Dr. Szijarto Attila dC 1098 15 Doktori értekezés

MTA Doktori értekezés

Az ischaemias korallapotok befolyasolhatosaga az

ido fuggvényében

Dr. Szijarto Attila

Semmelweis Egyetem

Budapest
2015



Dr. Szijarto Attila d c 1098 15 Doktori értekezés

Tartalomjegyzék
TArTAIOMIEEYZEK ..ottt et e ettt e e e et e e e e bte e e e ebteeeeebtaeeeestaee e s btaeeeenraeeeertaeaeanns 2
ROVIAIEESEK JEGYZEKE ...veeiieiiie ittt ettt s e et e e st e e e et bae e e s aaaaeaesansaeeeeansaeeesansseeeen 6
1. Bevezetés, irodalmi atteKiNtES ... e 8
1.1. Ischaemia, reperfzid - Hidny és tobblet paradoXona ........ccccceeeciveeieciiee e 9
0 0 B AN T o) {0 Y= ' =1 SRR 9
1.1.2. Ischaemia térben €S idGDEN .....c...ei it 12
1.2. Az ischamia-reperfizids kdrosodds mechanizmusa........cccoccveeeeciiieecciiee e e 13
1.2.1. LOKAlis KAroSOAASOK. ......coouiiiiiiiieiiereere ettt s 14
1.2.2. SZIiSZLEMAS NAtASOK.....eeiueeiiiiiiiieiie ettt ettt s s 22
1.3. Ischaemia-reperfizids karosoddas csokkentésének lehetBségei .......ccovvvvvvvrveeiiiciveeeiiineennn, 25
1.3.1. Az IR kdrosodast mérsékl6 sebészeti eljardsok ........cccvivvvieiiiiiiiiicciiee e, 25
1.3.2. Az IR kdrosodast mérséklé nem sebészeti eljarasok........cccceevcieiiecciee e, 38
2. ESEUISMEITETESEK ...ttt s st sttt aee s 47
2.1. Alsovégtagi Kritikus ISChABMIa ........uviieeiiiiec e e e e e e e 47
2.2. A mdj ischaemids-reperflzios KAroSOdAs ..........ceeiiuiiiiiciiie e e e 54
3. CAIKITUZESEK o eveeteeteeieetee sttt ettt sttt sttt et e s e sa et s ate et e e beesbeesaeesabesabeenbe e beenaeesaneenteentean 58
O N Y Y Jo] T g oo £ 2 =] I 60
4.1. Kisérleti elrendezés - MUtEttechnika .......ccccoviiiiiiiiiiie e 60
g O T oY V7= o VN o T 1 <Y SRR 60
B.1.2. ATBLOK 1ottt 60
4.1.3. Anesztézia, testhGmérséklet és a mUtEt ideje .....ccvcuveeeviiiieiiiiiiee e, 60
4.1.4. A m(itét menete - Végtagi ischaemia-reperfizid vizsgalat .........ccceevveviiviiericccienecnnen, 61
4.1.5. Csoportbeosztds - Végtagi ischaemia-reperflzid vizsgalata.......ccccccoeeeeccieeeeciieeeennen. 61
4.1.6. A m(itét menete - Maj ischaemia-reperfizid vizsgalata .........cccceeeeeeeeeeciiee e, 63
4.1.7. Csoportbeosztds - Maj ischaemia-reperflizid vizsgalata........coocevecieeeiicciee e, 65
4.2. Vizsgalt paraméterek - Végtagi ischaemia-reperfizid vizsgalata.......ccccocveveevcieeeveciee e, 66
4.2.1. Hemodinamikai VizsgAlatoK.........coccuiiiiiiiiiiiceee e e 66
4.2.2. Hisztoldgiai VizsgalIatoK.......cccocuiiiieiiieeecee et e e 67
4.2.3. Izomrost életképesség (NBT - morfometria)......cccccveeeeeciieeecciiee et 68
4.2.4. Laboratoriumi VIiZSEAIAtOK ........vveeiiiiee et e 69
4.2.5. REAOX-STATUSZ ...ttt ettt sttt e bt e sbe e saee s b e b e neens 69
4.2.6. Molekularis vizsgalatok (ELISA) .......ueeieeieiee ettt ee e e e aee e e e 69
4.2.7. Tavoli szervek karosodasaink vizsgalatai.........ccceeeeecurieiiiiiiiececiee et 69
4.3. Vizsgalt paraméterek - M3aj ischaemia-reperfuzids karosoddasok vizsgdlata......................... 72



Dr. Szijarto Attila d c 1098 15 Doktori értekezés

4.3.1. Hemodinamikai VizsgAlatoK.........ccccuiiriiiiiiie et 72
4.3.2. Hisztoldgiai VizsgalIatoK.......cccccviiiiiiiee et 72
4.3.3. Eletképesség vizsgalat (NBT MOrfOMELria) ...o.ovvveveveeeeeveeeeeeeeeeceeecceseeeeeesesss s 74
4.3.4. Laboratoriumi ViZSEAIATOK .......viiiieiieeeccee e 74
4.3.5 REAOX-STATUSZ ..ottt ettt st sttt et e bt e sbe e s e s e e b e e b ennes 74
4.3.6. Molekuldris vizsgalatok (ELISA) ....ccuuveeeeieiee ettt e e e e e e 75
4.4, STAtiSZtIKAl @NALIZIS...c..eeitieiieeee e 75
T Y=o [0 o T=Y o 1Y PP PTUPPPN: 77
5.1. Rovididejli végtagi ischaemia vizsgdlata és mérséklése PostC segitségével............uenn..... 77
5.1.1. Végtagi mikrocirkulacio Vizsgalata ........ccceeeveiiiiiiiiiii et 77
5.1.2. Vazizomzat fénymikroszkOpos vizsgalata.........cceecvveiieiiiieieiiieee e 77
5.1.3. Laboratériumi parameéterek Vizsgalata ........ccceeeeciiiiieciiiie e 78
5.1.4. Szabadgyok szint - luminometrids VizsgalatoK ...........cocvvvreeiiieiecciiee e 79
5.1.5. Sz&rum TNF-a SZiNt MEGhatarozZas .......ccueieeciiee e e e aae e 79
5.1.6. SzE&rum IL-6 szint MEeghataArozas........ccccvuviiiiiiiiiiiciiie et e e e e seaee e 80
5.2. Rovididejl végtagi ischaemia veseszovédményeinek vizsgalata PostC segitségével........... 80
5.2.1. Vese mikrocirkuldcio Vizsgalata..........cccueeieeciiie ittt e e 80
5.2.2. Vese fénymikroszkOpos VIzSEAlata .......c.eeeeeciieeeeiiiie e e 81
5.2.3. Anti-myoglobin immunhisztokémiai vizsgalat .........ccceccuveiiriiiiiiii e 81
LI B T o o W o 1T o Dq T F- o] e USRS 82
5.2.5. Vese funkcid Mmeghatdrozasa........ccviiieciiiiiiiiiiie ettt e e e e e e 82
5.2.6. SzOveti HSP-72 szint Meghatarozas..........cccecuiieeeciiie ettt ettt eetae e e e e e 83
5.3. Rovididejli végtagi ischaemia tlid6szovédményeinek vizsgdlata PostC segitségével........... 83
5.3.1. TUdE fénymikroszkOpos Vizsgalata.......ccuveeeeciieeiiiiiii ettt e 83
5.3.2. Tud6 szévet nedvességtartalma (W/D ardny).....cccceeeeereeeeeeireecreenieesieeseesreeveeveenvens 83
5.3.4. Szbveti MPO aktivitds Meghatarozas .........ccccveeeeciiiieeciieee e e 84
5.3.5. SzOveti HSP-72 szint Meghatarozas..........cccecuiiieeciiieeeciiee ettt ettt e e aaee e 84
5.3.6. Artérias VErgazanaliZis.........ccouueeieiiiie ittt e e et e e be e e e aaee e 84

5.4. Rovid idejl végtagi ischaemia bélszovédményeinek vizsgdlata és mérséklése PostC

T4l K=< A= (OO UU TSR 85
5.4.1. Artérias k6zépnyomas Meghatarozasa ........cc.eeeeecuveieeeiiiiee ettt e 85
5.4.2. Arteria mesenterica superior véraramlasanak vizsgalata..........ccccoceeeeiieeieciiiee e, 85
5.4.3. A vékonybél mikrocirkuldcidjanak vizsgalata.......ccccceeeeiieiiiciiiiiciee e 85
5.4.4. A vékonybél fénymikroszkOpos vizsgalata .......cccccveeeeeiiiiiiciiieee e 87
5.4.5. Bél mikrocirkuldcio és szovettani karosodds kozti korreldcid.......cooeeveeiiiniiniiniennen. 88

5.5. Kritikus ischaemia id6tartamanak meghatarozasa ...........ccceecveeeeecieee e 88



Dr. Szijarto Attila d c 1098 15 Doktori értekezés

5.5.1. Vazizomzat fénymikroszkopos vizsgalata.........cccecveeeieiiiiiieciieee e 88
5.5.2. Izomrost életképesség Meghatarozasa........ccceeeeciieieeiiiee e 89
5.6. Hosszu ideji (kritikus) végtagi ischaemia mérséklése PostC segitségével...........cccuueeennnn.e.. 90
5.6.1. Vazizomzat fénymikroszkOpos Vizsgalata.........cceecvveiiiciiiiiiiiiiee et 90
5.6.2. Izomrost életképesség Meghatarozasa........cccueeeeciieiicciiei e 91
5.6.3. ElektronmikroSzKOpia.......ccouciiieieiiiie e e e 92
5.6.4. Izomszovet nedvességtartalma (W/D @rdny) ......ccccccveeeceeecieeciee et eciee e e 92
5.6.5. Laboratdriumi VizsgalatoK .......eeeieciiiiiiiiiie et 93
5.7. Izomrost életképesség meghatdrozas (NBT) vizsgalata .......cceeveeerieeeciieecee e 93
5.7.1. Végtagi mikrocirkulacio Vizsgalata ........ccceeeeeiiieiiiiiie e 93
5.7.2. Ischaemids karosodas Vizsgalata ..........ccueeeeiiiieecciiii e e 94
5.8. A hosszu idejl ischaemia-reperfuzids karosodas vizsgalata .........cccceeeecveeeecciiee e, 97
5.8.1. Izomrost életképesség Meghatarozasa.......cccveiivciiieieiiiie e 97
5.8.2. Félvékony metszetek fénymikroszkdpos vizsgalata.........cccecvveeeviiieiiniiiee e, 97
5.8.3. ElektronmikroSzKOpia.......ccoccuiieieciiie et 98
5.9. Maj ischaemia-reperfuzié vizsgalata - tavoli szervi perkondicionalas (I-PerC) ................... 100
5.9.1. Artérias k6zépnyomas Meghatdrozasas........ccceevvcureeeiriiieeeiiiiee e see e 100
5.9.2. M3@j és also végtagi mikrocirkuldcio vizsgalata.........cccevveeeinciieiicciec e, 100
5.9.3. M@j fénymikroszkOpos Vizsgalata......cccccuieiriiuiiieiiiiee et 101
5.9.4. Laboratériumi paraméterek vizsgalata (ASAT, ALAT) ...oveeeieciieeeeciee e 102
5.9.5. Redox homeosztazis meghatdrozasa (Maj SZOVEL).......ccceeeeecieeeeeciiee e e 102
5.9.6. Sz&rum TNF-a szint Meghatarozasa......ccceeeeeuieieiiiiiee e 103

5.10. Mdj ischaemia-reperflzié vizsgalata és a tavoli szervi perkondiciondlas (I-PerC) neuralis

hatdsmechanizmusdnak tanulMANY0ZASa..........ccveiieiiiiiieiiieee e e e e e 104
5.10.1. Artérids kozépnyomas meghatarozasa ........ccceecuvieeiciiiee e 104
5.10.2. M3j mikrocirkuldcio vizsgalata .......cccecuvieiiiiiiiecciiee s 104
5.10.3. M3aj fénymikroszkpos vizsgalata (morfometria).......cccccceeeviieiieeccieeciee e 105
5.10.4. Laboratériumi paraméterek vizsgalata (ASAT, ALAT) ...ooeveeciieeeecieee e 106
5.10.5. Redox homeosztazis meghatdrozasa (Maj SZOVEL)......ccceeeeecieeeieciiee et 106

5.11. M3dj ischaemia-reperfuzid vizsgdlata - Levosimendan elGkezelés vizsgalata.................... 107
5.11.1. Artérids kozépnyomas Mmeghatarozasa .......ccceeeeuieeeiiiiee e 107
5.11.2. M3j mikrocirkuldcio vizsgalata .......cccecvvieiiiiiieecceee e 108
5.11.3. M4j fénymikroszkdpos vizsgdlata (HE, Sudan IV, TUNEL, PARP).......ccccoceveeerireeennneen. 108
5.11.4. Laboratériumi paraméterek vizsgalata (ASAT, ALAT) ...ooeeeeciieeeeciee et 110
5.11.5. Redox homeosztazis meghatarozasa (Maj SZOVEL).......cceeveeeiieeeieeeciee e 111
5.11.6. HSP-72 szint Meghatarozasa ......c.uueieviiiiieciiieee ettt st e e e e et e e sbre e e 112



Dr. Szijarto Attila d c 1098 15 Doktori értekezés

5.11.7. Eletképesség Meghatarozas (NBT) .......ccccvevieeeeireeeeiieeeeeeeeeeeeesesesstesss s eessssseseneas 112
5.12. Maj ischaemia-reperfuzid vizsgdlata - "Rovid latencidju” glutamin el6kezelés (Glu-R)
vizsgalatall3

5.12.1. Artérids kozépnyomas meghatarozasa .......cccceeevuieeeiriieee e 113

5.12.2. M3j mikrocirkulacio vizsgalata .......ccceccuveeeieiiieecee e e 113

5.12.3. M3j metszeteinek fénymikroszkpos vizsgdlata (HE, TUNEL, caspase-3).........c.......... 114

5.12.4. Laboratériumi paraméterek vizsgalata (ASAT, ALAT) c..ueeeveeeiieeecee e eeeee e 114

5.12.5. Redox homeosztazis meghatarozasa (maj szovet, SZErum)......ccccceevcveeeceeevieescneenns 114

5.12.6. TNF-a-5zZint MEgNatarozasa........cccueiiviiiiiiciiie et 115
5.13. M3@j ischaemia-reperfuzié vizsgdlata - "Hosszu latencidju” glutamin (Glut-H) el6kezelés
(VL7 A= - | - SRS 115

5.13.1. Artérids kozépnyomas Meghatarozasa .......cccceeeeuieeeiiiiiiie s 115

5.13.2. M3j mikrocirkulacio vizsgalata .......cccoccuveeeeeiiiiecceee et 116

5.13.3. M3j fénymikroszkdpos vizsgdlata (HE, Sudan IV, TUNEL, PARP).......ccccoceeeeeivieeeennnn. 116

5.13.4. Laboratériumi paraméterek vizsgalata (ASAT, ALAT) ...ooveieciieeeecieee e e 118

5.13.5. Redox homeosztazis meghatarozasa (maj szovet, SZErum).......cccceevveeecieeeiieescnneenns 118
5.14. Mdj ischaemia-reperfuzié vizsgalata - PJ-34 el6kezelés vizsgalata........cccoovveeeeeeeccnnnnnnn.n. 119

5.14.1. Artérids kozépnyomas meghatarozasa .......cccceeecuvieeiciieee et 119

5.14.2. M3j mikrocirkulacio vizsgalata .......ccceccuveeeeiiiiie e e 119

5.14.3. Maj fénymikroszképos vizsgalata (HE, TUNEL) .....ccveevieeeiiieecieecciee e e 120

5.14.4. Laboratériumi paraméterek vizsgalata (ASAT, ALAT) ..oeeevieeiieeeieeeeeecee e 121

5.14.5. Redox homeosztazis meghatarozasa (maj szovet, SZErum).......cccoeeveveeecieeecieesineeenns 121

B. IMEEDIESZEIES ...ttt et e e et e e e et e e e et e e e e e eata e e e e bbe e e e taeeeeataaeeeannaaaaaan 122
7. KOVETKEZEETESEK ..ottt sttt et e s s s e n e r e s 156
8. Uj MEEAIIAPIEASOK .....veeeeeeiieeeeeeee ettt ettt ettt ettt et sttt et et st et et ea et et eseteseseneseasenenas 158
T 01322 o )={ -1 O RRSRO 159
O T U oY 2'0 =1 Pt 160
R o Yo ] FoTa (Y=t =4 V<] SRR 161
12, KOZIEMENYJEEYZEK ..eeeieiiieeieiieee ettt ettt ettt ette e s et e e e sbte e e e s bteeeesbteeessbtaeeesssaeessnssneessnes 180
13, SZCIENTOMELIIA. . .ciiiiiiiiiiiiii ittt 188
14, KOSZONEINYIIVANITAS ... viiie ettt ettt e e et e e e et e e e e ebteeeeebbeeeeebteeeeessaeaesassasaeannes 190



Dr. Szijarto Attila d c 1098 15 Doktori értekezés

Roviditések jegyzéke

ADP adenozin difoszfat

AlF apoptosis indukal6 faktor
ALT/ALAT alanin-aminotranszferaz

AMP adenozin monofoszfat

AMS arteria mesenterica superior

APAF apoptoticus proteaz aktivalo faktor
APTI aktivalt parcialis tromboplasztin id6
AST/ASAT aszpartat-aminotranszferaz

ATP adenozin trifoszfat

BAD Bcl-2-associated death promoter
BUN blood urea nitrogen/karbamid
CARS compensatory anti-inflammatory response syndrome
cGK cGMP fliggo kinaz

cGMP ciklikus guanilat-ciklaz

CGRP calcitonine gene-related peptide
CK kreatin-kinaz

cNOS konstitutiv NO szintaz

cTnl cardiac troponin |

CsA cyclosporin-A

EM elektron mikroszkopia

ERK extracellularisan regulalt kinaz

ET endothelin

Glin glutamin

GSH glutation

HE hematoxilin-eozin

HIF1-a hypoxia inducible factor 1 alfa

HO hem oxigenaz

HSP heat shoch protein

IL interleukin

INF-y interferon-y

iINOS indukalhato nitrogén oxid szintdz
INR international normalised ratio
I-PreC ischaemias preconditionélés

IR ischaemia-reperfuzios

K*aTp mitochondriélis adenozin-trifoszfat szenzitiv K*
LDH laktat dehidrogenaz

MAPK mitogen aktivated protein kinase
MARS mixed antagonistic response syndrome
MODS multi organ dysfunction syndrome
MOF multi organ failure

MPO Myeloperoxidéaz
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mPTP mitochondrial permeability transition pore
NA Nikotinamid
NAD/NADH nikotinamid-adenin-dinukleotid
NADH-TR NADH-tetrazolium reduktaz
NBT nitro tetrazolium blue
NEH-1 Na*/H*-antiporter 1-es tipusa
NF-xB nuklearis-faktor-xB
NO nitrogén-oxid
ONOO- Peroxinitrit
PAR poli(ADP-riboz)
PARP poli(ADP-rib6z) polimeraz
Pi anorganikus foszfat
PI3 foszfatidilinozitol-3
PKB protein kinaz B
PKC protein kinaz C
PM platdé maximum
PMN polymorphonuclearis
PostC posztkondicionalas
RFI renal failure index
RISK reperfusion injury salvage kinase
RLU relative light unit
RT reperfziods teriilet
SERCA sarco/endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase
SIRS systemic inflammatory respose syndrome
TNF-a tumor necrosis faktor-o
terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end
TUNEL .
labeling
V-ATP vacuolaris proton ATP-az
RIPC remote ischemic preconditioning
R-PostC tavoli szervi posztkondicionalas

Megjegyzés: A dolgozatban az idegen szavak latinos és magyaros irasmodja Fabian Péter
és Magasi Péter szerkesztette Orvosi helyesirdsi szotar [Akadémia Kiado, Orszagos
Informacios Intézet és Konyvtar, 1992] elveit kovetik, ugyanakkor az altalanos ajanlastol
(latinos irasmod: anatomiai nevek, kor- és élettani nevek, korokozok nevei,
betegségmegnevezések, miitéti eljardsok; magyaros irasmod.: szakteriiletek nevei,
orvostechnikai eljardasok, miiszerek nevei, kémiai vegyiiletek) a szerzo egyes estekben
onkényesen eltér a napi gyakorlatban hasznalt, az angol terminologiat is magaba foglalo
irasmodokat alapul véve.
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1. Bevezetés, irodalmi attekintés

A szovetek perfuzios elégtelenségével jard6 megbetegedések a népbetegségek kozé
sorolandodak. A keringési megbetegedések mortalitadsi mutatdiban jelentkezd emelkedés oka
nem csupan a cardialis és cerebralis atheroscleroticus korképekben keresendd, hanem az
egyéb szervek, um. az alsé végtagi kronikus ischaemids karosodasa soran fellépd
szOvodmények is hozzajarulnak mindehhez. A kronikus ischaemias korallapotokon feliil
komoly hangsulyt kapnak a siirgés ellatasi kotelezettséggel jard heveny érelzarodasok is. A
szoveti perfuzio zavara ezen feliil akar tervezetten, mutéti ellatas soran is felléphet. A
Klinikai szituaciét nagyban neheziti, hogy az ischaemia kritikus hossza - tehat a
reverzibilitas, funkciondlis megtarthatosag idétartama - még maig sem vildgos minden szerv
esetében. A szervek ischaemia toleranciaja egymastol nagyban kiilonbozik, ugyanakkor az
ischaemiara adott szoveti valasz jellege sok tekintetben azonos. A szerv vérellatasanak
helyreall(it)asat kovetd reperfuzios jelenségek paradox kdarosodasokat hoznak Iétre. A
lokalis ischaemia-reperfizios (IR) karosodast generalizdlodo, szisztémdés gyulladasos
valaszjelenség kisérheti, melynek kimenetele akar fatalis véget ér6 tobbszervi elégtelenség
is lehet. A sebészi technikdk és az aneszteziologia fejlodésével megjelent kiterjesztett
resectios miitétek, a szervtranszplanticiok, valamint a heveny verdér-elzarodasok kapcsan
fellépd ischaemia-reperfuzios kéarosodasok csokkentésére, illetve a szovetek ischaemia
tolerancidjanak novelésére nagy a klinikai igény. Ezekben a szituaciokban a karosodas
mértéke alapvetéen befolyasolja a posztoperativ szovOdmények kialakuldsat, nem utolso

sorban a beteg tulélését.

Az utdbbi évtizedek felismerése, hogy az ischaemias allapot soran kialakulo szoveti
oxigén-, €s tapanyaghidny szamos adapticids mechanizmust indit el a sejtekben. Ezen
adaptiv folyamatok képesek lehetnek egy szerv ischaemia tolerancidjanak ndvelésre, a
reperfuzios karosodasok mérséklésére. A rovid ciklusu repetitiv ischaemias €s reperfuzids
periodusok alkalmazasa az ischaemia el6tt (prekondicionalas), vagy az utan
(posztkondicionalas) napjaink igen aktiv kutatasi teriilete. A fejlédés azonban nem allt meg
itt. Ismertté valt, hogy egy adott szerv, szervrészlet keringés-medialt karosodasa nemcsak
lokalis hatasokkal mérsékelhetd, hanem egy tavolabbi teriileten 1étrehozott, rovid ischaemia-
reperfuzids epizodok alkalmazasaval is. Ennek alapjan a ,,célszervi kondiciondl6 eljarasok”
mintdjara tovabbi, tavoli szervi eljarasok kiprobalasara is sor keriilt. A fenti sebészi adaptiv
- az ischaemidhoz ,hozzaszoktatd” - mddszerek hatterében allo kiilonbozd jelatviteli utak

vizsgalatahoz kisérletesen alkalmazott gatldo- és aktivaloszerek a jovOben, terapiasan is
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hasznalhato gyogyszerek fejlesztéséhez jelenthetnek alapot. A fenti mddszerek klinikai
alkalmazasa gyermekcipOben jar még ugyan, de a kezdeti tapasztalatok reményteljesek és

tovabbi vizsgalatokra 0sztondznek.

Jelen munka azon gyakorld sebész szemével irodott, aki napi tapasztalatait, kérdéseit
kisérletes elrendezésekbe forditva keres valaszt az egyes szervek ischaemia-reperfizids
karosodasainak leirdsara, illetve azok kivédésének lehetdségeire. 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,
maj), melyek az ischaemia-reperfuzios karosodas szempontjabdl, annak idébeli lefolyasaban
¢s igy a karosodasok mérséklését célzo beavatkozasok iddézitettségében jelentds eltéréseket
mutatnak. Mig az alsé végtagi ischaemias tolerancia eléri a 8-12 orat, addig majszovet
esetében ez nagyjabol minddsszesen egy oOrara tehetd. Amig az izomszovetben kialakuld
reperfizidos valaszjelenségek az ischaemia-reperfuzids karosodasok ,tiszta” formajat
mutatjak, gy a méjban a specidlis szoveti struktira és a helyhez kotétt macrophagok
jelenléte nagymértékben megvaltoztatja a folyamat dinamikajat, kimenetelét. Tovabba mig
az als6 végtagi akut verdér-elzarédasok egy jelends része nem mutéti szituadcidhoz kotott,
tehat nem tervezetten hozzuk azt létre, hanem heveny tromboembolias jelenségek klinikai
megjelenése kapcsan 1ép fel (szdmottevden lesziikitve a terapids lehetdségek tarhazat), addig
a majszoveten létrehozott ischaemids inzultus az esetek dontd hanyadaban tervezett mtéti
beavatkozas része. Ennek megfeleléen, mig az el6bbi esetben a mar kialakul6 ischaemia és
az azt kovetd karosodasok kivédése lehet a cél, addig a mdj esetén az ischaemids tolerancia

perioperativ ndvelése a klinikai végpont.

1.1. Ischaemia, reperfazio - Hiany és tobblet paradoxona

1.1.1. Alapfogalmak

Az ischaemia - vagy angolszasz irasmodnak megfeleléen ischemia - szavunk gorog
eredetli: woyoupia. Jelentése az ,,ischo” = visszatartas €s a ,,haima” = vér szoosszetételbol
ered. Az ischaemia definicidja alatt korbonctani szempontbdl a szovetek vér-, mig élettani
szempontbol azok oxigénhidnyos allapota értendd; azonban valdjaban a szovetek szamara
elérhetd oxigénkinalat, illetve azok oxigénigénye kozotti egyensuly megbomlasa képzi a
problémat, akar az el6bbi komponens csokkenése, akar az utobbi emelkedése folytdn. Az

igy kialakult szervi, szoveti karosodast ischaemiés sériilésnek nevezziik, amelyet elsésorban
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az oxigénhianyos 4llapot id6tartama hatdroz meg. Az ischaemia egy ponton tul
visszafordithatatlan karosodasok forrasa, ahogy ezt John Hunter is megfogalmazta 1839-
ben: ,,Blood ...appears to carry life to every part of the body, for whenever the whole or a

part is deprived of fresh blood it very soon dies”. [1]

Az ischaemia tobb formaban is alakot Olthet az oda vezetd korallapotok szerint.
Definicidja, illetve felosztasa soran a rendez6 elv dnkényes. Lokalizacio és iddbeli lefolyas
tekintetében jelentds, eltérd szoveti és szisztémas kovetkezményekkel jaré megjelenést
mutat. Az ischaemia kapcsan igy beszélhetiink globalis és részleges; abszolut és relativ

formakrol.

Globalis ischaemia, ha a szervezet egészének vérellatasa, vérkeringése elégtelenné
valik. Megjelenése elsdsorban a shock korfolyamatdban észlelhetd, ahol a kivaltd oktol
fiiggetlen akut, progressziv haemodynamicai zavar [ép fel, mely a szovetek
oxigenizaciojanak elégtelenségéhez vezet. A shock egyes tipusaiban, a vérellatas zavara a
vér de facto hianyabdl (haemorrhagias shock) ered; igy hozva létre globalis, mindenre
Kiterjed6 ischaemias allapotot. Ugyanakkor egyes shock formak estén a vérellatas zavara a
hirtelen megjelend vazodilatacid és/vagy hypotenzio (anaphylaxias shock) miatt jon létre.
Részleges, parcidlis ischaemia az egy szervre, szervrendszerre (vagy akar végtagra)
lokalizalt ischaemia. Ez lehet akdr arteriosclerosis szovédményei kapcsan megjelend
keringési megbetegedések tipusos formaja (stroke, myocardialis infarktus) vagy létrejohet
egészseéges érpalya mellett embolia, kompresszio vagy akar dissectio kovetkeztében.
Parcidlis ischaemiaval taldlkozunk kiterjesztett miitéti megoldasok (majresectiok,
transzplantaciok stb.) soran végzett érkirekesztések kapcsan is. Abszolut ischaemia fogalma
a szoveti oxigénellatas teljes hianyat jelenti. Ezzel szemben relativ ischaemiar6l beszéliink,
ha a keringd, oxigénszallitasra alkalmas elemek megléte kifogastalan, de a subcellularis
szinten hato gatlo (cian) vagy szétkapcsolo-szerek (pl.: 2,4-dinitrophenol) megakadalyozzak
a mitochondrialis 1égzési lanc megfelelé mitkodését. Relativ ischaemiaként értelmezenddk
még azon (kor)allapotok is, mikor az oxigénkinalat-oxigénigény egyensulya az oxigénigény
drasztikus novekedése miatt alakul ki, ,.(fiziologids”, vagy egyébként ,nyugalmi”
oxigénkinalat mellett, igy pl. tulfokozott szivmiikddés (baleset, ablizus, pszichés sokk) miatti
myocardialis infarctus, stb. Relativ ischaemids folyamatok kézé sorolhatd a ,,wash-out”
fenomén kapcsan észlelt csokkent oxigénellatas is, mely a szerz6 korabbi kutatdsi szerint -

specialis koriilmények kdzott - regeneracios triggermechanizmusok alapja is lehet. [2]
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Ischaemiarol alkotott fogalmaink kozott a kritikus ischaemia és az ischaemia
tolerancia megismerése - filozofikus mélységekbe tekintve - a félig teli, félig iires pohar
problematikajara vilagit ra. Ischaemia tolerancia az a vértelenségben eltoltott leghosszabb
idotartam, melyet kovetden a szervi funkciok visszatérnek, illetve a regeneracio biztositott
(azaz a folyamat még reverzibilisnek tekinthetd). Ezzel szemben, illetve emellett, a
toleranciat jelz6 idokorlat atlépésével érhetd el a kritikus ischaemia, mely az a hevenyen
kialakul6 ischaemias esemény, iddpillanat, melyet kdvetden a revaszkularizacié (mar) nem
teszi lehetové a szerv talélését (azaz a folyamat irreverzivibilis karosodasokat
eredményezett). Minden sejt, szovet, szerv esetén mas ¢s mas a toleralhatd vagy kritikusnak
nevezett ischaemias iddétartam. Populécios szinten a kritikus ischaemids idGtartam az a
vértelenségben eltoltott id6, mely a populacid tobb, mint 50%-&ban a szervben nagy
kiterjedésii necrosishoz, vagy halalhoz vezet. [3] Ez az id6tartam agy esetén perceket, mig a

vazizomzat kapcsan hosszl orakat is jelenthet.

Fontos azonban megjegyezni, hogy az ischaemia ugyanakkor Janus arcu jelenség is,
mint azt majd a jelen dolgozat tovabbi része is igazolja. Eloljaroban annak emlitése fontos,
hogy amig az elégtelen vérellatasi koriilmények és azt kdvetd szoveti korallapotok a szervek
vagy a szervezet karosodasat, akar halalat jelentik, jelenthetik, addig az ischaemia egyben
adaptiv vélaszjelenségek induktora is. Ezen wutobbi tulajdonsaga révén mind az
angioneogenesis, mind a késdbbiekben targyalt adaptiv, ,hozzészoktatd” sebészeti

mechanizmusok elhagyhatatlan szerepldje is maga az ischaemia.

A reperfizio a vértelenség végét jelenti. A vér ismételt bearamlasa nélkiilozhetetlen
a szervek, szovetek taléléséhez és az életmiikodés visszatéréséhez. A reperfiizio helyreallitja
a szovetek oxigén és energiaellatasat, valamint elszallitia az ischaemia ideje alatt
felhalmozodott toxikus metabolitokat. A jelenség igy egyrészt megmenti az ischaemia soran
reverzibilisen karosodott sejteket, masrészt paradox modon a sejtek tovabbi stlyos
szerkezeti és funkciondlis karosodasahoz vezet. Ezen utdbbi jelenséget reperfuzids

karosodasként targyalja az irodalom.

Az alapfogalmak kozt megemlitendd a majd késobb részletezendd (1d.: 1.2.2 fejezet)
reperfizids szindroma, mely nagy mennyiségli szovetet érintd, jelentds IR karosodas utan
kialakulo, lokalis és szisztémas szovOdményekkel jaré komplex tiinetegyiittes. [4] A

szindroma lokalis komponense az ischaemiat elszenvedett szovet kdrosodasat, szisztémas
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komponense pedig az IR karosodas helyétdl tavol esé régiokban, masodlagosan kialakuld

tobbszervi elégtelenséget, szisztémas gyulladasos reakciot jelenti. [5]

1.1.2. Ischaemia térben és idoben

Az ischaemia idében egy hosszu, folytonos spektrumot alkot. A spektrum egyik
végpontjat az egészséges éErrendszer mellett létrejott akut, heveny vérkeringési
elégtelenségek (pl. embolizacid, miitéti kirekesztések) képezik, mig a spektrum masik végén
a kronikus ischaemia foglal helyet, ahol a beszikiilt ereken at mar csak minimalis a
»Szupportiv” tapanyagellatas. A két végallapot kozott helyezkednek el a kronikus keringési

zavarok akut hanyatlésai.

Heveny keringési elégtelenségben, akut ischaemidban a szervek, vagy a szervezet
szdmara az oxigén ¢€s tapanyagok részleges vagy teljes hianya hirtelen elviselhetetlenné
valik, nincs 1d6 a kompenzaldé mechanizmusok kialakuldséra, igy egy ponton tal ("point of
no return") az ischaemia nem tulélhetd. Klinikus szemével vizsgalva az akut ischaemia
jelentdségét - a szervi érintettség mellett - az irreverzibilitas (1d. kritikus ischaemia) gyors
bekovetkezte és igy az idéfaktor kulcsszerepe adja. Az akut ischaemids 1€ziok felismerése a
legtobb esetben nem nehéz; a progresszid szervenként kiilonbozd ilitemil, de viszonylag
gyors. Amennyiben nem sikeriil id6ben ellatni ezeket a korallapotokat, akkor a gyakori,
maradand6 karosodasok mellett a szisztémas szovodmények miatt kialakuld magas
haldlozasi arannyal is szdmolni kell. A hevenyen fellépd keringészavarok kapcsdn a
korlefolyast befolyasold tényezdk kozé sorolhatd (1) az érintett szerv ischaemids tolerancia
ideje; (2) a rezidudlis perfuzid mértéke; (3) a kollaterdlis rendszer fejlettsége; (4) az
elzarodott ér nagysaga; illetve (5) az ischaemids szovetek mennyisége. Gyakorlati
tapasztalat, hogy szerencsére a rezidudlis perfizio, illetve a kollateralis rendszer miatt az
ischaemia ritkdn lesz komplett. Kiilonbség észlelhetd nagyobb régidkat ellatdé nagy erek
(jobb kollateralis halozat, de nagy tomegl ischaemias szdvet) és a kisebb erek elzarodasa
(végartériak igy az ischaemia lokalisan stilyosabb, de a szisztémas reperfuziods karosodasok

veszélye kisebb) kozatt.

A heveny keringési elégtelenség allapotai kozott kiilonleges helyet foglal el a
iatrogen modon, tervezetten, miitéti beavatkozas kapcsan létrehozott ischaemia. Ekkor az
operaland6 szerv ischaemias toleranciajanak ismerete folytan, a vaszkularis kirekesztések
id6tartaméanak szabalyozasdval a szoveti karosodas kivédhetd, jelentdsen mérsékelheto.

Ugyanakkor amennyiben az adott szerv, szovet eleve karosodott (pl: zsirm4j, cirrhosis,
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kemoterapiat kovetd majkarosodas stb.), gy a populdcios szinten ismerni vélt szervi
ischaemias tolerancia jelentds mértékben modosulhat. Ezen utdbbi felismerés megléte arra
sarkalja az operatért, hogy a tervezett mutéti ellatas soran az esetleges - még populacios
szinten beliil elviselhetonek itélt érkirekesztések altal 1étrejott - szervi karosodasokat
mérsékelje. Ennek modszereként alkalmazhatdak a késébbiekben targyalasra keriilé adaptiv

sebészeti technikak.

A fentiekkel szemben a hosszan fennallo, kronikus, részleges vagy akéar teljes
verdérsziikiilet, egy bizonyos mértékig képes a szovetek vérellatasat kollateralis halozatokon
at biztositani (pl. also végtagi kronikus ischaemia), tovabba a szerveket, szoveteket adaptalni
egy alacsonyabb ellatasi szinthez. A kollateralisok kialakuldsa és az ezzel kapcsolatosan
megfigyelt ér-Ujonnan képzddés (angioneogenesis) az ischaemia Janus arch
tulajdonsagainak egyike. A kompenzaci6 (a hypoxia indukélta angiogenesis) eredményként
a szerv alapvetd funkcidi nyugalmi allapotban megtartottak lehetnek. A ,,nyugalmi helyzet”
feletti igénykor a kollateralisok ellatasi képességei azonban elégtelenek lesznek, hiszen igaz
azok Osszkalibere még elegendd lenne, de specialis szerkezetbdl fakaddan (spiralis lefutas)
keringési ellenallasuk fokozott (1d.: 8. dbra). Igy a hirtelen fellépd oxigénigény kielégitésére
a dugdhuzoszeriien lefuto kollateralis erek méar nem elegenddek. Ezen esetekben a fokozott
igény mellett megjelend keringési elégtelenséget klinikai manifesztacio is kiséri
(claudicatio, intermittens angina abdominalis). A kronikus vérellatasi zavarhoz tarsuld

heveny romlas klinikai képe igen valtozatos, két azonos forma szinte nem is fordul el6. [6]

1.2. Az ischamia-reperfazios karosodas mechanizmusa

Az akut verdér elzarodasok (am. als6 végtagi ischaemia), illetve a tervezett miitétek
(major mdj resectiok) sordn alkalmazott érkirekesztések sok esetben igen nagy tomegii
szovet ischaemias karosodasahoz vezetnek. A sejtek életben maradasahoz elengedhetetlen a
vérkeringés €s az oxigenizacid az adott szerv ischaemia-tolerancidjanak megfeleld 1don beliil
torténd helyredllitasa. Ismert tény ugyanakkor, hogy paradox moddon az anaerob
metabolizmusra attért sejtek reperfiizidja tijabb karosodast okoz. Az IR karosodas mértéke
megjelend komplikdcidknak, és igy a betegek életkilatasainak. Az IR soran fellépd

karosodasok kovetkezményei lokalis és szisztémads szinten jelennek meg.
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1.2.1. Lokadlis karosoddsok

A sejtekben 1étrejott karosodasok egy része mar az ischaemia ideje alatt
visszafordithatatlan jelenségként 1ép fel, egy masik része viszont a reperfuzié soran

kibontakoz6 tovabbi karosodas eredményeként jelenik meg. [7]

1.2.1.1. Az ischaemids sériilés jellemzGi

Az ischaemias sériilés 1ényege, hogy csokken az ionhomeostasis fenntartashoz
sziilkséges energia. Kiliriilnek a nagy energidju foszfat-raktarak, karosodnak a
membranfunkciok, a mitochondrilis enzimrendszer zavara végiil sejthalalhoz vezet. Az
ischaemiat reduktiv stresszallapot jellemzi, annak kovetkeztében, hogy a Szentgydrgyi-
Krebs ciklusba belépd elektrondonorok jelentés NADH felhalmozashoz vezetnek, tekintve,
hogy a terminalis oxidacié (ATP szintézis) elmarad. Az oxidativ foszforilacié gatoltsaga
révén, az ischaemia kovetkeztében anaerob folyamatok indulnak el, melyek hatdsara
acidosis alakul ki. A lokdlis protonkoncentracié megemelkedése serkenti a Na*/H®-
antiporter 1-es tipusat (NHE-1), mely egy H*-t szallit kifelé a sejtbdl egy Na*-ért cserébe.
Ezen feliil a membranfunkciok sériilésébdl fakaddan a Na*/K*-pumpa miikodése is zavart
szenved, mely kovetkezménye Na*, vele parhuzamosan viz tovabbi bearamldsa. Mindezen
folyamatok intracellularis nett6 Na® felhalmozdodast eredményeznek, mely lelassitja a
Na*/Ca?" kicserélé rendszert, sét egy ponton til meg is fordithatja miikodésének irdnyat.
Ennek hatasara az ischaemia alatt nagymennyiségti Ca?* dramlik a sejtbe, melynek egy részét
a mitochondriumok felveszik, illetve ezzel egy idében a Ca* a foszfolipazok, a kalmodulin

altal regulalt proteazok és endonukleazok aktivaciojat indukalja. [8]

1.2.1.2. A kritikus ischaemia detektdldsa

A tisztan ischaemids események fent emlitett legizgalmasabb pillanata az ischaemias
tolerancia atlépése, illetve a kritikus ischaemias 1dd, a ,,point of no return” elérése. A kritikus
ischaemia pillanatanak sejtszintii megallapitasa - azaz a sejthalal bekdvetkeztének detektalas
valamilyen valtozé fiiggvényében - csak biokémiai és ultrastrukturalis modszerekkel
elképzelhetd. A biokémiai mérhetd paraméterek kozé tartoznak: (1) ATP és
bomlastermékeinek koncentracié mérése (ADP, AMP, Pi, inozin, xantin, hypoxantin); (2)
anaerob bomlastermékek meghatarozasa (laktat); (3) energiaraktarak felmérése (glikogén,
foszfo-kreatin); (4) pH valtozasok detektalasa; (5) ioneltérések mérése (Ca%*, Na*, K*, CI),

(6) respiracios enzimaktivitasi vizsgalatok. [9] Szivizomsejteken végzett vizsgalatok szerint
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a sejten beliili ATP koncentraci6 csokkenése jol jelzi karosodas mértékét: 80-90%-0s ATP-
szint csokkenés sejtnecrosishoz vezet. [10] Mas, szintén szivizmon végzett vizsgalatok azt
igazoltak, hogy 60 perc ischacamia utan mar a nagyenergdidju foszfatok felét inozin, xantin,
hypoxantin tette ki, melyek arany a 150. percre dontové valt az ADP és AMP mellett, mig
ATP nem volt detektalhato. [9] Harantcsikolt izomzat tekintetében pedig igazolodott, hogy
az glikogén koncentracié csokkenése csak a hetedik orara, mig a foszfo-kreatin szint
megfelez6dése kb. 1,5 6ra mulva észlelhetd. [11] Masok azt igazoltak, hogy a kritikusnak
vélt intramyocellularis pH a foszfo-kreatin szintek esésével egyiddben jelentkezik az
ischaemia masodik orajaban. [12] Sejtszintli kritikus ultrastrukturalis valtozasokat
elektronmikroszkoppal a mitokondriumokban detektalhatunk elészor, iim.: duzzadas (mely
csak gyanugjel, mértéke az idével nd), denz testek megjelenése, kiils6 membran szakadasa.
Magi eltérések szintjén karyopiknosis (duzzadt mag, sz¢€li heterokromatinizacid, prominens
nucleolus csak gyanujel, mértéke az idével nd), karyorrhexis észlelhetd. [13] A fenti
biokémia ¢s ultrastrukturalis médszerek érzékenyek ugyan, de hosszil vizsgalati idot
vesznek igénybe, igy klinikai alkalmazhatésaguk nincs és ilyen forman nem is hordoznak
relevans informdciot, tekintve, hogy a szoveti sejtosszetétel is inhomogén (erektdl vald

tavolsag, sejt életkora stb).

Az (alsOvégtagi) izomszovetet érinté akut ischaemias események klinikai
megjelenése (embolia, trombosis stb.) soran a szoveti szinti kritkus ischaemia detektalasa
kiilonos jelentdséggel bir, tekintve, hogy ezen ,,pont” ismerete elengedhetetlen az optimalis
terapia - revaszkularizacid vagy amputacio - megvalasztasaban. A hosszantart6 ischaemiat
kovetd revaszkularizacid sulyos, életveszélyes allapotot idézhet eld (ld. reperfuzids
szindréma). Ebbdl kovetkezik, hogy rekanalizaciora abban az esetben érdemes torekedni, ha
a végtag megmenthetdségeének redlis esélye all fent. Amennyiben izomkarosodas stilyossaga
olyan foku, hogy a revaszkularizaci6 a végtag tilélését mar nem képes biztositani a végtag

amputaciodja lehet csak terapias értéki.

Az ischaemia okozta izomkarosodds megitélésére azok a mddszerek optimalisak,
melyek a sejtek energiahaztartasat vizsgaljak, tekintve, hogy az energiaraktarak kimeriilése
a sejthalal egyik legfontosabb kivalto tényezdje. [14] A sejtek, szovetek ATP
alkalmazhato eljaras. Ezért az energiahordozok kozvetlen meghatarozésa helyett a celluldris
energia-szint indirekt vizsgalatira alkalmas eljarasok jelenthetik a megoldast. A

mitochondriumok megléte, mint energiatermeld egységek, a sejtek talélésének kulcsa [15],
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igy ezek kimutatdsa kézenfekvd modszer. A mitochondrialis 1égzési lanc aktivitdsa
ischaemia alatt csokken, mely aktivitds-csokkenés enzim-kémiai modszerek segitségével
rovid 1d6 alatt kimutathat6 kiilonb6z6 tetrazolium sok alkalmazasaval. A miikddé enzim-
komplexek a tetrazdlium sokat redukaljak, ezzel szines reakcidtermék (formazan)
keletkezik. [16] Ha a mitochondriumok karosodnak, ugy az oxidacids enzim-komplexek
miikddése is megsziinik, igy nem képesek a tetrazolium sok hasitdsara, tehat a festddés
elmaradasa a mitochondriumok karosodasat jelzi. [17] A tetrazolium sokkal torténd
makroszkopos festddés megsziinése jol korrelal a necrosis jelenlétével. [18] Szamos
tetrazolium vegyiilet koziil az Gin. ,,nitroblue tetrazolium” (2,2p-di-p-nitrofenil-5,5r-difenil-
3,3t-(3,3'dimetoxi-4,4'-bifenilén)ditetrazolium-diklorid) az mely a legalkalmasabb az
ischamias  karosodds mértékének meghatarozasdra tekintve, hogy alacsony
lipidoldékonysaga miatt nincs alpozitivitas, illetve optimalis redox potencialja miatt kevés a
nem specifikus (pl.: endoplazmatikus retikulumban) melléktermék. [16] A reakcid a klinikai
gyakorlati hasznosithatésagahoz a keletkezett reakciotermék mennyiségét szamszerisiteni
kell. A tetrazdlium redukcié mértékének meghatarozasahoz hasznalt egyik klasszikus
modszer spektrofotometrias elven alapul [19], 585 nm-en, kalibracios egyenes segitségével.
jol jelzi [21], a modszer klinikai alkalmazhatosagat neheziti, hogy az eljaras mindeddig
kizardlag revaszkularizaciot kovetden kertilt kiprobalasra. Tovabbi hatraltato tényezd, hogy
az el6készitési id6 igen hossza. Egy masik kvantifikacios modszer an. planimetria [22], mely
soran az izmot, vagy annak egy megfeleld méretli darabjat, tetrazolium sot tartalmazo
festékbe martjuk, a szovet a festéket diffuzioval felveszi, majd a mitokondriumok a
tetrazolium sot atalakitjak, mely makroszkoposan lathatova valik, az izom elszinezddik. A
karosodott teriiltetek nem mutatnak szinreakciot. A mintdban a reakciot mutatd és nem
mutatd régiok aranya a minta teljes teriiletéhez képest ad egy aranyszamot. A moédszer
eldnye a gyorsasag, hatrdnya viszont, hogy a megfeleld szenzitivitds eléréséhez nagy
mennyiségll szovetmintara van sziikség, ami a klinikai gyakorlatban elfogadhatatlan. Habar
a fenti modszerek a betegagy melletti diagnosztikdban nem hasznalhatoak, de erdsségiik,
hogy mindkét technika esetében a kapott eredmények jol korreldlnak az ultrastrukturalis

valtozasokkal. [17]

1.2.1.3. A reperfuzids kdrosodds mechanizmusa

A reperfuzio soran a sejtek oxigén ellatasa hirtelen helyreall, mely kovetkeztében a

reduktiv folyamatokat kovetden egy oxidativ stressz helyzet alakul ki (1. abra).
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Redox Equilibrium

Anoxia [ Hypoxia
Ischaemia

Hyperoxia /| Reoxigenazacio
Reperfuzio

Abnormalis redukalt Abnormalis oxidalt
allapot allapot

Megoldas: Elektronfélosleg \ / Megoldas: ROS eltavolitas /

eltavolitasa / Elektron Elektron donorok
acceptorok

Redox Equilibrium

1. abra Azischaemia és reperfuzio redox homeosztazisa. Az ischaemia-reperfuzio jellemzése, mint reduktiv-oxidativ

stressz allapot.

Az oxidativ folyamatok soran szabadgyokok (ROS: reactive oxygen species)
leginkdbb az ATP bomlastermékeként keletkezd hipoxantin tovabbi atalakitisa kapcsan
képzddnek [23], mely folyamatot a ischaemia hatisara, Ca®*-dependens ut révén, xantin-
oxidazza atalakult xantin-dehidrogenaz enzim katalizalja. [24] A keletkez6 szabadgyokok
(02', H202, HOCI") adduktképzési hajlamuk révén karosodasokat okoznak a membran
lipidekben, proteinekben, szénhidratokban és nukleinsavakban. A reaktiv gyokok a DNS-
molekulakban keresztkotéseket, nukleinsav-hasitasokat és bazis-hidroxilaciot indukalnak.
Karosito hatassal vannak a tobbszordsen telitetlen zsirsavakra, lipidperoxidaciot hozva létre,
melynek eredményeként lipidperoxidok képzddnek. A lipidperoxidok hatasara lipid-lipid,
lipid-protein, protein-protein diszulfid-hid keresztkotések jonnek 1étre, valamint protein- és
zsirsavhasadas alakul ki. A folyamat eredményeként a 1étfontossagu szubcellularis enzimek,
a cellularis kontraktilis apparatus sériiléséi jonnek Iétre, tovabba a sejtmembran
integritdsanak, valamint a mitokondrium-membran energiatermelésének és iontranszport
mitkodésének karosodasat okozzak. [25] A reaktiv oxigén gyokok képzddéséhez hozzajarul
tovabba az ischaemia soran a mitochondriumban felhalmozodott nagy mennyiségii Ca* is.
[26, 27] A megndvekedett intramitochondrialis Ca®" koncentracié hatisira egy részt a
mitochondrium membranjaban elhelyezkedd elektrontranszportért felelds enzimek és
molekuldk (NAD, FAD, citokrom B, koenzim Q) redukcidja kovetkezik be. Ez rontja a
1égzési lanc hatasfokat, igy tovabbi szabadgyok melléktermékek képzodéséhez vezet [28],
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tovabba az mPTP (mitochondrial permeability transition pore) nevii nem specifikus
oriascsatorna megnyilasat eredményezi. [29] Ezen csatorna nyitasa teljesen felboritja a belsé
membran szigoruan szabalyozott szelektiv permeabilitasat, mely a mitochondrium
duzzadésat okozza, a protongradiens megszinik, az oxidativ foszforilacio szétkapcsolodik.
A fentiek mellett az organellum alkotoinak (pl.: citokrom c stb) szabad vandorlasa indul(hat)
meg, mely a sejthaldl médjaban kulcsfontossagu lesz. Végeredményben az egész sejt

intracellularis organizacioja felbomlik.

Az ischaemia-reperfuzios karosodas nem csak a szoveti sejteket érinti, hanem az
endothel sejteket is. Subcellularis karosodasok mellet az endothel sejtek funkciojaban is
zavar tamad: az energiaraktarak kitiriilése, egyes bioaktiv anyagok csdkkent produkcidja (pl.
prosztaciklin, nitrogén-oxid (NO)), és mas anyagok fokozott képzddése (pl. endothelin (ET),
tromboxan A2), illetve a sejtek felszini molekuldinak megvaltozasa (pl. P-selectin
megjelenése) kovetkezik be. [30] Az el6bbiekhez hasonloan szamos gén atirodasa felgyorsul
(adhézids molekuldk, citokinek), vagy szuppresszalddik (konstitutiv NO szintdz (cNOS),
thrombomodulin). [31] Paradox moddon a ,,gyogyitd” hatast hozo reperfizié a folyamat
progressziojat eredményezi. Morfologiailag megfigyelhetd az endothel sejtek elemelkedése
a bazalis membranrdl és gyulladdsos sejtek, elsdsorban aktivalt neutrophil granulocytak
kitapadasa az sejtek felszinéhez. Osszefoglaléan a folyamatot az endothel-dysfunkcionak

emliti az irodalom. [32, 33]

A tovabbiakban az elhalt sejtekbdl kiszabadult intracitoplazmatikus komponensek,
valamint - foként a venulak teriiletén létrejové - endothel diszfunkcié gyulladasos
folyamatokat inditanak be. Ennek f6 elemei a leukocytdk kemokin és citokin mediélta
bevandorlasa, érfalhoz val6 adhézioja, transzendothelidlis leukocyta-migracio, vérlemezke-
fehérvérsejt aggregacido, albumin-extravasatio, ¢és fokozott reaktiv szabadgyok
felszabadulas. [34] A postcapillaris venulakkal szomszédos intersticialis teriileten
elhelyezkedd mastocytdk és macrophagok szintén aktivalodnak az IR kéarosodas kapcsan,
kozé valo terjesztésében. [35] A gyulladasos sejtek jelenlétével az energiadependens
,»Killing” mechanizmusok kapcsdn megjelend fokozott reaktiv szabadgyok-felszabadulas
tovabb fokozhatja a reperfiizios karosodas mértékét. [36] A nagymértékii leukocyta migraciod
¢és kitapadas, amihez hozzajarulhat még a vordsvértestek Osszetapadasa, a kialakulo
mikrotrombusok és a megnovekedett extravaszkuléaris nyomads a reperfiizio alatt, lokalisan a

véraramlast megnehezitheti, igy az agynevezett ,,low-flow” [37] vagy ,,no-reflow” [38, 39]
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jelenség keretében a lokalis ischaemiat prolongalhatja, a reperfuziét ,,foltossd” teheti
(2.4bra).

duzzadt izomsejtek

endotélrés kilépé fibrin komprimaljak az eret

vorosvértestekkel

endotél
duzzadas mikroembolusok

endota mémbrén

kitiremkedések
kapillaris lumen

rol6

képzddés

neutrofil dugdk szubszarkolemmalis
duzzadas

vérlemezkék

2. abra: A "no-reflow' fenomén. Forras: Reffelmann T, Kloner RA. 2002

A mikrokeringés valtozasaiban, illetve a foltos reperfuzios kép megjelenésében
jelentds szerepe van az NO/ET egyensulynak is. Az ischaemia alatt a csokkent6 energia-, és
subsztrat (L-arginin) ellatas miatt csokken a NO termelése, mely az ET/NO egyensulyt az
endothelin fel¢ billenti, igy kezdeti vazokonstrikcio lathatd, majd a reperfuzi6 bealltaval az
endogen és exogen NO szintézis megugrik, mely eredményeként (szamos interakcio mellett,
pl.: E-selectin gatlasbol fakadd gyulladasos sejtes kapcsolatok gyengiilése) vazodilatacio
észlelhetd. [40]

Ugyanakkor az IR megvaltoztathatja a NO és szuperoxidok termelése kozti kényes
egyensulyt is. A ma leginkabb elfogadott nézet szerint normal koriilmények kézott a NO-
képzddés mértéke messze meghaladja a reaktiv szabad gyokok felszabaduldsanak iitemét.
Ez lehetdvé teszi, hogy a NO (1) hatékonyan pufferolja, megkdsse a minimalis mennyiségii
intracellularis szabad gyokoket, (2) csokkentse az arterioldk tonusat a simaizomzat ciklikus
guanilat-cikldz (cGMP) aktivaciojan keresztiil, (3) megakaddlyozza a vérlemezkék
interakcidkat a leukocytdk és az endothel sejtek felszine kozott. Ezzel szemben ischaemia
utdn, a reperfuzio elsd perceiben az egyensuly hamar felborul €s a szuperoxidok oldalara
billen el. Ebben szerepet jatszik mind az excessziv szabadgyok képz6édés (endothel és
fehérvérsejtek részérdl egyarant), mind a NO-termelés csokkenése. Az elégtelen

mennyiségli NO szabad gyokokkel reagél, ezaltal nem tudja kifejteni emlitett jotékony
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hatésait, s6t igen agressziv peroxinitrit (ONOO?) képzddik beldle. A ONOO™ eldsegiti
tovabbi reaktiv oxigéngyok (O27, H202) képzddését, melyek hatdsara a venuldkban nagy
sebességgel kialakul a gyulladdsos valasz. Ezen folyamatok hatdsara szdéveti 6déma
képzdédik, mely tovabb ronthatja a szovet véraramlésat, a szoveti hypoxia hosszabb ideji

fenntartasahoz jarulva hozza. [41]

1.2.1.4. Ischaemia-reperfiiziét kévetd sejthaldl

Morfologiailag az IR valtozasok (rutin festési eljarassal) a folyamat csak egy
viszonylag késdbbi idopontjdban detektalhatoak, amikor a subcellularis események jelentds
része mar lezajlott. A sejthalal jelentds részben necrosis altal (sejtduzzadas, karyopicnosis,
karyorrhexis, a sejtek széttoredezése) megy végbe, de az IR karosodasban apoptosis
(sejtzsugorodas; kromatin marginalizacid, kondenzécio6 és fragmentacio; “apoptotic body”
megjelenése) is megfigyelhetd. [42] A necrosis és apoptosis hatterében az ATP deplécio és
az mPTP csatorna koéros nyitasa all, tekintve, hogy a mitochondrialis karosodasok kapcsan
nem csak energetikai krizis alakul(hat) ki, hanem a pl. citokrom-c kiaramlassal a caspase-
dependens apoptosis is beindul. Ezek alapjan elmondhat6, hogy a mitochondridlis
ateresztoképesség nagymértékben megszabja a sejthalal modjat. A fentiek mellett a sejthalal
modja fiigg a DNS-karosodas mértékétdl is (Id.: PARP enzimek szerepe a sejthalalban:
1.3.2.2.2). Az apoptotikus és necrotikus sejthalal nem feltétlenil kiilonallo és fiiggetlen
események; ezért ezen kozos utakat ,,necrapoptosis’-ként vagy ,,aponecrosis”-ként is nevezi,
targyalja az irodalom. [43, 44] A szerz0 sajat vizsgalatainak egy része is ezen mechanizmus
befolyasolasaval (PJ-34 PARP inhibitor maj IR-ban [45]), illetve az mPTP csatorna
gatlasaval (NIM-811 cyclosporin-A analog als6 végtagi IR-ban [46]) kivanta az ischaemiat

kovetd gyulladast mérsékelni.

Osszességében elmondhato, hogy az ischaemia-reperfuziés karosodas egy redox-
imbalansz (redukto-oxidativ stressz) indukalta, antigén-independens gyulladasos reakcio,

mely a sejtek karosodasahoz, necro-apototicus elhalasahoz vezet.

1.2.1.5. Szerv-specifikus keringészavarok

Az ischaemia leirdsa kapcsan az egyik legnehezebb feladat a vérellatasi zavarok
okozta funkcionalis kiilonbségek bemutatasa. Megallapithatd, hogy minden szovet, szerv
sajatos architekturajabol fakadéan mas-més méddon és az ischaemia mas-mas fokdn mutat

elégtelen miikodést. Tekintve hogy a dolgozat kdzéppontjdban az alsd végtagi és maj
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ischaemia all, igy ezen szervekre jellemzd sajatossagok az aldbbiakban kiilon keriilnek

megbeszélésre.

1.2.1.5.1. Az izomszovet IR kdrosoddsnak megjelenése

A fent részletezett lokalis kéarosodasok alsé végtagi vazizomzat esetén a
fasciarekeszek zartsdga miatt egy sajatos korkép az un. kompartment szindroma kialakulésat
eredményezheti. A koréllapot Iényege, hogy végtagokon az IR kapcsan fellépd
intracellularis duzzadéas és 6déma sokkal sulyosabb myopathiat okozhat mintha azt egy
fasciarekeszekbe nem szoritott IR modellben vizsgalnank. Als6 végtagi compartment-
szindromarol beszéliink, ha az adott fasciarekeszben a nyomas annyira megnd, hogy a
keringésromlasa miatt az izomszovetek oxigénellatasa elégtelenné valik. [47] A folyamat
végeredménye az izomtdmeg tovabbi ischaemidja és kovetkezményes duzzadéasa, mely a
zart fasciarekesz kovetkeztében az intracompartmentalis nyomas (ICP) kritikus, 35-40
Hgmme-ig torténd emelkedését eredményezi. Ilyen nyomas mellett a kapillarisok nutritiv
funkcidja megszlinik, az izom perfizidja elmarad, a szoveti hipoxia hosszabb idejii
fennmaradasa észlelhetd. [48] Amennyiben ezt az ongerjeszt6 folyamatot dekompresszios
fasciotomiaval nem szakitjuk meg, az ischaemids események tovabb folytatddnak, egészen
az irreverzibilis elvaltozasok kialakulasaig [49, 50] és végiil a végtag elvesztéséhez
vezetnek. Az izomszovet sulyos karosodasa soran a szétes§ izomrostokbol nagy
koncentracioban keriilhetnek tovabba a keringésbe toxikus, intracellularis komponensek
(példaul myoglobin és kiilonféle ionok, féként Ca* és K*), mely hozzijarulhatnak egy

szisztémas gyulladasos tiinetegyiittes kifejlodéséhez. [51]

1.2.1.5.2. A majszovet IR karosodasa - anatémia és funkcio

A Rappaport-féle majacinus modellt (3. abra) alapul véve [52] funkcionalisan -
oxigén- ¢€s tapanyag ellatottsag szempontbdl - a mdjlebenykében harom eltéré zonat
kiilonithetink el. [53] Az I zdna sejtjei jutnak a legnagyobb tapanyag és
oxidativ anyagcsere, ¢és a gliikoneogenezis enzimjei. Oxigénmentes allapotban az I. zona
sejtjei pusztulnak el legkésobb, és regeneralodnak a leggyorsabban, ugyanakkor toxikus
karosodaskor (gyogyszerek, mérgek, baktériumtoxinok) e zoéna sejtjeinek pusztuldsa a
legszembetlinébb. A IIl. zéna a vena centralishoz kozeli majsejtekbdl all, amelyek
tapanyagban ¢és oxigénben mar csak joval szegényebb vérhez jutnak, ennek megfeleléen a

glikolizis enzimjei az uralkodoak a sejtek enzimprofiljaban. A sejtek elektronmikroszkopos
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vizsgalatandl szembetlind a sima felszinli endoplazmdas retikulum nagy mennyisége,
melynek enzimjei a méregtelenitésben (pl.: konjugécios enzimek), és a lipidszintézisben
vesznek részt (pl.: koleszterinszintézis). Ischaemia esetén a III. zona sejtjei duzzadnak meg
(elfolyasi ellenallast képezve), majd pusztulnak el leghamarabb, és regeneracios képességiik
is a legalacsonyabb. A mérgez6 anyagok karositd hatdsanak azonban jobban ellenallnak,
mivel a kérositd dgensek koncentracidja itt mar alacsonyabb. A II. zona sejtjei az 1. és 111

zona kozotti atmenetnek felelnek meg.

Ponrtal lobule

Classic
lobule

Central
vein

Portal areas

3. abra: Rappaport féle funkcionalis majacinus modell. Forras adaptalva: Rappaport, A.: International review of

physiology, 1979

1.2.2. Szisztémads hatdasok

Mind az éllatkisérletben létrehozott ischaemias modellek, mind klinikai tapasztalatok
alapjan a reperfizioval megemelkedik a plazma tumor necrosis faktor-a (TNF-a), illetve
interleukin-6 (IL-6) koncentracioja, tehat egy szisztémas gyulladasos reakcio veszi kezdetét.
[54] Ennek oka egyrészt, hogy a termel6dott szabadgyokok aktivaljak a redox—szenzitiv
transzkripcios faktorokat (pl.: nuklearis-faktor-kB [NF-«xB]), ezzel indukalva a kiilonboz6
gyulladdsos mediatorok (IL-1B, TNF-a) felszabadulasat, 1étrehozva egy lokalis gyulladasos

reakciot az ischaemias szovetben. [55] Ezen fenti, szolubilis, nem antigén specifikus
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fehérjék a szisztémas gyulladdas medidldsaban tobb szinten is részt vesznek: (1) eldsegitik a
karosodast idéznek eld az érpalya egész teriiltén, (3) szisztémdasan fokozzdk az erek
permeabilitasat. [56] Osszességében ezen citokinek felszabaduldsa egy adaptiv védelmi
mechanizmus, az akut fazis reakcio része és a regeneracio beinditasaban betdltott szerepének
koszonhetden elényds a szervezetre nézve, a karosodast kovetd tulélést szolgalja. Egy
ponton tul azonban a folyamat kontroljat veszti és az egész szervezet veszélyeztetd

szisztémas reakcio kialakulasahoz vezet.

Az IR kérosodasok szisztémas megjelenésének specialis formaja az egyes prolongalt
ischaemias id6vel jaro, nagy szovetmennyiséget érinté korfolyamatok (pl.: alsé végtagi
nagyér-mutétek), melyek kapcsan fellépd sulyos, életet veszélyeztetd jelenség az tn.
reperfizids szindroma. [5] A szisztémas események kiinduld pontja az ischaemiara adott
lokalis gyullad4sos valasz, melynek generalizdlodasa vezet a tdvoli szervekben észlelhetd
karosodasokhoz. [57] A korkép szisztémas kovetkezményei kozott emlitend6 a szisztémas
gyulladéasos valaszreakcid: SIRS (systemic inflammatory respose syndrome) €s az ebbol
kifejlodo tobbszervi karosodas: MODS (multi organ dysfunction syndrome), illetve
tobbszervi elégtelenség: MOF (multi organ failure), ami dontden a kardiovaszkularis
rendszer-, a tiid6-, a vese- és a gastrointestinalis traktus karosodasabol all. A tiinetcsoport
kezelésében valodi oki terapidra még nincs mod. Kovetkezményei nagyon sulyosak, a

betegek intenziv osztalyos ellatast igényelnek, azonban a mortalitas igy is nagyon magas.

A lokalis gyulladisos folyamat generalizdlodasat kiilonb6z6 mediatorok helyi és
szisztémds képzdédése (pro-inflammatoricus citokinek, complement, akut fazis fehérjék,
véralvadasi kaszkad, neuroendocrin mediatorok), valamint gyulladasos sejtek lokalis
akkumulacidja segiti el6. A folyamat progressziojaban vélhetéen a pro-inflammatoricus
citokinek szerepe a legfontosabb, melyek lokélisan szabadulnak fel, két részletben: (1) akut
szak soran: TNFa és az IL-1B megjelenése 1-2 oraval a lokalis karosodas kezdete utan,
valamint (2) subacut szakban, melyet féleg IL-6, IL-8, 1L-12, IL-18 és interferon-y (IFN-y)
felszaporodasa jellemez. [58] A pro-inflammatoricus mediatorok hatasainak egyik célpontja
az érrendszer. A szisztémas keringésbe keriilo6 TNFa és IL-18 csokkentik az endothel sejtek
NO termelését, ugyanakkor fokozzdk az erek koriili simaizmokban és a neutrophil
granulocytakban az iNOS (indukalhato NO-szintaz) enzim szintézisét. [59] A neutrophilek
¢s a simaizom sejtek NO-termelése meghaladja az endothel bazalis NO termelésének litemét,

ami vazodilatatiohoz vezet. Az endothel csokkent NO szintézise adhézidos molekulak
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megjelenését inicialja a sejt felszinén, [56] ehhez még hozzaadodik a kiilonb6z6 kemokinek
¢s citokinek direkt hatasa, ami végeredményben a gyulladasos sejtek kitapadasat segiti. A
citokinek ¢és a felszabaduldo reaktiv oxigén metabolitok tovabbi hatasa a
polymorphonuclearis leukocytdk aktivalasa, fagocytosisuk eldsegitése, protedz termelésiik
stimulalasa. A gyulladasos sejtek ezutan képesek a tovabbi karosité folyamatokat inicidlni,

kapillaris-permeabilitas novekedést, lokalis gyulladast hozva 1étre a kiilonb6zd szervekben.

A fenti folyamatokkal parhuzamosan beindul a generalizalt gyulladas
ellensulyozasaban szerepet jatszo reakci6 a CARS (compensatory anti-inflammatory
response syndrome), mely patomechanizmusaban a f6 szerep az anti-inflammatoricus
citokineknek (IL-4, IL-10, IL-13, TGF-B) jut. Ezek a mediatorok mérséklik bizonyos
transzkripcios faktorok aktivitasat (pl. NF-kB), amelyek a pro-inflammatoricus citokinek
szintéziséért feleldsek, illetve serkentik az anti-inflammatoricus citokinek képzddését. Ezen
feliil csokkentik a macrophagok endotoxin érzékenységét [60], valamint az antigén
prezentald sejek MHC 1II receptor expresszidjat. [61] A folyamatok kovetkezményeként
immunszuppresszio jon létre. A SIRS és CARS egymassal antagonista hatast, a kdzottiik
kialakulo egyensuly fogja meghatarozni a szervezet tényleges valaszreakcidjat. Az
egyensuly felboruldsa mindenképpen kéaros a szervezet szamara. A két mechanizmus
Amennyiben a SIRS progredial, kovetkezményeként tobb szervi elégtelenség alakulhat ki,
mely tobbszords, szekvencialis lefolyasu, egész szervrendszereket érinté mukodési
elégtelenség. A MODS/MOF soran a keringd citokinek hatasara kardialis diszfunkcid 1ép
fel, ami részben a mediatorok direkt hatasa [62], részben a megnovekedett NO felszabadulas
kovetkezménye, mivel a megndvekedett NO szint befolyésolja a szivizomsejtek adrenerg €s
cholinerg ingerekre adott valaszat. [63] A sziv csokkent funkcidja és a szisztémas
a gastrointestinalis traktus ischaemidjat okozza, mely erre kifejezett érzékenységet mutat.
Extrém esetben akar stressz-indukalt gastritis, mesenterialis ischaemia, ischaemias colitis,
pancreatitis, cholecystitis, hepatitis is 1étrejohet. Az ischaemiés karosodas tovabba a mucosa
permeabilitasanak novekedéséhez, bakterialis transzlokacidhoz vezethet. [64] A portalis
vérben baktériumok és endotoxin jelennek meg, melyek a majba jutva aktivaljak a jelen 1évo
Kupffer-sejteket. Az aktivalt Kupffer-sejtek citokineket (pl. TNFa-t) termelnek, novelve
ezen mediatorok mennyiségét a véraramban. Ezen kiviil az endotoxin bekeriilve a szisztémas

keringésbe toxikus karosodasokat okozhat, macrophagokat aktivalhat. Mindkét folyamat
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hozzajarul a generalizalt gyulladas tovabbfejlodéséhez, ami a MODS progresszidjat
okozhatja. A tiidében a perikapilldris gyulladds, és a kovetkezményes transzszudacié mar
koran diffuzios akadalyt képez a gazcsere Utjaban, €s emiatt 1égzési elégtelenség (ARDS)
alakul ki. Ez igen gyors klinikai allapotromlashoz vezet, emiatt klinikailag korabban
észlelhet6 a tiido karosodasa MODS-ban, szemben az egyéb szervek napok alatt kialakulo
funkcio csokkenésével. [65] Az ischaemizalt szovetek revaszkularizacidja, kiilondsen, ha
nagytomegli végtagi izomzatrol van sz6, metabolikus acidézissal, hyperkalaemiaval ¢és
myoglobinaemidval jar, mindez myoglobinuridhoz, akut tubularis necrosishoz, akar
veseelégtelenséghez is vezethet. A hasi aortan végzett, az als6 végtagokat is érintd mutétek,
illetve az azt kisérd IR inzultust kovetden az esetek 1-28%-aban alakul ki atmeneti, vagy
akar tartos vesekarosodas, 1-5%-aban akut veseelégtelenség is 1étrejohet. [66, 67] Ezen
tiinetek egyiittesét myonephropathias metabolikus szindromanak nevezi az irodalom. [68] A

perioperativ vesekarosodas kialakulasanak mechanizmusa tobb komponensti.

crer

citokinek mennyiségének csokkentése, proteindz inhibitorok, antioxidansok alkalmazésa,
egyelére nem bizonyultak eredményesnek, ezért érdemesebb a szindroma megeldzésére
fokuszalni, sem mint a mar létrejott szovodmeényeket kezelni. Erre a legalkalmasabbnak
tlinnek az adott szerv IR toleranciajat befolyasolod adaptiv technikdk, melyek révén az
ischaemiat megeldzden, az alatt, vagy a reperfuzios kezdeti szakaszan tudunk beavatkozni,

megeldzve ezzel a fent részletezett tiinetek kialakulasat.

1.3. Ischaemia-reperfuzios karosodas csokkentésének lehetdségei

Az ischaemia jelenségének felismerését, majd Jennings és munkatarsai altal 1960-ban
bemutatott, a reperfizios karosodasrol szold elméletet kovetden szamos sebészi és nem
sebészi stratégia keriilt kidolgozasra, melyek célja a tovabbiakban kialakulod sériilések
limitalasa. [69] Ezzel parhuzamos az elmult évtizedek soran szamos gyogyszerkészitmény
keriilt kifejlesztésre, valamint sebésztechnikai adaptiv modszerekkel is sikeres

probalkozasok torténtek.

1.3.1. Az IR karosoddst mérséklé sebészeti eljarasok

Az IR karosodast mérsékld sebészi technikdk kozé tartozo eljardsok egy része,
mintegy eld-, illetve felkésziti a keringésbdl késdbbiekben kirekesztett szervet egy nagyobb

ischaemids inzultusra, novelve annak ischaemids tlirOképességét (ischaemids
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prekondicionalas), mig mas modszerek a miitét soran, az érkirekesztés felengedése utan, a
kezdeti reperfizios karosodas mérséklését veszik célba (,,gradual, staged” reperfizio,

kontrollalt reperfuzié és a posztkondicionalas).

1.3.1.1. Fokozatos és kontrolldlt reperfiizids technikak

Alkalmazhatunk a kirekesztés utan ,lépcsézetes” felengedést, amikor is a
véraramlast fokozatosan allitjuk vissza a nulla szintr6l a ,,kontrollalatlan” szintre. [70] Ez a
modszer 30-60%-kal képes csokkenteni a szivizom-ischaemia utdn kialakul6 infarktus
kiterjedését, ugyanakkor a coronaria endothel-functiojara nincs kedvez6 hatassal [71].
Tovabba a fokozatos felengedés jelentdsebb neutrophil akkumulécioval jar az ischaemianak
kitett teriileten. Hatrdnya még, hogy nem szabéalyozhat6 pontosan a felengedés mértéke. Az
egyes kirekesztések sordn, még azonos operatdr esetében is, valtozik a felengedés

dinamikaja, igy hatdsanak mértéke széles hatarok kozott ingadozhat.

A kontrollalt reperfazio a kezdeti reperfizio egyes aspektusainak valtoztatasaval
probalja kikiiszobolni, illetve enyhiteni a reperfuzios karosodasban szerepet jatszo
tényezdOket. Kontrollalt reperfiizié soran az ischaemia végén nem régton kertil felengedésre
a kirekesztés, hanem eldszor a proximalis érszakaszbol vett, majd 6:1 aranyban Gsszesen
mintegy 500 ml specialis Osszetételii oldattal higitott vér keriil beadasra az ischaemizalt
érszakaszba. [72] A médszer elénye, hogy kontrollalhatjuk a kezdeti perfuzids nyomast. Ezt
60 Hgmm alatt tartva megeldzhetd a postischaemids 6déma kialakuldsa. A kontrollalt
reperflzié alkalmazasat myocardialis ischaemianal irtak le el6szor [73], de hasznalhatonak
bizonyult also végtagi kirekesztés utan is. [74] A modszer hatranya, hogy megvalositasa

koriilményes és az alkalmazasahoz 0j eszk6zok beszerzése sziikséges.

1.3.1.2. Adaptiv sebészeti mechanizmusok - sebészeti kondiciondldsi technikdk

Az adaptiv sebészeti mechanizmusokban k6zos, hogy olyan tobb ciklusbol allo,
meghatarozott idejli, repetitiv reokkluzios ¢és reperfuzios periddusok valtakozasabol
felépitett sebésztechnikai eljarasok, melyek a szovetek adaptiv védelmi mechanizmusait
aktivaljak (4. abra). A folyamat eredménye, hogy n6 a szovetek ischaemias toleranciaja vagy
csokken a reperfuzids karosodds mértéke. A sebészi intervenciokra jellemezd, hogy
subcellularis jelrendszereket 6sszekapcsolva, szignal transzdukciot beinditva hozzék 1étre a

sejtfunkciok direkt modulalasat, mely szigoru idékorlathoz kotott, azaz csak a ,,megfeleld
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idében” (pl. reperfuzid kozvetlen kezdete) alkalmazva valthatoé ki a védelmi hatas, mely

Osszességében ,,mindent vagy semmit” jellegi. [75]

Lokalis kondicionalasi eljarasok

Tavoli szervi kondicionalasi eljarasok

R célszerv
RIPC
tavoli
szerv
R célszerv
R-IPer
tavoli
szerv
R célszerv
R-PostC
tavoli
szerv

4. abra: Kondicionalasi technikak. I-PreC: Ischaemias prekondicionalas; PostC:
(ischaemias) Posztkondicionalas, RIPC: remote ischemic preconditioning, azaz tavoli
szervi prekondicionalas, R-IPer: tavoli szervi perkondicionalas, R-PostC: tavoli

szervi posztkondicionalas

A szervi ischaemia el6tt alkalmazott algoritmus a ’pre-’, az ischaemia utan,
kozvetleniil a reperfuzio elején alkalmazott kezelés ’post-’ eldtagot kapja a ,,conditional”-
asok megnevezésekor. Ezen mechanizmusokat lokalis kondicionalasi eljardsoknak
nevezziik, mivel az adaptiv sebésztechnikai mandvert azon szerven alkalmazzuk, ahol az
iIschaemia-reperfuzio is bekovetkezik. Az ischaemia-reperfuzids karosodas mérséklésére
tovabbiakban megsziiletett egy ijszer(, alternativ gondolat, mely szerint a protektiv hatast
eldidéz6 ischaemia-reperfuzids periddusok nem csupan lokalisan, hanem egy a célszervi

ischaemia helyétdl tavol es6 szerven, vagy érteriileten is alkalmazasra keriilhetnek. [76, 77]

A dolgozat témajat képzd also végtagi és mdj ischaemias karosodasoknak kivédési
lehetdségei, a terapids algoritmusok merdben kiilonbéznek egymastdl. Mig a végtagi

ischaemia elsddlegesen akut korkép forméjaban jelentkezik, igy csupan a mar fellépd
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karosodasok mérséklésre, posztkondicionalasra van lehetdség, addig a maj ischaemia
tobbnyire elére tervezett, elektiv miitétek részeként jelentkezik, ezaltal lehetdség van a
kondicionalasi technikak széles palettajanak alkalmazasara. A fentieket figyelembe véve
jelen bevezetd fejezetben a kiilonbféle eldkezelések a mdj ischaemids reperfizids
karosodasanak vonatkozésdban, mig az utdkezelések a végtagi ischaemiaval kapcsoltan

keriilnek bemutatasra.

1.3.1.2.1. Ischaemids prekondicionalas

A szervi kirekesztése elott, egy, vagy tobb ciklusban alkalmazott rovid, ischaemia-
reperfuzios periddusokbol allo ischaemias prekondicionalas (I-PreC) védo hatasat elészor
myocardiumban irtak le 1986-ban Murry ¢és munkatarsai. [78] Megfigyeléseik szerint
allatmodellben, a tobbszordsen, rovid ideig alkalmazott ischaemids periddusok megovtak a
szivizomzatot egy ezt kovetd, hosszabb ischaemias inzultustol. Miutdn a moddszer
hatasossaga kutyasziven, majd mas allatfajokon is igazolodott, 1993-ban megkezdddtek az
els6é human alkalmazasok. [79] Ezt kdvetOen az eljaras hatasos voltat, illetve kisérletes majd
klinikai alkalmazhatosagat az 1990-es évek elején mar mas szervekben, igy vazizomban
[80], agyban [81], vesében [82], majban [83], és vékonybélben [84] is felismerték. Az I-
PreC moddszere igéretes lehetdségnek bizonyult hosszantartd kirekesztéssel jaro
beavatkozasok, illetve kiilonbdz6 szervek transzplantacidja kapcsan. Magyar vonatkozésait
tekintve a vékonybéltranszplantacio kapcsan alkalmazott kutatdsokban Ferencz Andrea és

munkatarsainak munkassaga ttor6 jelleglinek mondhato. [85-90]

Az I-PreC alkalmazhatosagat egy fontos id0-tiiggés jellemzi. I-PreC soran egy korai,
harom 6ran beliil észlelhetd, és egy késdi, hossza tavl, 24 dran tal megjelend hatas fejlodik
ki (,,second window of protection”). A kett6 kozotti idétartam viszont egy ,,védelem nélkiili
ablak”. [91] Az id6 az altalunk elinditott molekularis folyamatok kifejlédéséhez kell. A
pontos biokémiai, (pato)fizioldgiai hattér szamos eleme mara ismerté valt lehetdséget

teremtve az egyes Iépések farmakologiai befolyasolasara is (I1d.: levosimendan [1.3.2.2.3.]).

A prekondicionalas idGablakainak megfeleléen megkiilonboztetiink korai, illetve
kés6i kondicionalasi algoritmusokat. A korai prekondiciondlds bizonyos sejtfunkciok
kozvetlen modulalasén, illetve gyulladdsos reakcié gatlasan keresztiil érvényesiil, melyben
adenozin, NO és proteinkinaz-C (PKC) jatszik meghatarozo szerepet. [92] A korai I-PreC
protektiv hatasa feltételezhetden abbol kovetkezik, hogy csokkenti az IR karosodas egyik

leglényegesebb elemének, a sejt energia haztartasanak karosodasat [93], tovabba p38-
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mitogen-activated protein kinase (MAPK) regulalt utvonalon csokkenti a cellularis Na*
felvételt. [94]

Az |-PreC hatasdnak kifejlédésében jelentds szerepet tolt be az ionhdztartas
meg6rzése vacuolaris proton ATP-4z (V-ATP) csatorndkon keresztiil. [95] A [I-PreC
hatdsara a V-ATP-4z proton pumpa membranba torténd kihelyez8désével megindul a H*
ionok kipumpdlasa, ami megakadalyozza a Na* dependens puffer renidszerek, példaul a
majsejtek IR karosodasanak mértéke is csokken. (5. abra) A pumpa gatlasaval

felfiiggeszthet6 az I-PreC altal kivédett acidosis és Na* akkumulacio.[96]

Az 1-PreC egy masik fontos hatasa a caspase-3 down-regulacioja, ezzel az apoptosis
megakadalyozasa. [97] Az I-PreC altal beinditott protein kinaz-B (PKB; masnéven Akt -
serine/threonine-specific protein kinase; PKB/Act)) aktivacio a BAD (Bcl-2-associated
death promoter) és a caspase 9 rendszerek gatlasan keresztiil képes az apoptosis
megakadalyozasara. [98] A mechanizmus masik fontos tényezdje a NF-kB transzkripciot

gatld hatas, ami a TNF-a és a Fas-ligand medialt apoptosist egyarant csokkenti. [99]

A korai I-PreC tovabbi fontos kovetkezménye a gyulladasos valasz mérséklése. Az
I-PreC adenozin Aoa receptorok stimulalasan keresztiil gatolja a leukocyta adhéziot, ezzel
csokkentve a postischaemias neutrophil infiltraciot. [100] Az adenozin tovabba aktivalja az
eNOS-t az endothel sejtekben, ezaltal a NO szintje megemelkedik. [101] A keletkezé NO
cGMP szintetdz enzimet aktival. A cGMP szint emelkedésének a kovetkezménye egyrészt
simaizom relaxacid, mely javitja a mikrocirculaciot, masrészt pedig a cGK (cGMP fiiggd
kinaz) - p38 MAP kindz utvonalon keresztiil a PKB/Akt aktivacioja, ami meghatarozo
szerepel bir kiilonbozd receptor medialta jelenségekben (lasd késébb). Az I-PreC egyéb
korai hatasai: TNF-a termelés csokkenése a reoxigenizacio soran. [102] A TNF-a termelés
csokkenésének legfontosabb kovetkezménye a P-selectin expresszid csokkenés, mely a

szisztémas gyulladasos valasz elleni védekezés kulcseleme. [92]
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5. dbra A prekondicionalds korai (bal oldali kép) és kés6i hatasmechanizmusa (jobb oldali kép). Forras: Carini R,
Albano E. - Gastroenterology 2003

A Késdi prekonciciondlds soran foként gén expresszids valtozasokon, uj fehérjék
megjelenésén alapul a protektiv hatds, melynek kulcs szerepléi a HSP (heat shoch protein)
molekulak. E fehérjék upregulécioja fontos antiapoptotikus és anti-inflammatorikus tényezo.
[103] A HSP-27, HSP-70 és HSP-72 kiemelkedd jelentdségii, ugyanis ezen molekulak
citokrom c-hez, APAF-1-hez (apoptoticus proteaz aktivalo faktor), valamint AIF-hez
(apoptosis indukald faktor) kotédve megelézik a caspase-ok aktivacigjat és a
kovetkezményes apoptosist. [104] A HSP-27 a cytoskeleton rezisztenciajat noveli az
aktinnal vald kapcsolata révén. [105] Fontos tényez6 a HSP-k Hem oxigenaz [HO]-1
modulald hatasa, [106] mely fehérje upregulacidja egy fontos antiapoptoticus és anti-
inflammatorikus tényez6. [107] Patkanymodellben gatlasaval teljesen felfiiggeszthetd az I-
PreC hatas, serkentésével pedig el6idézhetd. [108] (5. abra)

A prekondicionalas f6 védo hatasa receptor-medialt jelenségekben rejlik. Hatasara
tobbek kozott adenozin, bradikinin és opioidok szabadulnak fel. Ezek kotddnek és
stimuldljak a G-protein asszocialt receptorokat a sejtmembranban, mely altal kiilonb6z6
szignaltranszdukcios utak aktivalodnak. A szigndlmechanizmusok aktivacioja bifazikus
modon torténik, mivel a kindzok aktivacidja és a receptoratrendezddés (1) a tartds ischaemia
kezdetén (g-izoformajat a PKC-nek, NO medialt aktivacioja a protein kinaz G-nek, stb.);
valamint (2) az ischaemia vége utan a reperfizio kezdeti perceiben (foszfatidilinozitol-3
[PI3] kinaz / Akt és extracellularisan regulalt kinaz [ERK] (a RISK — reperfusion injury
salvage kinase ut része) torténik. Végso 1épésként a receptor medialt szignaltranszdukcid a
mitokondriumokon konvergal és stabilizalja a mitokondridlis membrant, gatolja az mPTP

csatornanyitast, mellyel megel6zi a mitokondrialis duzzadast és rupttrat. [109]
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A prekondicionalast tobb mint 20 éve alkalmazzak human gyakorlatban. Szamos
preklinikai és klinikai tanulmany is ramutat hatdsossdgara majmitétek soran kialakuld
ischaemia-reperfuzidés karosodas vonatkozasaban. [110-112] E tanulmanyok alapjan, a
a lokalis és tavoli szervi karosodasok mértékét. [113] M4j ischaemias prekondicionalasaval
kapcsolatos els6 human vizsgalatot Clavien és munkatarsai végezték 2000-ben.
Tanulméanyukban igazoltak, hogy 30 perces folyamatos vaszkularis kirekesztést megel6zden
alkalmazott atmeneti ischaemia-reperfuzids ciklus (10 perc ischaemia majd 10 perc
reperfuzid) képes mérsékelni a hepatocyta karosodast jelzd transzaminaz-szint emelkedését.
[110] Ugyanezen munkacsoport nevéhez fiizodik az els6 randomizalt klinikai vizsgalat,
mely megerdsitette a modszer hatékonysagat. [114] Kés6ébb tovabbi prosprektiv
tanulmanyok tdmasztottdk ald az adaptiv sebésztechnika moddszer alkalmazasanak
sziikségességét nem csak egészséges, de steatotikus és cirrhotikus majak operativ ellatas
kapcsan is. [112, 115] Ugyanakkor, a mindennapi rutinban az I-PreC ellen sz6l, hogy klinikai
alkalmazhatdésaga csupan elektiv beavatkozasokra korlatozodik, tekintve, hogy

alkalmazdséra az ischaemias epizdd eldtt kell sor keriiljon.

1.3.1.2.2. Ischaemias posztkondicionalas

A posztkondicionalds (PostC) definicid szerint a reperfuzidé kezdetén a szoveti
véraramlas ismételt, rovid, tobb ciklusban alkalmazott megszakitasa (6. abra). Csak ezen
ismételt ischaemia-reperfizids epizodokat kdvetden jon létre a szerv szabad reperfuzidja. A
modszer alapjat az a megfigyelés képzi, miszerint az IR karosodasok szabalyozasaban részt

vevo folyamatok jelents része a reperfuizio kezdeti perceiben indul el.
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A posztkondicionalas koncepcidjat
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elsO perceiben torténd alkalmazéasnak az oka
a rapidan lejatsz6do szubcellularis biokémiai
folyamatok célzasa (pl.. mPTP-csatorna
nyitas), melyek dont6 része mar a reperfizio legelején lezajlik, igy par perc utan a folyamat
irreverzibilissé is valik. Hasonloképen a kardio- és vaszkuloprotektiv hatds szempontjabol
lényeges az alkalmazott ischaemia-reperfuzios ciklusok hossza, [117] amit valdszintileg a
szerv, illetve az adott faj metabolikus ratdja hataroz meg. [118] Ciklushossz tekintetében
kutyakban és nyulakban a 30 + 30 masodperces idétartam bizonyult hatékonynak. [119, 120]
Patkany esetében azonban kizardlag a 10, illetve 15 masodperces idOtartamok képesek
csokkenteni az infarktus méretét. [121, 122] A szerz6 és munkatarsai vékonybél
postcondicionaldst vizsgald kisérletei is azt igazoltak, hogy a kedvezd hatas patkanyokban
10 masodperces ciklusokkal érhetdek el. [123] Human adatok arr6l szamolnak be, hogy az

idealis hatas eléréséhez koszorusereken 4 x 1 perces ciklusok sziikségesek. [124-126]

A posztkondicionalas soran tehat elengedhetetlen, hogy beavatkozasra kozvetleniil a
reperfuzio legelején sor keriiljon, illetve fontos a megfelelden rovid ciklushosszak

alkalmazasa. Osszességében tehat a korfolyamat mechanizmusaba valé beavatkozéasra csak
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egy szoros idOkeret all a rendelkezésre. Klinikai alkalmazhatdsag szempontjabdl a PostC az
I-PreC-al 6sszehasonlitva alkalmazhatobb moddszernek tinik, hiszen a védelmi hatasok a
szoveti ischaemia utdn hozhatok 1étre, tehat Gsszekapcsolhatd tulajdonképpen minden
revaszkularizacidt célzd orvosi beavatkozassal. Ennek megfeleléen alkalmazéasa igéretes
lehetdségnek tlinik nem csak tervezett miitétek (szervtranszplantéacio, vértelenségben végzett

miitét), de akut érelzarodasok (coronaria-elzarodast) kezelése soran is.

A posztkondicionalas mechanizmusanak minden részlete ugyan még nem ismert,
azonban a késdbbiekben bemutatott kisérletes munka egy része ezen protektiv mechanizmus
effektivitasanak bemutatasat célozza meg, igy a technika hatasaban résztvevo subcellularis

komponensek alaposabb megismerése elengedhetetlennek tiinik.

A posztkondicionalas protektiv hatasainak hatterében meghtizod6 subcellularis
mechanizmusok ko6zos végpontja a mitochondrium integritdsanak megérzése. [4] A
mitochondriumok épsége kulcsfontossagu a sejtek tulélése érdekében. Az integritas
szempontjabol legfontosabb tényezdk a mPTP csatorndk. Ischaemia alatt a csatorndk zarva
vannak, majd a reperfizid els§ perceiben - pontosan azon révid iddablakban, ahol
posztkondicionalassal beavatkozhatunk - megnyilnak. Szamos faktor képes novelni a
csatornak nyitasi valészinfiségét, példaul: a mitochondrialis matrix megndvekedett Ca®*-
szintje, a bels6 membran normalis membranpotencialjanak megingasa, szabad gyokok.
Szintén képesek a pdrus nyitasi valdszinliségét megndvelni bizonyos zsirsavak és a
szervetlen foszfat, azonban ezen vegyiiletek mind csak Ca®" jelenlétében hatékonyak.
Természetesen 1éteznek a porus megnyilasat gatld tényezok is, mint a sejt-szintii aciddzis, a
megfelelden magas ATP, ADP és NADH-koncentraciok. A bivalens kationok is ide

sorolhatok, mivel versengenek a Ca®*-mal az mPTP Ca?*-kotd helyéért. [29]

Posztkondicionalassal mind a pdrusok nyitasat elosegité reaktiv szabad gyokok
mennyisége, mind az intracellularis és mitochondrialis magas Ca?*'szint csdkkenthetd,
illetve az PostC hatasara emelkedé NO szint szintén gatlo hatast az mPTP csatornakra. [127]
Az intracellularis Ca?" koncentraciok csdkkentésében a PKCe izoenzim jatszik szerepet,
mely aktivalodik mind I-PreC, [128] mind PostC [103] soran. Az enzim aktivalt allapotaban
foszforillja a Ca%*-érzékeld receptort, amely G-fehérjéhez kapcsoltan az IP3 felszabadulast
serkenti. [103] A foszforilalas inaktivalja a receptort, igy megsziinik a Ca®* felszabadulasat
indukalo szignal. Ezen kiviil a phospholamban fehérje foszforilalasaval a PKC aktivalja a

SERCA-pumpat (Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca?*-ATPase), gyorsitva ezzel az
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intracellularis Ca?* felvételét a sarcoplasmaticus reticulumba. A folyamatok végeredménye
az intracellularis Ca®* szint csdkkentése, ami megdvja a sejteket a Ca®* 4ltal medialt
kérosodasoktél. A mitochondrialis Ca®" tobblet csokkenését a mitochondrialis adenozin-
trifoszfat szenzitiv K* (K*atp) csatorndk megnyilasa is képes el6idézni. [129] A csatorna
miikddése ezen felill megvaltoztatja a mitochondriumok alakjat, igy javul az elektron-
transzport. [130] Igazolt, hogy ezen ioncsatorna nem szelektiv inhibitora - az oralis
antidiabeticum glibenclamid - megakadalyozta a PostC infarctus-csokkent6 hatasat. [131]
Ennél még fontosabb, hogy ugyanezt észlelték a mitochondrialis K*arte-csatornak szelektiv
gatloszerének, az 5-hydroxydecanoate (5-HD) alkalmazasakor, ezzel igazolva ezen csatorna

szerepét.

Az alapszintii NO-termelés PostC hatasara megmarad, igy feltételezhetden szintén
meghatarozo szerepel bir a folyamat hattérmechanizmuséban. Az mPTP csatornak nyitési
valoszinliségének csokkentésén tul a NO feltehetéleg mediator funkcidt is betdlt, hiszen az
endothel sejtekben expresszalodd eNOS enzim célpontja az PostC soran aktivalodo
»reperfusion injury survival kinase (RISK)” rendszereknek. [132] A RISK csoportba
tartoznak a PI3 kinaz (foszfatidilinozitol-3,4,5-triszfoszfat kinaz), az Akt, a MEK, tovabba
az ERK-1 és -2, mely kinazoknak mind a pre- mind a posztkondicionalas mechanizmusaban
szereplik van. [133]. A posztkondicionalas protektiv hatasa dontéen a PI3 kinaz - Akt an.
,»pro-survival” jalatviteli utak altal medialt. [121] Ezt igazolja, hogy a PI3 kinaz specifikus

gatloszere, a wortmannin csokkenti a PostC karosodast mérsékld potencialjat. [134]

Ahogy ez a prekondicionalasnal is emlitésre keriilt a posztkondicionalas esetében is
jelentds mediator az adenozin. A PostC soran az endogén adenozin kimosodasa késleltetett,
igy lokalis koncentracidja hosszabb ideig marad magas és eredményesebben tudja kifejteni
jotékony hatasat. [135] Az ischaemia alatt az ATP bomlasabdl jelentés mennyiségii adenozin
képzddik, melynek hatdsa multifaktoridlis. Az adenozin vazodilatitor hatasu, gatolja a
neutrophil granulocyta aktivaciot, adhéziot [136], csokkenti a reaktiv oxigén gyokok és
citokinek felszabadulasat [137], mely folyamatok mind az IR karosodas csokkentése felé

hatnak.

A postC mechanizmusédban ugyancsak meghatarozd szereppel bir a szdvetek
meglrzottebb H' koncentracioja a reperfuzio kezdeti masodperceiben. Normal esetben egy
szerv ,,szabad” reperfuzioval koriilbeliil 40 masodperc alatt rendezddik a szoveti pH.

Posztkondicionalas lassitja a protonok, a tejsav €s a ketonsavak kimosodasat az ischaemizalt
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szovetbdl, hosszabb ideig fenntartva a lokalis acidosist. Ezen lokalis extracellularis proton-
gazdag kornyezet, egyrészt hatassal van Na'/H" antiporter rendszerre, masrészt onmagaban
képes gatolni az mPTP csatorndk megnyilasat [138], hiszen csokkenti a nyitas
szempontjabol esszencialis Ca®" affinitasat a csatorndkhoz. [139] Vizsgalatokkal igazoltak,

hogy a szdveti acidosis fenntartasaval imitalni lehet a PostC hatasat. [139]

Mindent Osszevetve, a PostC hatdsmechanizmusa didaktikailag 3 eseménysorra
bonthatd, ugy, mint (1) mechanikai események (6dema mérséklddése, ,,no-reflow”, az
adenozin késleltetett kimosoddasa), (2) cellularis események (neutrophil-dependens-, és
independens szabadgyok-képzddés és citokin-felszabadulas) és (3) molekularis események
(,,reperfusion injury survival kinases”, apoptosist regulalé enzimek). Valdszintileg a legfobb
utvonal, melyet a necrosis ill. apoptosis mérséklésében kiemelhetiink, a K*atp-csatornak ill.
az mPTP szerepe. Bar, ezen mitochondrialis effektorok nem az egyetlen mozgatérugoi a

folyamatnak.

1.3.1.2.3. Tavoli szervi kondicionalasi technikak

A fent bemutatott ,,célszervi kondicionalo eljardsok™ mintajara tovabbi, tavoli szervi
eljarasok kiprobalasara is sor keriilt. Ilyen eljards a célszerv ischaemiaja el6tt/utan
alkalmazott tavoli szervi pre/posztkondicionalas (remote pre/postconditioning), valamint
egy teljesen 0j elképzelés a célszervi ischaemia alatt alkalmazott tavoli szervi ischaemias
perkondicionalas (remote perconditioning). A tavoli szervi kondicionalasi technikak klinikai
alkalmazhatdsaganak fontos kritériuma az eljaras invazivitdsdnak mértéke. A minimal-
invaziv eljarasok alapjat Birnbaum €és munkatarsainak kutatasi eredményei szolgaltatjak: a
célszervi ischaemia-reperfuzidés karosodas mértékét alsdo végtagi flexor izomzaton
létrehozott kondicionalasi ciklusokkal valositottak meg. [140] Az els6 non-invaziv eljaras
alkalmazdsa Oxman ¢és munkatarsainak nevéhez flizédik: a kondicionald ischaemia-
reperfuzio ciklusokat az alsé végtag koré helyezett elasztikus leszoritd eszkoz segitségével

valositottak meg. [141]

A remote preconditioning, vagy tavoli szerven végzett prekondicionalas (R-
IPre) definicioszeriien: a prolongalt vértelenségnek kitett szerv ischaemiajat megel6zden,

mas szerven rovid, repetitiv reocclusios és reperfuzios periodusok alkalmazasat jelenti.

Kezdetben az egy éragyon beliili tavoli szervi kondicionalasok jelentek meg. E16szor

1993-ban Przyklenk és munkatarsai szamoltak be egy Gjabb lehetdségrdl, hogy adott szerv,
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szervrészlet ischaemia-reperfiizidos karosodasa nemcsak lokalis hatasokkal mérsékelhetd,
hanem egy tavolabbi teriileten létrehozott rovid ischaemia-reperfiizié epizédokkal is. [142]
A kisérlet ramutatott arra, hogy a bal arteria coronaria, circumflexus agan (CX) végzett
,tavoli” prekondicionalas képes csokkenteni az ischaemias karosodas mértékét egy masik
coronaria agon (LAD). Habar az emlitett kisérletben a prekondicionalt teriilet még egy
»eragy”’-on beliil tartézkodott a védeni kivant szivizomteriilettel, mégis ezt a kozleményt
tekinthetjiik az els6 probalkozasnak a ,,remote preconditioning” vizsgalatara. Késobbiekben
mar ,,valédi” remote preconditioning eredményes alkalmazasarol is beszamoltak, melyek
mar tadvolabbi, nem egy ,.éragyon beliili” szervek, példaul vese és bélrendszer rovid IR
periodusainak kardioprotektiv hatasat vizsgaltak. [143, 144] Nagy jelent6ségli volt a
felismerés, miszerint a tranziens végtagi ischaemia is felhasznélhatd, mint az IR kérosodast
csokkentd kezelés, ugyanis ez a klinikai alkalmazhatdsag korét jelentdsen kiszélesitette a
beavatkozds non-invaziv (nagy nyomdsu mandzsetta alkalmazisa) mivoltanak
koszonhetden. A késdbbiekben a ,,célszervi kondicionald eljarasok™ mintédjara tovabbi tavoli
szervi eljarasok kiprobalasara keriilt sor. Ilyen eljards a célszerv ischaemidja utan
alkalmazott tavoli szervi posztkondicionalas (remote postcondtitioning), valamint egy
teljesen 0 elképzelés: a célszervi ischaemia alatt alkalmazott tavoli szervi ischaemids

perkondicionalas (remote perconditioning).

A remote postconditioning, vagy tavoli szervi ischaemias posztkondicionalas (R-
szerven létrehozott rovid, repetitiv reocclusios, és reperfiizids epizodok valtanak ki protektiv

hatast.

Ezen tavoli szerven végzett ischaemias posztkondicionalas jotékony hatasat
vizsgalva igazoltak, hogy rovid rendlis IR epizodoknak kardioprotektiv hatdsa van, majd egy
zOmeében magyarokbdl allé kutatdcsoport alkalmas és egyszerlien kivitelezhetd eljarasnak
talalta a ,sremote postconditioning”-ot. [145, 146] Allatkisérletekben vérnyomasmérd
mandzsetta alkalmazasaval idéztek el alsoé végtagi IR periddusokat kdzvetleniil, 90 perces

LAD occlusiot kovetden.

A remote perconditioning, vagy tavoli szerven végzett ischaemias
perconditonalas (R-I1Per) definicioszeriien: a prolongalt vértelenségnek Kkitett szerv
ischaemigja alatt, més szerven rovid, repetitiv reocclusios, €s reperfuzids epizodok

alkalmazésat jelenti.
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Schmidt és mtsai. 2007-ban megjelent k6zleményiikben ezen eljaras kardioprotektiv
hatasossagat igazoltdk, mely az elsd sikeres kisérletes demonstracidja a tavoli szerven
végzett ischaemias perkondicionalasnak. [147] Kisérleteik soran sertések szivének arteria
coronaria sinistra, LAD agan idéztek el6 40 perces okkluziot, melyet 120 perc reperfiizio
kovetett. A kezelt csoportndl a LAD okklazi6 alatt 4 ciklusban alkalmaztak 5 perc
kirekesztést, majd 5 perc felengedést az alsd végtagon. Az eredmények szerint az R-1Per
képes volt a myocardialis infarktus méretének, a veszélyes kamrai arrhythmiak
eléfordulasanak csokkentésére, valamint megkimélte a systolés ¢és dyastolés functiot.
Hasonl6 eredményeket publikalt Li és kutatocsoportja 2010-es kdzleményiikben, melyben
az R-IPer-t klinikai szituacidban vizsgaltak. [148] Megfigyelték, hogy a perkondicionalt
csoportban a cTnl (cardiac troponin I) csticskoncentracioja 40%-os, szignifikans csokkenést

mutatott a kontroll csoporthoz képest.

Klinikai vizsgalatbdl szarmazd eredményeket a tavoli szervi perkondicionalassal
kapcsolatban legel6szor 2010-ben Rentoukas és munkatarsai (néhany honappal Li és mtsai.
elott) kozoltek adatokat. Megfigyelésiik szerint perkutan coronaria intervencioban részesiilt
betegeik azon csoportjaban, ahol felsé végtagi remote perkondicionalast is végeztek ott
lényegesen nagyobb hanyadban sikeriilt a PCI-t kdvetden teljes ST-szakasz normalizalodast
elérni, a nem kondicionalt csoporthoz képest (73 vs. 53%), valamint a cTnl

csticskoncentracio is joval alacsonyabb volt az R-1PerC csoportban. [149]

A tavoli szervi kondicionalasi eljarasok szamos kozos jelatviteli tton, mediatoron
keresztiil fejtik ki hatasukat, azonban bizonyos folyamatokban jelentdsen eltérnek
egymastol. Tavoli szervi kondicionalas hatasmechanizmusara felallitott, az irodalomban
talalhato szamos hipotézis koziil harom jelentéset érdemes kiemelni: (1) humoralis (2)
neuralis, illetve (3) szisztémas kolcsonhatasokat feltételeznek a célszerv és a tavoli szerv

kozott. [76, 77]

A humoradlis hipotézis szerint a tavoli szerv ischaemiés periddusainak kovetkeztében
transzportalhatdé mediatorok keriilnek a vérkeringésbe, melyek feleldsek az eljaras kedvezo
hatdsaiért. Szamos modell all rendelkezésre a humoralis faktor szerepének igazoldsara,
példaul tavoli szervi prekondiciondlassal kezelt nyal vérének nem kezelt allatba tortént
keveredett” medidtor molekula koziil emlitendd a bradykinin, az adenozin, az opioidok, a

calcitonine gene-related peptide (CGRP), az endocannabinoidok, és a hypoxia inducible
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factor 1 alfa (HIF1-a), melynek NF-kB szignaltranszdukcios kaszkadon keresztiili gatlasa
feltehetden jelentds szereppel bir a R-IPer mechanizmusaban. A célszervi ischaemia alatt
alkalmazott végtagi kondicionalas protektiv hatdsat a nem szelektiv adenozin receptor
antagonista  8-sulfophenyl theophylline képes megsziintetni, ami az adenozin

kulcsfontossagu szerepét feltételezi. [146, 150]

A neurdlis hipotézis Kapcsan igazoltak, hogy az R-1Per szivizom-infarktus csokkentd
potencidlja megsziinik a ganglion blokkolé hexamethonium jelenlétében, mely neurélis
hatasok jelenlétét sugallta. [143] Kés6bbi, kiilonb6z6 receptor gatld vegyiiletekkel végzett
vizsgalatok felvetették, hogy ennek a mechanizmusnak a hatterében feltehetden a tavoli
szervben felszabaduld humoralis mediatorok, igymint adenozin, [144, 151] bradykinin,
[152] CGRP [153], afferens neuronokat stimulalo hatasa allhat. A CGRP
hatdsmechanizmuséban elsddlegesen a NO kapszaicin szenzitiv szenzoros neuronokat
aktivalo hatasat feltételezik, melyekbdl a CGRP felszabadulva és a szivbe transportalodva
PKC-¢ aktivalva fejt ki protektiv hatast, tekintve, hogy a tdvoli szervi kondicionalés

protektiv hatasa az afferens neuronok kapszaicinnel torténé gatlasaval felfliggeszthetd. [154]

Szisztémas valaszreakciok hipotézise szerint a tavoli szervi, csakligy, mint a lokalis
prekondicionalas egyarant képes az egész szervezet, illetve a célszerv géntranszkripcios
profiljat anti-inflammatorikus és anti-apoptoticus iranyban befolyésolni, részben egyes pro-
inflammatorikus gének downregulacidja, masrészt egyes anti-inflammatorikus gének
upregulacioja révén. Feltehetéen a protektiv hatas tavoli szervi kondicionalas eljarasok
esetében is egy szignal transzdukcids kaszkadon keresztiil valosul meg (G-protein kapcsolt
PKC-¢, mitochnodrialis K*atp csatorna stb). [144, 155] Ahogy a pre-, és a
posztkondicionalasban, ugy a tavoli szervi kondicionalasok is a RISK kaszkad bizonyos
prosurvival kindzainak aktivalodasat idézik eld. Az utvonal tavoli szervi kondicionalasok
esetében torténd aktivalodasanak tényérdl 1éteznek irodalmi adatok, azonban az aktivalodas
mechanizmusérél nem allnak rendelkezésre informaciok. Ez az itvonal valoszintileg a k6zos

¢s egyben kiemelt jelentdségii jelatviteli tt.

1.3.2. Az IR karosoddst mérséklé nem sebészeti eljardsok

Az irodalomban nem csupan sebésztechnikai megoldasokrol, de szamos
farmakoterapids probalkozasrol is olvashatunk, ahol kiilonb6z6 anyagokkal kisérelték meg

befolyésolni a reperfiizié eseményeit.
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1.3.2.1. Farmakoldgiai el6kezelések

1.3.2.1.1. Gydgyszeres el6kezelések a kondiciondalasi titvonalak befolyasoldsa nélkiil

Az |IR-karosdas mérséklésére, elsdésorban a sejtinterakciok csokkentésére hasznalt

szerek teljesség igénye nélkiil az alabbiak, tekintve, hogy sokuk mar historikus jellegii:

(a) Antikoagulans kezelés: Ersebészetben az optimalis antikoagulacié sziikségessége
egyértelmii, de érkirekesztések kapcsan igazolt hatasa, hogy javitja a mikrocirkulaciot.
Csokkenti un. no-reflow jelenséget, a leukocyta-endothelium interakciot, a thrombocyta-

aggregaciot és a mikrotrombusok kialakulasat. [156]

(b) Leukocyta-gatlas: Kedvez6 eredmények olvashatok kisérleti modellekben
alkalmazott leukocyta-endothel adhéziot gatld vegyliletek, antitestek (anti-Mol, anti-
CD11b, anti-CD18) hasznalatarol. [157]

(c) Szabadgydkfogo vegyiiletek, antioxidansok: Az A-, C-, E-vitaminok antioxidans
hatassal is rendelkeznek. Onmagukban nem annyira hatékonyak, mint a szabadgydkfogd
vegyiiletek, de egyiitt alkalmazva ezeket a vitaminokat, illetve mas farmakologias szerrel
kombinalva (pl. prosztaciklin-analoég iloprosttal) [158], képesek szinergistaként jobb
hatasfokkal csokkenteni az IR-karosodast. [159] Az allopurinol, a xantin-oxidaz non-
kompetitiv  gatloszereként csokkenti a ROS-képzddést. [160] Az oxigéntartalm
szabadgyokok gatlasaval lehetdség nyilik a kdvetkezményes folyamatok gatlasara is, mint

pl. a kemokin hatasu leukotriének, thromboxan szintézise. [161]

(d) Ertagitk: Az ischaemia alatti vazokonstrikci6 elvi kivédésére hasznalt modszer

a végtagi ischaemia kapcsan [162-165], de egyértelmii hatas nem igazolhato.

(e) 4 vér reologiai tulajdonsdagaira és alakos elemeire hato szerek: A thrombocyta-

aggregaciogatlo, és a vorosvértestek alakvaltozasat befolyasold szerek sorolhatok ide. [166]

(F) Mitokondridlis tamadasponttal rendelkezd szerek: Tekintve, hogy az IR karosodas
patomechanizmusaban a mitochondriumok meghatéarozo6 jelentdséggel birnak, igy szdmos a
mitochondridlis funkciot befolydsolé farmakologiai 4agens kiprobéalasra keriilt. A
mitokondrialis metabolizmus moduléacidjara haté szerek (trimetazidine, ranolazine,
dichloroacetat, karnitin-palmitoiltranszferaz inhibitorok, koenzim-Qqo, Na*/Ca?* csatorna
blokkolok) [167], vagy a mitokondrialis ROS képzbédésre/eliminaciora hato szerek (ginkgo

biloba, transz-resveratrol, propofol, nitronok, carvedilol, ebselen, konezim-Qio, exogén
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SOD, xantin-oxiddz inhibitor és kiillonb6z6 vitaminok, mint C-, E-vitamin) [167] koziil

azonban egyik sem bizonyult hatasosnak.

1.3.2.1.2. Kémiai pre-, postcondicionalasra hasznalt szerek

Kémia kondicionald szereknek nevezziik egységes megallapodas - de nem hatérozott
definici6 - szerint azon kémiai kezeléseket, melyek a sebészi adaptiv kondicionalo
eljarasokban a megismert receptorokon, szignaltranszdukcids utakon, effektorokon vagy
subcellularis organellumokon hatnak ¢és igy képeseket az sebészi technikdk hatasait

utanozni. [168]

(a) Adenosin: Kardioprotektiv szerepe ismert, mely hatasat endokrin, paracrin vagy

juxtakrin(neutrophyl - endothel interakcié befolyasolasaval) modon is képes kifejteni. [169]

(b) mPTP csatorna gatlok: A cyclosporin-A (CsA) volt az els6 vegylilet, melynek
igazoltak mPTP gatl6 hatasat. [170] A CsA megfelel6 lenne az IR karosodas kivédésére az
mPTP csatorna gatlo hatasanal fogva, azonban az IR korképekben nem kivanatos a T-sejt
proliferacié gatlasabol ad6dd immunszuppressziv hatdsa. Ezen feliil mellékhatésa lehet a
nefrotoxicitds, karcinogenezis, neurotoxicitas, és hepatotoxicitids. Ezért eldtérbe keriiltek
olyan vegyiiletek, melyek kiillonb6z6 molekulaszerkezeti valtoztatasok altal megdrzik a CsA
mPTP gétlé hatdsat, azonban nem rendelkeznek az immunszuppressziv és egye€b karos
mellékhatasokkal. Ilyen vegyiiletek a kiilonb6z6 CsA analdgok, mint a sanglifehrin-A [171],
Debio025 [172] és a NIM-811. Ezen utdbbi vegyiilettel a szerz6 munkacsoportja részletesen
is foglalkozott. [46]

(€) K*atp csatorndan haté szerek: A kezdeti, kisebb sikereket hozo mitokondrialis
K*atp-csatorna aktivatorok (diazoxid, minoxidil, nicorandil) alkalmazésa utan teret kaptak
(c/1) a volatilis anesztetikumok. Igazolast nyert, hogy isoflurane kozvetlen hatassal van a
szivizomzatra, csOkkenti a szivizomzatban (mitéti kirekesztés altal) eldidézett ischaemiés
tertilet nagysagat a K*atp csatornak aktivalasa révén. [173] . Ezen feliil az az ionodilatator
hatast [174] (c/2) Levosimendan (Id: 1.3.2.2.3) szintén a képes antiischaemias hatasok

kifejtésére.

1.3.2.2. Specidlis, a kisérletekben alkalmazott kezelésekrdl részletesen

A farmakologiai eldkezelések kapcsan a dolgozat tovabbi részeiben megjelend

harom el6kezelésre hasznalt szer részletes bemutatasara most kerit sort a szerzo.
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1.3.2.2.1. Levosimendan - Farmakoldgiai kondicionalasi technika

A levosimendan dekompenzalt szivelégtelenség kezelésére hasznalt inodilatator
hatast molekula. A szivizom kontraktilis elemeinek Ca?* iranti érzékenyitésén keresztiil fejt
ki pozitiv inotrop ¢és anti-stunning hatast, valamint a vaszkuldris simaizomzat
szarkolemmalis K*aTp-csatorndit nyitva hoz létre vazodilatacidt. Igazoltak, hogy a
szarkolemmalis K*atp-csatornak mellett a mitokondrialis K*atp-csatornak nyitasara is képes
[175], mely felismerés kiindulasi pontot jelentett a vegyiilet anti-ischaemias hatasat vizsgalo
in vitro és in vivo vizsgalatok szamara. Ezek alapjan ma a levosimendant kardioprotektivnek
tartjak. [176] Tobb eredmény is alatdmasztja tovabba, hogy mas pozitiv inotrop
vegyiiletekkel ellentétben nem hoz 1étre aramlas-csokkenést a splanchnikus teriileten, inkabb
kedvezden befolyasolja a vékonybél [177], illetve a maj keringését [178, 179], valamint
protektiv hatast képes kifejteni a szeptikus akut veseelégtelenséggel szemben. [180]
Mindezen tulajdonsagai potencialisan képessé tehetik az IR karosoddsdnak mérséklésére is,
hovatovabb a levosimendan metabolizmusa soran egy hosszu féléletidejii aktiv metabolit
keletkezik, mely koriilbeliil 72 6rdn keresztiil van jelen hatdsos koncentradcidoban a

keringésben [181], igy optimalis, mint hossz( hatast szer.

A levosimendan farmakologiai hatasai kozé tartozik a Ca?* érzékenyitd hatas [182],
mely sajatossaga, hogy a Ca?*-bearamlas dinamikajatol fiiggetlen, nem jar intracellularis
Ca?*-koncentracio emelkedéssel, mely az IR karosodasok molekularis mechanizmusat

tekintve kifejezetten eldnyos lehet. [183]

A levosimendan antiischaemias hatasdhoz alapvetden két kiilonb6z6 mechanizmus
jarul hozza: a szivizom oxigénigényének csokkentése, illetve a mitokondrialis K*atp-
csatornakon keresztlil érvényesiild protektiv hatas. [184] Ezen utobbi hatias védi a
mitokondriumot a Ca?*-tulterheléssel szemben, szabalyozza a matrix térfogatat, stabilizalja
a membranpotencialt, segiti a 1€gzési lanc integritdsanak megdrzését, valamint a magas
energidju foszfatok megtartasat. Levosimendannal kapcsolatban igazolast nyert, hogy képes
ezen csatorndk nyitdsdra mind szivizombdl, mind hepatocytakbdl izolalt mitokondriumok
esetében. Ennek alapjan valoszintsitik, hogy célzott sejtszintii protektiv hatas 1étrehozéasara

is képes az IR karosodassal szemben.
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1.3.2.2.2. Glutamin

Egyre tobb klinikai vizsgalat tamasztja ala, hogy katabolikus allapotokban — mint
amilyen a mitéti stressz is — csokken a szervezet glutamin (Gln) szintje, ami igy
konstitucionalisan esszencialis aminosavva valik. [185] A perioperativ ellatas soran a
taplalasterapia részeként nagyobb mennyiségben, parenteralisan bevitt glutaminnak
antiinflammatorikus hatast tulajdonitanak: a glutamin képes csokkenteni a gyulladads soran
keletkez6 ROS mennyiségét. [186] Ennek kovetkezménye lehet az a tény, mely szerint a
vénasan alkalmazott glutamin szupplementacié mérsékli a posztoperativ szovédmények

szamat, csokkenti a morbiditast és a mortalitast.

A glutamin szervezetiinkben legnagyobb mennyiségben eléforduld szabad
aminosav, foként vazizomban raktirozodik, ahonnan sziikség esetén felszabadul. Fontos
szerepet tolt be a sav-bazis homeosztazis szabalyozasaban, valamint a sejtekben biztositja
az Osszekottetést a szénhidratok és proteinek metabolizmusa kozott. Szerepet jatszik a
fibroblasztok, a lymphocytak és az enterocitak novekedésében, illetve a szervezet nitrogén-
egyensulyanak fenntartasaban. [187] Glutaminhoz kotott az ammonia-, és az ureaszintézis,
a vesében és a majban lejatszodo glukoneogenezis, a glutation-szintézis és a kdzponti
idegrendszer neurotranszmitter-szintézise. [188] Sziikséges tovabba a nukleotidszintézishez
is, foéleg a gyorsan proliferaldo sejtekben [189], mely ténnyel magyarazhatdo az
immunrendszer sejtjeinek fokozott glutamin igénye. Hianyaban a DNS- és a fehérjeszintézis
egyarant gatlas ald keriil. Intracellularis koncentracidja a mitokondriumok ATP-szintézisét
stimulalja, ezért alacsony glutamin tartalom esetében a mitokondridlis 1€gzési lanc aktivitasa
lassul. [190] Bar a glutamin nem esszencialis aminosav, nagy trauma, jelentGs sebészeti
beavatkozas, szepszis, csontveld transzplantacid, intenziv kemo- vagy radioterapia soran
atmenetileg kiils bevitel valhat sziikségessé, hiszen ilyen esetekben a de novo szintézis nem

képes a szervezet valos Gln sziikségletét fedezni. [190]

A glutamin kozvetve vagy kozvetleniil befolyasolja a sejtproliferaciot, a
sejtdifferencidciot, és a sejthaldlt. Fobb hatdsaira vonatkozd ismereteink nagyrészt
transzformalt sejtvonalak vizsgéalatabol szarmaznak: elsdsorban apoptosist modulaléd
effektusair6l szdmolnak be a nemzetkdézi irodalomban. Az exogén glutamin
szupplementacié a kiilonféle sejtvonalakban proliferaciot serkentd hatassal bir, mig a
glutamin megvonas differencialtabb fenotipusu sejteket eredményez. [191] Az

intracellularis Gln koncentracié egy bizonyos kritikus szint ald csokkenése apoptosist
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indukalhat [192], a megfeleld glutamin tartalom ugyanakkor fontos protektiv tényezoként
lehet jelen kiilsé karosito stimulusokkal szemben. gy hatdsara csokken példaul a

sejtpusztulas mértéke extrém hohatast, valamint besugarzast kovetéen. [193]

A glutamin, mint a glutation (GSH) bioszintézis alapanyaga, hatassal van az
antioxidans védekezési rendszer miikodésére és kapacitdsara, st mi tobb esszencialis
szerepe van a sejtek redox homeosztazisanak fenntartasaban. [194] A redox statusz
befolyasolasan keresztil képes kozvetett modon hatadst gyakorolni a sejtek
szignaltranszdukcios utjaira, valamint a sejtproliferaciora. Képes tovabba az iNOS-
expresszio gatlasan keresztiil a szisztémas gyulladasos valasz és az ezzel Osszefliggésbe
hozhato szervkarosodasok mérséklésére. [195] Ezen hatdsa hozzajarulhat a toxikus
nitrozativ gyokok keletkezésének csokkentéséhez is az IR késoi szakaban. A szabadgyok
termelésre gyakorolt gatlo hatdsanak, illetve az antioxidans kapacitas javuldsanak egyarant
szerepet tulajdonitanak ischaemids szivbetegekben a glutaminban gazdag diéta
kovetkeztében tapasztalt kardioprotekcid kialakulasaban. [196] Az oxidativ karosodas
csOkkenését segiti el6 tovabba indirekt modon a glutamin 4ltal kivaltott gyulladascsokkentd
hatds is, melynek hatterében részben a HSP70-termelés fokozodasa allhat. Ez a
hdésokkfehérje képes fontos proinflammatorikus transzkripcids faktorok, mint az NF-«B,

vagy az AP-1 gatlasara és ezaltal potens antiinflammatérikus hatast fejt ki. [197]

A fenti tulajdonsdgai alapjan a glutamin potens terapids eszkéz lehet az IR
karosodasok mérséklésére. Korabbi kisérletes eredmények azonban ellentmondoak. M4j
ischaemia-reperfuzié allatkisérletes modelljében, glutamin parenteralis alkalmazasa emelte
dehidrogenaz, aszpartat-aminotranszferaz és alanin-aminotranszferaz enzimek, valamint a
proapoptotikus hatasu Bax-fehérje szérumszintje csokkent. [198, 199] Ugyanakkor Noh és
mtsai. szerint az el6kezelés hatasara a HSP-szint nem emelkedik jelentdsen, illetve alig
csokken a neutrophyl bearamlas és a necrosis mértéke IR karosodast kdvetden. [200] A
postischaemids glutamin kezelés pedig Fukatsu és mtsai. szerint kifejezetten sulyosbitja az

IR karosodast. [201]

A glutamin klinikai alkalmazasa soran gond, hogy a glutamin monoamin forméaban
csekély oldékonysaggal és stabilitassal rendelkezik. Alanil-glutamin (Ala-Gln) dipeptidként
(Dipeptiven®, Fresenius Kabi) ezzel szemben sokkal jobb farmakokinetik4ji vegyiiletnek

bizonyult. [202] Szamos klinikai vizsgalat erésiti meg a glutamin parenteralis

43



Dr. Szijarto Attila d c 1098 15 Doktori értekezés

alkalmazasanak indokoltsagat a miitét utani, metabolikus szempontbol is kritikus napokban,
amikor az immunstatusz €s a nitrogén-egyensuly javitasara egyarant sziikség van. Human

alkalmazasban a parenteralis glutamin ajanlott mennyisége 0,5 g/ttkg/nap.

1.3.2.2.3. P]-34 PARP inhibitor

A sejtmag enzimjeinek jelentds részét a poli(ADP-rib6z) polimerazok (PARP-0k)
teszik ki, 6sszesen 17 felé izoforma ismert. A sejtekben legnagyobb mennyiségben PARP1
izoforma fordul el6. A PARP-1 az 6sszes képz6dd RNS 3,5%-énak az expressziojat
szabalyozza, illetve a transzlacio €s a fehérjelebontas szabalyozasaval végigkiséri a gén- és
fehérjeexpresszié teljes vonalat. A PARPI molekula két f6 hatdsa: szerepe van a DNS
karosodasok kijavitasaban és igy mellékhatasként miitkodése sordn a sejt energiaraktarait

depletalhatja; proinflammatorikus gének transzkripciojat serkenti. [203]

A PARP1 egyik f6 szerepe a DNS karosodas felismerése (szenzor funkcio) és a
repair-komplexek muikddésének elsegitése (szigndl funkcio). A DNS-ko6td régio a DNS
szabadgyokok, ionizal6 sugarzas, alkilalo szerek, hypoxia hatdséra 1étrejott egyszalq, illetve
kétszalt lanctoréseit érzékeli. A PARP1 aktivitas eredményeként a DNS-sériilés helyén a
kromatindllomany fellazul, dekondenzélodik, igy a PARP javitja a sériilt teriilet
hozzaférhetGségét a repair-enzimek szamara. [204] A PARP szamos repair-enzim aktivitasat
fokozza, tobbek kozott a sériilt lancdarab kitoltéséért (,,gap filling”) felelés DNS-polimerazt,
és a lancok dsszekapcsolasaért (,,ligacio”) felelés DNS ligaz I11-t. [205] A poli(ADP-ribdz)
(PAR) lanc energidt is szolgaltat a repair enzimek szdmara, melynek folytan
energiatranszport molekulanak 1s tekinthetjiik. A PARP aktivaciot kovetden a katalitikus
domén miikddésének eredményeként az energia metabolizmusban esszencialis szerepet
betolté NAD*-ot (nikotinamid-adenin-dinukleotid) elhasitja nikotinamidda (NA) és ADP-
ribdzza. Az utobbi szolgal épitdkoként egy polinukleotid polimerhez, a PAR-hoz, ami
kovelensen képes kotddni az akceptor fehérjékhez. A PARP aktivacidja, mitkodése soran
tehat csokkenti szubsztratjanak, a NAD"-nak a szintjét. Végsd soron a PARP miikodésének
hatéasara a sejt energiaszintje csdkken, ami patologias koriilmények az enzim talaktivalodasa
esetén a sejt necrosisat okozhatja (7. abra). Tovabbi kedvez6tlen hatasai koz¢ irando, hogy
a PARPl-nek szerepe van szdmos, gyulladdshoz kapcsolodo transzkripcios faktor
aktivalasaban, igy patologids koriilmények kozott egy olyan 6nmagat erdsitd folyamat indul
be, melynek soran a gyulladdsos mediatorok tulzottan felszaporodnak, fokozva ezzel a szerv

karosodasat. [206]
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A PARP szerepe a sejthalalban azaltal is fontos, hogy mind az apoptosis, mind a
necrosis folyamataba beavatkozik, melyek ischaemia-reperfiizios karosodas kapcsan
egyarant jelen vannak. A sejthalal modja nagymértékben fligg a DNS—karosodas mértékétol
is. [207] Eszerint a modell szerint a karositd hatasnak Kkitett sejt szamara haromféle 1t
lehetséges: (1) enyhe foki DNS kdrosodas kapcsan a PARP enzim a fiziologias szerepét
tolti be, aktivalodik, a karosodott szakasz kijavitasra kertiil, a sejt tulél. (2) nagyfoki DNS
karosoddsban a sejt fiziologias valasza (a DNS-ének sériilése a p53 fehérje megjelenését
valtja ki, ami felfiiggeszti a sejtciklust addig, amig a DNS ki nem javitodik) a hibat mar nem
tudja kijavitani, igy a p53 mint transzkripcios faktor, a bcl-2 és bax génekre hatva beinditja
az apoptosis programjat. Az apoptosisban a PARP-nak nincs aktiv szerepe, hanem bizonyos
caspase-okhoz kapcsolddik, mely a PARP inaktivalédasaval jar. Tehat nagyfoki DNS-
karosodasra a sejt valasza apoptosis, amely endogén szabalyozo faktorok (p53, AIF) hatdséara
jatszodik le. (3) excessziv DNS kadrosodds esetén a PARP talaktivalodik. A PARP talzott
mitkodése soran — mely a DNS-lanc hibainak kijavitasara iranyul — a szubsztratként szolgalo
NAD*-ot fokozottan bontja, a sejt NAD*-poolja dramaian lecsokken. Ebbdl kovetkezik,
hogy a NAD*-dependens energiatermeld cellularis folyamatok, (igymint az anaerob
glikolizis, a citratkor leallnak. A citratkor mikodésének felfliggesztésével egyiitt jar, hogy a
citokromokbol allé mitochondridlis 1égzési lanchoz nem érkezik elegendd elektron, ami
mitochondrialis diszfunkciohoz, a mitochondridlis membran depolarizacidjahoz vezet.
Ennek eredményeképpen az ATP-szintdz enzim ATP-azként kezd milkddni, tovabb
csokkentve ezzel a sejt energiaraktarait. ATP hianydban az energiaigényes folyamatok
leallnak, mint példaul a membran integritasaért felelés Na*/K*-pumpa, a membran szétesik,
az intracellularis enzimek ,,kiomlenek” a sejtbdl. Tehat az excessziv kdrosodast szenvedett,
energetikai krizisbe keriild sejt necrosissal pusztul el, eldsegitve ezzel a lokalis gyulladas
kKialakulasat. A nekrotizalt sejtek bekebelezéséért felelés macrophagok tovabbi
proinflammatorikus és kemotaktikus molekuldk termelésével fokozzak a gyulladéasos
valaszt. Az enzim gatlasanak kdszonhetden a sejt energiaraktarai nem fogynak el, elegendd
energiat biztositva ezaltal az apoptosis ATP-t igényld Iépéseihez, és a membran

integritasanak fenntartasdhoz (Na*/K*-pumpa). [205]
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7. abra: A PARP fiziologias miikdsdése (bal oldali kép) és tulaktivaciéja okozta karosodas (jobb oldali kép) Forras:
Jagtap P, Szabo C: Nat.Rev.Drug Discov. 2005

A fentiek kovetkeztében a PARP enzim sejtciklusban betdltott szerepére, az enzim
gatlasa, Gigy onkologiai kezelések elemeként, mint példaul IR inzultus kapcsan alkalmas
modszer lehet a kialakulo lokalis kdrosodasok gatlasara és igy a szisztémas szovédmények
mérséklésére. A kifejlesztett PARP inhibitorok szdma jelentds, 2014 végén és 2015 elején
mind az amerikai FDA, mind az europai EMA engedélyezte egy PARP-inhibitor human célu

felhasznalasat petefészek-karcinomaban szenveddok kemoterapias kezelésére.
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2. Esetismertetések

A dolgozat kovetkezd alfejezetében a szerzd egy-egy sajat gyakorlataban eléfordulo,
publikalt [208] esetismertetéssel kivanja a késobbiekben targyalt kisérletes modellek
problémafelvetését bemutatni, kozelebb hozni. Az aldbbi esetek vezettek a modellek
megtervezéséhez, illetve a klinikai kérdések kisérletes megvalaszolasa is konnyebben
értelmezhetévé valik ezek klinikai megismerése utan. Az elsé eset egy mindkét also végtagot
érintd, prolongalt 3 napos ischaemiat kdvetden operalt betegiink esetét mutatatja be. A
masodik eset hivatott a még toleralhato, de jelentds klinikai tiinetekkel is jaré méj ischaemia-
reperfuzios karosodast bemutatni, mely hiien tiikrézi a majszovet révid ischaemids
tolerancidjat és az ebbdl fakado sulyos, akar €letet veszélyeztetd lefolyast, mely elharitasara

jelenleg is nagy a klinikai igény.

2.1. Alsovégtagi kritikus ischaemia

A bemutatasra keriilé B.I. 55 éves férfibeteg korel6zményében évtizedek ota tartd
dohényzas, hipertonia, hyperlipidaemia, ischaemidas szivbetegség, kronikus pitvarfibrillacio,
krénikus bronchitis, depresszio, proximalis szelektiv vagotomia, cholecystectomia és hasfali
rekonstrukcié szerepel. Dysbasids panaszai 7 éve kezdddtek, azdta a beteg tobb
rekonstruktiv érsebészeti beavatkozdson esett at, um.: jobb oldali a. iliaca communis
perkutan transzluminaris angioplasztika; jobbrol balra vezetett ilio-femoralis crossover
bypass; jobb oldali ilio-femoralis bypass; jobb oldali femoro-poplitealis supragenualis

Dacron bypass.

Felvételére 3 nappal kordbban, hirtelen kezd6d6 a jobb, majd a bal als6 végtagon
kialakult, csip6tdl lefelé megjelend nyugalmi fijdalom és jarasképtelenség miatt kertilt sor.
A fizikélis vizsgalat soran periférias pulzus egyik végtagon sem volt tapinthat6. Mindkét
alsd végtagon a kronikus érbetegséget kisérd trofikus zavarok mellett az akut artérias
elzarédas klinikai tiineteit észleltik a végtagok hilivosségével, sapadtsidgaval,

mozgasképtelenségével, érzészavaraval €s sulyos, nyugalmi végtagtajdalommal.

Az azonnali laborvizsgalatok (1. tablazat) emelkedett fehérvérsejt szamot valamint
magas kreatin-kinaz (CK) szintet igazoltak. Az alvadasi paraméterek (international

normalized ratio: INR, aktivalt parcialis tromboplasztitin id6: APTI), traszaminaz (aszpartat

47



Dr. Szijarto Attila

Doktori értekezés

dc_1098 15

aminotranszferaz: ASAT, alnin aminotranszferdz: ALAT) valamint a szérum karbamid,

kreatinin, kalium és CK-MB koncentraciok nem mutattak koros eltérést.

1. tablazat A laborparaméterek valtozas

Paraméter Mértékegység | Normalérték Felvételkori Posztoperatty

érték érték

LDH U/L 110-210 196 28377
ASAT U/L 5-45 20 8110
ALAT U/L 5-45 17 6340

CK U/L 24-195 742 102920
CK-MB U/L 0-34 45 277
INR - 0,8-1,2 1,2 6,1
APTI sec. 30-40 34 180
PHartéras - 7,35-7,45 7,39 7,2
Kreatinin uM/L 60-110 76 310
Amilaz uU/L 30-100 42 800
Lipaz uU/L 10-60 14 1620

8. abra:
infrarenalis komplett aorta okklizié (nyil) boséges
kollateralis keringéssel.

siirgdsségi

angiografias

Tekintettel
angiografiat

infrarenalis,

javasoltunk.

a beteg anamnézisére urgens

végeztiink,

a bifurkacié feletti

mely az aorta

komplett

- elzarodasat igazolta (8. dbra).

Az elvégzett vizsgalatok alapjan akut miitétet

Kétoldali lagyékhajlati, illetve

supragenualis poplitealis feltarast végeztiink. A
korabbi graft-rendszerek revizidja mindhdrom
graft elzar6dasat mutatta, melyet Fogarty szerint
embolectomival probaltuk rekanalizélni, ami
azonban csak atmenetileg bizonyult sikeresnek.

1Y Néhany percen beiil a korabbi graft-rendszer

ismételt komplett elzarodasat észleltiik. A

vizsgalat:

fennallo helyzet megoldéaséara aorto-bifemoralis

bypasst végeztiink. Ezzel egyidében mindkét

labszar mindharom izomrekeszén elvégeztiikk a preventiv fasciotomiat. A miitét végén a
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periférids pulzusok mindkét oldalt tapinthatova valtak. A kdzvetlen posztoperativ szakban
ismételt folyamatosan romlo als6 végtagi keringést észleltiink a végtagok jelentds mértékii
duzzadasa mellett. Ennek megfeleléen a posztoperativ 6. ordban reoperacid mellett
dontottiink, melynek soran periférids, az artéria femoralisktol distalis irdnyu dezobliteraciot
végeztiink, valamint a korabbi labszari fasciotomiat minkét oldali comb izomrekeszeire is
kiterjesztettiik. A miitét végén jo femoralis és poplitealis pulzus volt tapinthatd, ugyanakkor
a sikeres revaszkularizaciot kovetden a beteg allapota fokozatosan romlott. A miutétet
kovetden a beteg laboreredményeiben (1. tablazat) a szérum CK, laktat-dehidrogenaz (LDH)
szintek jelentds emelkedést mutattak, mely sulyos foku izomkarosodasra utal. A beteg
1égzési statusza a posztoperativ szakban folyamatosan romlott, gépi 1élegeztetést igényelt.
Oliguria mellett a szérum kreatinin szint tobb mint hAromszorosara emelkedett, fokozatosan
kialakul6 akut veseelégtelenség jelentkezett, akut hemodializisre kényszeriiltiink. A csekély
mennyiségll iiriilt vizeletben myoglobin jelenléte volt igazolhatdé. A m4j transzamindz
szintjei jelentds emelkedést mutattak, valamint az alvadasi paraméterek folyamatos romlasa
volt megfigyelhetd. Jelentdsen emelkedett CK-MB szintet mértiink. A fokozatosan hanyatl6
keringést folyamatosan emelkedd dozisu vazopresszor terapiaval (noraderenalin, 5 - 7,5
ng/ttkg/ora) egy ideig sikeriilt ellensulyozni, azonban a posztoperativ 19. 6raban progressziv
keringésromlas volt megfigyelhetd. A mitét utani 27. oOrdban keringésdsszeomlas

kovetkezett be, majd a beteg exitalt.

A torvények eldirdsanak megfeleld, a halal beallta utdn 3 nappal boncolés tortént,

crer

melyet az atjarhaté aorto-bifemoralis bypass graft athidalt (9/a. &bra). A tobbi szerv

postmortem eltéréseit a 2. tablazat mutatja.

2. tablazat Az érintett szervek posztmortem eltérései

szerv makroszkopos kép mikroszkopos kép
izom a fascitomids nyilasokon kitliremkedd | Feliiletesebb biopsziakban részben
duzzadt, feszes tapintatu izom (10/A é&bra). necrotikus izomrostok gyulladasos sejtes

beszurddéssel, azonban a metszetek kb
felében az izomrostok kevésbé karosodtak.
(10/B abra). A mély biopszids mintdkban ép
tertiletek nélkiili igen sulyos karosodas jelei,
valtakozo bevérzett és elhalt részek

tiido metszlapja vordsen foltozott, tészta tapintatu, | sok helyen atelektazias teriiletek, hialin
nyomasra hig habos szilvalészerii folyadék | membran kezdemények és levalt sejtek
iiriilt beldle; (10/C abra) voltak lathatoak az alveolusok lumenében

(ARDS korai, exszudativ szak); (10/D abra)

szerv makroszkopos kép mikroszkopos kép
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sziv

bal kamraban 1,5 cm atmérdji transzmuralis
infarktus (10/E. abra)

mikroinfarktusok, goécokban gyulladasos
sejtes beszlirddés (10/F abra)

morzsalékony, metszlapjan
bevérzett teriiletek (9/B abra)

halvany ¢és

metszlapjan halvanyabb parenchyma, bal
lebenyében 5 cm-es teriileten pontszerQ
bevérzések (9/C abra)

Zsiros degeneracio a véna centralisok koriil
fibrézis nélkiil (akut degeneracio)

jejunum

nyalkahartyan sotétvords foltozott mukozalis
infarktusok, fokalis, szegmentalis mintdzatban
(9/D abra)

egyéb
zsigerek

akut  pankreatitisznek  megfeleld6  apro
necrotikus  géocok a  peripankreatikus
zsirszovetben valamint a gyomor
nyalkahartyajan er6ziok.

9. dbra A kiilonb6z6 szervek makroszkopos megjelenése a boncolas soran: (a) thrombussal (nyil) kitoltott aorta,
valamint a szabad lumenii aorto bifemoralis graft; (b) 1ép allomanyaban halvany és bevérzett teriiletek; (c) majban
halvanyabban dbrazolodé parenchyma és pontszerii bevérzések; (d) jejunum nyalkahartyajan sotétvoros foltozott
mukézailis infarktusok fokalis, szegmentalis mintazatban
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10. abra Az egyes szervek boncolast kiveté makro (a, ¢, e)- és mikroszkopos (b, d, f) megjelenése. Festés:
Hematoxillin-eosin, 200x. (a,b) vazizom (m. quadriceps femoris); (c, d) tiidé; (e,f) szivizom

Tekintve hogy a vesék vizsgalata a ,,vart” kép mellett meglepetésekkel is szolgalt,
igy ezen patdlogiai leletek a kdvetkezOkben részletesebben is bemutatisra keriilnek.
Makroszkdposan a vesék megduzzadtak, felsziniik halvany arnyalati volt. A kéreg-veld
allomany hatara élesen elkiiloniilt, jelentdsen készélesedett (11/A abra). Mikroszkdposan az
akut tubularis necrosis sulyos jelei voltak megfigyelhetéek (11/B abra). Egy masik,
vesekarosodast nem mutatd elhunyt, kontrollként szolgald betegbdl késziilt veseszovettani

meszet (11/D abra: ép struktura) alapjan elmondhato, hogy a stlyos vesekarosodas nem a
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boncolas soran kialakuld autolizis kovetkezménye, hanem az alsé végtagi karosodas direkt
szovodményeként jelent meg. A csupan sporadikusan eléforduld, megtartott szerkezetii
juxtamedullaris proximalis tubulusok illetve foként a gytijtécsatornak lumenében kifejezett
eozinofiliat mutatd, homogén precipitaitumok voltak lathatoak, melyekben aspecialis festési
eljarasokkal mioglobin jelenléte volt igazolhatdo (11/C é&bra; a mioglobin szévettani
metszeteken torténd kimutatdasara benzidin-peroxidaz reakciot, [209] és anti-mioglobin
immunhisztokémiat alkalmaztunk -  primer antitest: nyul poliklonalis anti-human
myoglobin; RP 029, Diagnostic Biosystems, Pleasanton, CA, Egyesiilt Allamok) A kéreg-
veld hataran elhelyezkedd proximalis tubulus sejtekben tovabba barna szinli granularis
pigment jelenléte volt megfigyelhet (11/E abra). Az elvégzett Berlini-kék festés negativ
volta a pigment hemosziderin tartalmat kizarta. A pozitiv Sudan Black B festés (11/F dbra),
illetve a granulumok fokozott autofloureszcenciaja azonban arra utalt, hogy a pigment a
tubulus sejtekben jelenlévo lipofuscinnak felel meg. (11/G abra; Leica DM RXA motorizalt
fluoreszcens mikroszkop - Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Németorszag, 400x,A
képrogzités: Leica DFC365 FX (Leica Microsystems) monokrom digitalis kamera, Texas
Red, FITC és DAPI filterek a filterekkel késziilt képek egybeolvasztasa (rendre: voros, zold
és kék csatornak) CW4000 FISH szoftverrel (Leica Microsystems) Minthogy a vizsgalt,
lipofuscint tartalmazé tubulussejtek relative épnek mutatkoztak a lipofuscin dnmagaban
feltehetdleg nem toxikus a tubulussjetekre. Ennek igazolasara ismételten atvizsgaltuk az
izmok szdvettani metszeteit, melyeken az izomrostokban lipofuscin jelenléte volt
igazolhato, illetve néhany metszeten a széttdredezett rostokban a lipofuszcin felszabadulasa

1s azonosithato volt (11/H é&bra).

Jelen alfejezetben tehat egy 72 oOras hosszusagu, akut alsé végtagi ischaemiat
elszenvedett beteg esetét ismertettiik. A gyors érsebészeti beavatkozasok a végtag keringését
rendezték, azonban az ischaemids-reperfizios kdrosodas szovédményeként sulyos lokalis és
szisztémas szovodmények alakultak ki. Az als6 végtag jelentds, a végtagok szinte teljes
necrosisaval jard kdrosodéasa mellett, tavoli szervi elégtelenség alakult ki a szivben, tiidében,
a gasztrointesztinalis és alvadasi rendszerben, valamint a vesékben, mely végiil a beteg
halaldhoz vezetett. Ezen esetismertetés egy konkrét klinikai példan keresztiil mutatja be az
als6 végtagi ischaemids-reperfiizios karosodasok lehetséges kovetkezményeit, felhivja a
figyelmet ezek lehetséges fatalis kimenetelére, valamint az id6ben vald felfedezés

fontossagara.
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11. abra A vesében lathaté elvaltozasok (Festés: hematoxillin-eosin [b, c, d, e, g, h], Sudan Black B [f]) (a)
makroszkopos elvaltozasok; (b) akut tubularis necrosis mikroszképos képe; (c) mioglobin jelenléte a disztalis és
a proximalis (inzert) tubulusokban; (d) kontroll vese szovettani képe; (e) barna pigment a proxialis tubulusban,
mely Sudan festéssel fekete reakciét ad, ill. (f) autofluoreszcenciat mutat (g, h) a szétesett izomrostokbol
lipofuszcin granulumok szabadulnak ki. Eredeti nagyitas: 200x [b, ¢, d], 400x [e,g], 600x [f, h]
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2.2. A m3jj ischaemias-reperfuizios karosodas

Hatvanéves B.M. nébeteg korel6zményében bal oldali emlddaganat (invaziv ductalis
carcinoma; cT2 N2 M1; Her2 poz; ER/PR 80%) szerepel axillaris nyirokcsomo attéttel és
soliter (2 cm) majmetastasissal. Az onkologiai konzilium alapjan a beteg az emlomutét
megelézéen neoadjuvans kezelésben részesiilt (4 x TAC [Taxotere, Adriamicin
cyclophosphamid]), mely mellett regresszi6 nem volt észlelhetd, igy mastectomiat €s
axillaris en bloc lymphadenectomiat végeztiink. A beteg tovabbiakban radioterapiaval
kiegészitett herceptintdocetaxel elsévonalbeli kezelésben részesiilt, mely az emld
tekintetében hatasos kezelésnek igazolodott, lokalis recidiva nem volt észlelhetd.
Ugyanakkor a kezelés alatt jelentds progressziot mutatd (8cm) mdjbeli térfoglalasbol
mintavétel tortént, mely az emlédaganat attétét igazolta. A képalkotok (PET-CT, CT)
alapjan tovabbi tavoli disszemindcié nem volt detektalhatd, ugyanakkor a madjtumor
kiterjedése alapjan a metastasis sebészi ellatdsdra jobb oldali hemihepatectomia jott
szdmitasba. A tervezett majresectiot kdvetden megmarado, visszamaradd funkcionald
majszovet (future liver remnant: FLR) egészséges maj esetében elegenddnek bizonyult volna
(28 %), de megeldz6 kemoterapids kezelések miatt a nemzetkozi ajanlasoknak megfelelden
(FLR<30%) két 1épcsds majresectio mellett dontottiink. Az elsé miitét kapesan a jobb vena
portae ag lekotése illetve cholecystectomia tortént. Nyolc hetet kovetden az elégségesnek
velt bal lebenyi regeneracid €s tovabbi progressziot nem mutato CT kép ellenére az
intraoperativ UH vizsgalattal a maj S4 segmentuma felé¢ propagald, azt részben érintd
satellita metastasisok keriiltek felismerésre ezért a jobb hemihepatectomia nem volt
kivitelezhetd, kiterjeszett jobb oldali hemihepatectomidra (trisegmentectomiara) az FLR
nem volt elegendd (FLRs1-s2-s3 < 30%). Az onkoldgiai konzilium javaslata alapjan tovabbi
intravénds kemoterapia (gemcitabin) valt sziikségessé. A négy honappal késébb végzett
kontroll CT vizsgélat tavoli disszeminaciot tovabbra sem igazolt, ugyanakkor a satellita
metastasisok méretbeli regressziojat (5 mm alattiak), a jobb lebeny atrophiéjat és az I-es, |-
es, I1l-as szegmetum tovabbi, jelent6s (FLR 35,5%) hypertrophiajat mutatta (12. abra). Jelen
helyzetben a beteget ismételt resectios tervvel, jobb oldali trisegmentectomia elvégzése

céljabol felvettiik klinikdnkra.
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12. abra bal kép: kezdeti alacsony, resectiora alkalamatlan volumenii bal lebeny, kiterjedt jobb oldali
tumorral, jobb kép: jelentds hypertrofiat mutaté bal lebeny.

Lege artis miitéti el6készitést kovetden intermittald hilaris vaszkularis kirekesztés
(2x25 perces kirekesztés kozte 10 perc felengedés) mellett a trisegmentectomidnak
megfeleld vonalban a ligamentum falciforme hepatis mellett a S1, S2, S3 szegmentek
meghagyasaval resectiot végeztiink. Az intraoperativ vérvesztés kb. 650 ml volt. A m4j
alloménya - vélhetden a tartds kemoterapids kezelések hatdsara - az egészségestdl eltérd,
zsiros degeneraciot mutato, torékeny volt. 185 perces miitéti id6 utan, korrigalt haemostatus
mellett a korai posztoperativ idészakban a sav-bazis paraméterek acidozis iranyaba mutattak
eltolodast (pHmin:7,32; BBmin:d0 mM/L, BEmax:-12,5 mM/L, selLaktatmax:7,4 mM/L
[Radiometer ABL 80 - Radiometer Medical ApS Akandevej 21 DK-2700, Brenshej,
Denmark]), a beteg gépi 1élegeztetése nem volt megsziintethetd. A beteg altalanos allapota
a komplex intenziv kezelés ellenére sem javult, az els6 posztoperativ napon tudata tovabbra
is besziikiilt volt, szérum laktatszintje tovabb emelkedett (seLaktatmax:9,4 mMM/L). Ezen kiviil
laborértékekben (a laborparaméterek meghatarozasa rutin klinikai tesztek elvégzésével
tortént - Semmelweis Egyetem, Kozponti Laboratérium) kiugrd szérum transzaminazszintek
(ASAT: 864 U/L; ALAT: 915 U/L) és emelkedett GGT (144 U/L) szint volt mérhetd.
Testszerte jelentkez6 oedema, csokkent diurézis (eGFR 60,6 ml/perc/1,73m2) ¢és
prothrombinrata (51%), illetve emelkedett gyulladasos (WBC: 26,24 G/L; CRP: 37,2 mg/L)
¢és szérumbilirubin (16,3 pmol/L) értékek voltak megfigyelhetdk (13. dbra). Az elvégezett
képalkotd vizsgalatok intervenciora nem szoruld konkommitdlo jobb oldali melliiregi

folyadékgytiilemet és kozepes foku ascites igazoltak.
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13. abra Posztoperativ labor paraméter valtozasok

Ezen paraméterek a majelégtelenség kritériumainak (minimum 2 egymast kovetd

napig emelkedd se bilirubin, csokkend prothrombin rata, emelked6 se laktat,

hatterében felmeriilt a méj keringészavar lehetdsége. Ennek tisztazasara CT angiografias
vizsgalatot végeztlink, amely alapjan a maj arterio-portalis €s vénas keringése kielégitonek
bizonyult, ugyanakkor a parenchyma inhomogén densitdsunak mutatkozott. Ez alapjan
felvetddott, hogy a majelégtelenség hatterében a kordbbi onkologiai kezelések hatasara
jelentdés karosodast elszenvedett mé; egyebekben tolerdlhaté 4atmeneti vaszkularis

kirekesztése kovetkeztében fellépd ischaemia-reperfiizids korallapot allt.

Tovabbi konzervativ kezelés mellett a beteg 4ltalanos dallapota a harmadik
posztoperativ naptol javulast mutatott. A gépi I¢€legeztetés megsziintetésével egyiddben a
veseelégtelenséget jelzd paraméterek normalizalodtak, atmeneti polyurids fazis utan
fiziologias laborértékeket detektaltuk, a majelégtelenségre utaldé paraméterek egy hét alatt
normalizalddtak. Az atmeneti ascites diuretikus kezelés €s albuminp6tlas mellett megsziint.
A javuld maj- és veseelégtelenséggel parhuzamosan a stulyos katabolikus allapot miatt 5
napon at 500 mg/ttkg parenteralis glutamin (N(2)-L-alanil-L-glutamin, Dipeptiven,

Fresenius Kabi) kezelést allitottunk be. Tovabbi szovOdményre utald jelet nem észleltiink,

56



Dr. Szijarto Attila d c 1098 15 Doktori értekezés

igy a beteg a 14. napon szovédménymentesen tdvozott klinikankrol, onkologiai kezelése

jelenleg is folyamatban van.

Jelen eset kapcsan a maj klasszikus ischaemia-reperfuzios karosodasanak klinikai
lefolyasan keresztiil kivanta a szerz6 bemutatni és hangsulyozni a korallapot tobb szerve,
szervrendszerre kiterjedd, életveszélyt jelentd fontossdgat. Igaz, ezen eset kapcsan az
intermittald kirekesztés idétartama nem tiint extrém hosszisagiinak, mégis elegendének
bizonyult a kemoterapias kezelést kovetden karosodott majszovet esetén. A ndvekvod
tendenciat mutatd sebészi radikalitas elengedhetetlen eldfeltétele a komplex neoadjuvans
kezelés is, igy egyre tobb eset kapcsan varhatéak hasonld szovodmények. Az eset egyrészt
felhivja a figyelmet a napi majsebészeti gyakorlatban észlelhetd ischaemia-reperfuzios

jelenségek lehetdségére, masrészt kérdéseket vet fel a megeldzes tekintetében.
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3. Célkitiizések

A Semmelweis Egyetem 1. sz. Sebészeti Klinikajan a jelen dolgozat szerzdje altal
vezetett Kisérletes Sebészeti Részleg mar hosszt évek ota foglalkozik az ischaemia és a
reperfuzio témakorével, illetve a fenti kérosodasok mérséklésére iranyuld technikak
vizsgalataval. A Kisérleti elrendezések alapjaul a sebészi beavatkozasokat modellez6 also
végtagi és maj ischaemia-reperfiizios 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 kisérletsorozat egyik célja egy olyan also végtagi ischaemias modell megalkotasa
volt, ahol a kisfoku izomszdveti karosodas mellett potencidlisan fennallt a tavoli szervek
érintettségének lehetdsége is. Ezt kovetden a kisérletek kozéppontjaba az alsd végtagi
kritikus ischaemids id6 meghatarozasa kertilt. A kritikus id6pillanat meghatarozasahoz egy,
a szerz6 munkacsoportja altal kifejlesztett 0j metodikai eljaras keriilt kidolgozasra, mely
mind ragcsaldé modellen, mind kés6bbiekben klinikai koriilmények kozott is képes lehet az
ischaemias karosodas mértékének terapias idéablakon beliili meghatarozasara. A szerzd
tovabbi célja volt a kialakult karosodas mértékének csokkentésére alkalmas eljaras, a

posztkondicionalas vizsgalata akut als6 végtagi verdér-kirekesztés kisallat modelljén.

Részleteiben az alsd végtagi verdérkirekesztéssel jaro kisérleteink az alabbi

kérdésekre keresték a valaszt:

1. Réagcsalo modellben milyen mértékii lokalis és tavoli szervi karosodast képes
létrehozni egy prolongalt, de kritikusnak nem mondhato, miitéti helyzetet is

modellez0 infrarenalis aortakirekesztés?

2. A fenti modellben milyen hatasokkal bir a reperfuzioé kezdetén alkalmazott adaptiv
sebésztechnikai mandver - a posztkondicionalas - mind a célszerv, mind a tavoli

szervek (vese, tiidd, bél) tekintetében?

3. Az izomszoveten létrehozott, fokozatosan hosszabbodd ischaemias id6tartamok
milyen fény-, és elektron mikroszkopos valtozasokat okoznak? Hol van a kritikus

ischaemia hatara?
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4. Az altalunk alkalmazott NBT enzimhisztokémian alapul6 (j mddszer alkalmas-e a

kialakult kédrosodast megfeleld érzékenységgel detektalni?

5. Alkalmas-e a posztkondicionalas hossza idejii ischaemiat kovetden a szovettani

karosodas mértékének csokkentésére?

Folytatolagosan az alsé végtagon megszerzett tapasztalatokat majszovetre
adaptaltuk, figyelembe véve azt a klinikai igényt, hogy m4j esetében az ischaemias
tolerancia ndvelése a cél, nem pedig a mar kialakult karosodasok mérséklése. Majszdveten
alkalmazott tavoli szervi ischaemias perkondiciondldas és farmakologiai kezelések uj

kisérletes utakat nyitottak, melyek az alabbi kérdések megvalaszolasat célozzak:

1. M34j ischaemia-reperfuziés karosodasa kapcsan az als6 végtagrdl inditott
ischaemids perkondiciondlds hogyan befolyasolja a mdj szoveti kdrosodasat?
Milyen véltozdsok ¢észlelhetéek a szisztémds paraméterekben, Um.:

hemodinamika, redox-homeosztazis, gyulladasos valaszreakcio?

2. Milyen jelentdséggel bir a neurdlis integritds megléte a tavoli szervi ischaemias

perkondicionalas esetén?

3. Hogyan befolyasolhatd a ma4j ischaemia-reperfiizidos kéarosodasa - a kémiai

kondicionalési potenciallal bir6 - levosimendan alkalmazasaval?

4. Milyen hatéssal és milyen feltételezett mechanizmussal hat a m4j ischaemia-

reperfuzids karosodéasara a glutamin?

S. Hogyan befolyasolja a preoperativ alkalmazott PJ-34 PARP inhibitor a m4j

karosodasat ischaemia-reperfiziés modellben?
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Kisérleti elrendezés - Miitéttechnika

4.1.1. Térvényi hattér

Kisérleteink sordn az allatok védelmérdl és kiméletérdl szolo 1998. évi XXVIIL
torvény, valamint a 40/2013 (IL.4) Kormanyrendelet szerint elvart kdvetelményeknek
megfeleléen jartunk el. Munkankat az Egyetemi Allatkisérleti Bizottsag, késGbb
Munkahelyi Allatjoléti Bizottsag (Semmelweis Egyetem, Budapest) altal jovahagyott, a Pest
Megyei Kormanyhivatal, Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészségiigyi Igazgatosaga altal

kiadott engedélyek alapjan végeztiik.

4.1.2. Allatok

Kisérleteink soran 200-300g sulyt, him Wistar patkdnyokat hasznaltunk
(Semmelweis Egyetem Kozponti Allathaz, Budapest). Az allatok tartdsa standard
koriilmények kozt, a napszaki valtozasokat kovetd mesterséges megvilagitas mellett, 22-

24°C-o0s homérsékleten tortént. Az allatok szaraz tapot és vizet kaptak ad libitum.

4.1.3. 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 altatds fenntartasara 25
mg/ttkg/6ra ketaminnal €s 2,5 mg/ttkg/ora xilazinnal keriilt sor infuzios pumpa segitségével
a jobb oldali vena jugularis-on keresztiil. Az intraoperativ folyadékvesztés potlasara 3
ml/ttkg/6ra fiziologids soéoldatot alkalmaztunk intravéndsan. Az allatok hémérsékletét
flithetd 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 zavar6d hatisainak kizarasa érdekében a

mutéteket kozel azonos idOben inditottuk.
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4.1.4. A miitét menete - Végtagi ischaemia-reperfiizio vizsgalat

Intraperitonedlis anesztézia-indukcidt kovetéen a jobb vena jugularis interna
kipreparalasa utdn 22 G-s polietilén kaniil keriilt bevezetésre, melyen keresztiil a miitét
idétartama alatt az 4altaldnos anesztézia fenntartdsa és a parenteralis folyadékpotlas
biztositasa tortént. A fenntartd altatds megkezdését kovetden invaziv vérnyomas
monitorozasa céljabol a bal artéria carotis communis kipreparalasara és kaniilalasara kertilt
sor. Ezt kovetéen az allatok bal labszardnak kiilsé oldalan, a végtag tengelyével
parhuzamosan ejtett 2 cm hosszii bérmetszés segitségével a m. biceps femoris lateralis
felszine feltarasra keriilt. A metszésen keresztiil a térd felett 0,5 cm-rel 1ézer Doppler
aramlasmérd keriilt rogzitésre, majd 5 perc alaparamlast regisztraldsa tortént. A median
laparotomidt a hasi aorta infrarendlis szakaszanak kipreparalasa kovette, mely utan az
aortara, kozvetlentil a bifurkacio felett atraumatikus mikroklip (Aesculap Yasargil FT260T,
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Németorszag) keriilt felhelyezésre. Az ischaemia alatt
a hasiireget tovafutd varratsorral zartuk. Adott hosszisagu ischaemids szakaszt (3, 4, 6, 8, 9
ora) kovetden az okkluziot megsziintettilk, melyet csoportbeosztastol fiiggéen 2-72 ora
hossziisagu reperfuzios periodus kovetett (lasd csoportbeosztas 2. tablazat). A reperfizid
ideje alatt az altatast fenntartottuk, valamint a hasiireget kétrétegli tovafutd varratsorral
zartuk. Az éllatok egy csoportjdban kozvetleniil a reperfuzidt megel6zéen
posztkondiciondlast (PostC) végeztiink 6 ciklusban, ciklusonként 10 masodperc
reperfuzioval, 10 madasodperc reokkluzidval, Osszesen tehat 2 percen keresztiil (lasd
csoportbeosztas 2. tablazat). A kisérlet végeztével az éllatokat altatdsban a jobb kamra
punkcidjan keresztiil kivéreztettiik, majd izom (m. tibialis anterior) és egyéb mintavételre
keriilt sor. Az aloperalt csoportban nem keriilt felhelyezésre mikroklip, minden mas
tekintetben - az idébeli viszonyokat is figyelembe véve - pontosan gy jartunk el, mint a

tobbi csoportban.

4.1.5. Csoportbeosztds - Végtagi ischaemia-reperfiizié vizsgdlata

Az allatok csoportbeosztasat és a felhasznalt allatok szamat az 3. tablazat tartalmazza.
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3. tablazat Kisérleti elrendezés. Alsovégtagi ischaemia- reperfuzws karosodas vizsgalata.
Re ) erfuzw

- Csoport- | Ischaemia
\liéog‘;;(:gi 1dejt Aloperalt* - - = 5 - 10
ischaemia IR S ) - S P R 30
PostC 3 6ra - = = + + + 30
Révid idejii | Aloperalt* - - = = 2 - - 15
végtagi IR 3 Ora - = 5 5 - - 8
ischaemia  vese | IR 3 6ra = - - +* - - 8
szovodményei IR 3 ora = - - - + = 8
PostC 3 6ra = - - - = + 8
PostC 3 Ora - = = + 5 + 8
PostC 3 6ra > = = = + + 8
Aloperalt* - - N - - 20
Rovid ideji | IR 3 ora = - - 5 10
végtagi IR 3 ora - i i + - - 10
ischaemia tiidé | IR 3 6ra S ) ) S + - 10
szovédményei PostC 3 6ra - i i - - + 10
PostC 3 6ra - i i + - & 10
PostC 3 6ra > - + + 10
Rovid idejii
végtagi Aloperalt* - - - - S = = 24
ischaemia  bél | IR 3 ora - - - - = = 24
szovédményei PostC 3 ora - - - - - + 24
!(rltlkus_ I 4 ora ] ] ] ] ] ] -
ischaemia | 66 i ] ] ) ] ] :
o ora
meghatarozasa | R éra i i i ] ) ] 6
Aloperalt* - - - . N X X 2%
IR 8 ora + - - - - = 6
@ .o | IR 8 ora - + - = - - 5
Hrosszq idejii IR R éra ) : . ] ) ) 6
_Veghtagl : IR R bra ) i ) . ) ) .
Ischaemia PostC 8 ora " I U ‘ 6
PostC 8 ora - + - 5 5 + 6
PostC 8 ora - - + 5 5 + 6
PostC 8 ora = - - + - + 6
| 4 ora - - S 5 - - 6
Izomrost I 6 ora - - - = = - 6
életképesség | 8 ora - - - - = = 6
vizsgalata | 9 6ra - - - - = - 6
IR 8 ora -+ = = - - - 6
IR 9 ora -+ = = - - - 6
Teljes allatszam 391

I: Ischaemia, IR: Ischaemia-reperfazio, PostC: posztkondicionalas, n: allatszam, * az aloperalt csoportok esetén a miitét

id6tartalma megfelel az adott kisérleti csoportban alkalmazott ischaemia és reperfiizié hosszaval.
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4.1.6. A miitét menete - Mdj ischaemia-reperfiizio vizsgalata

A kisérletekben hasznalt allatmodell alapjat a Semmelweis Egyetem 1. sz. Sebészeti
Klinikéjan kifejlesztett modell képezi
(Kupcsulik P. és munkatarsai 1979).
[211, 212] Lényege, hogy
patkanymdj lebenyezett szerkezetét
alapul véve (14. abra), a mjj
tomegének nagy részét képezd
medidlis (medial lobe: ML) és bal
lateralis (left lateral lobe: LLL)
lebenyek a keringésbol

kirekeszthetéek, mialatt az jobb
14. abra: A patkanymaj anatémiaja. RLL: right lateral lobes, ML: . .
median lobe, LLL: left lateral lobe, CL: cautade lobe. Forras: lateralis (right lateral lobe: RLL) és
Maria-Angeles Aller és mtsai: World J Hepatol. 2012 .

caudalis  (caudate lobe: CL)
lebenyeken 4t a splanchnikus keringés zavartalan, igy az éllatok altal nehezen toleralt

splanchnikus pangas, illetve anhepaticus fazis elkeriilhetd.

Az anesztézia biztositdsdt (megegyezik a végtagi ischaemia-reperfiizid
vizsgalatoknal leirtakkal) felsd-k6zépsd median laparotomia, majd a CL majlebenyek
mobilizélasa kovette. A mikrocirkuldcios dramlés regisztraldsa 1ézer Doppler &ramlasmérd
segitségével tortént. A felszini mérdfej a maj LLL lebenyén mindig azonos lokalizdcioban
keriilt felhelyezésre. A m4j ischaemia indukciojat megelézden 5 perces alaparamlas
regisztraldsara kertlt sor. A kisérlet soran a ML ¢és LLL lebenyek biliovascularis nyelére
atraumatikus mikroklipet helyezve a méjban 60 perces — a szerv kozel kétharmadat érintd —
szegmentalis ischaemiat hoztunk 1étre. Az ischaemia utolsd 5 percében a shunt-616 lebenyek
(RLL, CL) eltavolitasra keriiltek, igy a reperfiizio kizardlag az elézetesen ischaemidsan
karosodott lebenyeket érintette. A reperfizié ideje alatt az altatast fenntartottuk. A kisérlet
végeztével az allatokat altatdsban a jobb kamra punkcidjan keresztiil kivéreztettiik, majd maj
¢és egyéb szoveti mintavételre keriilt sor. Az aloperalt csoportban nem kertilt felhelyezésre
mikroklip, minden mas tekintetben - az idébeli viszonyokat és lebeny reszekciokat is

figyelembe véve - pontosan ugy jartunk el, mint a tobbi csoportban.

Az allatok egy részénél, csoportbeosztastdl fiiggéen (lasd 3. tablazat) kiilonbozo
sebészi, illetve farmakologiai (elé)kezelést végeztiink az ischaemia idejét megeldzden,

illetve az ischaemia alatt. Tdvoli szervi kondiciondldst vizsgalé (ischaemias
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perkondicionalas: I-PerC) csoportokban az aorta infrarenalis szakaszanak atraumatikus
ciklusban (5 perc ischaemia, 5 perc reperfiizio) perkondicionalast végeztiink az also végtagi
vazizomzaton. Az éallatok egy részénél az I-PerC hattérmechanizmusanak vizsgalata
érdekében, a szegmentalis mdj ischaemiat megel6zden, a nervus femoralis €s ischiadicus
hozzéavetdlegesen 0,5 cm hosszu resectiojat végeztiik, melyet 20 perc regeneracids iddszak
kovetett (-N csoportok). "Révid latencidju” glutamin eldkezelés csoportban (Glu-R) az
allatok kodzvetleniil a maj ischaemiajat megelézéen 400 mg/ttkg Dipeptiven® (Fresenius
Kabi, Budapest, Magyarorszag) infuzidoban részesiiltek 3 ora alatt. ""Hosszu latencidajiu”
glutamin eldkezelés csoportban (Glu-H) az allatok 24 éraval az ischaemiat megel6zéen 500
mg/ttkg Dipeptiven® infiizioban részesiiltek 5 ora alatt, 1 ml/h sebességgel. Dipeptiven®
valasztott dozisa megegyezik a kisérlet idejében ajanlott (és jelenleg is érvényben 1évo)
klinikai dozissal, viszont az ajanlas 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 el6tt 3 oraval (,,rovid latenciaji” csoport), illetve 5 6ran
keresztiil 24 6raval a mitét elott (,,hosszu latenciaju” csoport). A PARP inhibitor elokezelt
csoportban PJ-34 szelektiv  PARP-1 inhibitort alkalmaztuk (Inotek Pharmaceuticals
Corporation, Massachusetts, Beverly, Amerikai Egyesiilt Allamok) 1 éréval a maj ischaemia
elétt 10 mg/ttkg dozisban intravénasan. Itt az aloperalt és az IR-kontroll csoportban
fiziologias sooldatot kaptak az allatok azonos térfogatban. Levosimendan 1 (Lev-1) és -24
(Lev-24) eldkezelt csoportoknak megfelelden, az elokezelést kozvetleniil a miitét elott, vagy
az ischaemiat 24 o6raval megel6zden végeztiik 5 ciklusban. A levosimendan (Simdax®,
OrionPharma Kft, Magyarorszag) testtdmegre szamitottan adhaté dozisat (kalkulacios
séma: 24ug/kg bolus + 0,4ug/kg/h infazid) 5x5 perc alatt adtuk intravénasan, infuzios
pumpa segitségével. Az infuzids ciklusok kozott 10-10 perc sziinetet tartottunk. Az IR-
kontroll és az aloperalt csoportokban az allatok azonos modszerrel és azonos volumenben

kaptak a vegyiilet oldoszereként hasznalt 5%-os glukdz oldatot.
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4.1.7. Csoportbeosztds - Mdj ischaemia-reperfiizié vizsgdlata

Az allatok csoportbeosztasat és a felhasznalt allatok szamat a 4. tablazat tartalmazza.

4. tablazat Kisérleti elrendezés. Maj ischaemia-reperﬁizms karosodas mérséklése.
., Csoport- Ischaemias Reperfuzw
Kisérlet beosztas idé -E Kezelés
ora
Aloperalt? - 24
IR 60 perc + - - - - 8
Tavoli  szervi IR 60 perc _ + _ _ _ 8
ischaemids per- | o 60 perc T - 8
kondicionalas PerC 60 perc + - - - PreC 8
PerC 60 perc - + - - PreC 8
PerC 60 perc - - + - PreC 8
Tavoli  szervi | Aloperalt? - - - - - - 7
ischaemias per- Alopera',lt-N# _ _ _ _ _ _ 7
kondicionalas IR 60 perc _ _ + : _ 7
neurz’llis_ haté,s- IR-N 60 perc ) ) - ) _ 7
nm:ﬁ ngr'zglusa PerC 60 perc - - 1 - PreC 7
PerC-N 60 perc - - + - PreC 7
Aloperalt* - - - - - Rindex-5 5
Lev-1 - - - - - Lev-1 5
LT WU ] - - - - - Lev-24 5
:i‘:\;g;fx:::é?n “1IR1 60 perc : + - - Rindex-5 | 10
IR-24 60 perc - + - - Rindex-5 10
IR+Lev-1 60 perc - A - - Lev-1 10
IR+Lev-24 60 perc - + - - Lev-24 10
parmaologial | Aloperalt’ | - - - | - | - | 09%NS | 15
iy MR 60 perc - + - - 09%NS | 15
Glu-R 60 perc - i - - Glu (3 6ra) | 15
E:;g‘iz:)‘::glg;:‘ _ | Aloperalt* - - - - | Aminoven | 10
Glutamin-H IR 60 perc = = + = Aminoven | 10
Glu-H 60 perc - - i - Glu (24 ora) | 10

Teljes allatszam 289

IR: Ischaemia-reperfuzid, I-PreC: Ischaemias prekondicionalas, PerC: Ischaemids perkondicionalas, Lev: Levosimendan,
NS: fiziologias sooldat, Glu: Glutamin, *: eldkisérlet az optimalis ischaemids id6 meghatarozasara (modszerek és
eredmények részletes bemutatdsara jelen dolgozatban nem keriil sor), #: az aloperalt csoportok esetén a miitét idotartalma
megfelel az adott kisérleti csoportban alkalmazott ischaemia és reperfizié hosszaval
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4.2.Vizsgalt paraméterek - Végtagi ischaemia-reperfazio vizsgalata

4.2.1. Hemodinamikai vizsgalatok

4.2.1.1. Artérids kozépnyomds meghatdrozdsa

Az allatok artérias kdzépnyomasat és szivfrekvenciajat a jobb oldali arteria carotis
communisba vezetette polietilén kaniil segitségével invaziv vérnyomasmérdvel (Dasy Lab
V9.00.02., National Instruments Corporation, Austin, TX, Amerikai Egyesiilt Allamok)

regisztraltuk.

4.2.1.2. Széveti mikrocirkuldcio

A bal als6 végtagi (m. biceps femoris) perfuzi6 mértéke lézer Doppler
aramlasmérével (MOOR Instruments Ltd, London, UK; DRT4, kétcsatornas eszkoz; A =
632,8 nm; monokromatikus; 2 mW HeliumNeon lézer) keriilt rogzitésre. A miiszer a
kibocsatott 1ézer fény Doppler-elv alapjan torténé visszaverddésének detektalasanak révén
mikodik. Az eszkdz on-line adatrogzitéssel €s szdmitogépes feldolgozassal regisztralja a

mérdfej alatti kb. 1 mm?3

-es szovethengerben a kapillarisokban mért atlagos aramlast,
vorosveértest koncentraciot €és a homérsékletet. Az aramlasi adatok altal kirajzolt gorbek
Osszehasonlithatosaga érdekében, matematikai korrekcio tortént. Ennek alapja az ischaemia
alatti dramlési atlagérték - az un. biologiai nulla érték - minden flux értékbdl vald kivonasa,
¢és az adatok relativ skalan vald abrazolasa, melyen a 0%-os értékének az ischaemia alatti
aramlast, mig 100%-os sz€lséértékének az alaparamlast vessziik. Az ezt kovetd reperfizid
leiraséara Gijabb fogalmak bevezetésére van sziikség: (1) platdé maximum (PM) - a reperfiizios
szakasz végsé szakaszahoz (utolsé6 mért 10 perc) tartozo értékek szamtani 4atlaga. (2)
Reperfuzios teriilet (RT) - kiszdmitdsa a reperfuzidhoz tartozd gorbe alatti tertilet
integralasaval torténik. Az utdbbi paramétert az adatok jobb 0Osszehasonlithatosaga
érdekében egy hipotetikus, mar a reperfizié nulla pillanatdban 100%-o0s aramléssal
jellemezhetd aramlési fliggvény goOrbe alatti teriiletének szazalékdban adtuk meg. A
feldolgozasnal minden aramlasi gorbe individualis Kkiértékelése tortént. A kisérleti

elrendezés szempontjabol egy csoportba tartozo egyedek értékei atlagolasra keriiltek. Ezt

kovetden tortént az atlagolt aramlasi értékek grafikus megjelenitése.
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4.2.2. Hisztoldgiai vizsgdlatok

4.2.2.1. Rutin hematoxilin-eozin festés - fénymikroszkdpos vizsgdlat

Minden 4allatbol a bal oldali m. tibialis anterior azonos anatdémiai lokalizaciojabol
tortént szovettani mintavétel. Az izommintdk 4 %-os formalinban vald 24 orés fixalasat
kovetden paraffinba keriiltek bedgyazasra. A rutin szovettani vizsgalatok elemzése
konvencionalis fénymikroszkoppal (Olympus BX50 mikroszkop Olympus DP70 kameraval
felszerelve; Olympus Corporation, Tokid, Japan) tortént 3-5 pum vastag metszeteken,
hematoxilin-eozin (HE) festést kovetéen. A vizsgald patologus a mintak 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 fénykép késziilt, mely lefedte az izom teljes
teriiletét. Ezek utan minden egyes fényképet 4 egyenlo részre osztottunk, majd a negyedeket
sorba rendeztiik. Random generatorral meghataroztuk a negyedek vizsgalati sorrendjét. Egy
vizsgalt negyedben minden izomrost beosztasra keriilt sériilt, vagy nem sériilt csoportba.
Sértiltnek tekintettiink egy rostot, ha korvonala egyenetlen volt, vagy megszakadt,
szerkezete, vagy szine inkonzisztens volt, intracellularisan vacuolak voltak jelen, és/vagy a
magok elkiiloniiltek a rosttol. Mindegyik allatbol 6sszesen 300 izomrostot értékeltiink, hogy

a megfelel6 abszolut hibaszazalékot elérjiik.

4.2.2.2. Elektronmikroszkdpia

A jobb oldali végtagokat intraarterialis katéteren keresztiil el6szor meleg (37 °C-0s)
4%-o0s paraformaldehid oldattal toltottiik fel, majd ezt hideg 2%-os glutar-aldehid oldat
infuzidja kovette dsszesen 30 percen keresztiil. A tibialis anterior izombo6l ezek utan 1x1
mm-es szakaszok keriiltek eltavolitasra, melyeket 2%-os glutar-aldehid oldatban tovabbi 1
oran keresztiil fixaltuk, ezt 1 %-0s 0ozmium-tetroxid oldatban t6rténé tovabbi fixalas kovette
(1 6ra). A mintakat - névekvo alkohol sorban torténd dehidralasat kovetden () - aralditba
(Durcupan ACM Fluka, Sigma-Aldrich Inc, St. Louis, MO, Amerikai Egyesiilt Allamok)
agyaztuk. Ultramikrotom segitségével ultravékony szeletek késziiltek, melyeket uranil-
acetattal ¢és vezércitrattal kontrasztoztuk, majd Hitachi H7500 transzmisszios
elektronmikroszkép (Hitachi Ltd, Tokio, Japan) segitségével vizsgaltuk. Az elektron
mikroszkopos képeket Olympus-SIS digitalis kamera (Megaview II) segitségével
készitettiik.
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A félvékony metszeteket toluidin-kékkel festve fénymikroszképosan vizsgaltuk
Zeiss Axiophot mikroszképpal, mely AxioCam HRc digitalis kameraval (Carl Zeiss,

Oberkochen, Németorszag) volt felszerelve.

4.2.2.3. Nedvességtartalom meghatdrozds - Wet/dry ardny

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

szaraz tdmeg) / nedves tomeg * 100.

4.2.3. Izomrost életképesség (NBT - morfometria)

Az bal oldali m. tibialis anteriorb6l vett izommintakbol 3 pm vastag fagyasztott
metszetek  késziiltek, = melyeken =~ NADH-tetrazolium  reduktaz ~ (NADH-TR)
enzimhisztokémiai reakciot alkalmaztunk. A festddési kiilonbségek minimalizalasa végett
az 0sszes minta feldolgozasa azonos napon tortént. A festés sordn a metszeteket azonos
id6ben, frissen készitett aliquot oldatban inkubaltuk. Az életképesség kvantitativ
meghatarozasa morfometrids szoftverrel tortént (Leica QWin Pro, Leica Microsystems). Tiz
véletlenszerlien valasztott latotér keriilt kifényképezésre metszetenként 600x-os nagyitassal.
A meérések soran alkalmazott szintartomany meghatarozasa két, a szoftvert rendszeresen
hasznalo patologus altal tortént a fiziologids kontroll allatok metszetei alapjan (R; G; B: 150;
105; 175 — 0; 0; 66). Az elemzés sordn a szoftver altal meghatarozasra keriilt a
szintartomanyban talalhato pixelek (tehat a keletkezett, mitokondrium specifikus festodés
kiterjedése) szama, melyet a képen talalhatd izomrostok Osszteriilet¢hez ardnyitottunk. Az
Osszes rost ¢letképességének (Ossz-€letképesség) meghatarozasan kiviil elvégeztiik az I-es
(lassabb 6sszehuzodasra képes, oxidativ) €s a IIb (gyorsan 6sszehizodd, glikolitikus) tipust
izomrostok életképességének szelektiv meghatarozasat is. Az egyes egyedekhez tartozo
eredmények atlagoléasra keriiltek. A végsd eredményt kezeletlen kontroll allatok értékeihez

viszonyitva adtuk meg szazalékban.
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4.2.4. Laboratériumi vizsgalatok

A jobb kamrai punkciobdl nyert vér 10 perces, szobahdmérsékleten torténd
centrifugalasat (3000 rpm) kovetden, a feliilluszot folyékony nitrogénben
gyorsfagyasztottuk, majd a tovabbi analizisek elvégzéséig -80°C-on taroltuk. A mérések a
mintavételt koveté 24 oran beliill spektrofotometrian alapuld, klinikai laboratoriumi
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 kiilonb6z6 idépontokban keriiltek meghatarozasra. .

4.2.5. Redox-stdtusz

A szabadgyok szint vizsgalatit szérum mintdkbol végeztiikk, 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 hatasara gerjesztett
allapotba keriil és fényt bocsat ki, amely luminométerrel (Lumat LB9051; Lumat Bertold,
Windbad, Germany) detektalhat6. A fényintenzitdst a szovetben fellelhetd gyokfogd
vegyiiletek csokkentik. Az eredmények Relative Light Unit (RLU) egységben kifejezve
keriilnek megadasra. Ezek alapjan a fényintenzitds (RLU) aranyos a mintaban talalhato

crer

torténik.

4.2.6. Molekuldris vizsgalatok (ELISA)

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

en) spektrofotométer segitségével.

4.2.7. Tavoli szervek kdarosoddsaink vizsgdlatai

4.2.7.1. Vese

A vese mikrocirkulacidja a bal vese aramlési viszonyainak méréselézer Doppler

aramlasmérével keriilt regisztralasra a kisérlet alatt (technikai részletek lasd 4.2.1.2. fejezet).
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A kisérlet végeztével azonos anatdmiai lokalizaciobol (bal vese) tortént vese szoveti
mintavétel, melyek 24 oras 4 %-0s 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) sordn a tubuldris, intersticialis karosodas jellemzdinek értékelése egy szovettani
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%.

A vese szovetének myoglobin detekcidjara a mintakat nyulban termeltetett
poliklonalis human anti-myoglobin antitestettel (1:50, Diagnostic BioSystems) 4°C-on
inkubaltuk egy éjszakan at. A 1étrejott antigén-antitest reakcid kimutatdsara peroxidaz
konjugalt szekunder antitestet hasznaltunk (Dako). Kromogénként 3-diaminobenzidint
(DAB) alkalmaztunk, majd hattérfestést Gill-féle hematoxilinnal végeztiink. A reakcid
értekelését fénymikroszkdp (200X ¢és 600x nagyitason, Olympus BX mikroszkdp)
segitségével végeztilk. 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 spektrofotometrias mérés (302nm) segitségével tortént. Kontrollként a mintakhoz
100 mM kaélium-fosztatot (pH: 7,4) (60:1) adtunk. Az abszorbancia csokkenés mértéke

semleges pH értéken keriilt meghatarozasra. [216]

A vese funkcio megitélésére laboratoriumi teszteket végeztiink. Az allatokbdl vett
vérmintakbol tiz perces szobahdmérsékleten végzett centrifugalast kdvetden a szérum
elvalasztasra keriilt. Kémiai analizisek elvégzéséig a mintak -80°C-on taroltuk. 24 o6ran
beliil, 2,5-szeres higitas utan laboratériumi automatan (Hitachi 747 Autoanalyzer, Tokyo,
Japan) rutin tesztek felhasznalasaval torténtek a mérések. Na*-, kreatinin-, karbamid- (BUN:
blood urea nitrogen), szintek meghatarozasaval szamitottuk a kovetkezé funkciods
paraméterek: karbamid/kreatinin hanyados, frakcionalt Na* exkrécio: (FENa =Una"XPkreat.
X100/Ukreat. XPna+), veseelégtelenségi index (RFI = ([Na'vizelet] * [Kreatiningeum]) /

[kreatininizetet]).

A HSP-72 szoveti meghatdrozdsdt Western-blot technikéval végeztik vese
homogenizatumbol. A savok vizualizdlasa megnovelt kemilumineszcenciaval tortént, majd
az eredmények detektalasara és szamszeriisitésére az ImagelJ szoftver hasznalataval (NIH,

Bethesda, MD, USA) keriilt sor.
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4.2.7.2. Tido

Minden allatbol a jobb tiido felsd lebenye keriilt eltavolitasra, melyeket 4 %-0s
formalinban fixaltuk 24 6ran at, majd paraffinba agyaztuk. A szovettani vizsgalatokat
konvencionalis fénymikroszkopos elemzéssel (Olympus BX microscope; Olympus Micro
Bright Field, Williston, VT) végeztiik, 3-5 um vastag metszeteken HE festést kovetden. A
metszetek kiértékeléséhez egy, az irodalomban alkalmazott tiid6 hisztopatoldgiai
pontrendszert [217] vettiik alapul, amely az aldbbiak meglétét, vagy hianyat veszi
figyelembe: (1) alveolaris 6déma, (2) atelektazia, (3) bevérzés, (4) gyulladasos sejtes
infiltracio, (5) vaszkularis pangas. Mindegyik jellemz6t pontszammal értékeltiik (O:
normalis, 1: enyhe, 2: kdzepes, 3: jelentds). A tiidokarosodas kategorizalasa a pontszamok
Osszesitése szerint tortént (0-3: normalis, minimalis; 4-7: enyhe; 8-10: kozepes; 11-15:

jelentds).

A tiid6szovet nedvességtartalmdt az izomszovetnél leirt modon (1asd 4.2.2.3. fejezet)

hataroztuk meg.

A tiid6 szoveti mieloperoxidadz aktivitasat homogenizatumbdl mértiik modositott
mieloperoxidaz assay segitségével .[218] A mérés magaban foglalja a tetrametil-benzidin
hidrogén-peroxid fliggd oxidaciojat, amely spektrofotometridval detektalhaté 450nm-en

(UV-1601; Shimadzu, Japan).

A HSP-72 szoveti meghatarozasat Western-blot technikaval végeztiik (Id. 4.2.7.2. Vese)

A tiid6 funkcionalis allapotanak megitélésére artérids vérgaz analizist végeztiink. A
reperfuzio kezdetén, a masodik €s negyedik 6rdban a bal a. carotis communisbol artérias
vérmintat vettiink. A mintakat Radiometer ABL80 (Radiometer Medical ApS Akandevej 21
DK-2700 Brenshegj Denmark) Astrup gépen vizsgaltuk meg. A pO2, pCO: értékek keriiltek

mérésre.

4.2.7.3. Vékonybél

A kisérlet alatt az a. mesenterica superior véraramlasa folyamatosan regisztralasra
Doppler aramlasmérd segitségével regisztraltuk, mely sordn a duodenum, jejunum és az
ileum azonos anatomiai lokalizacidban, az antimesenterialis oldalon hosszanti metszés
segitségével feltarasra keriilt, az eszkdz merdfejének mucosa felszinén torténd rogzitése
céljabol.
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A kisérlet végeztével minden allatbol bél (duodenum, jejunum, ileum) mintavétel
tortént. Az eltavolitott bélszakaszokat 4 %-os formalinban fixaltuk 24 o6ran at, majd
paraffinba agyaztuk. A szovettani vizsgalatokat konvenciondlis fénymikroszkopos
elemzéssel (Olympus BX microscope; Olympus Micro Bright Field, Williston, VT)
végeztiik, 3 um vastag metszeteken, hematoxilin-eozin (HE) festést kdvetden. A metszetek
kiértékeléséhez az irodalomban alkalmazott Chiu-score pontrendszert [219] vettiik alapul,

mely a szoveti kdrosodas mértékét egy 1-5 terjedd skalan értékeli.

4.3. Vizsgalt paraméterek - Maj ischaemia-reperfazios karosodasok
vizsgalata

4.3.1. Hemodinamikai vizsgdlatok

4.3.1.1. Artérids kozépnyomds meghatdrozdsa

Az allatok artérids vérnyomasat a 4.2.1.1 szerint metodikaval regisztraltuk.

4.3.1.2. Széveti mikrocirkuldcio

A majszoveti mikrocirkulacio detektalasa 1ézer Doppler aramlas mérd segitségével
tortént, azonos anatomiai lokalizacioban (V. majlebeny) rogzitve. A technikai részletek és
az eredmények kiértékelése megegyezik az alsd végtagi vizsgalatoknal (4.2.1.2. fejezet)
leirtakkal.

4.3.2. Hisztoldgiai vizsgdlatok

A kvalitativ szovettani kiértékelés a reperfiizid végeztével tortént mintavételezés
eredményeként sziiletett HE festett metszetek alapjan zajlott. A vizsgalo patologus a mintak
jelzését nem ismerte, a csoportbeosztas, illetve a beavatkozas modja és ideje tekintetében
nem volt tajékozott. A metszet teljes atvizsgalasara minden esetben sor keriilt. Az értékelés
a m4) ischaemias-reperfuziés karosodasdnak 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, Kkaryolysis, karyorrhexis, eosinophilia, (7) apoptosis jelei:
sejtzsugorodds, a kromatin marginizacioja, kondenzicidja, fragmentacioja, ,,apoptotic

body”’-k megjelenése. Egyes vizsgalati csoportok esetén (PerC vizsgéalata) a metszetek
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szemikvantitativ értékeléséhez a Suzuki pontrendszert haszndltuk. A mintdkon a
szinuszoidalis pangds, hepatocyta necrosis, illetve hepatocyta degeneracio jelenlétét
értékeltiik 0-4ig terjedd skalan. Ezen Osszetett pontrendszer egyszerisitésére egy
ugynevezett total-score (az elébb emlitett paraméterek eredményeinek Osszege) keriilt

bevezetésre. gy minden allat esetében maximalisan 12 pont volt adhatd.

A necrosis kiterjedésének meghatdrozdsa morfometrids elemzés segitségével tortént.
A HE festett metszetek szkennelését kovetéen (Panoramic 250 Flash whole-slide scanner
system, 3DHISTECH, Budapest, Magyarorszag) a necrosis kvantifikalasa automata kép
analizalé program segitségével tortént (Fraunhofer Mevis Institute, Bremen, Germany).
[220] A necrotikus teriiletek aranya szazalékban keriilt kifejezésre a kovetkezé képlet

alapjan: necrosis%=necrotikus teriilet/[necrotikus teriilet + ¢életképes teriilet]*100)

A lipoid degeneracio 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 1évo kit-tel végeztiink (Chemicon International Inc, Temecula, CA, USA) a
gyarto protokolljat kdvetve. A szoveti struktira megjelenitésére hematoxilines hattérfestést
alkalmaztunk. A metszeteket fénymikroszkoppal értékeltiik, mely soran részben a demarkalt
teriiletek ardnyat hataroztuk meg egy adott metszetben, részben pedig 100x-os nagyitason
tiz, egymast nem atfedd 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 kimutatasan keresztiil végeztiik az irodalomban ko6zo6lt médszer
alapjan. A formalinban fixalt majszovetet paraffinba dgyaztuk és 4 pm vastag metszeteket
készitettiink. A deparaffindlt metszeteket 0,6% hidrogénperoxiddal kezeltiikk, 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%-os 16 szérummal blokkolt
mintdkat 1 6ran keresztiil szobahdmérsékleten, majd 1:1000 titerben poliklonalis egér PAR-
ellenes antitesttel (Calbiochem) inkubaltuk egy éjszakan &t 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
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aktivitast DAB (3,3’-diaminobenzidine-tetrahydrochloride) kromogénnel detektaltuk, majd
hematoxilines hattérfestést alkalmaztunk. A metszetek értékelése fénymikroszkop
segitségével tortént. A TUNEL aktivitds vizsgdlatdhoz hasonloan szamszerisitettiik az
Osszefiiggd PAR-pozitivitdst mutatd terliletek aranyat, majd 1000 kiilonallo sejtet

megszamolva, a kdrnyezd teriiletek PAR pozitivitasat fejeztiik ki szazalék formajaban.

Az apoptosis kimutatisara formalinban fixalt majszovetet paraffinba agyaztuk és 4
pum vastag metszeteket készitettlink, majd a deparaffinalt metszeteket 0,6%
hidrogénperoxiddal kezeltiik. Az apoptosis kimutatisara 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 kdvetden, a
metszeteket biotinizalt szekunder antitesttel kezeltiik. Az immunreakciot avidin-biotin-

peroxiddz komplex és diaminobenzidin segitségével tettiik lathatova.

4.3.3. Eletképesség vizsgdlat (NBT morfometria)

A majsejtek életképességét (mitokondridlis funkcidt) a 4.2.3. fejezetben leirt
enzimhisztokémiai modszer és morfometriai elemzés alapjan tortént.

4.3.4. Laboratériumi vizsgdlatok

A fagyasztott szérummintdkbol az alanin-aminotranszferaz (ALAT), aszpartat-
aminotranszferazt (ASAT) szintek meghatdrozésa laboratériumi automata segitségével a

4.2.4. fejezetben leirtaknak megfelelen tortént.

4.3.5 Redox-statusz

Az antioxidans stitusz vizsgalata majhomogenizatumbdl, illetve szérum mintadkbol
tortént. Luminometrids 0ssz-scavanger kapacitds meghatarozasa Heide-Bogl mddszerének
Blazovics féle modositassal tortént az alsovégtagi vizsgalatoknal leirtaknak megfelelden
(4.2.5. fejezet). A redukaloképesség vizsgalata Oyaizu [221] mddszere szerint tortént, mely
a szérum ¢és a szovet teljes antioxidans képességérdl informal. 200 pl minta bidesztilalt vizzel
1 ml-re torténd kiegészitése, és 2,5 ml pH 6,6 foszfatpufferrel (0,2M), illetve 2,5 ml 1 %-0S
KsFe(CN)e-oldattal vald elegyitése utan 20 perces inkubacio zajlott 50 °C-on. A 2,5 ml 10
%-os triklorecetsav-oldat hozzdadéasa utan a reakcidelegy 10 perces centrifugélasa tortént
2500 rpm-mel. A feliiluszo 2,5 ml-ét 2,5 ml bidesztillalt vizzel 6sszekeverve, majd 0,5 ml
0,1 %-o0s FeCls-oldatot hozzaadva, a minta altal emittalt fény szinintenzitasa 700 nm-en

mérhetd, €s aranyos a minta redukaloképességével. A tovabbiakban a redukaloképesség a
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referencia vegyiilet, az aszkorbinsav redukalo képességének fiiggvényében keriil megadasra
(ASE= aszkorbinsav ekvivalens). A kapott eredmény a fehérjéhez (SH-csoport) és a nem
antioxidans statuszarol jol tajékoztat. A redukaloképesség értéke ardnyos a minta

antioxidans tartalmaval.

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

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

4.3.6. Molekuldris vizsgalatok (ELISA)

A szérum TNF-a szintjét szendvics ELISA modszerrel mértiik 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
vizualizaldsa megnovelt kemilumineszcenciaval tortént, majd az eredmények detektalasara
¢s szamszerlsitésére az ImagelJ szoftver hasznalataval (NIH, Bethesda, MD, USA) keriilt

Sor.

4.4, Statisztikai analizis

Az egyes eredmények kiértékelése soran alkalmazott statisztikai probak pontos

megnevezése a tanulmany alapjat képzd, hivatkozott tudoményos kozleményekben
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megtaldlhatd. A statisztikai vizsgalatokat IBM SPSS Statistics 20.0 szoftver (IBM
Corporation, Armonk, NY, Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével végeztiik. A
tablazatban a mérések eredményét a mért értékek atlagaval és a standard deviacié (£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).
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5. Eredmények

Ebben a fejezetben a tisztabb atlathatosag érdekében az eredményeket kisérletenként

mutatja be a szerz0 - alcimben utalva a csoportbeosztas tablazataiban is feltiintetett adatokra.

5.1. Rovidideji végtagi ischaemia vizsgalata és mérséklése PostC
segitségével

- 3 ora ischaemia és 4-, 24-, valamint 72 ora reperfizio vizsgalata, posztkondicionalassal -

5.1.1. Végtagi mikrocirkuldcio vizsgdlata

A végtagi mikrocirkuldcié méréstechnikai okokbol valamennyi vizsgalati csoport
esetén a reperfizio elsé orajaban keriilt kiértékelére. A gorbéket elemezve lathatd, hogy
jelentds kiilonbség adodott a PostC és az IR-kontroll csoport kozott: a reperfizio elsé fél
orajaban latott kezdeti ingadozasok utan az IR-kontroll csoportban hypoperfuzi6 alakult ki,
a PostC csoportban pedig a végtag keringése hyperaemids aramlassal normalizaldédott. A
platé maximumokat (PM) és a reperfuziods teriileteket (RT) alapul véve elmondhat6, hogy a
PostC csoportban a m. biceps femoris mikrocirkulacidja a reperfuzié végén szignifikansan
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). (15. abra)

180 T—
160 % PostC group
140 : Jl"h; - Wm,w'w\w“mmf\,ﬂvww VJ» ¥}
By .

120 \ ! [ \f\ﬁ"\_
100 A Lo Y el Sham:group
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80 S
ATV W \*»«\/_».".\’ Rl P o WGV VW RV Y

ol i,

60
40

20
0 :

e
I-R controll group o e/

| Basetine | ISCHAEMIA | postc REPERFUSION
15. abra Also végtagi vazizomzat mikrocirkulacidja 3 éra ischaemia és 1 6ra reperfiizié alatt, kép

forrasa: ,,Postconditioning of the Lower Limb-Protection Against the Reperfusion Syndrome” c.
kozelményiinkbdol.

5.1.2. Vazizomzat fénymikroszkdpos vizsgdlata

Harom ora ischaemidn és 4 oOra reperfizion atesett allatokban az alsd végtagi
izomszovettani metszeteken morfologiai elvaltozas nem volt jellemzd. A harantcsikolat és
magfestés tobbnyire megtartott volt, széveti 6déma nem volt kimutathat6. Az IR-kontroll

csoportban elvétve kezd6édé rhabdomyolysisre jellemz6 morfologiai kép (hullamossa valt
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rosthatéar, induld intracellularis dezorganizacid) ugyan megfigyelhetd volt, de érdemleges
elvaltozasrol az éaloperalt allatok metszeteihez képest nem beszélhetiink egyik vizsgalati
csoportban sem. 24 6rat kdvetedn stlyos szoveti gyulladas bontakozott ki az IR csoport
szOvettani metszetein, jelentds leukocyta infiltracioval és 6déma képzddéssel, mig a PostC
csoportban szignifiansan kedvezob szoveti kép volt megfigyelhetd. 72 ora reperfuziot
kovetéen a gyulladasos reakcid lezajlodott, patoldgai eltérés egyik csoportban sem volt

lathaté (16.abra).

16. abra Izomszovet szovettani képei a reperfuzio 4. (A), 24. (C) és 72. (E) oérajaban,
ugyanezen reperfuziés idék posztkondicionalas mellett (B, D, F)

5.1.3. Laboratoriumi paraméterek vizsgadlata

A szérum szoOvetelhalast jelz6 paraméterei tekintetében (ASAT, LDH, CK)
szignifikans novekedés volt tapasztalhato mindkét ischaemia-reperfiizion atesett csoport

esetében az aloperalt allatok értékeihez képest. A PostC ugyan képes volt mérsékelni ezen
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valtozasokat, de szignifikans kiilonbség nem mutatkozott a PostC és az IR-kontroll csoport

kozott (5. tablazat).

5. tablazat Laboratoriumi paraméterek valtozasa.

4 152,8+429,1 202,2+73,9* 167,081
ASAT [U/L] 24 104,5+51,6 267,2+110,6* | 235,0+150,8*
72 56,3+6,6 71,8+£37,5 59,1 +19,0
4 255,0+52,8 | 1133,7+£351,5* | 916,1 +£383,6*
LDH [U/L] 24 272,0+73,2 576,8+117,9* | 520,3 +197,9*
72 280,6+142,3 237,6+82,3 243,0+73,1
4 255,3+46,1 723,6+227,7* | 838,5+216,0*
CK [U/L] 24 339,0+63,2 406,6 £236,3 | 285,7£116,8
72 214,0+83,1 375,1+171,9 356,0+32,2
* P<0,05 versus aloperalt csoport.
5.1.4. Szabadgydk szint - luminometrids vizsgalatok
700 Mind az IR-kontroll,
600 mind a PostC csoportban

Aloperalt

17. abra: Szabadgyo6k koncentracié,  p<0,05 versus aloperalt; *p<0,05

versus IR-kontroll

200
., J
0

*

1.
IR

PostC

5.1.5. Szérum TNF-a szint meghatdrozads

Aloperalt

IR

PostC

megemelkedett a szabadgyokok

szérum  koncentracidgja. A
valtozas azonban a PostC
csoportban szignifikansan

kisebb mértékiinek mutatkozott
az IR-kontroll csoporthoz képest
(17. abra).

Az éloperalt csoporthoz képest
szignifikansan a TNF-a szintek
mindkét emelke-

dettek voltak. Az IR-kontroll

csoportban

csoporthoz viszonyitva azonban
a PostC csoportban szignifikans

csOkkenés volt

18. 4bra TNF-a szint véltozdsa. 1 p<0,05 versus aloperalt; *p<0,05 tapasztalhato(p<0,05)(18. abra).

versus IR-kontroll; § p<0,05 versus aloperalt.
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5.1.6. Szérum IL-6 szint meghatdrozads

A szérum IL-6 koncentracié 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 mutathato ki azonban szignifikans kiilonbség a PostC csoport

¢s az IR-kontroll csoport IL-6 értékei kdzott.

5.2. Rovidideji végtagi ischaemia vesesz6vOdményeinek vizsgalata
PostC segitségével

- 3 ora ischaemia és 4-, 24-, 72 ora reperfiizio posztkondicionalassal -

5.2.1. Vese mikrocirkuldcio vizsgdlata

A vese mikrocirkulacidja az infrarendlis aorta kirekesztést kovetden a kiindulési értéken
maradt. A végtagi revaszkularizici6 soran a vese dramlésa jelentés mértékben lecsokkent,
ugyanakkor, mig a PostC csoportban révid id6n beliil normalizaloédott, addig az IR-kontroll
csoportban tovabb romlott a mérési periodus végéig (19. abra). A szamolt paraméterek
alapjan a vese kéreg perfuzioja szignifikdnsan jobbnak mutatkozott a PostC csoportban
azIR-kontroll csoporthoz képest (RT: PostC: 99,01+£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).

.:\Ioperilt
=== IR-kontroll

= PostC

Flow (%)

60

S0

40

0 1 2 3 4 5 6
Ido (ora)

19. abra A vese kéreg mikrocirkulacioja az alsé végtagi Kirekesztés (3 ora) illetve a
reperfuzio elsé 4 orajanak soran
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5.2.2. Vese fénymikroszkoépos vizsgdlata

A 4 6rés IR-kontroll allatok veseszovettani metszetei egy kozepesen sulyos tubularis
karosodasnak megfeleld képet mutattak. A tubulusok lumenét feltehetdleg a filtralodott
nephrotoxinokbdl dsszedllt hialincilinderek toltotték ki. A tubulussejtek duzzadtak, benniik
finom vakuolizéltsag, hydropicus degeneracid6 mutatkozott. Ugyanakkor sejtelhalas,
sejtlevalas a bazalis membranrol nem latszott. A glomerulusokban pangas volt tapasztalhato.
Mindezen jellemzdket figyelembe véve kedvezdbb szoveti képet kaptunk PostC csoportban:
bar itt is sok volt a hialincilinder, de azok nem zartak el teljesen a lument. A 24-, 72 6rat
tulélo allatok veseszovettani képeit megvizsgalva a folyamatok legalabbis morfologiailag

javulo tendenciat mutattak mindkét csoport tekintetében.

5.2.3. Anti-myoglobin immunhisztokémiai vizsgdlat

Az antimyoglobin immun- hisztokémiai vizsgalatok alapjan a reperfzi6 4. 6rajaban
a myoglobin megjelent a tubulusok lumenében, illetve a sejtek apikalis oldalan az
endofagolizoszomakban. Az IR-kontroll csoportban nagyobb mennyiségben voltak jelen a

B QLA TS0 S e I ozitiv festodést mutatd
- > :_*: %:_‘ b .&:’ :}‘5\“":' p .
Ay fehérjék a PostC
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AT w 4‘ i

e 0 oY i
4 p!t.l}r._,@_ Lt

3 S

csoporthoz képest. A 24
illetve a 72 o6rat talélo
allatokban az

immunfestés eredménye

. — . . .
R mar negativnak
e 4° o __-‘ .. * .
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o 0. i2 B
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> P X e X a lebomlott myoglobin
eo » % % " s > %
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ogLhte, &b "o‘\’ “o_ 7 . PostC csoport; C.) 24 ora
23l%g00 1Gs S0 374 .S . reperfizié IR- kontroll csoport;
Frid 34 AT N RN D.) 24 éra reperfizio PostC

0[‘{' L fo ‘.
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5.2.4. Lipid peroxiddcio

Négy ora reperfuzidt kdvetden a vese homogenizatumban detektalt konjugalt dién
tartalom mind az IR-kontroll, mind a PostC csoportban szignifikansan megemelkedett az
aloperalt csoporthoz képest. A konjugalt dién koncentracio 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).

5.2.5. Vese funkcié meghatdrozdsa

Valamennyi végtagi ischaemia-reperflizion atesett allatban kialakult kisebb-nagyobb

foku akut vese karosodas.

A reperfuzio 4. ordjanak végére a karbamid/kreatinin arany, valamint a frakcionalt Na*
exkrécio egyarant tubularis tipust veseelégtelenséget jelzett az IR-kontroll csoportban, mig
a PostC csoportban kedvezdbb funkcionalis paraméterek voltak jellemzdk. A szamitott
veseelégtelenségi index (RFI) alapjan tartds vese funkcié romlés volt feltételezhetd az IR-
kontroll csoportban, szemben a PostC csoporttal, ahol szignifikdnsan kedvezobb értékek

mutatkoztak (6. tablazat).

6. tablazat A vese funkciot jellemz6 laboratoriumi és szamolt paraméterek.

Aloperalt 67,35+ 16,27 | 20,40+ 7,50 20,35 + 4,74

Kreatinin (umol/l) IR-kontroll 219,09+ 81 |9239,22+3,32 | 38,07+2,07

PostC 96,25 +28,07f | 26,43 £ 6,887 31,10+ 6,79

Aloperalt 6,31+0,71 5,36+ 0,49 5,09+0,13

Karbamid (mmol/l) IR-kontroll 8,03 + 0,90 6,15+0,29 6,30 + 0,64

PostC 6,38 = 0,507 5,55+0,07 5,32+ 0,297

Aloperalt 0,1 +0,03 0,28+ 0,08 0,25 +0,0 6

Karbamid/Kreatinin | IR-kontroll 0,04 £0,0 1 0,16 £0,03 0,13 +0,03
PostC 0,07 £ 0,027 0,26+ 0,057 0,2 £0,04

Aloperalt 0,24 + 0,26 0,34 + 0,09 0,87 +0,12

FENa (%0) IR-kontroll 2,19+ 1,31 0,94 + 0,29 0,98 + 0,25

PostC 0,75+0,50 0,50 £0,22 0,26 £0,167

Aloperélt 0,42 +0,37 0,49 £0,12 0,77 £ 0,56

RFI (mmol/l) IR-kontroll 2,37+1,43 1,53 £0,45 1,51+0,36

PostC 0,92 + 0,32 0,77 + 0,347 0,43 + 0,28+

FENa: frakcionalt natrium exkrécid; RFI: renal failure index (vese elégtelenségi index); fp < 0.05 versus IR-kontroll
csoport; I p <0.001 versus IR-csoport.

82



Dr. Szijarto Attila dC 1098 15 Doktori értekezés

5.2.6. Szoveti HSP-72 szint
S ———— gy
meghatdrozas

AP D H R ——— > — . “S—
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csoportban, mind a PostC

N
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csoportban megnovekedett a HSP-

72 expresszio, szignifikans

HSP-72 expresszid
=

kiilonbséget az aloperalt

-
w

csoporthoz képest egyik

09
Aloperit IR-kontroll PostC csoportban sem sikeriilt kimutatni

21. abra HSP-72 expresszi6 GAPDH-ra normalizalva ,
P (21. abra).

5.3. Rovidideji végtagi ischaemia tiid6sz6védményeinek vizsgalata
PostC segitségével

- 3 ora ischaemia és 4-, 24-, 72 ora reperfizid posztkondicionalassal -

5.3.1. Tiido fénymikroszkdpos vizsgadlata

A 4-, 24-, 72 ora reperfuziot kovetden a szamitott tiidészovettani pontszam
szignifikdnsan magasabb értéket mutatott az IR-kontroll csoportban az aloperalt csoporthoz
viszonyitva (a reperfizids 1dd elérehaladtaval a szoveti karosodas csokkend tendenciat
mutatott). A PostC csoportban a szovettani karosodas szignifikdnsan alacsonyabbnak

bizonyult az IR-kontroll csoporthoz képest valamennyi vizsgalt idépontban.

5.3.2. Tiido sziovet nedvességtartalma (W/D ardny)

A tiid0 szoveti nedvességtartalma minden idopontban (4-, 24-, 72 6ra) szignifikdnsan
magasabbnak bizonyult az IR-kontroll csoportban az aloperalt csoporthoz képest. A W/D
arany szignifikinsan alacsonyabb értéket mutat a PostC csoportban az IR-kontroll

csoporthoz képest (7. tablazat).

7. tablazat Tiid6 szovet nedvesséitartalma.

aloperalt 60,6+2,5 % 64,1+0,7 % 65,3+0,6 %
IR-kontroll 63,2+1,0 %# 68,2+1,8# 72,0+1,5 % #
PostC 60,1+1,4 %* 65,5+1,0 %* 68,4+2,1 %*

# p<0,05 versus aloperalt; * p<0,05 versus IR-kontroll
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5.3.4. Széveti MPO aktivitds meghatdrozds

Négy ora reperfuziot kovetden az IR-kontroll csoport megnovekedett MPO aktivitasa
jellemz6 az aloperalt csoporthoz képest. Ugyanezen idépontban, a PostC csoportban az MPO
aktivitas tekintetében csokkenés tapasztalhato az IR-kontroll csoport értékeihez képest, de a
kiilonbség nem mutatkozott szignifikdns mértékiinek. Késébbi reperfuzios idépontokban

(24, 72 6ra) nem volt kimutathato kiillonbség a vizsgalati csoportok kozott.

5.3.5. Széveti HSP-72 szint meghatdrozds

A tiiddszovet HSP-72 expresszidjanak mértéke nem emelkedett meg szignifikdnsan
az IR-kontroll csoportban az aloperalt csoporthoz képest. Ugyan a PostC csoportban
alacsonyabb HSP-72 szint mérhet6 az IR-kontroll csoporthoz képest, a kiilonbség nem volt
szignifikans mértékli. Késdbbi reperfuzids idépontokban (24, 72 6ra) ugyancsak nem volt

kimutathat6 szignifikans kiillonbség a vizsgalati csoportok kozott.

5.3.6. Artérias vérgazanalizis

Az artérias pO2 értéke csokkent az IR-kontroll csoportban az aloperalt csoporthoz
120 képest. A PostC csoportban

szignifikdnsan =~ magasabb

100
" értékek voltak mérhetdek a
WAloperdlt  reperfiizid alatti mintavételi
— idépontokban az IR-kontroll
' csoporthoz viszonyitva. Az
¢ IR-kontroll csoportban az
0 s -

artérias pCO2 érték

Hgmm
[=2]
(= =}

o

0. dra(reperfizio kezdete) 2. éra(reperfizio) 4. ora(reperfazio vége)
megnovekedett az dloperalt

, L , ... csoporthoz  képest  a
22. abra A PostC szignifikins mértékben javitotta az allatok artérias

oxigenizacidjat a reperfuzié ideje alatt. 1 p<0.05 versus aloperalt; *p<0.05 reperfﬁzié masodik és
versus IR-kontroll; § p<0.05 versus aloperalt

negyedik oOrdjaban mérve,
azonban a kiilonbségek nem szignifikdns mértékiiek. A PostC csoport esetében az artérias
pCO- értékek csokkentek az IR-kontroll csoport értékeihez képest, azonban a csokkenés nem

tekinthetd szignifikansnak (22. abra).
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5.4. Rovid idejii végtagi ischaemia bélszovodményeinek vizsgalata
és mérséklése PostC segitségével

- 3 6ra ischaemia és 4 oOra reperfuzio posztkondicionalassal -

5.4.1. Artérias kézépnyomds meghatdrozdsa

Az aloperalt allatokban az artérias kozépnyomas értéke nem valtozott szignifikans
mértékben. Ugyanakkor a 3 O6ra ischaemia alatt a kozépnyomds szignifikdnsan
megnovekedett az IR-kontroll és PostC csoportban dloperalt allatok értékeihez képest. A
reperfuzio kezdetén azonban az artérids kozépnyomads visszaesett a kiindulasi értékre és a
reperfizid késObbi id6épontjaiban mar egyik csoport (IR-kontroll, PostC) esetén sem
kiilonbozott szignifikdns mértékben az aloperalt csoportban latottaktdl. Az IR-kontroll és

PostC csoportok kozott szignifikéns kiilonbség nem mutatkozott (23/A dbra).

5.4.2. Arteria mesenterica superior véraramldsdanak vizsgdlata

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

szignifikans mértékben az aloperalt csoportban tapasztaltaktol (23/B abra).
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23. abra A.) Artérias kozépnyomas és B.) az a. mesenterica superior véraramlasanak valtozasa. *p< 0.05 versus
aloperalt csoport; **p< 0.01 versus aloperalt csoport; & p<0,05 versus PostC csoport; @ p<0,01 versus PostC

csoport; $ p<0,05 versus el6z6 idopont az adott csoporton beliil; # p<0,01 vs. versus el6z6 idépont az adott csoporton
beliil.

5.4.3. A vékonybél mikrocirkuldciéjanak vizsgdlata

Az infrarenalis aorta kirekesztés kovetkeztében a duodenum mikrocirkulacidja
szignifikans mértékben karosodott mind az IR-kontroll, mind a PostC csoport esetén az

aloperalt csoport értékeihez képest, mely a 3. orara normalizalédott. Az als6 végtagi
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reperfuzi6 az IR-kontroll csoportban a duodenum mikrocirkulaciojanak folyamatos
csOkkenését eredményezte, mélypontjat a 2. éraban érve el. A PostC szignifikans mértékben
képes volt javitani a duodenum reperfiizié alatti mikrocirkulaciojat, melynek eredményeként

az nem kiilonbozott szignifikans mértékben az aloperalt csoport értékeitdl (24/A. abra).
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24, abra Az egyes bélszakaszok (A - duodenum, B - jejunum, C -ileum) mikrocirkulacioja. * p<0,05 versus
aloperalt;** p<0,01 versus aloperalt; *** p<0,001 versus aloperalt; & p<0,05 versus PostC; @ p<0,01 versus PostC;
§ p<0,001 versus PostC; D.) Az IR-kontroll csoportban az egyes bélszakaszok mikrocirkulacidjanak
osszehasonlitasa. T p<0,01 versus duodenum; i p<0,001 versus duodenum; * <0,01 versus jejunum; ** p<0,001
Versus jejunum.

Az aorta kirekesztés kovetkeztében a jejunum mucosalis véraramlasa szignifikansan
megemelkedett mind az IR-kontroll, mind a PostC csoport esetén az aloperalt allatok
értekeihez képest. A végtagi reperfiizid soran a bél mikrocirkulacidja jelentds mértékben
karosodott mindkét csoportban, azonban a PostC csoport allataiban az aramlascsokkenés

szignifikans mértékben elmaradt az IR-kontroll csoporthoz képest (24/B abra).

Az IR-kontroll, illetve PostC csoportokban az ileum mikrocirkulacidja jelentds
mértékben megnovekedett a végtagi kirekesztés alatt, maximalis értékét a 2. 6raban érve el.
A reperfuzioé alatt egy fokozatos aramlasromlas volt detektalhatdé az IR-kontroll csoport
allataiban. Ugyan a posztkondicionalas képes volt mérsékelni a fenti mikrocirkulacios
zavart, az ileum keringése igy is elmaradt az aloperalt csoportban latottakhoz képest (24/C
abra).
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Az IR-kontroll csoportban az egyes bélszakaszok ischaemia soran mért
karosult, addig a jejunum és az ileum mikrocirkulaciéja atmenetileg fokozodott, mely
aramlas novekedés az ileumban szignifikdnsan nagyobb mértékiinek mutatkozott. A
reperfuziéd alatt valamennyi bélszakasz mikrokeringése csokkent, azonban mig a
duodenumban enyhe aramlasromlas volt megfigyelhetd, addig a jejunumban kifejezettebb,
mig az ileumban jelentds mikrocirkulacios zavar jott l1étre. Az alloperalt és PostC
csoportokon belill az egyes bélszakaszok kozott nem mutatkozott szignifikans kiilonbség
(24/D abra).

5.4.4. A vékonybél fénymikroszkdpos vizsgadlata

A fénymikroszkdpos vizsgalatok valamennyi bélszakasz tekintetében csupan enyhe
szoveti eltéréseket mutattak az aloperalt csoport allataiban. A duodenumban a végtagi
kirekesztés hatasara nem kovetkezett be jelentés karosodas sem az IR-kontroll, sem a PostC
csoportokban. Ezzel szemben az ileum ¢€s a jejunum teriiletén jelentds karosoddsok jottek
létre az IR-kontroll csoportban az aloperalt allatokban latottakhoz képest. Ugyanakkor a
PostC képes volt szignifikdns mértékben mérsékelni a szoveti karosodas mértékét mindkét

bélszakasz esetén (8. tablazat).

8. tablazat Bélkarosodast |'ellemzi)' szovettani score

Duodenum aloperalt 0(0; 0)
IR-kontroll 1(0; 1)#,$
PostC 0(0; 1%
Jejunum aloperalt 0(0; 0)
IR-kontroll 2(1; 3)
PostC 1(0; Df,0
lleum aloperalt 0(0; 1)
IR-kontroll 3,5 (3; 4)l.#
PostC 2(1; )14

[1 p<0,01 versus aloperalt; $p<0,05 versus IR-kontroll; § p<0,01 versus IR-kontroll; # p<0,05 versus jejunum; $ p<0,001
versus ileum.
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5.4.5. Bél mikrocirkulacio és szévettani karosodas kozti korreldcio

A kisérleti periodus

120
végén  mért  mikro- o
cirkulacios véraramlas és a 100 4
bél karosodast  jelz6 &
< o
szemikvantitativ score %07 8 =
5
_y N : o
értékek kozt SZoros = o
2 60
korrelacio mutatkozott é
o
valamennyi vizsgalati o o
. ] 8
csoport tekintetében (r=-
0,911; r2=0,847, p<0,001) 20 : . ; . .
, 0 1 2 3 4
(25. abra). " .
Szovettani score
25. abra A bél mikrocirkulacio és szovettani karosodas kozti szoros korrelacio.
5.5. Kritikus

ischaemia id6tartamanak meghatarozasa
- 4-, 6-, 8 oOra ischaemia -

5.5.1. Vazizomzat fénymikroszkopos vizsgalata

Hematoxillin-eosin szdvettani eredmények (26. abra) szerint a 4 Oras ischaemia az
alsé végtagi izomszovettani metszeteken morfologiai elvaltozast nem okozott. A
harantcsikolat megtartottnak bizonyult, széveti 6déma nem volt lathato. 6 ora elteltével
intracellularis 6déma jelent meg, a rostok lefutasa néhol hulldmossé valt, festddésiik enyhe
hypereosinophiliat mutatott, azonban szerkezetiik nagyobb részben, harantcsikolatuk pedig
teljesen megtartott volt. A 8 oras ischaemia jelentds valtozasokat hozott az izomrostok
morfoldgiai képében: a rostok hypereosinophilidja fokozodott a 6 6rds ischaemias allatok
metszeteihez képest. Lefutdsuk szinte az egész metszetre kiterjedden hullamossa valt. Az
intracellularis 6déma kifejezett-, a rostok hatarai elmosddottak voltak. Az izomrostokban
hyalindegeneracié ¢€s finom vacualisaltsdg volt megfigyelhetd, mely az ischaemias

karosodas sulyos voltara utal. Nuklearis eltérések egyik csoportban sem voltak talalhatok.
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26. abra Alsé végtagi izomszovettani metszetek (HE, nagyitas: 400x). A: Izomrostok egy
egészséges allatbol; B: 4 ora ischaemia utani allapot, érdemi karosodas nem lathatoé; C: 6
ora ischaemia utian fokoz6do intracellularis 6déma (*), valamint Kkisfoku
hyalindegenericié (nyilhegy) figyelhet6 meg, egyes rostok lefutasa hullaimos (nyil); D: 8
ora ischaemia utin Kifejezett intracellularis 6déma (*), hyalindegeneracié (nyilhegy)
figyelheté meg, a rostok lefutisa az egész metszet teriiletén hullimos (nyil), a rosthatarok

elmosédnak.

5.5.2. Izomrost életképesség meghatarozdsa

Az enzimhisztokémiai vizsgalatok szerint az egészséges izom-szovethez képest a

oo

mitokondriumok stiriisége az ischaemia idejének novekedésével fokozatosan csokkent az

izomrostokban. 8 Oras ischaemiat elszenvedett allatok rostjaiban valt a csokkenés a

27. abra Fagyasztott als6 végtagi izommetszeteken tortént nitroblue-tetrazolium
enzim-hisztokémiai reakcié fénymikroszképos képei (nagyitas: 400x). A: Izomrost
egy egészséges allatbol, a mitokondriumok (kék foltok) nagy szamban figyelheték
meg; B: Aloperélt csoportban a mitokondriumok szama az egészséges allathoz
képest nem kiilonbozik; C: 8 ora ischaemia utan a mitokondriumok szamanak
dramai cs6kkenése lathato

legkifejezettebbé, ezen
idétartam  utdn az
izomrostokban szinte
egyetlen funkcionéld
mitokondrium sem
volt talalhato, mely
feltételezhetéen a
folyamat kritikus
voltat jelzi (27. abra).
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5.6. Hosszu idejt (kritikus) végtagi ischaemia mérséklése PostC
segitségével

- 8 6ra ischaemia és 2-, 6-, 12-, 24 6ra reperfuzi6 és posztkondiciondlds -

5.6.1. Vazizomzat fénymikroszkdpos vizsgdlata

28. abra Reprezentativ szovettani metszetek. Tovabbi leirast lasd a szovegben. Festés: hematoxilin-
eozin. Bar: 50 pm.
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A HE festett metszeteken az aloperalt csoportokban izomkérosodas jelei nem voltak
lathatéak. A két ora hosszusagl reperfuzidé a sériilt izomrostok szamanak szignifikans
mértékii megemelkedésével jart mind az IR-kontroll (28/A. abra), mind a PostC (28/B. abra)
csoportokban az aloperalt allatokhoz képest (p<0,05). Hat ora elteltével a karosodott
izomrostok mennyisége tovabb nétt mindkét ischaemia-reperfiiziot elszenvedett csoportban
(28/C-D. abra; p<0,001), a PostC csoportban (28/D. abra) azonban szignifikansan kisebb
mértékii izomkarosodas volt detektalhat6 az IR-kontroll csoporthoz képest (28/C. abra). 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 lathato (28/E. abra, beszurt kép). A
PostC ezen idOpontban is képes volt a karosodds mértékének mérséklésére, mind az
izomrostok szamanak (p<0,05), mind az 6déma mértékének tekintetében (28/F. abra). A
PostC metszeteken gyulladds nem volt lathatd. 24 ora elteltével a karosodott izomrostok
szama az el6z6 iddpillanathoz viszonyitva szignifikdns mértékben nem valtozott, valamint
az IR-kontroll csoportban az 6déma és a gyulladds mértéke sem mutatott eltérést a
korabbiakhoz képest (28/G. 4dbra). A PostC ezen iddpillanatban is képes volt a karosodast

mérsékelni (28/H. dbra). Gyulladas a metszeteken tovabbra sem volt lathato.

5.6.2. Izomrost életképesség meghatarozdsa

Az izomrostok élet- 120 -

képessége az aloperalt
100 +
csoportokban szignifikdnsan nem

o]
o
N

valtozott a kisérlet alatt. A 8 Oras

ischaemiat  kovetdé 2  Oras

Eletképesség (%)

reperfizio az 1izomrostok
¢letképességének Jelentds 404

. ;o . , (LT 1t Ju ,LT
csOkkenéséhez vezetett mindkét ol 9 N4 ¢ ?
iIschaemia-reperfuziot elszen- 1 & B

Vedett Csoportban (p<0’001) az 8 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

aloperalt csoporthoz képest. Az Reperfizichpssza(n)

, , i . . 29. abra Az izomrostok életképességének valtozasa a PostC hatasara.

¢letképesség ezt kovetden (o) aloperslt; (o) IR-kontroll; (0) PostC; + p<0,001 versus IR-
. kontroll.

szignifikans valtozast nem

mutatott egyik csoportban sem. PostC hatdsdra azonban az izomrostok életképessége
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szignifikansan magasabb értéken stabilizalédott mindegyik vizsgalt idépontban (2-, 6-, 12-,
24 ora reperfuzio), a megfeleld IR-kontroll csoporthoz képest (29. abra; p<0,001).

5.6.3. Elektronmikroszkdpia

2 ora reperfuziot kovetden a mitokondriumok jelentds mértékli duzzadasa volt
megfigyelhetd. Az esetek egy részében szétesett mitokondriumok voltak lathatoak. A
mitokondriumok helyén gyakran lipid-szerli homogén cseppek jelentek meg. A magok
fokozott széli heterokromatinizaciét mutattak (30/A. abra). A PostC csoportban a

mitokondriumok kisebb mértékii karosodasa volt lathatdé (enyhe foki duzzadas, szétesett

mitokondriumok nem voltak lathatoak), illetve a lipid-szerti cseppek szama is joval

csekélyebb volt (30/B. abra).

30. abra A PostC hatisa az ultrastrukturalis karosodasra. A: az IR-kontroll csoportban jelentds mértékii
ultrastrukturalis karosodas figyelheté meg; B: a PostC csoportban a karosodas jelentésen enyhébb. Bar: 20 pm

5.6.4. Izomszovet

[o0]
P
)

) nedvességtartalma (W/D ardny)
o
~— 80 A
t rJ e . 7 .. 144
579 ] — | f A 8 ora ischaemiat kovetd
©
578 : reperfuzi6 a  végtagi  0déma
=)
. | t + mértékének szignifikans
4 —
37 emelkedéséhez vezetett mind az IR-
()
L. kontroll, mind a PostC csoportokban
° ® & )]
D74 - (p<0,001) az aloperalt allatokhoz
N
n . , Ly
T e — képest. 6 oOra  reperfuzid a
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 _
31. dbra A széveti nedvességtartalom. (o) Aloperalt; (o) IR 2 (%) nedvessegtartalom tovabbi
kont{o!,l;. (<Z) PostC; 1p<0,05 versus IR-kontroll; 1p<0,05 versus emelkedését idézte el az IR-kontroll
az el6z6 idépont

csoportban (p=0,01), ezt kovetden az 6déma mértéke
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nem valtozott az id6 eldrehaladtaval. A PostC 2 6ra reperfuizié utan nem volt képes az 6déma
mértékének szignifikans csokkentésére (p>0,05), azonban 6 6ra elteltével minden mért
idépontban szignifikansan mérsékelte az izom nedvességtartalmat (p<0,001) a megfeleld IR-

kontroll csoporthoz képest (31. abra).

5.6.5. Laboratoériumi vizsgalatok

Az aloperalt csoportok szérum -

. ., L, e, 7500
kreatin-kindz  koncentracidoi nem o
6500
mutattak eltérést a kisérlet alatt. 2 6ra otk
= 5500 U
reperfuziot kovetéen a szérum CK 2 s
. . g 45
szintek szignifikansan  §
X , 3 1200 B
megemelkedtek mindkét csoportban  §
x 1000
X
az aloperalt csoporthoz képest © ®°
., 600 T
(p<0,001). A CK koncentracio 6 -
ordnal  csucsot ért el, majd -
0
fokozatosan  visszacsokkent  az R P S PO

aloperalt  csoport  szintjére a
p P J 32. abra Szérum kreatin-kinaz szintek. (o) aloperalt; (o) IR-

reperfﬁzié 24. (’)réjéra. A PostC képes kontoll; (0) PostC; +p<0,05 verssus IR-kontroll.

volt a szérum CK szintjeinek szignifikdns mértékii csokkentésére 2, 6 és 12 oOra reperfuziot
kovetden is a megfeleld IR-kontroll csoporthoz képest (p<0,05). A 24. posztoperativ Oraban
a CK szintek szignifikdnsan nem kiilonboztek egymastol egyik csoportban sem (p>0,05; 32.

abra).

5.7. 1zomrost életképesség meghatarozas (NBT) vizsgalata

- 4-, 6-, 8-, 9 6ra ischaemia és 0-, 2 ora reperfuzio -

5.7.1. Végtagi mikrocirkuldcié vizsgdlata

A mikrocirkulacids dramlas az ischaemia teljes ideje alatt regisztraciora keriilt. Az
okkluzio felhelyezése utan az aramlas az alapérték 17,34+7,3%-ara esett vissza. Az dramlas
szignifikans variaciot nem mutatott az ischaemia alatt. A 9. 6ra ischaemia végén mért értekek
(16,5£9,2%) sem tértek el szignifikdnsan az ischaemia kezdetén mértektdl (p> 0,05). A
csoportok kozott (4-, 6-, 8-, 9 oOra ischaemia) az ischaemia alatti dramlés tekintetében

szignifikans variacid nem volt kimutathato.
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5.7.2. Ischaemids kdrosodas vizsgdlata

5.7.2.1. Izomrost életképesség meghatdrozdsa

Az izomrostok Ossz-életképessége az ischaemia hosszaval linedrisan csokkent. Az I-
es ¢s a IIb tipust rostok esetében hasonld karakterisztika volt megfigyelhetd (33. dbra). Az
I-es tipust rostok nagyobb karosodast szenvedtek a meghatarozott ¢letképesség értékek
alapjan, mint a IIb
tipusuak, mely

kiilonbség 6  ora

@
=]

g

ischaemia elteltével

Eletképesség (%)

valt  szignifikdnssa
. TUTRY (p<0,05;  pgs<0,01;
. \ % . s e . ¢ . °  p9s<0,05). Az adatok

Iszkémia hossza (6)

feldolgozasa  soran
33. 4bra A Kiilonbozé izomrostok életképessége. Szaggatott vonal: az Il1b-es tipusi g

rostok életképessége; pontozott vonal: az |. tipusi rostok életképessége; folytonos

! il eros, szignifikans
vonal: az izomrostok 0ssz-életképessége.

korrelacio
igazolodott az ischaemia hossza, valamint a kapott életképesség értékek kozott mindharom
vizsgalt tipus esetén (Ossz-életképesség: r= -0,989; r>= 0,978; p< 0,001, I-es tipusi rostok:
r=-0,990; r’>= 0,979; p<0,001; IIb tipusu rostok: r=-0,989; r’=0,978; p< 0,001).

5.7.2.2. Félvékony metszetek fénymikroszkdpos vizsgdlata

A kezeletlen allatok metszetein izomkarosodas jelei nem voltak megfigyelhetok
(34/A. éabra). 4 és 6 oras ischaemia a félvékony metszeteken patologias elvaltozast nem
okozott. 8 6ra hosszlsagu ischaemia a rostok festddésének felerdsodésével jart. A rostok
belsejében, elszortan, kis homogén bennékii, valtozo denzitast cseppek jelentek meg, fOként
a mitokondriumban gazdag — feltehet6leg vorés — izomrostokban (34/B. abra). 9 oras
iIschaemiat kovetden a rostok festédése fokozodott az el6z6 idopillanathoz képest, elszortan
egy-egy hiperkontrakcidt mutatod izomrost is lathatd volt. Egyes rostokban a harantcsikolat
festddése megvaltozott. A 8 0Oras ischaemiat kovetden is jelenlévd homogén cseppek
mennyisége ndvekedett, 9 6ra ischaemiat kdvetéen mar a legtobb rostban eléfordultak (34/C.
abra). A mitokondriumban gazdag rostok azonban sokkal tobb homogén cseppet

tartalmaztak, mint a mitokondriumban szegények.
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34. abra Reprezentativ félvékony metszetek az ischaemias karosodas vizsgalata soran. A: a fizioldgias
kontroll dllatokban kiarosodas nem lathato; B: 8 éras ischaemiat kovetéen a rostok belsejében, elszortan, kis
homogén bennékii, viltozé denzitisu cseppek jelentek meg; C: 9 o6ras ischaemiat homogén cseppek
mennyisége novekedett az el6z6 idépillanathoz képest, valamint elszortan egy-egy hiperkontrakciét mutato
izomrost is lathato volt. Festés: toluidin-kék, bar: 20 pm

5.7.2.3. Elektronmikroszkdpia

A fiziologias kontroll allatok elektronmikroszkopos képe nem mutatott karosodast
(35/A-B. abra). A 8 oras hosszlisagu ischaemia a mitokondriumokban kozepes mértékii
duzzadast okozott. Egyes mitokondriumok helyén lipid-szerli homogén bennékii cseppek
voltak megfigyelhetok, foként a mitokondriumban gazdag rostokban, a cseppeket
elektrondenz szegély vette koriil (35/C-D. abra). 9 o6ras ischaemia a mitokondriumok
alakjanak deformitasat idézte eld, a matrixban néhol flokkulens denzitasok voltak
megfigyelhetéek. A mitokondriumok nagyobb része a diszrupcid jeleit mutatta. A 8 oOras
ischaemias csoportban latott lipid-szerii cseppek eléfordulasa 9 oras ischaemidt kdvetden
megsokszorozodott, valamint mar a szubszarkolemmalis mitokondriumok kozott is
eléfordultak. A metszeteken megfigyelhetd volt még a szarkoplazmatikus retikulum kdzepes
foku duzzanata, néhol dezorganizacigja. A leirt valtozasok mar nemcsak a mitokondriumban
gazdag, hanem a mitokondrium-szegény rostokban is lathatova valtak, ugyan kisebb
mértékben (35/E-F. abra).
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35. abra A mitokondriumban szegény (A, C, E), illetve a mitokondriumban gazdag (B, D, F) izomrostok
elektronmikroszkopos képe valtozoé hosszusagu ischaemias idéket kovetden. A, B: A fiziologias kontroll allatok
elektronmikroszképos képe nem mutatott karosodast. C, D: A 8 6ras hosszisagu ischaemia a mitokondriumokban
kozepes mértékii duzzadast okozott. Egyes mitokondriumok helyén lipid-szerii homogén bennékii cseppek voltak
megfigyelhetok, foként a mitokondriumban gazdag rostokban (D), a cseppeket elektrondenz szegély vette koriil. E,
F: 9 éras ischaemia a mitokondriumok alakjanak deformitasat idézte el6, néhol a matrixban flokkulens denzitasok
voltak megfigyelhetéek. A mitokondriumok nagyobb része a diszrupcié jeleit mutatta. A lipid-szerii cseppek
eléforduldsa megsokszorozédott a korabbi idépillanathoz képest, valamint mar a szubszarkolemmalis
mitokondriumok kozott is el6fordultak. A metszeteken megfigyelheté volt még a szarkoplazmatikus retikulum
kozepes foku duzzanata, néhol dezorganizacidja. A leirt valtozasok mar nemcsak a mitokondriumban gazdag (F),
hanem a mitokondrium-szegény rostokban (E) is lathatéva valtak, ugyan kisebb mértékben. Bar: 2 pm.
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5.8. A hosszu idejii ischaemia-reperfuizios karosodas vizsgalata

- 8 6ra ischaemia és 2 oOra reperfuzio; 9 6ra ischaemia €s 2 dra reperfuzio -
5.8.1. Izomrost életképesség meghatadrozdsa

Az izomrost ¢letképesség szignifikdnsan lecsokkent 8 ora ischaemiat és 2 oOra
reperfuziot (8IR) kdvetden a reperfuzio nélkiili (81) csoporthoz képest (p<0,001) mindegyik
vizsgalt paraméter tekintetében. 9 Oras ischaemia esetében hasonld valtozasok voltak
megfigyelhetok. (p<0,001; 91 versus 9IR). A 8IR ¢és a 9I csoportok kozott azonban
szignifikans kiilonbség nem volt kimutathato (p>0,05) egy rosttipus esetében sem, valamint
az Ossz-€letképesség tekintetében sem. Az I-es tipusu rostok 8 ora ischaemiat és 2 6ra
reperfiziot kdvetden szignifikadnsan nagyobb (p<0,05) életképesség-csokkenést mutattak, a

IIb tipust rostokhoz képest (36. abra).
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36. abra A kiilonb6z6 izomrostok életképessége ischaemia-reperfuziot kovetden. # p<0,001 versus 81 csoport; &

p<0,05 versus 8IR csoport; § p<0,001 versus 9I csoport; NS p>0,05 versus 91 csoport; $p<0,05 versus IIb tipusi
rostok; @ p<0,001 versus IIb tipusi rostok.

5.8.2. Félvékony metszetek fénymikroszkopos vizsgadlata

A 8 oOra ischaemiat kdvetd 2 ora reperfuzio jelentds morfologiai valtozasokat okozott
az izmokban. A metszeteken a homogén bennékli cseppek a legtobb izomrostban nagy
mennyiségben fordultak eld, valamint az izomrostok szerkezete kissé fellazult (37/A. ébra).
9 ¢6ra ischaemiat kovetd reperfiizid jelentds mértékli necrosist okozott az izomszovetben

(37/B. abra). A rostok t6bb mint a fele elhalt.
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37. abra Reprezentativ félvékony metszetek ischaemia-reperfuziés karosodast kovetéen. A: 8 oéra ischaemiat
valamint 2 ora reperfiiziot kovetoen az izomrostok szerkezetének fellazulasat, valamint a homogén bennékii cseppek
mennyiségének jelentés novekedését figyelhetjiik meg. 9 oras ischaemiat kovetd reperfuzié a rostok tobbségében
necrosist idézett el6. Nyil: necrotikus izomrost. Festés: toluidin-kék, bar: 20 pm.

5.8.3. Elektronmikroszkdpia

38. abra A mitokondriumban szegény (A, C), illetve a mitokondriumban gazdag (B, D) izomrostok
elektronmikroszképos képe ischaemia-reperfiiziés karosodast kovetéen. A, B: 8 oras ischaemiat és 2 éras
reperfuziot kovetden a lipid-szerii cseppek kifejezetten nagy szima, illetve myelin figurak jelenléte volt jellemzé, a
dezintegralédott mitokondriumok mellett. A szarkoplazmatikus retikulum sulyos tigulatot mutatott. Az
elvaltozasok a mitokondrium gazdag rostokban (B) nagyobb mértékiiek voltak. C, D: A 9 6ras kirekesztést kovetd
reperfuzié a rostok tobbségében necrotikus elvaltozasokat idézett el6. A nem necrotikus rostokban a karosodas
jelentésebb volt még az el6z6 csoportban a mitokondriumban gazdag rostokban (B) tapasztaltaknal is. A két
rosttipus kozott a karosodas mértékében kiilonbséget ebben az idépont kimutatni nem lehetett. Bar: 2 pm.
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8 Ora ischaemia és 2 ora reperfuziot kovetden a lipid-szerli cseppek kifejezetten nagy
szamban voltak jelen a felvételeken. A metszeteken a mitokondriumok dezintegracidja is
gyakran felfedezhet6 volt. A szarkoplazmatikus retikulum stlyos tagulatot mutatott (38/A-
B abra). Az elvaltozasok a mitokondriumban gazdag rostokban nagyobb mértékiiek voltak
(38/B. abra). A 9 oras kirckesztést kovetd reperfizid a rostok tobbségében necrotikus
elvaltozasokat idézett el (38/C-D. abra).
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5.9. M3j ischaemia-reperfazio vizsgalata - tavoli szervi
perkondicionalas (I-PerC)

- 1 6ra ischaemia, 1-, 6-, 24 dra reperfuzid, perkondicionalassal -

5.9.1. Artérids kozépnyomds meghatdrozdsas

Az ischaemiat megel6z6 artérids kozépnyomas értékekben nem volt szignifikans
kiilonbség a csoportok kozott. A reperfuzid kezdetén mindegyik mdj ischaemidn atesett
csoportban jelentés kozépnyomas csokkenés volt megfigyelhetd. A késéi reperfuzid
tekintetében szignifikans kiilonbség volt lathaté 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).

5.9.2. Mdj és alsé végtagi mikrocirkuldcio vizsgdlata

Az aloperalt csoport allatainak majmikrocirkulacioja a kisérlet teljes idotartama alatt
az alaparamléas értéke koriil maradt. A reperfizids teriilet és platd maximum alapjan
szignifikans aramlasjavulas volt tapasztalhat6 az I-PerC csoportban dsszehasonlitva az IR-
kontroll csoporttal (RT: p=0,005; PM: p=0,0002) (39.abra). Az aramlasi értékek rendre
(4loperalt, IR, I-PerC) RT: 97,3+2,6 ; 33,4+6,4%; 62,8+13,2% és PM: 98,0+£2,5 ; 41,6+11,22
; 71,5+4,5% | ahol a felséindexek: a p<0,01 vs aloperalt; b p<0,05 vs IR-kontroll; ¢ p<0,05

vs aloperalt.

Az alkalmazott perkondicionalas soran az als6 végtagi mikrocirkulacio
karakterisztikus ingadozasat tapasztaltuk (okkluzid soran aramlas csokkenés, reperfizios
soran aramlds novekedés). A reperfuzidé alatt az I-PerC csoport mikrokeringése
szignifikdnsan magasabb értéken stabilizalodott, mint az IR kontroll csoport értékei

(p<0,05).
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39. abra A maj mikrocirkulaciéja a megfelel6 Kisérleti csoportok tekintetében. Magyarazat a szovegben.
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5.9.3. Mdj fénymikroszkodpos vizsgdlata

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

PerC csoport allataiban.

40. Abra Reprezentativ szévettani képek 1 éra ischaemiat és 6 ora reperfiziot kovetéen. A. Aloperalt csoport -
jelentdsebb szovettani eltérés nem lathaté. B. IR-kontroll csoport - kiterjedt centrolobularis nekrozisok figyelheték
meg. C. 1-PerC csoport - csupan kisebb kiterjedésii necrotikus 1éziok lathatok. A/1, B/1, C/1: 200x; A/2, B/2, C/2:
400x.
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12- Hat o¢ra reperfizid jelentds
[ aloperalt

104 T IR-Kontrol kiterjedésti centrilobularis
[ PerC " a

8- - necrotikus zéndk megjelenését

eredményezte az  IR-kontroll

Suzuki score
(2]
'l

4 csoport metszetein, mig az [-PerC
2- csoportban csupan kisebb
0 necrotikus  teriiletek  voltak

1 Reperf:zié (6ra) * megfigyelhetok. A 24  ora

41. abra Szoveti karosodas mértéke. a: p<0,001 versus aloperalt; b: reperfﬁzi()nak kitett allatok
p<0.01 versus aloperalt; e: p<0,01 versus IR-kotroll.

metszetei  esetében  kifejezett

necrotikus zonakat detektaltunk az IR-kontroll csoportban. A karosodas mértékének

tekintetében az I-PerC csoport elmaradt az IR-kontroll csoportban latottakhoz képest (40.;
41. abra).

5.9.4. Laboratériumi paraméterek vizsgalata (ASAT, ALAT)

A mért transzaminaz (ASAT, ALAT) értékek minden ischaemian atesett csoportban
szignifikdns mértékben megemelkedtek. Ugyanakkor az ASAT, ALAT szintek az 1-PerC
csoportban szignifikdnsan alacsonyabbnak mutatkoztak az IR-kontroll csoporthoz képest

minden vizsgalt idétartamot kovetden (42. ébra).

2500+ 1400+
b [ aloperalt
12004 a IR-Kontroll
__ 2000 a - ; PerC
- B
S b 5 1000 d
2, £
= 15001 b = 8004
< d < b
§ 10004 d E so0q .
- ac & |
5 rﬂ 400 ac
500+
2004
. 1 6 24 : 1 6 24
Reperfizié (6ra) Reperfizio (6ra)

42. abra Szérum transzaminaz szintek valtozasa. a: p<0,001 versus alopralt; b: p<0,01 versus aloperalt; c: p<0,01
versus IR-kontroll; d: p<0,05 versus IR-kontroll; e: p<0,01 versus IR-kontroll.

5.9.5. Redox homeosztdzis meghatdrozdsa (mdj szévet)

Hat ¢és 24 ora reperfuziot kovetden a mdjhomogenizatum kemilumineszcens
intenzitasa szignifikansan csokkent az I-PerC csoportban az IR-kontroll csoporthoz képest,
ugyanakkor az 1 6ras reperfizios csoportban mindez nem volt megfigyelhetd. A majszoveti

globalis antioxidans kapacitast jellemzd redukalod képesség megdrzotinek bizonyult az I-
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dc_1098 15

PerC csoportban 0sszehasonlitva az IR-kontroll csoporttal. Az 1 6ras reperfiizids idétartam
kivételével minden id6pontban szignifikdnsan magasabb proteinhez kotott (SH-csoportok)
és protein fliggetlen (H*-donor kapacits) antioxidans kapacitas értékeket mértiink az I-PerC

csoportban az IR-kontroll csoporthoz képest (8. tablazat)

9. tablazat Redox homeosztazist jellemz6é paraméterek.

1 0,05+0,02 0,14+0,02 a 0,16+0,05 a
Szabadgyok
(RLU%) 6 123,8+16,6 162,3+10,9 b 133,5+11,0 ¢
24 137,3+23,6 182,0+14,0 a 141,7+18,7 ¢
Reduksloképes 1 144,9+39,0 106,4+14,2 a 116,6+17.5
ség (ugAA/ml) 6 102,9+5,4 76,4+8,0 a 86,4+4.6 a
24 90,6+6,8 552+11,8b 76,1£11,9 ¢
SH-csoportok 1 815,9+138,2 | 493,4+1004b | 622,7+40.4a
(umol/L) 6 456,1+97,7 249.7482.6a | 455,1+x101,4 ¢
24 523,1425.4 34924549a | 499,9+112,4 ¢
H-donor 1 84,6488 68,8+10,3 84,1+11,8
kapacitas 6 43,6+3,0 29,5+4.8 a 41,8+6,4 ¢
P
(gatlas%) 24 46,4+19,7 164473 a 37.945.1 ¢

RLU: relative light unit; a: p<0,05 versus aloperalt; b: p<0,01 versus aloperalz; c: p<0,05 versus IR-kontroll.

5.9.6. Szérum TNF-a szint meghatdrozdsa

Egy ora reperfuziot kovetden

300+
a ] aloperat szignifikdns ~ csokkenés  volt
—~ 250+
% E :ﬁnﬂo" megfigyelheté a TNF-a szintjében
2004
5 az |-PerC csoportban az IR-
L 150- b .
(= kontroll csoporthoz képest
£
100- N
% 4 (p<0,001). Ugyancsak statisztikai
(7]
B szignifikancidt  elérd  eltérést
° 1 6 24 lattunk a két IR karosodott csoport
Reperfuzio (6ra)

43. abra Szérum TNF-a szint valtozasa. a: p<0,001 versus aloperalt;
b: p<0,01 versus aloperalt; c: p<0,01 versus IR-kontroll; d: p<0,05

versus IR-kontroll.

értékei kozott 6 ora reperfuzidt

kovetéen (p<0,05). Egy nappal a

crer
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utan nagymértékben csokkent TNF-a szinteket mértiink mindegyik kisérleti csoportban (43.

abra).

5.10. M3j ischaemia-reperfuzio vizsgalata és a tavoli szervi
perkondicionalas (I-PerC) neuralis hatasmechanizmusanak
tanulmanyozasa

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

5.10.1. Artérias k6zépnyomas meghatdrozasa

oo

Az ischaemidt megel6z6 artérids kozépnyomas értékek tekintetében nem volt

szignifikans kiilonbség a kisérleti csoportok kozott. Az ischaemias szakasz alatt nem

90+ talaltunk érdemi eltéréseket
T 804 a csoportok kozott. A
£
[=2]
T ;s . 77
= e reperfuziot kovetden egy
o
E . . . o
o
X jelentds  vérnyomasesés
)
2 3 I O (~35-40 Hgmm) volt
@ 501 —e- aloperalt DN\ ‘ ‘
& il = " lathato mindegyik
& 404 o recn i ) )
o AT ischaemia-reperfuzios
30 T T T T
o (oS 2o 20 karosodast  elszenvedett
pu\a" ge?e @3936 ?&‘,e“ y
csoport  esetében. A

44, abra Artérias kozépnyomas alakulasa a reperfiizio elsé orajaban. a:
p<0,001 aloperalt, aloperalt-N versus IR-kontroll, IR-kontroll-N, I-PerC, I-
PerC-N; b: p<0,01 aloperalt, aloperalt-N versus I-PerC; c: p<0,05 I-PerC
versus IR-kontroll, IR-kontroll-N; d: p<0, 05 001 aloperalt, aloperalt-N versus
I1-PerC; e: p<0,01 I-PerC versus IR-kontroll, IR-kontroll-N; f: p<0,05 I-PerC emelkedett az IR-kontroll
versus I-PerC-N.

reperfizid alatt az artérids

kdzépnyomas ugyan

csoportokban, de a 60
perces megfigyelés alatt nem érte el az aloperalt csoport értékeit. A reperfiizié kezdete utan
30 perccel az I-PerC csoport kdzépnyomas értékei szignifikansan (p<0,05) magasabbak
voltak az IR-kontroll csoporttal térténd Osszehasonlitasban. Egy oraval a reperfuziot
kovetden az [-PerC csoport artérias kozépnyomasa szignifikdnsan magasabbnak mutatkozott

a megfelel6 végtagi denervalt csoporthoz Iépest (I-PerC-N) (44. abra).

5.10.2. Mdj mikrocirkuldcié vizsgdlata

A kisérletek soran nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az aloperalt csoportok

crer

(dloperalt, aloperalt-N) mikrocikulacigjanak tekintetében. A négy IR csoport
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N
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0 . / / 60 120 , ., . , i
1d6 (perc) reperfuzios teriilet és a platod

maximum értékek
45. abra M4j mikrocirkulacio

szignifikans javitasara az IR-
kontroll csoporttal torténd Osszehasonlitdsban. Ezen elényds valtozds nem volt

megfigyelhetd a végtagi denervacion atesett (I-PerC-N) csoportban (45. abra, 10. tablazat).

10. tablazat Mé|' mikrocirkulicio

100,78 99,45 28.59 30,58 55,89 32,62
RA (%) | 11,79 +1,32 +13,61a |+1624a +14,18be | 12,99 a
97.98 08,83 34.95 40,01 7111 42.89
MP (%) | 14,75 +3.43 +1544a | £1527a +16,52bc | +8.81a
a: p<0,001 versus aloperalt, aloperalt-N; b: p<0,01 versus aloperalt, aloperalt-N; c: p<0,05 versus IR-kontroll, IR-kontroll-

N, I-PerC-N

5.10.3. Mdj fénymikroszkpos vizsgdlata (morfometria)

50 - Feltling szovettani eltérések az aloperalt

40 4 = 8 a csoport (aloperalt, aloperalt-N) allatainak

% o metszetein nem voltak megfigyelhetéek. A

E - necrosis morfometria vizsgalata szerint a

2 - perkondicionalas képes volt csokkentetni a
10 -

szoveti karosodas mértékét az IR-kontroll

o;e‘b* ‘b@‘ 4 ‘(o\\x‘ < e&x\ csoportokkal Gsszehasonlitva (p<0,01). A

R &* ¢ kondicionalast megel6z6 idegatmetszés (I-

46. dbra a: p<0,01 versus aloperalt aloperalt-N; b: PerC-N) szignifikdnsan magasabb méajszoveti karosodast
p<0,05 versus aloperalt, aloperalt-N; c: p<0,05 versus . . .
IR-kontroll, IR-kontroll-N, I-PerC-N. eredményezett az [-PerC csoporttal 0sszehasonlitva (p<0,01)

(46. abra).
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5.10.4. Laboratériumi paraméterek vizsgalata (ASAT, ALAT)

Huszonnégy ora reperfuziot kovetéen az IR karosodott csoportok szérum
transzamindz értékei szignifikdnsan emelkedettek voltak. Az ALAT vonatkozasdban
szignifikansan magasabb (p<0,01) szinteket mértiink az IR, IR-N, és I-PerC-N csoportban
az aloperalt és aloperalt-N csoportokkal dsszehasonlitva. Az [-PerC csoport tekintetében a
szérum ALAT emelkedése szignifikdnsan enyhébb volt, mint a tovabbi hdrom IR karosodott
csoport esetében. Az ASAT felszabadulasi karakterisztikdja mindettdl eltéronek bizonyult,
egy szignifikans emelkedés (p<0,01) volt lathatd mindegyik IR karosodott csoportban az
aloperalt csoportokhoz képest. Mindazonaltal az I-PerC kezelésnek nem volt hatisa az

ASAT szintekre (47. abra).
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47. abra Szérum transzaminaz szintek meghatarozasa. a: p<0,01 versus aloperalt, aloperalt-N; b: p<0,05 versus
aloperalt, aloperalt; c: p<0,05 versus IR-kontroll, IR-kontroll-N, I-PerC-N.

5.10.5. Redox homeosztdzis meghatdrozdsa (mdj szévet)

A kemilumineszcens intenzitas és ezzel aranyosan a szdveti szabadgydk tartalom 24
ora reperfuziot kovetden szignifikdnsan emelkedettnek bizonyult mindegyik ischaemia-
reperfuzidoban részesiilt csoportban az aloperalt csoportokhoz képest,. Ugyanakkor, az I-
PerC kezelés képes volt erdteljes csokkenést elérni a majhomogenizatumban mért
szabadgyok szintek tekintetében a tovabbi harom IR csoporthoz képest (p<0,01). Egy
bonyolultabb mintazat volt 1athaté a kiillonboz6 szdveti antioxidans kapacitasrol tajékoztatd
paraméterek tekintetében. A globalis redukaloképesség értéke szignifikdnsan lecsokkent az
IR-kontroll, IR-kontroll-N, I-PerC-N csoportokban az aloperalt allatok értékeihez képest
(p<0,01). Az I-PerC csoportban egy megdrzottebb globalis antioxidans védelmi vonal volt

megfigyelhet6 a tovabbi harom IR csoporttal 6sszehasonlitva (p<0,01).
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11. tablazat Redox homeosztazist |’ellemZ(’i iaraméterek.

Szabadgyik 6,4 6,9 229,2 202,3 131,8 194,9
(RLU%) +10,5 | +11,7 +16,12 | 420,32 | +20,8% | +16,7%
Redukaloképesség | 1813 | 1716 128,8 134,6 163,4 131,3
(ngAA/ml) +20,3 +9,2 +11,99 | 49,09 | +12,8¢F | +13,6¢
SH-csoportok | 9646 | 9279 480,9 486,8 768,8 594,3
(umol/L) +108,3 | +89,7 +80,9% | £138,52 | £92,89" | +74,9°
H*-donor 657 | 639 47,4 45,7 59,8 56,4
kapacitas +52 +9 4 +6,5 ¢ +9.6 ¢ +7,5 " +6,7
(gatlas%)

RLU - relative light unit; a: p<0,001 versus aloperalt, aloperalt-N; b: p<0,01 versus IR-kontroll, IR-kontroll-N, I-PerC-N;
C: p<0,05 versus IR-kontroll, d: p<0,01 versus aloperalt, aloperalt-N; e: p<0,01 versus IR-kontroll, I1-PerC-N; f: p<0,05
versus IR-konroll-N; g: p<0,05 versus aloperalt; h: p<0,01 versus IR-kontroll, IR-kontroll-N

Megjegyzendd, hogy a szoveti redox-homeosztazisrdl globalisan tajékoztatd
paraméterek (luminometria, redukaloképesség) tekintetében nem taldltunk szignifikdns
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 kapacitds csokkenés
volt lathato az IR-kontroll és IR-kontroll-N csoportokban az aloperalt csoportokhoz képest.
Az |-PerC csoportra jellemzd H'-donor kapacitas értékek szignifikdnsan (p<0,05)
magasabbak voltak az IR-kontroll-N csoporthoz képest, az IR-kontroll csoporttal 6sszevetve
viszont nem volt szignifikans az eltérés (p=0,062). Az I-PerC és I-PerC-N csoportokra
jellemz6 H'-donor kapacitas értékek nem kiilonboztek szignifikansan sem egymastol, sem
pedig az aloperalt csoportok értékeitdl. Részben hasonld mintédzat volt lathatd a thiol-
csoportok mérése kapcsan is. A végtagi denervalds nem eredményezett szignifikans
csokkenést a thiol-csoportok értékeiben (p=0,079). Mindazonaltal elmondhatd, hogy az I-
PerC-N csoport értékei nem tértek el jelentésen (p>0,05) az IR-kontroll és IR-kontroll-N

csoportra jellemz6 atlagtol (11. tablazat).

5.11. Maj ischaemia-reperfuzio vizsgalata - Levosimendan
elokezelés vizsgalata

- 1 6ra ischaemia + 6 ora reperfuzio, levosimendannal -

5.11.1. Artérias kézépnyomads meghatdrozasa

Az egyszerli aloperadlt csoportban az artérias kozépnyomdas nem valtozott

szamottevfen a vizsgalt iddszakban. Levosimendan adagolds soran fokozatos
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vérnyomascsOkkenés volt megfigyelhetd az aloperalt éallatokhoz képest. A 60 perces
ischaemia alatt a vizsgalt hemodinamikai paraméterek egyik csoportban sem valtoztak
szignifikansan az azt kozvetleniil megel6z6 értékekhez képest. A reperfuzio kezdetén az IR-
kontroll csoportokban szignifikans vérnyomasesés volt megfigyelhetd. Ezek mélypontja kb.
5-10 perccel a reperfuzio kezdete utanra tehetd, majd a vérnyomas lassu normalizalodasnak
indult, de egy 6ran beliil nem érte el teljesen az ischaemia eldtti értékeket. A levosimendan
kezelt csoportokban a reperfuzio kezdetén tapasztalhatd vérnyomasesés nem volt
szignifikans az ischaemia el6tti értékekhez képest és a reperfizié elsé orajanak végére ismét
elérte azt. A kiillonbozo latenciaju elokezelések (IR+Lev-1, IR+Lev-24) tekintetében ezen

dinamikat illetéen nem mutatkozott kiilonbség.

5.11.2. Mdj mikrocirkuldcio vizsgdlata

Az aramlasi gorbéi alapjan mind a miitét elott kozvetleniil (IR+Lev-1), mind a 24

oraval korabban végzett (IR+Lev-24) levosimendan eldkezelés szignifikans javuldst

crer

(48. abra).
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48. abra M4j mikrocirkulacié 1 éras levosimendan elokezelést kovetden (bal), illetve 24 6ras levosimendan el6kezelés
utan (jobb).

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

Az aloperalt csoportokban normal szoveti kép volt megfigyelhetd, helyenként enyhe
szinuszoidalis tagulattal. Az IR-kontroll csoportban (IR-1) Gsszefiiggd teriileteket érintd,
jelentds mértékli necrosis jott 1étre. Jellemzd 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 teriiletek mutatkoztak a reperfuzidé 24. 6rajanak végén. Ennek
megfelelden szoveti bevérzés nem volt jellemzd, és a leukocytas besziirédés is kisebb

mértékll volt (score: 7,8 pont; p=0,089 versus IR-1). Az ischaemiat 24 6raval megel6zd
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elokezelést kovetéen az IR-kontroll csoport (IR-24) metszeteiben nagy, Osszefliggd
teriileteket érint6, szamos helyen bevérzett necrosis mutatkozott, szamottevé leukocytas
beszlirédés kiséretében (score: 12,3 pont). A 24 o6raval korabbi levosimendan kezelt
(IR+Lev-24) csoporthan egy-egy nagyobb kiterjedésti necrotikus teriilet mellett inkabb
fokalisan megjelend sejtelhalas volt jellemzd. Az IR-kontroll éallatokhoz képest csupan
kisebb mértékii szoveti bevérzés €s enyhébb gyulladasos beszlirddés alakult ki (score: 7,9

pont; p=0,021 versus IR-24) (49. abra).

49. abra Reprezentativ maj szévettani képek (HE, 20x)

Az IR kérosodott csoportokban, a HE-festett szovettani metszeteken lathato necrotikus
zonaknak megfeleléen kiillonboz6 kiterjedést, diffiz TUNEL-pozitivitasu teriiletek
abrazolodtak. Mind az 1 o6ras, mind a 24 oras levosimendan elOkezelést kovetden
megfigyelhetd volt ezen demarkalodott teriiletek kiterjedésének szignifikans csokkenése az
adott kategdria IR-kontroll csoportjdval szemben (p<0,05). Az aloperalt allatok esetében

demarkéaciora utal6 festddést nem talaltunk (50. abra, 12. tablazat).
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50. abra Reprezentativ maj szovettani képek (TUNEL immunfestés, 20x).

Mindkét kezelési iddablak esetén a szumméaciosPAR-pozitivitas szignifikans

csokkenését lattuk a levosimendan kezelt csoportokban (p<0,05) (12. tablazat).

12. tablazat TUNEL és PAR immunfestést jellemzé értékek.

TUNEL

pozitiv

teriiletek 0 0
arany (%)
PAR pozitiv
teriiletek - - 6,3+0,8 | 1,5+0,3* - 17,3¥1,9 | 1,6+£0,5*
arany (%)

5,740,9 | 1,240,6* 0 15,7¢1,3 | 1,2+0,7*

* p<0,05 versus IR-kontroll
5.11.4. Laboratoriumi paraméterek vizsgalata (ASAT, ALAT)

Az alanin-aminotranszferaz szérumszintje az aloperalt csoportok esetében a normal
tartomanyon belill mozgott, mig IR karosodast kdvetden szignifikansan magasabb értékeket
ért el. Levosimendan kezelést kovetden mind a két kezelési iddablakban szignifikdnsan
csokkent a szérum transzaminaz szint a megfeleld IR-kontroll csoportokhoz képest. Az
aszpartat-aminotranszferaz szérumszintje minden csoportban meghaladta a normal értéket.

Feltiind, hogy a mitét elétt 24 oraval eldkezelt IR karosodott csoportokban elért
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szérumszintek joval magasabbnak adddtak a 1 6ras eldkezelt csoportokhoz képest. A 24 oras
levosimendan eldkezelést kovetden kialakuldo ASAT-emelkedés ugyanakkor szignifikdnsan

alacsonyabb a kezelési ablak IR-kontroll csoportjaban tapasztalthoz képest.

5.11.5. Redox homeosztdzis meghatdrozdsa (mdj szovet)

A luminometrias 0ssz-scavanger kapacitds tekintetében mind a szérum, mind
majhomogenizdtum mintdkbol végzett vizsgalatok eredményei a szabadgyok koncentracio
szignifikans emelkedésére utalnak az IR kéarosodott csoportokban az aloperalt csoportokhoz

képest.

13. tablazat Redox homeosztazist jellemz6 paraméterek.

| szérum | 438 4,4 12,07 | 851 3,77 9,69 6,71

E | (RLU) | %168 |+2,15 |+277 |=+2,62* |+3,03 |+235 |+3,74

=

2 | maj 2125 2835 |8215 |6673 |2439 |7512 |5634

E (RLU) | 1,95 |£18,55 |+1324 |+4,63 |+6,74 |+17,15 |+7,34
0,043 0023 |0030 | 0045 |0023 |0,034

szabad Sz | -

oH. +0,018 | £0,007 | £0,007 |+0,006 |£0,009 |=0,019

csoportok 0077 |0063 |0041 |0061 |0055 |[0,043 |0,051

(mmol/L) | m
+0,02 +0,015 | +0,011 |+0,018* | £0,008 | +0,016 | +0,012*

64,01 40,66 51,28* | 58,01 38,75 47,83
SZ | -

H-donor +8,95 +9,38 +7,03 +9.20 +8,02 +11,05
kapacitas

(inhib, %) 44,35 40,94 14,77 18,68 45,37 18,74 23,13
+4.,95 +6,33 +2,61 +3,52 +6,96 +2,49 +4,48

0,38 0,54 0,79 1,13 0,66 1,08

redukald +0,23 | £0,13 | £0,20% | 0,53 | 0,34 |=+0,13*
képesség
(AAE) 303 644 | 266,4 | 1486 |220,1 |317,8 [207.4 |2487
m 2
53 34,0 | 41,1 | £22,5% |£16,6 |+27.5 |£364

RLU - relative light unit; sz - szérum; m - m4j; * p<0,05 versus megfelelé IR csoport

Az IR-kontroll csoportokkal 0Osszevetve a levosimendan adéasat kovetden a

majhomogenizatumban kemiluminometridval mérheté szabadgyokok mennyisége mind a
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két kezelési iddablakban csokkend tendenciat mutatott. A szérummintadkban 24 Oras
elokezelés esetében szintén csokkend tendenciat latunk, mig az 1 orés el6kezelést kdvetden
szignifikansan jobb antioxidans kapacitas valoszinlsithetd a levosimendan csoportban az

IR-kontroll csoporthoz képest (p=0,03).

A szérum redukald képesség értéke mindkét iddablakban szignifikdnsan javult
levosimendan kezelést kovetden az IR-kontroll csoportokhoz képest. A majhomogenizatum
mintdk vonatkozasdban a javulds csak az 1 O6rds elokezelésre nézve mutatkozott
szignifikansnak (p=0,01). A fehérjékhez kotott antioxidans tulajdonsagra utalod szabad SH-
csoportok esetében a majhomogenizdtum mintdkban tapasztaltunk szignifikans javulést a
levosimendan Kkezelt csoportokban az IR-kontroll csoportokhoz képest, mig a
szérummintadkban csupdn javul6 tendencia volt lathat6. A fehérjéktol fliggetlen antioxidans
kapacitast jelz6 H*-donor aktivitds az 1 oOras levosimendan kezelést kovetden mutatott
szignifikans javulast a szérumban (p=0,048), mig a majhomogenizatumban, illetve a 24 6ras

kezelés esetében csupan javuld tendenciat lattunk (13. tablazat).

5.11.6. HSP-72 szint meghatdrozdsa

Az ischaemia-reperfizion atesett csoportok mindegyikében a HSP-72 expresszid
szignifikans — &loperalt csoportokhoz képest 2-3x-0S — emelkedését tapasztaltuk. A
levosimendan kezelés sem Onmagaban, sem IR karosodas el6tt alkalmazva nem

eredményezett valtozast a HSP-72 expresszio mértékében.

5.11.7. Eletképesség meghatdrozds (NBT)

Az NADH-tetrazolium enzimhisztokémiai reakcio, azaz NBT-enzimhisztokémia, a
szoveti €letképességre utal a funkcionald mitokondriumok kimutatasan keresztiil. A ,,hosszl
latenciaval” el6kezelt aloperalt csoportban szignifikansan alacsonyabb aranyban voltak jelen
funkcionélé mitokondriumok, mint az egyszerti dloperalt allatok esetében (p=0,024), mig a
,»rovid latenciaja” aloperalt csoport csak csokkend tendenciadt mutatott (p=0,104). Ezen
tulmenden, minden ,,hosszu latencidju” IR karosodott csoport szignifikdnsan alacsonyabb
festddést mutatott az azonos kezelésben részesiilt ,,rovid latenciaju” csoporthoz képest
(p<0,05). Ez direkt mdédon utal a csokkent majszoveti viabilitasra a ,,hosszu latenciaval”
kezelt csoportokban. Az IR karosodott csoportokat dsszehasonlitva azt talaltuk, hogy a miitét
elott 24 oraval adott levosimendan kezelést kovetden szignifikansan nétt az NBT-pozitiv

tertiletek aranya (p=0,003) az IR kontroll csoporthoz képest, mig a kozvetleniil miitét elott
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alkalmazott levosimendan eldkezelés esetében javuld tendencia volt megfigyelhetd

(p=0,14).

5.12. Mdj ischaemia-reperfuzio vizsgalata - "Rovid latenciaju”

glutamin el6kezelés (Glu-R) vizsgalata

- 1 6ra ischaemia + 6 dra reperfuzié, glutaminnal -

5.12.1. Artérias k6zépnyomads meghatdrozasa

Az aloperalt csoport esetében az artérias kozépnyomds nem mutatott szamottevo

ingadozast a vizsgalt idészakban. Az IR-kontroll és a Glu-R csoportban az ischaemia soran

nem joOtt 1étre szignifikans valtozds a szisztémas hemodinamikai paraméterekben. A

reperfuzid kezdetén azonban mindkét csoportban szignifikdns vérnyomadsesés volt

tapasztalhato.

5.12.2. Mdj mikrocirkuldcié vizsgdlata

Az aloperalt allatok mdjmikrocirkulacidja szdmottevé mértékben nem valtozott a

kisérlet alatt. Az IR-kontroll csoportban szignifikans mikrocirkulacidés karosodas volt

megfigyelhetd a reperfiizié alatt az aloperalt allatok értékeihez viszonyitva. A glutamin
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51. abra M4j mikrocirkulacio.

elékezelés szignifikans
mértékben képes volt javitani
a ma keringését az IR-
kontroll csoporthoz képest,
mely alapjdul a  mért
eredmények szolgalnak
(aloperalt, IR-kontroll, Glu-
R): Reperfuzios teriilet: 101,1
(= 4);303 (= 11)*; 53 (=

14)# és platé maximum: 99,5

(2);35(F9)*; 50 (= 15)#, ahol * p<0,05 IR vs aloperalt; # p<0,05 Glutamin vs IR-

kontroll (51. abra).
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5.12.3. Mdj metszeteinek fénymikroszkpos vizsgdlata (HE, TUNEL, caspase-3)

A metszetek elemzése alapjan az aloperat csoport allatainak majaban kéarosodasra
utalo eltérések nem voltak lathatok. Az IR-kontroll csoportban vénatagulat, periportalis
neutrophyl infiltracid, vacuolas degeneracid és féleg centrilobularis lokalizacioju fokalis
necrosis jelei voltak megfigyelhetdek (score: 19 pont). A Glu-R csoportban csokkent a
gyulladésos sejtes besziirddés €s a szoveti destrukcid mértéke. Necrosisra utald jelek
gyakorlatilag nem mutatkoztak a metszeteken, inkabb apoptotikus Councilman-testeknek
imponalo, zsugorodott sejtek jelentek meg a sulyosabban karosodott teriileteken (score: 14

pont; p<0,05 versus IR-kontroll).

TUNEL-immunhisztokémia segitségével az aloperalt csoportban tapasztalt 1,6 %o
pozitiv sejt ardny megfelel az érintetlen szovetek vizsgéalata soran detektalt adatoknak. Az
IR-kontroll csoportban a necrotikus teriiletek kihagyasaval a megszamolt sejtek 26,5 %o-e
mutatott TUNEL-pozitivitdst, a Glu-elokezelt csoportban ez az arany valamelyest
magasabb: 31,9 %o. Szignifikans kiilonbség 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-eldkezelt

csoportban (28,9 %o), az IR-kontroll csoporthoz (15,4 %o) képest.

5.12.4. Laboratoriumi paraméterek vizsgalata (ASAT, ALAT)

Az ischaemia-reperfiizion atesé allatokban a szérum transzaminaz szintek
szignifikans mértékben megemelkedtek az aloperalt csoport értékeihez képest. A glutamin

eldkezelés szignifikans mértékben képes volt csokkenteni a fenti valtozast (p=0,045).

5.12.5. Redox homeosztdzis meghatdrozdsa (mdj szovet, szérum)

Az antioxidans statuszrol Osszességében elmondhatd, hogy glutamin kezelést
kovetden javulas volt tapasztalhato az IR-kontroll csoporthoz képest. Ez kivaloan tiikrozédik
a globalis majszoveti antioxidans statuszt vizsgald luminometrids dssz-scavenger kapacitas
tekintetében (p=0,03). A Glu-R csoport majhomogenizatum mintaiban szignifikansan
kisebb aranyban kimutatott szabadgyokok hatterében elsGsorban a szabad SH-csoportok
koncentraciojanak szignifikans emelkedése (p=0,039) allhat, mig a H"-donor kapacitas és a
teljes redukalo képesség tekintetében csupan javulo tendenciat volt lathatd. A szérum mintak

antioxidans kapacitasat vizsgald paraméterek koziil a teljes redukalo képesség (p=0,042) és

a szabad SH-csoportok (p=0,037) tekintetében szignifikans javulast tapasztatunk a glutamin
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el6kezelt csoportban, mig a H*-donor kapacités esetében javulo tendenciat mutatkozott (14.

tablazat).

14. tablazat Redox homeosztazist jellemzé paraméterek.

luminometrias 6§s?- 0,476 12,765 8,147
scavenger kapacitas - 40.065 — +0,76 — 40.960
(RLU) ’ 8 ’

redukalé képesség 1,123 189,2 0,55 93,1 0,98 104,1
(AAE) +0,053 | £16,23 | +0,02 | £14,3 | £0,026 +17,40
H-donor kapacitas 36,45 | 53,31 | 46,21 | 38,21 | 50,582 41,94
(inhib. %) +4,76 | £3,18 | +4,63 | £4,12 | 7,23 +1,12
szabad SH-csoportok | 0,870 3,89 0,321 1,65 1,487 2,275
(mmol/L) +0,09 +0,6 | 0,045 | +£0,3 | +0,086 +0,084

5.12.6. TNF-a-szint meghatdrozdsa

A szérumban detektalt TNF-o-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.

5.13. Mdj ischaemia-reperfuzio vizsgalata - "Hosszu latenciaju”
glutamin (Glut-H) el6kezelés vizsgalata

5.13.1. Artérids kézépnyomds meghatdrozdsa

Az éloperalt csoport esetében az artérids kozépnyomas nem mutatott szamottevo
ingadozast a vizsgalt idészakban. Az IR-kontroll és a Glu-H csoportban az ischaemia soran
nem jott 1étre szignifikans valtozas a szisztémas hemodinamikai paraméterek tekintetében.
A reperfuzio kezdetén mindkét csoportban szignifikdns vérnyomasesés volt tapasztalhato
(pir=0,035; pciu-H=0,039). Késébb az artérias kozépnyomas folyamatos lassti emelkedésnek
indult. Ertéke az elsé ora végére megkozelitette a kiindulasi kozépnyomas értékét. Az IR-

kontroll és Glu-H csoport kozott szignifikans eltérés nem mutatkozott.
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5.13.2. Mdj mikrocirkuldcié vizsgdlata

Az aloperalt allatok méjanak mikrocirkuldcidja a vizsgalat egész id6tartama alatt
konstansnak mutatkozott. Az ischaemia eldtti alaparamlas tekintetében nem tapasztaltunk
kiilonbséget az egyes csoportok kozott. Ugyanez mondhato el az ischaemias dramlasrol az
IR-kontroll és a Glu-H csoportok esetében. Az ischaemia-reperfiizion atesett csoportok
mikrocirkulacidja a reperfizid alatt az aloperalt csoport értékeihez képest erdsen
szignifikansan alacsonyabbnak adodott (p<0,01). Ugyanakkor a reperfuzidos gorbéket
Osszehasonlitva, a Glu-H csoportban javulé tendenciat lattunk az IR-kontroll csoporthoz

% képest (RT: p=0,096; PMio:

dloperdlt | n=0,084) (49. abra). Ezen
100 M—WWW

eredmények rendre (aloperalt, IR-

é " kontroll, Glu-H): Reperfuzios
£ . O] terillet: 982+3.8 ;5 19,3+4.4%
g ] 30,8+10.4# &5 platé maximum:
IR-kontroll

N 97,452 5 23,2£11.4*
| Ischaemia Reperfizié 40,9i27,5#, ahol * p<0,05 IR vs

10 70 130

Ido (perc)

aloperalt; # p<0,05 Glutamin vs
IR-kontroll (52. abra).

52. abra M4j mikrocirkulacio.

5.13.3. Mdj fénymikroszkopos vizsgdlata (HE, Sudan 1V, TUNEL, PARP)

Az aloperalt csoport szovettani metszetei karosodast nem, vagy csak igen enyhe
szinuszoidalis tdgulat formajaban mutattak. Az IR-kontroll csoportban jelentds mértékii
szoveti degeneracid volt megfigyelhetd, melyek {6 jellemzdiként intracelluldris
vacuolizacid, periportalis neutrophyl infiltracio, szoveti bevérzés, valamint necrosis volt
megfigyelhetd (score: 12,4 pont). A Glu-H csoport esetében a szdveti karosodas
szignifikansan alacsonyabbnak mutatkozott az IR-kontroll csoporthoz képest (score: 10,2

pont, p = 0,047) (53. abra).
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53. abra Reprezentativ maj szovettani képek (HE, 20x).
A zsiros degeneracio kimutatasara Sudan IV festést végeztiink. A Glu-H csoportban
jelentésen kisebb teriiletek mutattak érintettséget az IR-kontroll csoporthoz képest, mig az

aloperalt csoportban pozitiv festddés csak elszortan volt lathato (54. abra).

54. abra Reprezentativ maj szovettani képek (Sudan IV festés, 20x).

A TUNEL pozitivitasnak megfelelden jol elkiiloniilo, demarkalt teriiletek kiterjedése
szamitogépes analizis segitségével szamszerisithetd: méretilket a vizsgalt teljes
lebenyteriilet szazalékos aranyaban fejeztiik ki. Mig az aloperalt csoportban nem jott 1étre
demarkacio (0%), az IR-kontroll csoportban Kiterjedt pozitiv fest6dést mutatéd teriiletek
jelentek meg (14,9%). A Glu-H csoportban a demarkalt teriiletek aranya szignifikdnsan
kisebbnek mutatkozott (4,2%; p=0,023) (55. abra).

aloperalt

55. abra Reprezentativ maj szovettani képek (TUNEL immunfestés, 20x).
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A poly-ADP-rib6z polimeraz (PARP) immunfestés alapjan az aloperalt csoportban
kiilonallo sejtekben igen ritkan jelent meg PAR-pozitivitds (0%), mig az ischaemian atesett
csoportokban kiterjedt pozitiv teriiletek mutatkoztak. Ugyanakkor a Glu-H csoportban
szignifikansan kisebb volt a demarkalodott teriiletek mérete (IR-kontroll: 16,9%; Glu-H:
4,8%; p=0,027). A PAR-pozitiv teriiletek mérete jol korrelalt a TUNEL reakcidval kapott

eredményekkel.

5.13.4. Laboratoriumi paraméterek vizsgalata (ASAT, ALAT)

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

5.13.5. Redox homeosztdzis meghatdrozdsa (madj szovet, szérum)

A globalis antioxidans statuszt leird6 paraméterek koziil a luminometrias 0ssz-
scavenger kapacitas a glutamin el6kezelés hatdsaira mind a szérum-, mind a
majhomogenizatum-mintakban szignifikansan 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 m4j antioxidans statuszanak tovabbi vizsgalatira a homogenizatum mintakbol végeztiink
spektrofotometrias méréseket. Osszefoglaléan elmondhatd, hogy glutamin el6kezelés
hatasara szignifikansan javult a szoveti redox homeosztazis. Az IR-kontroll csoporthoz
képest a Glu-H csoportban szignifikans emelkedés volt megfigyelheté a szabad SH-
magasabb volt a glutamin el6kezelt csoportban, mint az IR-kontroll csoport esetében
(p=0,02). Ugyanakkor a majszoveti redukald képesség nem mutatott szignifikdns javulast az

IR-kontroll csoporthoz képest (p=0,08) (15. tablazat).
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15. tablazat Redox homeosztazist |’ellemZ(’i iaraméterek.
luminometrias szérum 564219,9 2698404,9 1102854,5
ossz-scavenger (RLU) +230552,1 | +£1300564,1 | +362887,8*
kapacitas
maj 545082,3 4806672,5 1906994,0
(RLU) +258924,5 | £647777,5 +206511,0%*
spektrofotometria | szabad SH- | 0,069 0,026 0,079
csoportok (mmol/L) | 14 13 0,005 +0,011*
H-donor kapacitas | 42,2 34,3 414
(inhib. %) +5,0 +4.5 +2,1%
redukalo képesség | 385,4 320,6 382,1
(AAE) +47.2 +55,9 +41,9

5.14. M3j ischaemia-reperfuzio vizsgalata - PJ-34 el0kezelés
vizsgalata

5.14.1. Artérids kézépnyomds meghatdrozdsa

Az artérids kozépnyomas tekintetében az ischaemia el6tt nem volt érdembeli
kiilonbség a vizsgalati csoportok kozott. A majkirekesztés szignifikans kozépnyomas
csokkenést eredményezett az IR-kontroll- és PJ-34 csoportokban. A reperfiizio alatt azonban

mindkét csoport esetén helyredllt a kezdeti, ischaemidt megel6zd artérids kozépnyomas.

5.14.2. Mdj mikrocirkuldcié vizsgdlata

A mdj mikrocirkulaciot tekintve nem volt szamottevd kiilonbség a vizsgalati
csoportok kozott az ischaemiat megel6zden. A reperfizid kezdetén az ischaemian atesett
csoportokban jelentds aramlas csokkenés kovetkezett be. KésObb a maj mikrocirkulacioja
fokozatosan felépiilt, mely mértékét a PJ-34 eldkezelés szignifikdnsan javitotta az IR-

kontroll csoporthoz képest (p<0,05) (56. abra).
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56. abra. abra Maj mikrocirkulacio.

5.14.3. Mdj fénymikroszkopos vizsgadlata (HE, TUNEL)

A rutin szOvettani elemzés (HE festés) soran az aloperalt allatok metszetein érdemi
eltérés nem volt lathato. Az IR-kontroll csoportban az ischaemia-reperfuzio jelentds szoveti
elvaltozasok kialakuldsdhoz vezetett, ugymint sinusoidalis dilatacid, vacuolizacio,
periportalis lymphocytds infiltracio, illetve kisebb-nagyobb kiterjedésti, dontden
centrolobularisan elhelyezkedd necrotikus sejtelhalas. A PJ-34 kezelés jelentds mértékben

csOkkentette a szoveti destrukcio és gyulladas mértékét.

TUNEL immunfestés soran a sejtek 1,2%o. mutatott pozitiv festddést az aloperalt
csoport allataiban. Az ischaemia-reperfiizion atesett csoportokban a TUNEL pozitiv sejtek
szama szignifikans mértékben megemelkedett az alloperalt csoporthoz képest. PJ-34
eldkezelés hatasara azonban a pozitiv festddést mutatd sejtek szdma szignifikdnsan
magasabb értéket ért el (46,83%o), mint az IR-kontroll csoportban latottak (15,74%o) (57.
abra).

aloperalt IR-kontroll : PJ-34

Nasid

S .
\ s
- a0

57. abra Reprezentativ maj szovettani képek (TUNEL immunfestés, 20x).
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5.14.4. Laboratoriumi paraméterek vizsgdlata (ASAT, ALAT)

A szérum transzaminaz szintek szignifikdns mértéken megemelkedtek az IR-kontroll
¢s PJ-34 csoportokban az aloperalt 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).

5.14.5. Redox homeosztdzis meghatdrozdsa (mdj szévet, szérum)

A redox homeosztazist jellemzd szérum paraméterek tekintetében nem mutatkozott
szignifikans kiillonbség a vizsgalati csoportok kozott. A mdj homogenizatumbol végzett
mérések sordn csupan az luminometrids Ossz-scavenger kapacitds mutatkozott
szignifikdnsan alacsonyabbnak az PJ-34 ecl6kezelés hatasara az IR-kontroll csoporthoz

képest (16. tablazat).

16. tablazat Redox homeosztazist jellemz6é paraméterek.

luminometrias ossz- 0,588 11,659 8,547
scavenger kapacitas | - — _
(RLU) +0,085 +0,176 +1,160*

redukalé képesség | 1,212 168,2 1,595 130,1 0,487 1471
(AAE) +0,062 | 8,200 |+0,112 |+4,300 |[=+0,026 |+4,400

H-donor kapacitas |3250 [51,31 [39,79 |4221 4582 |47,94
(inhib. %) 426 | +238 [+£300 [#212 |x623 |=xL12

szabad SH- | 0,270 1,389 0,576 1,169 0,487 1,275
csoportok (mmol/L) | 10,069 | 0,043 |+0,074 |+0,071 |=0,026 |=0,084

* p<0,05 versus IR-kontroll
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6. Megbeszélés

A fenti kisérlet sorozat elsé részében a szerzd az als6 végtagi ischaemids tolerancia
vizsgalata soran a kritikus ischaemia meghatarozasara, illetve ennek befolyasolasara
alkalmas technikak bemutatdsara, végiil az izomszovetben kialakuld reperfuzids
valaszjelenségek leirasara fektetett hangsulyt. Ezen modellek olyan kisérleti szituacioknak
tekinthetdek, ahol az IR karosodas ,.tiszta, klasszikus” formaja lathatd. Mas részrél, az also
végtagi akut verdér-elzarodasok egy jelends része nem miitéti szituacidhoz kotott, tehat
tervezett folyamat helyett heveny thromboembolias jelenségek klinikai megjelenése kapcsan
lép fel, igy befolyasolhatosaga elsGsorban a reperfuzido kezdetére korlatozodik. Ezzel
szemben, a szerz0 altal valasztott masik kisérleti elrendezésben a majszovet specialis szoveti
struktiurabol fakadoan, illetve a helyhez kotott macrophagok jelenléte kdvetkeztében egy
komplexebb IR karosodassal szamolhatunk. Az izomszovettel szemben, a méjszoveten
létrehozott ischaemids inzultus az esetek dontd hdnyadaban tervezett miitéti beavatkozas
része, ennek megfelelden a kisérletek sordn az ischaemias tolerancia perioperativ ndvelése

volt az elsddleges cél.

Jelen fejezetben attekintésre keriilnek az also végtag, illetve a m4j ischaemias
karosodasaval-, valamint karosodasaik kivédését célzd kondicionalasi technikakkal

kapcsolatos kovetkeztetések.

Az als6 végtagi akut ischaemia a végtagi perfuzid hirtelen csokkenését jelenti, mely
a végtag tulélését potencidlisan  veszélyezteti. Incidencidgja az  elfogadott
konszenzuskonferencia (Inter-Society Consensus for the Management of Peripheral Arterial
Disease (TASC I1)) szerint - tobb orszagos regisztert és kiilonb6z6 regionalis vizsgalatokat
tekintve - Osszességében koriilbeliil 140/millio fé/év. [225] Leggyakoribb etiologiai
tényezOk kozé tartozik a végtagi artériak, vagy bypass graft akut trombozisa, sziv eredetd,
vagy artérias betegség kovetkeztében kialakuldé thromboembolia, disszekcid vagy traumas
esemény. A végtagi akut artérias okkluziv betegségek, vagy szovédményeiknem megfeleld
idében vald felismerése €s a sziikséges beavatkozas elmaradisanak kovetkezményei akar
fatalisak is lehetnek. A szovédmények kozé tartozik a sulyos lokalis izomnecrosis
kovetkeztében kialakulo végtagvesztésen tul akar a tobbszervi elégtelenség is, tekintve, hogy
a keringés ujrainduldsaval a vazizomszovetbdl lokélisan felszabaduld gyulladasos
meditorok és szabadgyokok szisztémas szovodmények kialakulasahoz vezethetnek. A sziv-

, tido- és veseelégtelenségként, vagy éppen a koagulacios- €s gasztrointesztinalis rendszer
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komponenseinek sulyos foku karosodasaként manifesztalodd szovodmények nehezen
befolyasolhatoak, igy elsddlegesen a kialakulds valosziniiségének csokkentése a cél. Ennek
megfelelden jelentds klinikai igény all fenn az ischaemias karosodas mértékének pontos,
megfeleld idOben torténd megitélésére (€letképesség vizsgalat/NBT teszt), illetve a mar

kialakult ischaemias karosodas mértékének csokkentésére (PostC).

Vizsgalatainkat a rovid ideig tartdé (180 perc), esetlegesen tervezett miitéti
szitudcidban is eléforduld (az alsdvégtagi kirekesztéssel jard hasi nagyér-miitétek atlagos
hossza megkozelitheti a 120-150 percet), als6 végtagi izom ischaemia-reperfuziods
jelenségek, illetve azok befolyasolhatosaganak vizsgalataval kezdtiik. [226, 227] Kisérleti
modelliink felallitasakor egy olyan miitéti szituaciot kerestiink, melyben a reperfuzios
szindroma veszélye potencidlisan fennallt. Ezért eldkisérleteinkben (nem publikalt adatok)
3 kirekesztési idOt vizsgaltunk. A 90, 120 és 180 perces kirekesztési idOtartamok koziil
egyediil a 180 perces infrarenalis aortaokkluzi6 volt képes patkany modellben szamottevé
hemodinamikai valtozasokat létrehozni. Kozvetleniil a reperfuzid utan szignifikans
szivfrekvencia novekedés, illetve vérnyomas csokkenés volt detektalhatd, melyek altagosan
csupan 50 perc utan normalizalodtak. A szignifikans keringésmegingéas miatt valasztottuk
kisérleteink folytatdsara a 180 perces kirekesztési modellt, feltételezve, hogy ebben az
elrendezésben szamithatunk a szisztémas és tavoli szervi sz6védmények megjelenésére is.
Ennek megfeleléen kisérletiinkben az infrarenalis aortara felhelyezett mikroklippel
1étrehozott 3 ora ischaemia és 4-, 12-, illetve 24 ora reperfuziot kdvetden elsdként a lokalis
vazizom szovOdményeket vizsgaltuk a vazizom karosodasra specifikus markerek és
paraméterek  segitségével. A karosodds mérséklésére az egyik csoportban
posztkondicionalast végeztiink dsszesen 6 ciklusban, 10 masodperces, alternalo reperfiizios-

és reokklnuzios ciklusok

Vizsgalataink soran 4 ora reperfuzidt kovetden jelentds izomkarosodasra jellemzo
fénymikroszkopos morfologiai eltérés nem jelentkezett sem az IR, sem a PostC csoportban.
A kapott eredmények latszolag ellentmondanak azon korabbi kisérletes megfigyeléseknek,
miszerint 3 O6rds artérids érkirekesztés mar figyelemre méltd izomsejt karosodas
kialakulasahoz vezet. Wang és mtsainak patkany kisérletei soran a tourniquet
alkalmazasaval 1étrehozott 3 ora also végtagi ischaemia [228] 6déma, necrosis, intersticialis
bevérzések és neutrophil infiltracidé megjelenését eredményezte. Fontos kiilonbség az
emlitett és az altalunk felallitott kisérleti modellek kozott a kirekesztési technika. A jelen

kisérletben bemutatott infrarenalis aorta kirekesztés soran a jelenlévé kollateralis keringés
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¢s kovetkezetes végtagi rezidudlis perfuzid nagy szerepet jatszhat az izomrostok
¢letképességének megtartasaban, illetve a mérsékeltebb szoveti karosodas kialakulasaban.
A két kisérletes modell (infrarenalis aorta vs. tournique okozta kirekesztés)
Osszehasonlitasara ¢és a kollaterdlis haldzat jelentdségének kimutatasra a szerzd
munkacsoportja kiilon vizsgélatot is végzett, bizonyitva a tourniquet altal létrehozott
jelentésebb izom karosodast. [229] A rezidualis perfuzié megléte, valamint a végtagi
vazizomzat jelentOs ischaemia tolerancidjanak koszonhet6en tehat, a jelen elrendezésben
alkalmazott 180 perces infrarenalis kirekesztés nem tiint elegendé mértékiinek nagyfoka,
konvencionalis szovettani vizsgalatokkal is kimutathatd izomkarosodas létrehozasahoz a
reperfizio 4. 6raban. Ismert tény azonban, hogy a szdvettani eltérések idoben késobb, egyes
szerzok szerint legalabb 5 ora reperfuziot kovetéen valnak megfigyelhetévé. [230, 231] A
fentiekkel egybevagodan a késébbi reperfuzios iddpontokban végzett szovettani vizsgalatok
soran, 24 orat kovetden jelentds gyulladasos infiltracid volt megfigyelhetd az IR kontroll
csoportban, mely csupan a 72. o6rara normalizalédott. Ugyanakkor e lokalis gyulladasos
folyamatok kivédhetonek bizonyultak posztkondicionalas alkalmazasaval. Megfigyeléseink
egybevagnak mas kisérletes eredményekkel is, melyek igazoltak, hogy a posztkondicionalas
okozta gyulladas mérséklése a megdrzott endothel integritas és funkcid kovetkezménye. [22,
232] A kevéssé markans szovettani valtozasok ellenére az ischaemids inzultuson atesett
csoportokban az izomkarosodast jelzé szérum paraméterek, mint LDH és CK tekintetében
szignifikans emelkedés volt kimutathatd az aloperalt csoporthoz képest a reperfuzio 4.
orajaban, mely valtozasok a 24-72. 6rara normalizalodtak. Az IR és PostC csoport kozott e
paraméterek tekintetében azonban szignifikans kiilonbséget nem sikeriilt igazolni.
Feltételezhetéen a szOvettani vizsgalatok soran latott enyhe foku Gsszkarosodas nem volt

elégséges a protektiv hatas csoportok kozti kiilonbség fomajaban térténd megjelenéséhez.

Annak ellenére ugyan, hogy a rovid reperfiizids id6t (4 o6ra) nézve nem sikeriilt
jelentds hisztopatologiai elvaltozasokat kimutatni, a végtagi mikrocirkulacio tekintetében
mar érdemi kiilonbségek voltak megfigyelhetok az egyes kisérleti csoportok kozott. Mind
az IR, mind a PostC csoportban a reperfiizié elsd perceiben egy igen rovid, hyperaemias
majd hypoperfuzios epizdod mutatkozott, melynek feltételezheté magyarazatat a keringés
hirtelen megindulasat kovetd autoregulacidos mechanizmusokban, illetve mikrocirkulacios
diszfunkcioban kereshetjiik. E kezdeti valtozasokat kdvetden azonban a posztkondicionalas
hatasara az als6 végtagi keringés hyperaemias aramlassal stabilizalodott, mig az IR kontroll

csoportban hypoperfusio volt lathato. A kontroll csoportban megfigyelt perfiziozavar
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hatterében a kordbban ismertetett no-reflow jelenség allhat, mely az ischaemia
prolongalasaval jelentds mértékben képes hozzajarulni a szoveti karosodasok 1étrejottéhez.
A posztkondicionalas - feltehetdleg a lokalis gyulladds ¢és endothel diszfunkcio

mérséklésével - ezt az allapotot kivédhette, lehetoséget teremtve a végtagi vazizomzat

crer

Klinikailag is igen fontos tény, hogy alsé végtagi kirekesztést kdvetden a nagy
tomegli végtagizomzat IR karosodasa kezdetben lokalis karosodasokat, majd egy kontrolljat
vesztett, generalizalt gyulladasos valaszreakciot okozhat (SIRS). Ennek soran testszerte
neutrophil aktivacid ¢és kovetkezetes szabadgyok termelés, citokinek kaszkadszeri
felszabadulasa, endothel diszfunkcio, a kapillaris-permeabilitas novekedése figyelheté meg.
A fenti szisztémas gyulladasos folyamatok vizsgalatara a szérum TNF-a és IL-6 szintjeiben
A TNF-a és az IL-6 a szisztémas gyulladdsos vélaszreakcid két legfontosabb citokin
markere, melyek a gyulladasos kaszkad beinditasaban kulcsszerepet jatszanak a szisztémas
karosodasok létrehozasaban. [161] A fenti citokinek termelésében elsésorban a
fehérvérsejtek és endothel sejtek vesznek részt. [233, 234] Mig az IL-6 tobbnyire a szubakut
fazisban jelenik meg, addig a TNF-o mar a gyulladas akut fazisaban felszabadul. [58] A
TNF-o endothelsejt membranvaltozasokat okoz, melynek eredménye a kapillaris
ateresztOképesség novekedése, valamint megnoveli az IL-6, IL-8 és az MCP-1 (monocyte
chemotactic protein-1) citokinek expressziojat. [150] Korabbi kisérletek kimutattak, hogy a
posztkondicionalas képes csokkenteni mind a TNF-a, mind az IL-6 szinteket az IR
karosodas korai reperfizios fazisaban. [228] E megfigyelést sajat eredményeink csak
részben igazoljak. Kisérletiink sordn a posztkondicionédlas képes volt csokkenteni az IR
soran kialakulo, korai gyulladasos valaszreakciot jellemz6 TNF-a szintet, ugyanakkor az IL-
6 szintben nem tortént érdemi valtozas. A jelenség hatterében a vizsgalt reperfiizios periddus
(4 ora) rovidsége allhat, mely feltehetben nem volt elegendé az IL-6 expresszid

fokozodasahoz.

A megnovekedett reaktiv szabadgyok képz6dés ugyancsak kiemelt szerepet jatszik a
fenti generalizalt gyulladasos valasz 1étrejottében. Az oxigén szabadgyokoknek direkt
karosité hatasukon tul génaktivald szerepet is tulajdonitanak, melynek eredményeként a
gyulladésos citokinek termelddése tovabb fokozodik. A keringésben megjelend gyulladasos
mediatorok a PMN sejtek aktivaciojaval tovabbi szabadgyok képzodést indukalnak,

létrehozva a gyulladasos kaszkad és szabadgyok képzddés 6rdogi korét. Ezzel 6sszhangban
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sajat kisérletes eredményeink alapjan mind az IR, mind a PostC csoportokban
megemelkedett a szabadgyokok szérum koncentracidja, azonban a fenti véltozasokat a
posztkondicionalas szignifikans mértékben képes volt mérsékelni. Hasonlo eredményrol
szamoltak be Park és mtsai., akik kimutattak, hogy a posztkondicionalas hatasara csokkent
a PMN leukocyta akkumulacio és kovetkezményesen mérséklodott a reaktiv oxigén- és
nitrogén szarmazékok termelddése. [235] A posztkondicionalas hatdsmechanizmusat alapul
véve, az adenozin fontos szereppel bir a fenti folyamatban, mivel csokkenti az NF-xB
aktivitasat, ezaltal a legfontosabb gyulladasos citokin, a TNF-a expressziojat. [236, 237] Az
alacsonyabb mértékii gyulladasos mediator képzodés pedig mérsékli a neutrophil
leukocytakbol felszabadulo szabadgyokok mennyiségét. [238] Tovabba, az adenozin,
receptorain hatva aktivalja a protein-kindz C-t, mely a mitokondrialis membranra
transzlokalodva az ATP-szenzitiv K* csatornak nyitasat idézi eld, igy képes csokkenteni a
mitokondriumokbdl felszabadulé szabadgyok mennyiségét, illetve az intramitokondrialis

Ca?*-koncentraciot is. [239]

A fentiek alapjan megallapithato, hogy: (1) a posztkondicionalas alsé végtagi nagyér-
mitétek soran valo alkalmazasa soran az alsé végtagi keringés a reperfuzi6 alatt hyperaemias
aramlassal stabilizalodik. (2) A 3 oras kirekesztés ugyan az izomsejtekben nem eredményez
klasszikus szovettani (HE festés) vizsgalo eljarasokkkal detektalhatd, érdemi morfoldgiai
elvaltozasokat, ugyanakkor a posztkondicionalas képes a kialakuld lokalis gyulladasos
valaszreakci6 mérs€klésére, mely a reaktiv szabadgyok alacsonyabb intenzitast
képz6désben, valamint a korai gyulladasos valaszban szerepet jatszO TNF-a
felszabadulasanak a csokkenésében nyilvanul meg. A fentiekkel 6sszhangban kordbban
Charles [240], Guo [241], Liang [242], Mansour [243] és Sinay [234] is igazoltak a
posztkondicionalas als6 végtagi IR karosodas lokalis szovodményeire kifejtett jotékony
hat4sat. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a posztkondicionalas alkalmas modszer lehet
a nagytomegii als6 végtagi vazizomzatot érintd IR karosodast kdvetden fellépd tavoli szervi

szovédmények mérséklésére is.

A fenti megallapitasoknak megfelelden kisérlet sorozatunk kévetkezd 1épésében a

posztkondicionalas tavoli szervi szovodményekre kifejtett hatasat értékeltiik.

A nagyobb verdereken végzett érsebészeti miitétek utan igen gyakran észlelhetd a
vesefunkcio kiilonb6z6é mértékli besziikiilése. [244] Nyitott, hasi aorta-rekonstrukcios

miitéten atesett betegek 1-28%-anal alakul ki 4tmeneti, vagy akar tartos vesekarosodas, 1-
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5%-uknal akut veseelégtelenség. [66, 67, 245] A perioperativ veseelégtelenség
patomechanizmusa multifaktoridlis, oka lehet a vese ischaemids karosodasa, keringési
elégtelenség, valamint a végtagi izomszovet IR karosodasa soran elszenvedett

rhabdomyolysis kovetkeztében a keringésbe keriilt myoglobin okozta nephrotoxicitas.

Jelen kisérletiinkben minden végtagi ischaemian atesett allatnal valamilyen foku
vesefunkcios eltérés volt észlelhetd a posztoperativ idészakban. A vesekdrosodas szamszerii
jellemzéséhez és eredetének megismeréséhez tobbféle funkcids tesztet végeztiink. A
vesekarosodas legszembetlindbb markere a szérum kreatinin szint, mely az IR csoportban
tapasztalt kiugro értékhez képest a PostC csoportban szignifikdns mértékben csokkent,
amely a vesefunkcio kedvezobb alakuldsara utal a reperfizio els6 4 6rajaban. Ugyanakkor a
Kreatinin-szint nem alkalmas a vesefunkcié tovabbi, idobeli kdvetésére, tekintve, hogy ezen
allatok a posztoperativ idészakban egészséges tarsaiknal 1ényegesen kevesebbet mozognak
¢és taplalkoznak, igy a szérum kreatinin-szintje a kivalasztastol fiiggetleniil is csdkkenhet.
Tovabbi, ,,globalis” vesefunkciot jelzé, szamitott érték a renal failure index (RFI). Ennek
alapjan a vesefunkcid romlasa az elsé posztoperativ napon volt a legjelentdsebb mérték,
ugyanakkor a mitétet kovetd 72. drara bizonyos mértékii javulas mutatkozott. A PostC
csoportban ezen szamitott paraméter valamennyi vizsgalt idOpontban kedvezébbnek
mutatkozott az IR kontroll csoport értékeihez viszonyitva. Az etioldgia megértéséhez
kozelebb jutunk a karbamid/kreatinin hanyados kiszamitasdval. Ezen ardnyszam
hozzavet6legesen jelzi a vesekarosodas prerenalis vagy renalis eredetét. Kisérletiinkben a
reperfuzid 4. o6rajaban az aloperalt csoporthoz viszonyitva mindkét végtagi ischaemidn
atesett Ccsoportban alacsonyabb volt a karbamid/kreatinin hanyados értéke, de a
posztkondicionalt csoportban ez az érték kedvezobbnek bizonyult az IR kontroll csoporthoz
képest. Statisztikai szignifikancia ugyan nem mutatkozott, mindazonaltal a tendencia
szembetlind. A magasabb érték nem kizarolag az emelkedett szérum Kkreatinin-
koncentracionak koszonhetd, hanem a magasabb karbamid-értéknek is. A karbamid
glomerularis excretio utan tubuldris reabszorpciora keriil, mely nem torténik meg, ha a
tubulus sejtek karosodottak/elhaltak. Tehat a magasabb karbamid/kreatinin szint a
posztkondicionalt allatok kisebb mértékili tubularis kérosoddsara enged kovetkeztetni. A
tubularis karosodas megitélésére még alkalmasabb, és a gyakorlatban konnyen mérhet
paraméter a frakcionalt Na*-exkrécio. Az [Una" X VNa" X Prreatin / Ukreatinin X Vereat X Pna’]
képlet alapjan - a Na*- és a kreatinin-clearance hanyadosként - szamithato a frakcionalt Na*-

exkrécio. A Na' tubularis resorptiora keriil, mégpedig igen nagy hanyadban. Ezaltal
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tubularis karosodasnal plazmaszintje csokken, igy alkalmas a renalis (tubularis) és prerenalis
veseelégtelenséget elkiilonitésére. Definicio szerint a frakcionalt Na™-exkrécio 2% folotti
értekénél akut tubuléris veseelégtelenség all fenn, 1% alatti értékénél pedig prerenalis
azotaemia. Kisérletiinkben a 4 ora reperfuziot tulélt allatok IR csoportjaban 2,19+1,31%, a
posztkondicionalt csoportjdban 0,75+0,5% volt a frakcionalt Na*-exkrécio. Mivel a két
csoport csak a posztkondicionalas alkalmazasdban tért el, ezért csak egyféle
veseelégtelenség fokozatai valoszintisithetok a két csoport kozotti kiilonbség hatterében, igy
feltételezhetd, hogy a posztkondiciondlds hatasdra a tubulus sejtek karosoddsa volt
mérsékelhetd. A taléld (24 és 72h) allatok vizeletének Na® koncentracidja és a
[kreatinin]vizelet/[Kreatinin]s.¢rum értékei arra utalnak, hogy a vesekarosodas a reperfuzios id6
hosszaval tovabb mélyiil. Azonban a PostC és a kontroll csoport kozott fennmaradd
kiilonbségek arra utalnak, hogy a posztkondicionalas hossza tavon is képes megakadalyozni

a vesekarosodas 1étrejottét, progressziojat.

A fenti, feltehetéen tubularis vesekarosodas hatterében - a kezdetben még a
klasszikus szovettani vizsgdlatokkal jelent6snek nem, de a tdvoli szervi hatdsok
szempontjabol mégis szignifikansnak mutatkoz6 - izomkarosodast kovetd myoglobinuriat
feltételeztik. =~ A myoglobin  vesében vald6 akkumuldcidjanak  kimutatdsara
immunhisztokémiai modszerrel megvizsgaltuk a tubulus sejteket és a lumenben kicsapddott
hialincilindereket. A 4 6ra reperfuziot talélt allatok koziil néhany esetben a tubulus lumenben
jelenlévd myoglobin csapadék, valamint a sejtek apicalis részében myoglobint tartalmazo
vacuolumok voltak megfigyelhetok. Az IR csoportban azonban a pozitiv festédést mutato
fehérjék szignifikdnsan nagyobb mértékben voltak jelen a PostC csoporthoz képest. A 24.
illetve a 72. orat talélo allatokban az immunfestés eredménye mar negativnak mutatkozott
valamennyi vizsgalati csoportban, feltehetben a lebomlott myoglobin epitopok
kovetkeztében. A PostC csoportban tapasztalt, vese tubularis myoglobin akkumulacio
csokkenés hatterében feltehetden az IR-nek alavetett als6 végtagi izomzatbdl torténd
csokkent kimosodasa all, mely a repetitiv reokkluziok eredményeként jon 1étre. A myoglobin
multifaktorialis mechanizmussal hoz létre vesekarosodast. [246] A myocytakbol valo
felszabadulasat kovetden a vizeletben interakcioba keriil a Tamm-Horsfall proteinnel és igy
csapadéka tubularis obstrukciot okoz. [247] Tovabba a myoglobin lebontas €s metabolizmus
(kivaltképp a  proximalis  tubulusokban) szabadgyok  képzddéshez, eziltal
lipidperoxidaciohoz vezet. [248, 249] A szovettani valtozasok mellett kisérleteink igazoltak,

hogy a négy ora reperfizidt kovetéen a vese homogenizatumban detektalt konjugalt dién
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tartalom (lipidperioxidacié) mind az IR-kontroll, mind a PostC csoportban szignifikansan
megemelkedett az aloperalt csoporthoz képest. Az érték szignifikdnsan magasabbnak
mutatkozott az IR-kontroll csoportban a PostC csoporthoz képest, mely szintén a
posztkondicionalas kedvezd hatasat erdsiti. Az energiaigényes intraluminalis precipitacio,
illetve a myoglobin metabolizmusa okozta karosodasokat a savas vizelet tovabb erdsbiti.
[250, 251] Korabbi vizsgalataink alapjan az als6 végtagbdl nyert vénas vérben (és egyben a
szisztémas keringésbol nyert artérias vérben is) a pH normalizadlddasa elhuzodobb volt
posztkondicionalas hatasara (nem publikalt adatok). Ez a kezelés lokalis hatasainak
szempontjabol kedvezd, hiszen a posztkondicionalds ,,pH hipotézise” alapjan a sejtek
¢letképessége megdrzott marad, tovabba a szisztémas hatasok tekintetében is jotékony
hatast, mivel a vizelet pH-ja ennek megfeleléen lassabban billen a kedvezbtlen savas

tartomany felé. [139]

A myoglobinhoz kothetdé tubularis kdrosodas mellett nem elhanyagolhaté a
veseelégtelenség prerenalis (keringési) eredete sem. [252] Kisérletiinkben a vese
aramlasmérdvel regisztraltuk. Amig a nem kezelt, IR csoportban jelentds keringéscsokkenés
volt igazolhatd, addig a PostC csoportban a mikrokeringés szinte zavartalan maradt. A
kialakult veseperfuzid-zavar hatterében az ischaemizalt, karosodott autoregulacioval biro
1izomszovet szuprafiziologias reaktiv hyperaemidja, reperfuzidja allhat, ami tovabbi
szisztémas keringési zavarok kialakulasahoz vezethet, részben toxikus metabolitok
kimosodasaval, részben pedig az izomszovetben kialakult posztischaemias O6déma
megjelenésével. [226] A vese komplex karosodasahoz hozzajarul a szisztémas gyulladasos
valaszreakcioban leirt kaszkadok aktivacidja is. Ezt a felvetést tdmaszthatja ald az elsd
kisérletliink soran tapasztalt, a posztkodicionalds hatasara erésen szignifikans mértékben
csokkend szérum TNF-a szint is. A jelenség kedvezd volta abban vélhetd, hogy az
emelkedett TNF-a szint mind glomerularis karosodasokat, mind morfoldgiai valtozasokat
képes el6idézni, illetve a mezangialis sejtekre is citotoxikus hatassal bir. [253, 254] A TNF-
a kérositd hatasat erdsiti meg Shulman és munkatarsainak kisérlete, ahol mesterségesen
indukalt akut veseelégtelenségben TNF-a-ellenes antitest beadasaval megelézhetd volt a

veseelégtelenség kialakulasa. [255]

A lokalis gyulladas részeként megjelend véddfaktorok koziil kiemelenddek a hdsokk
fehérjék [256], melyek kozil a HSP-72 emelkedett szintje kedvezének bizonyult alsd

végtagi IR kovetd veseelégtelenségben. [257] Kisérletes eredményeink alapjan mindkét
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végtagi ischaemian atesett csoportban emelkedett HSP-72 szint volt észlelhetd, ugyanakkor
a valtozas mértéke egyik csoportban sem volt szignifikdns mértékli az aloperalt csoport
értékeihez képest. Ezen eredmény 6nmagaban véve tehat nem igazolta a karosodas korai

szakanak a HSP-72 szinttel val6 6sszefiiggését.

Fentieck alapjan eredményeink meggy6z6 bizonyitékkal rendelkeznek a
posztkondicionalas als6 végtagi IR karosodast kovetd vesekomplikaciokat csokkentd
hatasairol, ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy egyes kozlemények a modszer tényleges
hatékonysagat bizonyos tarsbetegségek (pl.: cukorbetegség, magas vérnyomas,
hypercholesterinaemia, idés kor) fennallasa esetén megkérddjelezik, illetve a modszer
korlatainak tartjak. [109, 258] Ezen kronikus elvaltozasok nagy valdszintiséggel képesek a
szervezet endogén védelmi mechanizmusait molekuléris szinten ,,tompitani”, igy a félépiil6

rendszer kevésbé reakcioképes.

A tavoli szervi karosodasok masik kiemelt szerve a tiidé. A tiid6karosodas
megitélésére szovettani vizsgédlatokat végeztiink. Az irodalomban nem talalhato egységesen
elfogadott szovettani pontrendszer, mely a kdrosodas mértéket kellden jelzi, igy egy, a
kisérleti modelliinkhéz hasonl6, korabbi modellben alkalmazott pontrendszert vettiink
alapul. [259] Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a posztkondicionalas képes volt
csokkenteni a tiidé morfologiai karosodasat als6 végtagi IR utan 4, 24, valamint 72 6raval a
reperfuziot kovetden. A kezelés hatdsara a parcialis atelectasia mértéke csokkent, az
alveolusok tagabbak maradtak, illetve csokkent az alveolusfalak 6démas megvastagodasa

is.

A hattérfolyamatok tisztazasanak elsd 1épéseként myeloperoxiddz méréssel
kivantunk tovabblépni. A szoveti MPO aktivitas érzékeny markere a gyulladasos szovetben
szekvesztralodott, aktivalt PMN sejteknek. [259] Ismert, hogy az ischaemiasan karosodott
vazizomszovetbdl felszabaduld medidtorok szisztémdés disszemincidjukat kovetden
megnovelik az aktivalt PMN leukocytak mennyiségét, amelyek akkumulalédhatnak a tavoli
szervek mikroereiben, igy a tiidében, annak morfoldgiai és funkcionalis karosoddsdhoz
vezetve. [260] Kisérletiinkben a tiid6 MPO aktivitasa 4 o6ra reperfuziot kovetéen mindkét
végtagi ischaemian atesett csoport esetében megndovekedett, a PostC csoportban azonban e
novekmény - bar csupan nem szignifikans mértékben - alacsonyabbnak bizonyult az IR
csoporthoz képest. A fenti megfigyelés megerdsiti a posztkondicionalds korai gyulladasos

szovédményekre gyakorolt kedvezé hatasat,,ugyanakkor mas szerzék eredményeivel
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szemben (Tsubota és mtsai. [150], Takhtfooladi és mtsai. [261]) egyértelmii szignifikans

hatast nem sikerult kimutatni.

Alsé végtagi ischaemiat kovetOen fellépd, generalizalt gyulladdsos folyamatok
velejardja a tiid6é intersticiumaban megjelend folyadék felszaporodasa [262, 263], mely
érzékeny markere az infrarenalis aortamiitétek tiid6szovédményeinek. [264] Kisérleti
modelliinkben az intersticialis 6déma mennyisége (W/D arany) posztkondicionalas hatasara
mérseklodott az IR-en atesett, kezeletlen allatok értékeihez képest. Ez a javulas valamennyi
vizsgalt reperfuzios idOpillanatban szignifikansnak bizonyult. Mas, hasonlé végpontokkal
bir6 vizsgalatok (bilateralis patkany als6 végtagi IR modellben a MgSO4 kedvezd hatasainak
vizsgalata tiidészoveten [265], vagy a tiid6 IR-t koveté posztkondicionalas alkalmazasa
[266]) is megerdsitették, hogy a W/D arany hasznalata érzékeny indikatora a tiidében lezajlo
gyulladasos eseményeknek. Mindazonaltam megjegyzendd, hogy a szerzé legjobb tudasa
szerint als6 végtagi posztkondicionalast kovetden ilyen iranyq, pozitiv kimenetel(i vizsgalat

a jelen kisérleten kiviil nem talalhat6 az irodalomban.

A fent részletezett szoveti karosodasok és az intersticialis 6déma megléte jelentsen
megvaltoztatja a gazcsere effektivitasat. A gazcsere vizsgalata sordn a mintavétel a
szokasostol eltéréd modon, a reperfizid kezdeti o6rdiban tortént, melyet arra a klinikai tényre
alapoztunk, hogy a tiid6 funkcionalis karosodasa klinikailag korabban észlelhet6, mint az
egyéb szervek - hosszi o6rak, vagy napok alatt kialakulo - funkciocsokkenése. [267]
Kisérletiinkben a posztkondicionalt allatok artérids vér oxigenizacidja szignifikdnsan
magasabb értéket mutatott az IR csoport értékeihez képest a reperfiizid masodik és negyedik
ordjanak a végén. Az IR csoporttal Osszehasonlitva, az artérias pCO2 értéke - nem
szignifikans mértékben - csokkent a posztkondicionalt allatokban. Mivel az artérids pO: a
pulmonalis oxigénfelvételrdl, és az artérias pCO- az alveolaris ventillaciordl ad informéciot,
igy megallapithato, hogy posztkondicionalds hatasara a mind az oxigénfelvétel, mind az
alveolaris ventillacio javult. Hasonld eredményre jutottak Yasa és mtsai. [268] is, akik nyul
also végtagi IR modellben 60 perc ischaemidt és 4 ora reperfuziot hoztak 1étre, melyet kémiai

posztkondiciondlassal (levosimendan) egészitettek ki.

A fentiek alapjan elmondhato, hogy a (1) tiid6é szoveti karosodasa korai markere az
als6 végtagi IR folyamatok szisztémas hatasainak, (2) a posztkondicionalas a szoveti

szerkezetet képes megdvni, ebbdl kdvetkezden a tiidd funkciondlis allapotat is képes javitani.
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A tavoli szervi szovOdmények kozott kiemelt jelentéséggel bir a vékonybél
mikodési elégtelenségébdl fakadod tovabbi szovodmények sora. Kozel két évtizede ismert,
hogy az als6 végtagi IR inzultusok gasztrointesztinalis sz6vodményekhez vezethetnek. [269]
Ezen Uttor6 publikécio ota szamos kozlemény igazolta, hogy az also végtag IR karosodésa
utan az intestinalis permeabilitds megnd [269-273], emelkedik a proinflammatorikus
mediatorok szintje [274], és a szisztémas endotoxin koncentracié is megugrik. [269, 275-
278] Szintén igazolast nyert, hogy a végtagi IR karosodasokat kovetden megvaltozik a
vékonybél mikrokeringése, csokken a PMN sejtek aramlési sebessége,, illetve né a
venulakban észlelhetd kitapadasuk [274], valamint fokozodnak a leukocyta—endothel
interakciok. [279] A fent emlitett korabbi tanulmanyok viszont nem nyilatkoznak a
mikrokeringés valtozasai mellett az arteria mesenterica superior (AMS) egyidejii
aramlésvaltozasardl, illetve nem emlitik azok Osszefliggését az intestinalis karosoddsok

mértékével. A jelen kisérleti elrendezés ezeket a kérdéseket kivanta megvalaszolni.

Kisérleti tapasztalataink szerint az artérias kozépnyomas szignifikans modon
megemelkedett az infrarenalis aorta kirekesztést kdvetden, mellyel parhuzamosanaz AMS
aramlasa is fokozodott. Az alsd végtagi reperfuzid kezdetekor hirtelen, szignifikans
aramlascsokkenés volt észlelheté az AMS-ban, mig - meglepd modon - ezt nem kovette a
szisztémas kozépnyomas csokkenése. A jelenség részben a mesenterialis keringészavarok
non-okkluziv forméai kozé sorolhatdo, mely hatterében a keringési redisztribucio és a
kovetkezményes  mesenterialis vazokonstrikcio allhat. [280] A mikrocikrulacios
vizsgalataink soran a jejunum ¢és az ileum mucosalis keringése parhuzamosan valtozott az
AMS aramlassal: az ischaemia alatt szignifikansan emelkedett, mig az alsdé végtagi
reperfuzido kezdetekor egy nagyon markans aramlascsokkenés volt megfigyelhets. A
jejunum mikrokeringésének valtozasa kevésbé kifejezettnek bizonyult az ileumhoz képest,
mely talan az anatomiailag leirt kollateralisoknak is koszonhetd. Ehhez hasonld okoknal
fogva a duodneum mikrokeringése is kedvezébbnek mutatkozott. A jelen megfigyelésekkel
hasonlatos kdzlemények mar korabban napvilagot lattak [271, 272, 281], de ezen vizsgalatok
makrohemodinamikai paramétereket nem vizsgaltak, illetve nem tiintettek fel a
hemodinamikai valtozasok és szoveti kdrosodasok kozti dsszefliggéseket. Kisérletiinkben a
szoveti szintll valtozasok kozel azonos mddon kovették a mikrokeringési valtozasokat. A
legjelentsebb szovettani karosodas az ileum teriiletén volt detektalhatd, mig a legenyhébb

eltérések a duodenumban voltak lathatéak. Erds pozitiv korrelacié volt kimutathatdo a
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reperfuzi6 ideje alatt rogzitett mikrokeringési zavarok valamint a szévettani - pontrendszer

alapjan kapott - karosodasok kozott.

A vékonybelet érintd tavoli szervi karosoddsok eredményeként akéar halalos
kimenetelti sz6vodmények is felléphetnek [282], igy a fent leirt karosodasok csokkentése
1étfontossagu. Egy korabbi kozlemény szerint a posztkondicionalas képes a tavoli szervi -
vékonybeleket magaba foglald - karosodasok csokkentésére alsd végtagi IR modellben,
habar ezen vizsgalat leird jellege mellett a mesenterialis makro- és mikrocirkulacios
valtozasokat nem vizsgalata. Jelen kisérletben a posztkondicionalds érdemben nem
befolyasolta az artérias kozépnyomast, de szignifikans javulast eredményezett AMS
aramlésdban csakigy, mint a mikrokeringési paraméterekben, mindharom vizsgalt
bélszakaszon. Igazoltuk tovabba, hogy a posztkondicionalas csokkentette a szdveti
karosodas mértékét is. A hattérben 4ll6 mechanizmusok részleteiben még nem tisztazottak.
Ismeretes, hogy az izmon végzett posztkondiciondlas javitja a lokalis (izom) mikrokeringési
paramétercket [226], illetve képes a leukocyta—endothelialis interakciok csokkentésére.
[283] Ezen kedvezo hatasok eredményeként a szisztémas vazokonstrikcio csokkenhet. Az is
feltételezhetd, hogy mindez nem csupan helyileg, de egyben szisztémasan is
megmutatkozik. A hattérben a posztkondicionalas altal indukalt neuralis valaszjelenségek

szerepe is feltételezhetd, mely képes befolyasolni a Szisztémas vazokonstrikcidé mértékét.
[284]

A fentiek alapjan az alabbi kovetkeztetéseket 6sszegezhetjiik: (1) a jelen vizsgalatban
a makro-, mikrohemodinamikai vizsgalatokkal egy idO6ben detektaltuk a szdveti
valtozasokat, melyek szerint (2) az AMS aramladsvaltozdsa nem azonos médon koveti a
szisztémas Kkeringésvaltozast. (3) A mikrocirculaciés valtozasok a belek anatomiai
lokalizaci6jatol fliggden mas-mas képet mutattak. (4) A belek mikrocirkulacids allapota €s
a fellépd szoveti kéarosodds kozott erds negativ korrelacid mutathatdo ki. (5) A
posztkondicionalas kedvezd hatassal volt a mikrokeringési eltérésekre, illetve az AMS
aramlasara, de vélhetéen nem ezek egyediili befolydsolasan at fejti ki tdvoli szervi

védohatasat.

A fentiekben bemutatott kisérletes modell (3 dra ischaemia, 4 6ra reperfiizid) azon
miitéti helyzetet hivatott leképezni, amikor az ischaemia ideje a szerv varhat6 ischaemias
tolerancidjan beliil van, de a szovetet ért karosodasok potencidlisan szisztémas

szovédmények generdlasara is képesek. Eredményeink alapjan a kialakuld karosodasok
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megeldzésére tett sebésztechnikai mandver (posztkondicionalas) hatékony modszere lehet a
fenti korallapotok mérséklésének. Ugyanakkor a mindennapi gyakorlat szamara nem
elhanyagolhatdak azon akut klinikai esetek, ahol az ischaemia ideje nem tervezhetd. A
foként thromboembdlids hatterii verdér-elzarddasok esetén a terdpids algoritmus egyik
legfontosabb kulcslépése az izom életképességének, a karosodas mértékének, illetve
reverzibilitdsanak/irreverzibilitdsdinak meghatidrozasa. Alapvetd a kezelési kiilonbség
ugyanis az irreverzibilis és a sulyos, de még reverzibilis karosodasok kozott. Mig utdbbi
esetben revaszkularizacié révén a végtag még megmenthetd, addig elébbinél a sulyosan
karosodott végtag reperfuzidja eredménytelen, sét, potencidlisan végzetes szisztémas
szOvodmények kialakuldsahoz vezethet, igy egyetlen lehetdség a végtag primer amputacioja.
Eppen ezért a Kritikus ischaemias idének, illetve az izomkarosodas stlyossaganak pontos
ismerete elengedhetetlen. A karosodas mértékének pontos meghatarozasa azonban ma még
nem megoldott. Az egyetlen rendelkezésre allo score-rendszert Rutherford és mitsai.
dolgoztak ki, de ez is inkdbb a revaszkularizacids beavatkozas silirgdsségének, mintsem a
karosodas mértékének megitélésére alkalmas. [285] Ennek kovetkeztében el6fordulhat,
hogy egy irreverzibilisen karosodott végtag revaszkularizaciés miitétre keriil, melynek
azonban terapias értéke nincs, csupan a korabban mar részletezett sulyos, szisztémas
szOvodmények kialakuldsi valoszintiségét noveli. Az ilyen esetben kialakuld tobbszervi
elégtelenség folyamatos intenziv terdpids ellatast igényelé korallapot, mortalitdsa még
kezelés mellett is nagyon magas. Mi sem tiikr6zi ez szemléletesebben, mint a bevezetésben
bemutatott esettanulmany, mely esetében a klinikai jelek ugyan enyhe karosodast sugalltak,
azonban a valdsagban egy visszafordithatatlan izomkarosodas volt jelen, melynek
kimenetellel. A fentiekre valo tekintettel tovabbi kisérleteinkben célunk volt egy olyan
modszer kidolgozasa mellyel a karosodas mértékét klinikailag relevans idéablakon beliil

képesek vagyunk pontosan meghatarozni.

A bevezetésben leirtaknak megfeleléen a legalkalmasabb eljarasok erre a célra a -
szervi- ¢és szoveti funkcid, illetve viabilitas szempontjabdl kulcsfontossagh -
mitokondriumok épségérdl reflektalo tesztek, igymint a tetrazdlium sokkal, azon beliil is az
altalunk hasznalt nitro-tetrazolium blue (NBT) segitségével végzett funkciondlis probak.
[230] Az ép mitokondrialis funkcid alapvetd szerepel bir a sejtek energiahaztartasanak
fenntartasaban. Karosodasuk esetén az cellularis energiaszint (ATP tartalom) lecsokken,

[11] mely kozvetlen kivaltoja lehet a sejthalalnak. [10] Irodalmi adatok alapjan az ATP-szint
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szorosan korrelal az izomkarosodas mértékével: 20% alatti ATP szint esetén teljes izomsejt
necrosis kovetkezik be. [286] Igy feltételezhetd, hogy az ATP termelésért felelds
mitokondriumok funkcidja szintén szorosan korrelal a sejtek épségével, igy ezen
organellumok vizsgalata megoldast jelenthet a felvetett problémara. Egy, a sériilés
kiterjedésének meghatarozasara képes, idealis technika kidolgozasa soran meghatarozo
szempont a szamszerlsithetd eredmények megfeleld iddablakon beliili biztositidsa. Az
irodalomban alkalmazott, a bevezetésben részletezett technikak (spektrofotometrias [19,
267, 287-290] és planimetrias [22, 150, 291-294] moddszerek) ugyan adekvatan jelzik az
izomkarosodas mértékét [295], ugyanakkor a mintafeldolgozasban rejlé hatranyok
akadalyozzak ezen modszerek klinikai alkalmazasat: a spektrofotometrids modszer esetében
a minta elékészitési id6 jelentds, mig a planimetria esetében a nagy mennyiséget igényld
minta jelent akadalyt. Korabban Carmo-Araujo és mitsai. igazoltak, hogy az ischaemia
hatdsara a tetrazolium redukcid mértéke csokken, mely reakcié fagyasztott metszetek
segitségével egyszerlien, gyorsan, elenyész0 mennyiségii szovetmintabol is kimutathato.
[296] Ezen, a klinikai felhasznalas szempontjabol optimalis kiindulasi ponton elindulva az
altalunk kifejlesztett 1 eljaras 1ényege, hogy a tetrazolium reakciot fagyasztott metszeteken
alkalmazzuk, majd a keletkezett reakcid mennyiségét egy szamitdgépes program
segitségével meghatarozzuk. Az eljaras nagy elénye a gyorsasaga, mely a minta elokészités
(5-10 perc), festési eljaras (40 perc), illetve a poszt-processzalas (10-15 perc) sebességétol
fliggéen 55-65 perc alatt elvégezhetd. Meg kell jegyezniink azonban, hogy bar a mi
technikank szamottevéen gyorsabb, mint az eddig rendelkezésre allo eljarasok, a kozel 1
oras mintafeldolgozas 1d6 feltehetden még nem kellden rovid. Mivel azonban a festési eljaras
Kivitelezése igényli a legtobb id6t, ezen szakasz hosszanak minimalisra csokkentésével egy
klinikailag elfogadhatobb minta feldolgozasi id6 a jovoben elérhetd lehet. Annak a
minimalis festési idonek a meghatdrozasara, amely mellett még hasonléan pontos
eredmények nyerhetdek azonban még tovabbi vizsgalatok sziikségesek a rutin klinikai

alkalmazast megel6zden.

Kisérletsorozatunk els6 fazisaban novekvd ischaemias idék (4-, 6-, 8-, 9 ora)
alkalmazasaval vizsgaltuk a modszer hatékonysagat. Eredményeink alapjan, az ischaemias
1d6k hosszaval az izomrostok életképessége, azaz a tetrazolium reakcid intenzitdsa
fokozatosan csokkent mind a rostok Ossz-életképessége, mind az I-es, illetve IIb tipust
rostok szelektiv életképessége tekintetében. Az ischaemia hossza, illetve a mért életképesség

értékek kozott erds, negativ korrelacid volt kimutathat6. Fokozatosan ndvekvo ischaemias
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1dok tekintetében hasonlo, progressziv életképesség-csokkenést figyeltek meg Blebea és
mtsai. planimetrias eljaras alkalmazasaval, azonban a szerz6k hasonld, szoros korrelaciot
nem igazoltak. [297] Az altalunk kapott életképesség értékek tovabbi validalasahoz a rutin
HE festés mellett elektronmikroszkopos (EM) vizsgalatokat végeztiink, tekintve, hogy az
EM altal mutatott ultrastrukturalis valtozasok idében joval korabban detektalhatok, mint a
Klasszikus szovettani eltérések. [9] Az ultrastrukturalis vizsgalatok az ischaemia idejének
elorehaladtaval novekvd mértékii karosodast igazoltak, mely alatdmasztja az izomrost-
életképesség teszt hatékonysagat. Elmondhaté tovabba, hogy az elektron mikroszkopban
lathato, mitokondriumban gazdag rostok (melyek nagy valdszintiséggel megfeleltethetok az
I-es tipust rostoknak) nagyobb ultrastrukturalis karosodast szenvedtek, mint a
mitokondriumban szegény (nagy valdszinliséggel a IIb tipusu) rostok, mely eredmények
szintén egybevagnak az 0j moddszeriink altal biztositott adatokkal. A fenti eredmények
alapjan a kapott életképesség értékek az ischaemia hossza mellett jol korrelalnak a 1étrejott

morfologiai, valamint ultrastrukturalis karosodasok mértékével is.

Ismert tény, hogy a kiilonb6z6 izomrostok eltéréen reagalnak az ischaemiara. [298]
Irodalmi adatok alapjan a IIb tipust rostokat érzékenyebbek az ischaemias inzultusra. [299-
302] Ezzel ellentétben, az altalunk kapott értékek az l-es tipust rostok fokozottabb
érzékenységet jelezték. Ennek az ellentmondésnak a feloldasa valdsziniileg a kiilonb6z6
ischaemids modellek alkalmazdsaban keresendd: azon kozlemények, melyek a IIb tipust
rostok fokozott érzékenységét igazoltak, komplett ischaemiat (tournique, amputacios
modellek) hasznalnak. Ezzel ellentétben jelen kisérletben alkalmazott infrarenalis aorta
kirekesztés a korabban ismertetett kollateralis keringés révén bizonyos mértékli rezidualis
perfuziot tett lehetové, mely mellet az l-es tipusi rostok fokozottabb kéarosodasat
tapasztaltuk. Mindez azt feltételezi, hogy a rezidualis perfuzié megléte, vagy hianya
nagymértékben befolyasolja az egyes izomrostok ischaemia toleranciajat. Mig a komplett
ischaemia foként a IIb tipus rostok fokozott karosodasat okozza, addig a rezidualis

perfuzios modellek az I-es tipust rostok kifejezettebb sériilésével jarnak.

A fenti, klinikailag relevans életképesség meghatarozasara alkalmas metodika (NBT)
vizsgalata mellett a szerzo tovabbi célja volt az izomszdvet szdmara kritikusnak mondhato
iddintervallum meghatarozasa. Kisérleteink soran, 8 oras ischaemias iddtartamot kovetden
irreverzibilisnek tiné karosodasok szovettani jelei voltak megfigyelhetdek, azonban a
kétséget kizaro sejtmagszintii eltérések nem mutatkoztak, szemben az irodalomban korabban

leirtakkal. [303] Fagyasztott metszeteken tortént enzim-hisztokémiai vizsgalataink
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alatamasztottdk a rutin szovettani elemzés soran tapasztaltakat: a 8 ora ischaemia az
izomrostok életképességének kifejezett csokkenésével jart. A fenti eredmények alapjan
feltételezhetd, hogy a 8 ora ischaemia jelen ragcsaldo modellben mar kritikusnak mondhato,

mely esetén irreverzibilis karosodasok felléptével is szamolni lehet.

Az irreverzibilitas kérdésének tovabbi igazolasara, valamint a reperftzios karosodas
akut hatasainak vizsgalatara kisérletsorozatunk kovetkezo 1€épésében a 8 és 9 oras ischaemias
idoket rovid, 2 oras reperfuzidoval egészitettik ki. Tovabba megvizsgaltuk, hogy a
posztkondicionalas szintén képes-e protektiv hatas kifejtésére, még ezen kritikusnak vélt
karosodasok esetén is. Az izomrostok életképessége 2 ora reperfuiziot kovetéen mind a 8,
mind a 9 oras ischaemias csoportban szignifikansan lecsokkent a megfeleld tisztan
ischaemias csoporthoz képest. A 9 6ras ischaemiat kovetd 2 ora reperfuzids csoportban az
¢letképesség szinte teljesen megsziint. A morfologiai ésultrastrukturalis valtozasok
alatdmasztottak az izomrost-¢letképesség vizsgalattal kapott eredményeket. A 9 Orés
ischaemiat kovetd reperfuzio soran a sejtek nagy részének necrosisa volt megfigyelhetd. A
8 oras ischaemiat kovetd reperfiizio soran a rostok kozotti kiilonbség még detektalhatod volt
ultrastrukturalisan: ismét az I-es tipusu rostok nagyobb karosodasat talaltuk, melyet a mért
¢letképesség értékek is megerdsitettek. A 9 6rds ischaemiat kdvetd reperfiizié azonban olyan

mértékil karosodasokat okozott, hogy a kiilonbség a rostok k6zott elmosodott.

A fentiek tanulsagat lesziirve, a kisérleti elrendezést tovabbgondolva, olyan
ischaemids 1d6t valasztottunk, mely végiil az ischaemia tolerancia kiiszobét jelenti, de
egyben alkalmas a kedvezé kimenettel jard, hossz tava revaszkularizaciora is. A fent
bemutatott eredmények alapjan a 8 6ra hosszusagu ischaemia bizonyult a klinikailag is
relevéans idétartamnak A reperfuziés id6k hosszabbtavi (2-, 6-, 12-, 24 6ra) vizsgalataval az
esetleges klinikai kovetkezményeket szerettiik volna megismerni posztkondicionalas
alkalmazasa mellett. Ez kiilonos jelentdséggel rendelkezik, mivel ezen sebésztechnikai
eljards izomszovettel kapcsolatos hatasa irodalmi adatok alapjan ezidaig nem kerdilt
vizsgalatra akut klinikai szituaciot modellezd, hosszu ischaemias idok mellett. Korabbi, fent
emlitett megfigyeléseink mellett a 2 Oras reperfuzio, ugyan a szovettani kdrosodas mértékeét
enyhén novelte, azonban sulyos, végtagot veszélyeztetd elvaltozasok ezen iddpillanatban
nem voltak megfigyelhetdek. Ismeretes - ahogy az fentebb mar emlitésre kertilt -, hogy a
necrotikus rostok megjelenése a rutin szovettani metszeteken akar 6t orat is igénybe vehet.
[231] Ezen megallapitasnak megfelelden, jelen kisérletben a klasszikus necrotikus rostok

megjelenését eldszor 6 ora reperfuziot kovetden észleltiik. A karosodas mértéke a
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posztoperativ 12. o6raig fokozatosan novekedett, majd a necrotikus rostok mennyisége a
posztoperativ els6 napig azonos maradt. Ezen karakterisztika megfeleltetheté korabbi
tanulmanyok eredményeinek [22, 37], melyek a szovettanilag detektalhatdo karosodas
maximalis mértékének elérését szintén a posztoperativ 12. oOrara teszik. A
posztkondicionalas izomszovet karosodast csokkentd hatasa korabbrol ismert, azonban ezen
tanulmanyok csupan révidebb ischaemiés idok alkalmazasa mellett vizsgaltak a protektiv
hatasok meglétét. [294, 304] Jelen kisérletiink els6ként igazolta, hogy a posztkondicionalas
hosszu idejii végtagi kirekesztést kovetden is képes csOkkenteni a szOvettani karosodas
mértékét. A posztkondicionalas izomszoveti karosodasra kifejtett jotékony hatasat az

elvégzett ¢letképesség vizsgalatok is igazoltak.

Revaszkularizaciot kovetden az izomkarosodas fokanak egy jol hasznalhat6 klinikai
paramétere a szérum CK szintje. [305] Jelen kisérletiinkben a szérum CK szintjei mar a
posztoperativ masodik 6rdban megemelkedtek, a reperfuziot kovetd hatodik draban tetdzve,
majd az elsé nap végére az aloperalt csoport értékeinek szintjére csokkentek vissza. Habar a
szérum CK szintjeinek megemelkedése a reperfuzié korai fazisaban ismert [305, 306], az
altalunk tapasztalt felszabadulasi-kiiiriilési dinamika eltér a korabbi tanulmanyok altal
leirtaktol. Az irodalomban fellelhet6 adatok szerint a szérum CK koncentracioja maximumat
altalaban az inzultust kdvet6 12. 6raban éri el [307], majd emelkedett szinten marad az els6
néhany napon. [305, 308] A fenti ellentmondas magyarazata feltehetdleg az eltérd
ischaemias id6kben keresendd. Az altalunk alkalmazott hosszt idejii ischaemia olyan stlyos
foku, irreverzibilis karosodasokat okozhatott, mely az izomrostok nagy részének hirtelen
haldldhoz vezetett. A nagy mennyiségili elhalt izomrostb6l ezt kdvetden olyan nagy
mennyiségli CK szabadul fel, melyet kvetden a rendelkezésre 4116 enzim hidnyaban tovabbi
jelentds mértékli enzimszint emelkedés mar nem valoszinli. Ezzel ellentétben, az emlitett
vizsgalatok soran egy kisebb mértékii izomkarosodas volt jelen, mely kapcsan a rostok a
reperfiizio soran feltehetdleg fokozatosan pusztultak el, igy a CK felszabadulas is elnyujtott
lehetett. A posztkondicionalas szérum CK szintjeire kifejtett kedvez6 hatasa ismert volt
rovidebb ischaemias idok tekintetében. [242] Hosszh idejii ischaemias id6k esetén azonban

jelen tanulmény az elsd, mely igazolja az eljaras szérum CK szint csokkentd hatasat.

A reperflzid sordn, a bevezetésben ismertetett moédon gyulladasos folyamatok is
kialakulhatnak, melyek foként a lokalis karosodas direkt kdvetkezményei. [5] Izomszovet
ischaemias karosodasa kapcsan a gyulladasos sejtek altalaban a reperfuziot kovetd 6-12.

oraban jelennek meg. [22, 309, 310] A gyulladasos folyamat a posztoperativ 3. nap utan
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kezd el mérséklddni, [296] ugyanakkor altalaban az elsé hét végéig fennmarad. [22, 310,
311] Jelen kisérletiink soran - a korabban emlitetteknek megfeleléen - a gyulladasos sejtek
megjelenése a posztoperativ 12. 6raban volt megfigyelhetd, mely a vizsgalt periddus végéig
csupan keveset valtozott. Kisérletiink soran a posztkondicionalas képes volt a gyulladasos
reakcid mérséklésére, mely Osszecseng a korabbiakban, rovidebb ischaemias idék

alkalmazasa mellett tapasztaltakkal. [235, 294, 304]

A szdvet nedvességtartalmanak valtozasa szorosan O0sszefligg a reperfuzidt kovetd
gyulladasos 6démaval. IR karosodast kovetden a szoveti nedvességtartalom mar 30 perc utan
megemelkedhet, [231] majd akar 2 héten keresztiil is magas maradhat. [312] Ezen irodalmi
adatoknak megfelelden, jelen kisérletiinkben a szoveti nedvességtartalom kismértékii
novekedését tapasztaltuk mar 2 ora reperfiiziot kovetden. A szdveti 6déma csucsértékét a
reperfizido 6. ordjdnak végére érte el, majd azonos szinten maradt a kisérlet végéig. A
posztkondicionalas ugyan a kezdeti fazisban (2 éra reperfiziot kovetéen) nem volt képes a
kialakulé 6déma mértékét mérsékelni, azonban a posztoperativ 6. 6ra utdn az 6déma-
képzddés dinamikajanak megvaltoztatasaval mar képes volt a szoveti nedvességtartalmat
csokkenteni. Ugyan korabban a posztkondicionalas szoveti 6déma csokkentd hatasat mar
igazoltak rovidebb ischaemias idok tekintetében [235, 241, 304], a posztkondicionalas
szoveti 0déma keletkezésének iddbeli dinamikajat megvaltoztatd hatdsat jelen kisérletiink

fedte fel els6ként.

Osszefoglalva elmondhat6, hogy a jelen kisérletsorozatban igazolast nyert, hogy (1)
az 1iszkémias iddtartam novekedésével az elektronmikroszkopiaval megfigyelhetd
ultrastrukturalis valtozasok egyre sulyosabb iszkémids karosodast jeleznek. Kilenc oras
iszkémiat kovetden mar sulyos, irreverzibilis karosodasok észlelhetéek; (2) az I-es tipust
(lassu 0sszehtizodasra képes, oxidativ) rostok fokozottabb érzékenységét talaltuk, melyre az
alkalmazott kisérleti modell adhat magyarazatot; (3) a posztkondicionalas 8 oras iszkémias
iddtartamot kovetden is képes volt a fénymikroszkdposan detektalhatd szovettani kdrosodas
mérséklésére a posztoperativ hatodik orat kdvetden; (4) a dolgozat ezen fejezet egy uj,
Klinikailag is hasznos eljarast (NBT) mutatott be, mely a kapott eredmények alapjan
megfeleld érzékenységgel képes megallapitani az ischaemias kéarosodds mértekét. A
modszer segitségével a karosodas foka pontosan meghatarozhato, igy a betegek
¢letmindsége javithatd, a stlyos szovddmények el6fordulasi valdszinlisége, illetve a
mortalitas pedig potencialisan csokkentheté. Ugyan az eljaras jelen stadiumaban még

kevésbé alkalmas a betegagy melletti gyors diagnozis felallitasara, azonban a megfeleld
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technikai modositasok elvégzését kovetden nagy segitséget nyljthat a megfeleld terapias
dontéshez. A pontos diagndzison tul a karosodas mértékét csokkenteni képes eljarasok is
nagy szerepet kaphatnak a jovOoben. Az altalunk részletesen vizsgalt posztkondicionalas egy
egyszeriien alkalmazhat6 sebésztechnikai eljaras, mely hossz idejii verdér-elzarédasok
esetén is hatékony eszkoz lehet az ischaemia-reperfuzidés karosodasok mértékének

mérséklése. A fenti megallapitasok klinikai jelentdsége vitathatatlan.

A fentiekbdl levonhat6 kovetkeztetések utan a szerzd az IR karosodasokat egy masik
aspektusbol, egy korélettani és klinikai szempontokat tekintve jelentdsen kiillonb6zo
rendszerben is szerette volna megvizsgalni. E tekintetben kézenfekvonek tlint a maj és IR
karosodasanak vizsgalata. Mint az kordbban emlitésre kertilt, az also végtagi ischaemiaval
szemben a maj specialis vérellatasabol, szoveti felépitésébol, valamint a rezidens Kuppfer-
sejtek jelenlétébdl fakadoan az IR kéarosodas egy valamelyest komplexebb formajat mutatja.
Ezen feliil a klinikum, illetve a terapias lehetéségek tekintetében is jelentds a kiilonbség.
Mig végtagi ischaemia sordn tobbnyire a vértelenség nem tervezetten 1ép fel (thrombembolia
¢és egyéb korképek kapcsan), addig a maj esetében az esetek jelentds részében az ischaemia
tervezetten, a miitéti beavatkozas részeként jelentkezik. Igy a ,,védd” beavatkozasoknak
elsddlegesen nem a reperfuzios karosodasokat kell kivédeniiik, hanem a szerv ischaemias
toleranciat kell novelniiik, mintegy felkészitve azt egy késobbi jelentds inzultusra. Ezaltal

jelen esetben nem az "utd" (posztkondicionalas), hanem a kiilonféle "elé" kezelések birnak

1étjogosultsaggal.

A klinikai gyakorlatban mindennaposak a kirekesztésekkel jard majmitétek
(majtranszplantaciok, méjresectiok), melyek torvényszeriien a maj bizonyos foku ischaemia-
reperfazios karosodasat okozzak. A karosodas mértéke meghatarozo a szerv €letképessége
¢és a posztoperativ tulélés szempontjabol. A miitéti és az azt kovetd haldlozas, illetve az
operaciot kovetd szovodmények megjelenése szoros Osszefiiggést mutat az ischaemias
idovel, a vérvesztés mértékével, illetve a beavatkozas alatti, és az azt koveto transzfliziok
mennyiségével. A posztoperativ haldloz4ds major majresectiot kovetden, egészséges maj
esetén 3,27%, mely akar 20% f6l¢ is emelkedhet cirrhosis €s egyéb, parenchyma
karosodassal jard korképek kapcsan. [313] Mindezek kovetkeztében az ischaemia
mechanizmusainak tanulmanyozasara €s a m4j ischaemia toleranciajanak megnovelésére

képes modszerek kifejlesztésére nagy a klinikai igény.
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Tekintve, hogy a szerzé korabbi munkdja (Az ischaemia tolerancia novelésének
lehetdségei a majsebészetben - Ph.D. Doktori munka) a jelen kisérletsorozat kapcsan
ismertetett kutatasok alapjat képezte, igy a kovetkezOkben réviden ezen "elokisérletek”
eredményeinek 0sszefoglalasa olvashato. [53] Megallapithato, hogy (1) a patkany maj a 30
perces ischaemiat jol tolerdlja, mig a 45 ¢és 60 perces kirekesztés mar jelentds
mikrocirkulacids karosodast eredményez. 90 perces ischaemidt kdvetéen pedig a maj
mikrokeringése oly mértékben karosodik, hogy spontan javuldsa, rendezddése mar nem
kovetkezik be a megfigyelt reperfuzios id6 alatt. (2) A laser Doppler aramlasméré alkalmas
mellett. Az allandé6 homérséklet, a 1égzOmozgasok minimalizalasa, a méréfej allando
nyomoereje, a pontosan megvalasztott mérési hely és kiilsé kornyezet standardizalasa
elengedhetetlen feltétele a mérés reprodukalhatdsaganak, illetve a vizsgalat sikerének. A
LDF hasznalata soran kapott aramlasi gorbék helyes interpretacidja mellett (a kutatod csoport
altal bevezetett szamolt paraméterek altal) az egyedi aramlasi gorbék Osszehasonlithatova
valnak. (3) Az IR folyamataban kozponti szerepet kap a TNF-a hatasa és az antioxidans
raktarak allapota. (4) Az egy ciklusban alkalmazott ischaemias prekondicionalas (I-PreC)
(5 perc ischaemia - 10 perc reperfizio) szignifikans aramlasjavulast okoz a 45 és 60 perces
ischaemidban részesitett majszoveten. A 30 perces ischaemia alatt még nem, a 90 perces
ischaemiat kovetéen mar nem jelentkezik az I-PreC protektiv hatasa. A szdvettani
elvaltozasok, illetve egy hetes talélés tekintetében kisfoku javulas lathato I-PreC hatésara,
mely nem szignifikans mértékii egyik csoportban sem. A korai gyulladasos valaszt, illetve
részint a Kupffer-sejt érintettséget is reprezental6 szérum TNF-a szintek szignifikans modon
javulnak I-PreC hatasara 45 és 60 perc ischaemia utan. Hasonlo valtozasok észlehetdk a rutin
laboratoriumi paraméterekben (ASAT, ALAT, ALP, szérum bilirubin). A majszoveti és
szérum antioxidans paramétereket az I-PreC szintén javitotta. A fentiek alapjan elmondhato,
hogy az I-PreC protektiv hatasat 45 és 60 perces ischaemias periodusok el6tt alkalmazva
képes létrehozni. A mdj szamdra ezen ischaemids idOtartam, kiilondsen a 60 perces

kirekesztés kritikusnak mondhato.

Jelen vizsgalat sorozat kapcsan a szerzd célja tovabbi - egyéb szervek kapcsan mar
sikerrel alkalmazott - sebészi és farmakologiai kondicionalasi technikdk maj protektiv
hatasanak vizsgélata volt. Elsd lépésében a szerz6 a kondiciondldsi technikdk legujabb
vivmanyaval, a tavoli szervi kondicionalasi technikakkal kapcsolatos megfigyeléseit

ismerteti.
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Murry és Vinten-Johansen uttoré munkassagat kovetden a sebészi kondicionald
eljarasok (lokalis ischaemia pre-, és posztkondicionalas) széles korben elterjedtek. [78, 169]
E tanulményokbdl kiindulva Przyklenk és munkatarsai dolgoztdk ki a tavoli szervi
ischaemiés kondicionalas technikajat, ami azon feltételezésen alapult, hogy a kondicionalas
hat4sos abban az esetben is, ha tdvoli szerv vaszkulaturdjaban idéziink el6 rovid ideig tartd
ischaemias periodusokat. [142] A tavoli szervi ischaemias perkondicionalast (R-1Per)
els6szor 2007-ben Schmidt és munkatarsai mutattak be. [147] A modszer 1ényege, hogy
rovid ideig tartd ischaemias peridodusokat hozunk létre egy tavoli szerven a célszervben
fennall6 ischaemia ideje alatt, de még kozvetlentil a reperfizid eldtt. Mint ahogy azt a szerzo
tavoli szervi perkondicionalas témaban megjelent review kozleménye is részleteiben
taglalja, a R-IPer-t korabbiakban szinte kizarélag a kardiovaszkularis rendszer IR
karosodéasainak vonatkozésaban vizsgaltdk, igy a kovetkezOkben a modszer maj IR

modellinkben torténd alkalmazasat tiiztiik ki célul.

A korabban ismertetett elokisérletek tapasztalatait alapul véve a karosodas
szempontjabol mar kiritikusnak tekinthetd 60 perces mdj ischaemiat alkalmaztuk
alapmodellként. Vizsgalatainkat egy egyszerlien megvalosithato R-IPer protokoll
kidolgozaséaval kezdtiik. Tekintve, hogy tanulmanyaink tervezésekor csupan 16 publikacio
volt elérhetd a téméban, melyek dontd tobbségében (94%) vazizomzatban (alsé végtag)
létrehozott ischaemias periodusokat alkalmaztak kondicionalas céljara, igy vizsgalataink
soran mi is ezen protokoll mellett dontottiink. Az alsd végtagi vaszkularis kirekesztés
elérhetd noninvaziv (tourniquet, felfijhatd mandzsetta stb.) vagy invaziv moddon
(infrarenalis aorta kirekesztés, femoralis arteria lefogasa stb.). Mivel az altalunk alkalmazott
modell kapcsdn a mdj ischaemia létrehozdsahoz median laparotomia sziikséges, igy az aorta
infrarenalis szakaszanak kirekesztése tiint a perkondicionalo hatas el6idézésének
legegyszerlibb, konnyen standardizélhaté moddjanak. Az optimélis ciklusszdm ¢és az
ischaemia-reperfuzios periodusok hossza tekintetében mas szerzok altal kozolt adatokra
tamaszkodtunk. Xin és munkatarsainak tanulmanyabol ismert, hogy a tal kevés (1-2x5 perc
IR) ismétlésszam vagy a tal rovid ciklusidé (4x1-3 perc IR) alkalmazasaval nem valthat6 ki
megfeleld protektiv hatds patkany myocardialis infarktus modelljében. [155] A
leghatasosabb R-IPer protokollnak a 3-4 cikluson keresztiil alkalmazott 5-5 perces IR
bizonyult. Ezen megoldas hatasossagat (4x5 perc végtag IR) mas szerzdk is bizonyitottak.
[76, 147, 314-320]
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2012-ben Basalyay ¢és munkatarsai patkany myocardidlis infarktus modelljiikkben
bilateralis als6 végtagi ischaemids perkondicionalas alkalmazasa soran szignifikans necrosis
csokkenésrol (56%-os infarktus méret csokkenés a nem kezelt allatokhoz képest) szamoltak
be. [321] Ezen eredményekre alapozva kivantuk meghatarozni a tavoli szervi
perkondiciondlas eddig felfedetlen hepatoprotektiv hatdsait. Vizsgélataink soran igazoltuk,
hogy a R-IPer szignifikdns mértékben képes csokkenteni az szovettani karosodasok
mértékét, ami megtartottabb szoveti szerkezetben és alacsonyabb szérum transzaminaz

szintekben is megnyilvanult.

Tekintve, hogy a mikrokeringés karosodasa ¢s a kovetkezményes - a bevezetésben
részleteiben targyalt — ,,no-reflow” jelenség az ischaemia prolongalasa kovetkeztében

sarkalatos pont a szoveti sériilés létrejottében [40, 322], igy vizsgalatainkat a ma4j

crer

crer

csoporthoz viszonyitva. Ezen adatok dsszhangban vannak azon kutatok megfigyeléseivel,
akik tavoli szervi perkondicionalas myocardialis keringésre gyakorolt hatasait vizsgaltak.
Zhao és munkatarsai sertés myocardialis ischaemia modelljében igazoltak a tavoli szervi
perkondicionalas infarktusméret csokkentd hatasat, mely részben a no-reflow jelenség
mérséklédésének az eredménye volt. [315] Loukogeorgakis és munkatarsai szerint a
mikrokeringésre gyakorolt pozitiv hatds hatterében a megdrzott endothel funkcid allhat.
[323] Vizsgalataink soran a maj (célszerv) mikrocirkulacioja mellett az izomzat kapillaris
keringését is nyomon kovettiik. Erdekes megfigyelés, hogy a kezeletlen csoportban, a maj
reperfuzidjanak kezdeti szakaszdban jelentésen csokkent a végtagi vazizomzat
mikrocirkulaciéja. Mindazonaltal a R-IPer csoport esetében a vazizom keringése
als6 végtagi mikrocirkulacios dramlascsokkenés feltételezhetden a keringési redisztribucio
hataséra jon létre. Ezt tamasztja ald, hogy a m4j IR karosodasa kapcsdn romld szisztémas
hemodinamikai hatdsokrdl, myocardialis funkcidromlasrol, és enzimmarker emelkedésrdl is
beszamoltak. [324-327] Szamos magyarazat 1étezhet arra vonatkozdan, hogy mi okozza a
R-IPer és IR csoportok kozott tapasztalt az alsé végtag keringésében 1étrejovo szembetiingd
kiilonbséget. Elképzelésiink szerint, mivel a modelliinkben alkalmazott tavoli szervi
kondicionalas mérsékelte a maj karosodasat, ennek eredményeként feltételezhetd, hogy a
szisztémas keringésbe jutd, mdj eredetli metabolitok (citokinek, szabad gyokok stb.)

mennyisége és igy az altaluk kifejtett kardiodepressziv és endothelidlis diszfunkciot el6idézo
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hatés is csokkent, és ezzel parhuzamosan javult vazizomzat keringése is. Ezt tamasztjak ala
hemodinamikai vizsgéalataink eredményei, melyek igazoltdk, hogy R-IPer hatasara
szignifikansan javult a reperfuzid alatti artérias kozépnyomas. Masfeldl, feltételezhetjiik,
hogy a tavoli szervi perkondicionalas - amelyet az infrarenalis aorta kirekesztésével értiink
el - a vazizomra lokalis prekondicional6 hatassal bir, mintegy védve a maj IR karosodasanak

karos hatdsaitol.

2011-ben, Wei és munkatarsai felvetették, hogy a perkondicionalas szignifikans
hatast gyakorol a gyulladasos folyamatokra: myocardialis infarktus modellezd ragcsaléd
kisérletiikben R-IPer hatdsara csokkent a PMN leukocyta infiltracio, valamint csokkent a
monocyta chemoattraktans protein-1 expresszioja. [318] Mindazonaltal a fent emlitett
kutatocsoport nem tudta bizonyitani a perkondicionalas TNF-o expresszidjara kifejtett,
»elvart” jotékony hatasait. Kisérletlinkben meghataroztuk a szérum TNF-a koncentracioban
bekovetkezd valtozasokat 1, 6 és 24 ora reperfuziot kovetden. A perkondicionalas képes volt
a szérum TNF-a szintek szignifikdns mérséklésére 1 és 6 oraval a reperfiizidt kovetden az
IR csoporthoz képest. Eredményeink szorosan korreldlnak a Wang és munkatarsai altal
tapasztaltakkal, miszerint a tavoli szervi ischaemias perkondicionalas jotékony hatast
gyakorol a pro-, és anti-inflammatérikus citokinek (TNF- a, IL-6, IL-1, IL-10, ICAM-1, stb.)

szérum szintjére myocardialis ischaemiat kovetden. [328]

A pro-inflammatorikus citokin képzddés mellett a reperfizio kiterjedt oxidativ
stresszel 1s egyiitt jar. Kisérletiinkben az R-IPer kedvezd iranyba tolta el a majszovet
szabadgyok terhelését, illetve az antioxidans kapacitasat. A fenti eredmények 6sszhangban
allnak Tang és munkatarsainak megfigyeléseivel, akik a protektiv hatast szuperoxid
dizmutaz (SOD) aktivitasnovekedésér6l, valamint ezzel parhuzamosan csokkent
lipidperoxidaciorol szamolnak be nyal R-IPer modelloen. [329] Ujabban Costa és
munkatarsai vizsgaltdk R-IPer protektiv hatasait a jelen tanulmadnyban ismertetetthez
hasonld kisérleti elrendezésben. Eredményeik aldtdmasztjdk a vizsgalataink soran
tapasztaltakat, igazolva, hogy a R-IPer képes a majszovet malondialdehid szintjeinek
mérséklésére, valamint a szdveti antioxidans kapacitds megorzésére. [330] Osszegezve, a
perkondicionalas képes lehet az intenziv szabadgyok felszabadulas megakadalyozasara,
amelyet feltehetéleg a mikrovaszkularis karosodas mérséklésével [315], a gyulladasos
valasz [318, 328] és a leukocyta funkciok visszafogasaval [331], valamint a szabadgydk

eliminalé folyamatok beinditasaval idéz eld. [329]
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Figyelembe véve a fenti eredményeket, kisérleteink ramutattak a tavoli szervi
perkondicionalas protektiv célszervi hatdsaira, mely megfigyelést késébb alatamasztottak
mas kutatocsoportok altal (Costa és munkatarsai valamint Sedaghat és munkatarsai) kozolt

megfigyelések is. [330, 332]

A tavoli szervi kondicionalassal szerezett kezdeti tapasztalataink utan a figyelmiink
a R-IPer hepatoprotektiv mechanizmusainak tanulméanyozasara 6sszpontosult. Ahogyan az
a fentiekben targyalasra keriilt szamos tanulmany aldtdmasztja a tavoli szervi
perkondicionalas protektiv hatasait sziv [333], agy [334], vazizom [150], illetve
kutatocsoportunk altal maj esetében is. Ugyanakkor ezen igéretesnek mutatkozo technikai
megoldas hatterében all6 mechanizmusokkal kapcsolatos tudasunk ma még szdmos helyen
hianyos. Habar jelentés mértékli hasonlosagok és atfedések vannak az egyes ischaemids
kondicionald eljarasok mechanizmusaiban, ugyanakkor szamolnunk kell kisebb
kiilonbségekkel. A célszerv vonatkozdsdban az egyes eljarasok iddzitése (pre, per vagy
posztkondicionalas), illetve az egyes résztvevo elemek aktivaltsaga és koncentracidja nem
megegyez0, mely igy megvaltoztathatja a megfigyelt protektiv valaszreakciot. Hausenloy és
munkatarsainak kimutattak, hogy ilyen aprobb eltérések allnak a lehetséges kiilonbségek
hatterében egyes protektiv jelpalyak aktivalodas kapcsan. [314] Ezt azzal igazoltak, hogy
mig a wortmannin PI3-kindz inhibitor megsziintetheti a tavoli szervi prekondicionalas

(RIPC) protektiv hatasait, addig a R-IPer hatasaira nincs befolyassal.

Széles korben elterjedt elmélet szerint, a cél- és kondicionalt szerv kozotti kapesolat
vérrel kering® faktorok és/vagy szisztémas, idegi elemek ttjan valosul meg. Ugy tiinik, hogy
ezen kapcsold mechanizmusok protektiv szignalokat kozvetitenek a célszerv felé, ezzel
komplex szubcellularis védémechanizmusokat inditva be. [76] Gho és munkatarsai elséként
alkalmaztak a ganglionblokkold hexamethoniumot, amely teljes mértékben megsziintette a
mesenterialis ereken végzett prekondicionalas infarktusméret csokkentd hatasat. [143] Ezt
kovetden tovabbi tanulmanyok is megerdsitették az autondm idegrendszer szerepét a tavoli
szervi prekondicionalas hatasmechanizmuséaban. Bizonyitast nyert, hogy direkt nervus vagus
izgalom hatasara csokkenhet a myocardium IR karosodasanak mértéke [335, 336], tovabba
bilateralis cervicalis vagotomia segitségével a RIPC potens protektiv hatasai
felfiiggeszthetok. [321] Matitskaya és munkatarsainak kozlése szerint a kolinerg vagalis
pregangliondlis neuronok szelektiv blokkol4saval ugyancsak hatdsosan megsziintethetd a
RIPC protektiv hatasa, mig azok szelektiv izgatasaval erds RIPC-t leképez0 hatés érheto el.

[337] Feltehetden kiilonféle, tavoli szervbdl felszabaduld mediatorok (adenozin, bradykinin,
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stb.), valamint a helyi idegi elemek felelések ezen komplex idegi mechanizmusok
beinditasaért. Felvet6dott tovabba annak lehetdsége is, hogy ezen mediatorok aktivalhatjak
a capsaicin-szenzitiv érz6 neuronokat, amelyek igy calcitonin gene related protein (CGRP)

felszabaditasaval képesek a véddmechanizmusok indukalasara. [338]

A R-IPer mechanizmusairdl szolo eldzetes eredmények foleg kardiovaszkularis
kutatdsokbol szdrmaznak. Szignifikdnsan kevesebb adat 4ll rendelkezésre olyan
parenchymas szervek ischaemias eseményeit illetéen, mint a maj. [339] Neuralis
komponensek szerepét a R-1Per hepatoprotektiv hatasai kapcsan eddig munkacsoportunkon
kiviil nem publikaltdk. Lim és munkatarsainak kozlésébdl kidertil, hogy a hatsé (azaz also)
végtagon alkalmazott tavoli szervi prekondicionalassal kivaltott myocardialis véddhatas
teljes mértékben felfiiggeszthetd ipszilaterdlis nervus femordlis és nervus ischiadicus
atvagasaval. [340] Ezen adatokra alapozva tovabbi tanulmanyunk soran az alsé végtagi
idegatmetszés hatasait vizsgalatuk perkondicionalas alkalmazasa mellett. Modelliinkben a
tavoli szervi perkondicionalast a bal femoralis artérian hoztuk 1étre, a bal femoralis és
iildideg kipreparalasat kovetden. gy ugyan elézé vizsgilatainkkal Osszevetve a
kondicionalast egy — ellatasi teriiletét tekintve - szignifikansan kisebb vaszkularis régidoban

alkalmaztuk, ugyanakkor konnyli szerrel kivitelezhettiilk a kondiciondlt teriilet szelektiv

crer

Eredményeink alapjan az IR kérosodas kovetkeztében a maj reperfuzios
mikrocirkulacigja, valamint az atlagos artérids nyomas szignifikdns mértékben lecsokkent
az ischaemian atesett csoportokban. Ugyanakkor a R-IPer jelentds mértékben képes volt
mérsékelni ezen hemodinamikai megingast. A femoralis és iildideg atvagasa azonban
tompitotta a R-IPer protektiv hatdsat. A célszervi karosodas (necrosis) szdmszer{sitésre
automatizalt képanalizist alkalmaztunk (Fraunhofer MEVIS). A szovetkarosodas
kiterjedtsége kifejezett volt az ischaemia-reperfuzios sériilt csoportokban (IR, IR-N). A
perkondicionalas jelentds mértékben csokkentette a necrotikus teriiletek kiterjedését,
ugyanakkor hasonlé protektiv hatas nem volt megfigyelhetd az idegatvagott csoportban. A
szOvettani eredményeket alatdmasztjdk a szérum ALAT szintek parhuzamos valtozasai.
Ezzel szemben ASAT szintek mind a négy IR karosodott csoportban emelkedettek voltak,
csoportok kozotti szignifikans eltérés nélkiil. Ennek hatterében a két paraméter eltérd
specificitasa allhat: ALAT-t tobbnyire majkarosodasra specifikus enzimnek tartjuk,, mig az
ASAT szamos egyéb szovet, mint a myocardium vagy vazizom sériilésekor is felszabadul.

[341] A teljes szérum bilirubin koncentracié meghatarozasat a majfunkcio megkozelitd
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becslése céljabol végeztik el (felvétel és exkrécid). Enyhén, mégis szignifikansan
emelkedett bilirubin szintek voltak megfigyelheték az IR, IR-N és IR+R-IPer-N csoportok
esetében, mig az IR-R-IPer csoportban a bilirubin szint normal tartomanyban maradt. A
majszovet szabadgyok tartalma alapjan megallapithato, hogy a R-IPer képes volt a
reperfuzié alatti szoveti szabadgyok terhelést csokkenteni. Idegkiirtast kovetden ez a
védohatas nem volt megfigyelhetd. Ez a jelenség kevésbé volt nyilvanvalo a proteinfiiggd

antioxidans (SH-csoportok) és H™-donor aktivitas tekintetében.

Eredményeink egybevagnak Lim és munkatarsainak megfigyeléseivel, akik egér
myocardialis ischaemia-reperfizi6 modelljiikk segitségével igazoltdk, hogy a végtag
denervalésa teljes mértékben felfliggesztheti a femoralis artérian alkalmazott kondicionalas
infarktusméretre kifejtett pozitiv hatasait. [340] Egy twjabb tanulmanyban, Wang és
munkatarsai vagalis stimuldcioval eldidézett perkondicionalds pozitiv hatasait vizsgaltak. A
szerzOk felvetették, hogy az elektromos vagalis stimulacid a cholinerg anti-inflammatérikus
utvonalak aktivalodasa révén fejtik ki hatasukat. [328] Az infarktusméretre és gyulladasos
valaszra Kifejtett pozitiv valtozasok ezen modszer alkalmazasaval Osszehasonlithatoak
voltak azokkal az eredményekkel, amelyeket a standard ischaemias perkondicionalasi
modelljiikb6l nyertek. Mindez alatamasztja az egyes idegi Osszetevok szerepét a R-IPer

indukalta szervvédelemben.

Osszefoglalasként (1) a szerzé munkacsoportja elséként szdmolt be azokrol a
komplex rovid és kozéptavu tapasztalatokrol, amelyben alsé végtagi R-1Per-t alkalmaztak
patkany maj IR karosodasanak csokkentésére. (2) A jelen vizsgalatokban igazolast nyert,
hogy a tavoli szervi kondicionalas képes hepatoprotektiv hatast kifejteni, mely azonban
majdnem teljes mértékben felfiiggeszthetd a kondicionald szerv denervaciojaval. Mindezek
alapjan feltételezhetd, hogy a perkondicionalas altal eldidézett hepatoprotektiv hatasok
kdzvetitésében bizonyos neuralis elemek szerepet jatszanak. Osszegezve, a R-1Per egy
elérhetd, jol alkalmazhato, alacsony kockazati modszer, amely értékes klinikai
megkozelitést biztosithat szamos, sulyos IR kérosodassal jard elektiv és akut klinikai

szituacidban.

Kisérletsorozatunk folytatasanak alapjat a sebészi, ischaemids kondicionalési
eljarasok pathomechanizmusanak mélyebb megértése képezte. Intenziv kutatasoknak
koszonhetden az wutobbi évtizedben szamos szignalitvonal ismerté valt, melyek

befolyasolasa az un. farmakologiai kondicionalasok széles palettdjanak nyitott utat. Ezen
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kémia elokezelések kozé sorolhatd a levosimendan alkalmazasa, amelynek antiischaemias
hatasat kutatdcsoportunk vizsgalta elsdként parenchymas szerv esetén. A levosimendanrol
ismert, hogy kedvezd, ,,inodilatator” kardiologiai hatasai mellett a mitokondrialis K*arp-
csatornak nyitasan keresztiil képes a mitokondriumok stabilizaldsara és ez altal a sebészi

kondicionalasi technikakhoz hasonldan az ischaemias karosodasok mérséklésére. [175]

Jelen vizsgalatban a levosimendan protektiv hatasanak igazoldsara meghataroztuk a
maj IR karosodasban kulcsfontossdgu szerepet betdltd mikrocirkulacios valtozasokat. A
mikrokeringés vizsgalta soran lathat6 volt, hogy mind a mutét elott kdzvetleniil, mind a 24
oraval korabban végzett levosimendan el0kezelés szignifikans javulast eredményezett a
egyrészrol lehet a szer hemodinamikai hatasanak kovetkezménye, de megjelenhet
farmakologiai prekondicionalas eredményeként is. Az el6bbire utalhat, hogy a levosimendan
ma4j véraramlasra gyakorolt pozitiv hatdsat mas szerzok is leirtdk szeptikus sertésmodellben,
ahol a pulmonalis vaszkularis ellenallas csokkenése mellett a portalis aramlas és muosalis
oxigénellatas javulasat figyelték meg a szer adagolasat kovetéen. [179] A levosimendan
farmakologiai prekondicionald hatdsdhoz hozzajarul, hogy egyes kisérletes megfigyelések
alapjan kiilonbozé szignalutakat aktivalva fokozza az endothelidlis NO-termelést a
koronariakban. [342] Az eNOS indukcidja pedig kovetkezményesen csokkentheti az IR
soran kialakul6 NO/ET-ardnytalansag mértékét €s jelentdsen javithatja a maj szoveti

mikrocirkulaciojat. [343, 344]

A kedvezd mikrocirkuldcios hatdsok mellett a levosimendannal végzett elfkezelés
jelentés mértékben mérsékelte a m4aj IR karosodasanak mértékét. A szoveti karosodas
megitélésére és értékelésre hasznalt pontrendszer alapjan a tisztan IR kérosodason atesett
csoportban kozépsulyos intenzitasi a destrukcid mértéke: nagy, sokszor Osszefiiggd
teriileteken megjelend necrosis, szdveti bevérzés €s gyulladasos valasz. Ezzel szemben a
levosimendannal el6kezelt csoportokban latvanyosan kevesebb, karakterét tekintve inkabb
fokalis sejtelhalds mutatkozott. A klasszikus szovettani vizsgalatokkal 6sszhangban TUNEL
immunfestéssel minden IR kdrosodott csoportban megjelentek diffuz pozitivitast mutatd
teriiletek, melyek a hematoxilin-eozin festéssel is detektalhatd necrotikus szovetrészeknek
voltak megfeleltethetok. Levosimendan kezelést kovetden, mind a ,,ré6vid”, mind a ,,hosszu
latenciaju” idokategdria esetében szignifikdns csokkenés mutatkozott a demarkalddott
teriiletek méretében. Az 0Osszefliggd teriileteket érintd6 karosodds ardnya PARP-

immunhisztokémidval vizsgalva is igen hasonldan alakult, szignifikansan kisebb mértékii
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sejt, illetve DNS-karosodast jelezve. A levosimendan kezelt csoportok kisebb mértékii
majsejt karosodasat tamasztja ald tovabba a szérum ALAT aktivitasanak mindkét kezelési
idoablakban megfigyelhetd szignifikans csokkenése is. Mindemellett megjegyzendd, hogy
a szoveti leukocytas besziirddés is kisebb mértékiinek bizonyult levosimendan alkalmazasa
mellett. Ez a megfigyelés Osszecseng a gyulladasos valasz mérséklédését igazolod korabbi
vizsgalatok eredményeivel, melyek alapjan a levosimendan id6- és dozisfiiggé modon
képes csokkenteni a TNF-a, az IL-1 és IL-6 termelést és gatolni az 6déma képzodést. [345]
Ezzel parhuzamosan egyes kutatok igazoltak, hogy a szer hatasara fokozodik a szuperoxid-
dizmutaz aktivitasa és a glutation szintje IS, mely a csokkent gyulladasos reakcidval
egylittesen a redox-homeosztazis kedvezd alakulasat eredményezi. [346] Kisérletiinkben ez
utobbit a luminometriaval mért szabadgyok-szint csokkenés, valamint a spektrofotometrias

mérések alapjan javul6 tendenciat mutat6 antioxidans statusz tiikkrozte.

A levosimendan maj mikrocirkulaciora és szoveti karosodasra kifejtett pozitiv
hatéasainak hattérében allo6 mechanizmusok feltérképezésére elvégeztiikk a HSP-72 expresszio
meghatarozasat. Ennek emelked6 szintje ischaemias prekondicionalds soran bizonyitottan
hozzajarul a sejtprotektiv hatas kialakitasahoz. [347] Ebben a vonatkozasban azonban a
levosimendannal kezelt csoportok nem mutattak kiilonbséget az IR kontroll csoportokhoz
képest. Tekintve, hogy a folyamat egy kiragadott elemérdl van szd, elhamarkodott lenne
kimondani, hogy a prekondicionalas ismert utvonalai egyaltalan nem jatszanak szerepet a
majkarosodds csokkentésében. Felmeriil ugyanakkor, hogy a maj esetében egyeb
mechanizmusokra, mint példaul a javuld szisztémas keringési valtozasokra visszavezethetd

hatasrol is szo van.

Jelen kisérlet hemodinamikai mérési adatai azonban nem nytjtanak elegendd
informdciot a szisztémas keringési hatasokra vonatkozoan. A vérnyomads- és szivfrekvencia
regisztratumok alapjan csak annyi mondhat6 ki, hogy a levosimendan jelen adagolasi
formdjaval a tipusos kardidlis hatds indukalhato. Az infuzié alatt és azt kovetden is
fennmarad¢ szivfrekvencia emelkedés, illetve vérnyomas csokkenés jol korreldl az irodalmi
adatokkal. [181] A szervi keringés szempontjabol azonban sokkal fontosabb paraméterek,
mint példaul a perctérfogat, illetve a pulzustérfogat, valamint a bel6lik szarmaztatott
paraméterek meghatdrozdsara lenne sziikség. Fontos lenne tovabba lokalis
gasztrointesztinalis keringési paraméterek, im. a mucosalis pH meghatarozasa is. Annak
alapjan, hogy a reperfuzios vérnyomasesés kisebb mértékii volt levosimendan kezelést

kovetden, illetve hogy ezen csoportokban jobb hatasfokkal rendezddtek a
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vérnyomasértékek, arra lehet kdvetkeztetni, hogy a célzott hemodinamikai vizsgéalat tovabbi

kisérletek szamara igéretes lehet.

Tovabbi vizsgélatot igényel a funkcionalé mitokondriumok nagyobb aranyu jelenléte
is, mely az alsovégtagi kisérletek soran ismertetett NBT-enzimhisztokémiaval vizsgalva a
levosimendannal kezelt csoportokban megfigyelhetd, és a ,,hosszu latenciaju” el6kezelés
esetében szignifikins mértékli. Ennek hatterében egyrészt a mitokondrialis K*ate-
csatornakra kifejtett kozvetlen hatas allhat, masrészt megjelenhet masodlagosan a karosodas
mérséklésének kovetkeztében is. A mito-K*arp-csatornak direkt nyitasa irodalmilag is
dokumentalt a levosimendannal kapcsolatban, €s mint mas,hasonl6 hatast kifejté molekulak
esetében, itt is prekondicionalasszeri anti-ischaemias hatassal hozhat6 6sszefiiggésbe, mely
a csatornak specifikus gatloszerével felfiiggeszthetd. [348, 349] Az NBT-
enzimhisztokémidval levosimendan kezelést kvetden tapasztalt jobb szoveti viabilitas tehat
elképzelhetd, hogy a farmakoldgiai prekondiciondlds eredménye is, melyre vonatkozdan

ugyanakkor jelen kisérlet nem szolgaltat elegendd bizonyitékot.

A kezelés két idGablakban torténd vizsgalata els6dlegesen az ischaemias
prekondicionalassal kapcsolatban leirt két fazis (I-PreC korai és késo hatasai) modellezésére
szolgalt. A kisérleti eredmények alapjan azonban ismételten felmeriilt, hogy a ,,hosszl
latencidval” végzett kezelés esetén sulyosabb kérosodas jelent meg, mint a ,rovid
latenciaval” kezelt és operalt allatok azonos vizsgélati csoportjdban. E tekintetben egyarant
korrelalnak egymassal a szOvettani €s az immunhisztokémiai vizsgélatok eredményei,
valamint a mikrocirkulaciés aramlasi paraméterek. A ,rovid latencidval” kezelt
csoportokhoz képest megjelend, szignifikdns ASAT-szint emelkedés és az NBT-pozitivitas
szignifikans csokkenése szintén ezt tdmasztjadk ald. A jelenség hatterében az a "hosszl
latencidval" el0kezelt allatokat ért nagyobb perioperativ stressz allhat, mely a két fazisban
torténd kezelés, illetve miitét velejardja és ragesalok esetében jelentds lehet. Erdekes
kiemelni azonban, hogy a levosimendan kezelés ebben a "hosszu latenciaval" elékezelt
kategériaban még kifejezettebb javulast eredményezett az IR kontroll csoporthoz képest.
Magyarazatként szolgalhat erre, hogy a levosimendan kezelést kovetdé maximalis
perctérfogat emelkedés €s hemodinamikai valasz a kezelést kovetd elsd és masodik napra

tehets. [350]

Osszegezve a fenti eredményeket kutatocsoportunk elséként igazolta, hogy a

levosimendan eldkezelés jelentds mértékben képes mérsékelni a mdj, mint parenchymas
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szerv IR kérosodésat, mely hatterében a javulod szoveti keringés mellett a mitokondrialis

funkcidra kifejtett pozitiv hatés is allhat.

Kisérleteink tovabbgondolasa soran a klasszikus ischaemias keringésmodulalo
eljarasok és azok jelatviteli palyajan hato agensek fel6l az érdeklddésiink egyéb gyogyszeres
elokezelések felé fordult. E tekintetben kézenfekvOnek tiint a reperfuzids karosodasok
kapcsan észlelt oxidativ stressz allapot befolyasolasa, mivel ez a m4j esetében kiemelkedd
szerephez jut a reperfuzids soran torténd massziv szabadgyok (ROS) termelésrévén. A ROS-
ek termelése a korai szakban inkabb a Kupffer-sejtek, mig a késébbickben dominansan a
PMN-k aktivacidja révén jon létre, és ezzel egy ponton tul meghaladja az endogén
antioxidans rendszerek kapacitasat. [351] A folyamat ereddjeként jelentdés mennyiségl
proinflammatorikus citokin (TNF-a, IL-1, IL-8) szabadul fel. [352] A szabadgyokok,
citokinek, valamint proteazok tultermelddése és felszabadulasa a parenchymalis és egyéb
sejteket egyarant karositja, mely végiil a majfunkcié romlasahoz vezet. Emellett mindezen
parakrin medidtorok olyan nagy mennyiségben keriilhetnek a keringésbe, hogy szdmos

esetben karos szisztémas hatasok megjelenésére is szamitani lehet.

Az elmult 15-20 év kisérletes eredményei és szamos kisebb klinikai vizsgalat
alatamasztotta, hogy a glutamin mellékhatasok nélkiil képes a posztoperativ kimenetel
javitasara kritikus allapot betegek esetén. [353] A glutamin szamos olyan molekularis,
valamint gén expressziora kifejtett hatassal (pl.: hdsokk fehérjék aktivalasa) bir, mely
pozitivan befolyasolhatja az IR kérosodas korlefolyasat. Tobb kisérletes eredmény is
alatamasztja a glutamin anti-inflammatorikus tulajdonsagat, [197, 354] melyet kiegészit az
antioxidans statuszra gyakorolt szupportiv hatasa. [355] Mindezek alapjan - az IR karosodas
patomechanizmusat figyelembe véve - érdemesnek tartottuk megvizsgalni, hogy rejlik-e

protektiv potencial parenteralis glutamin preoperativ — mintegy profilaktikus — adasaban.

A preoperativ glutamin kezeléssel végzett elsd kisérlet sordn (révid latenciaju
elokezelés), a kozvetleniil miitét eldtt infundalt Dipeptiven® oldat segitségével javuld
reperfizios mikrocirkulaciot, kedvezdbb szdveti antioxiddns statuszt és szignifikdnsan
kisebb aranyu necrosist tapasztaltunk. A kezelt allatok esetében — a kisebb szoveti karosodas
¢s valdszintisithetéen jobb energetikai statusz kovetkeztében — az apoptdzis valt dominans
sejthaldlformava. Mindezek ereddjeként csokkent a lokalis és szisztémas gyulladasos

valaszreakcié mértéke. Kisérletiink folytatasaként - tekintettel a glutamin alkalmazasaval
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kapcsolatos klinikai ajanlasok valtozasara - a hosszu tava elkezelés okozta protektiv

hatasok vizsgélatara 6sszpontositottunk.

A korabbiakhoz hasonlé modon a maj mikorkeringésének vizsgalatat végeztiik.
Glutamin kezelés hatdsara javuld tendenciat tapasztaltunk a majszovet korai reperfuzios
aramlasaban. Ezzel 6sszefiiggésben Schauer és munkatarsai glutamin posztischaemias adasa
mellett intravitalis mikroszkopids vizsgalattal a szinuszoidealis aramlas majdnem teljes
rendez0dését talaltak. [356] Ezzel parhuzamosan a fehérvérsejtek kitapadasanak
csokkenését figyelték meg a majszinuszoidok €s a posztszinuszoidalis venulak teriiletén. A
mikrocirkulacié javulasa részben visszavezethet6 a lokalis gyulladasos valaszreakcio és a
leukocyta-kitapadas csokkenésére, ezért elviekben kapcsolatba hozhatdo a glutamin

gyulladascsokkentd és az antioxidans statuszt javito hatasaival.

Rutin szdvettani metszeteket vizsgalva a glutamin kezelt csoportban nem Iépett fel
szoveti bevérzés, valamint altalaban megfigyelhetd volt a szovetkarosodas és a gyulladasos
sejtes beszlirddés mérséklddése, mely jol korreldlt a szoveti mikrocirkulacid fent emlitett
javulasaval. Kihasznalva a 24 O6ras reperfizid alatti, egyértelmilen demarkdlodo
szovetkarosodas nyujtotta lehetdséget, TUNEL-reakcioval vizsgaltuk ezen teriiletek
méretét, tekintve, hogy a TUNEL reagens a necrosisra jellemz6, massziv ischaemias DNS
toréseket is megfesti az apoptozis mellett. A glutamin kezelt csoportban szignifikdnsan
csokkent az 0Osszefiiggé TUNEL-pozitivitast mutato teriiletek aranya az IR kontroll
csoporthoz képest, ami szdmszerlien is alatdmasztja a szignifikdnsan kisebb mértéki
necrosis jelenlétét. A necrotikus teriiletek méretének csokkenése tikrozodik a PAR-
immunhisztokémat kovetden kimutathatd szignifikdnsan alacsonyabb szoveti PARP-
aktivitasban is. A Sudan IV festéssel igazolt, ugyancsak stlyos sejtkarosodasra utal6 zsiros
degeneracio el6fordulasa () glutamin kezelés hatasara szintén csokkent. A glutamin kezelés
szovet-, illetve sejtkarosodast csokkentd hatasat a szérummintdkban mért necroenzim

aktivitasok szignifikansan alacsonyabb szintje is alatdmasztotta.

A fenti kedvezd hatdsok hatterében a glutamin szoveti gyulladasra és redox
homeosztazisra gyakorolt kedvezd hatdsa feltételezhetd, melyet jelen kisérlet eredményei is
alatamasztanak: a majhomogenizdtum mintak luminometrids Ossz-scavenger kapacitdsa
szignifikansan javult a glutamin eldkezelt csoportban. Ennek hatterében a szabad SH-
csoportok szoveti koncentracidjaban tapasztalt szignifikans emelkedés allhatott, mely

indirekt modon nagyobb mennyiségben hozzaférhetd glutation jelenlétére utalt. A szdveti

152



Dr. Szijarto Attila d c 1098 15 Doktori értekezés

H*-donor kapacitas és redukdlo képesség aloperalt csoportét kozelité értékei
kiegyensulyozott lokalis redox homeosztazisra utaltak. Mindezek az eredmények
0sszhangban vannak a kozvetleniil mutét elétt adott glutamin kezelés soran tapasztaltakkal.
Elmondhaté tovabba, hogy 24 oras reperfiziot koveten a kezelt és az IR kontroll csoport
kozotti kiilonbségek még inkabb markanssa valtak. A luminometrids Ossz-scavenger
kapacitas plazma mintdkban detektalt, szignifikans javuldsa elvben magyarazhat6 lehet a
kisebb lokalis karosodasra visszavezethetd, alacsonyabb szisztémas gyulladasos valasszal,
ugyanakkor ezen hipotézis igazolasa célzott vizsgalatot igényel. A rovid latenciaja
kisérletben szintén tapasztaltuk a plazma antioxidans kapacitdsdnak javulasat, valamint a
TNF-a szint csokkenését a reperfuzio egy korabbi idépontjaban, ami szintén tdmogatja az

esetleges anti-inflammatorikus hatas részletes vizsgalatanak megalapozottsagat.

Osszességében a fenti eredmények igazoltdk az antioxidans potenciallal bird
glutamin kedvezd hatdsait a maj IR kéarosoddsédval szemben, mely védd hatdsok az
ischaemids inzultust mind kozvetleniil, mind pedig 24 oraval megel6ézéen az tortént

alkalmazas mellett megjelennek.

Mint az a bevezet6 fejezetben olvashatd, az IR alatt képz6dott szabad gyokok, illetve
az ezek hatdsara megindulo6 citotoxikus reakciok a DNS-lanc karosodasat idézik eld. Az
ennek folyomanyaként aktivaloddo poly(ADP-rib6z)-polimeraz, egy energiaigényes
folyamat révén a NAD'-bol, mint szubsztratjabol ADP-ribozt és nikotinamidot hasit le, mely
eldbbieket kiillonbozd proteinekhez csatolja, ezaltal poly(ADP-riboz) egységeket épit fel.
Ezen folyamat sulyos karosodasok esetén a magas energiatartalmu foszfatok sejten beliili
deplécidjahoz, majd tovabbi mitokondrialis funkcidézavarokhoz vezet, jelentdsen
hozzajarulva a sulyos szdveti karosodas kialakuldsdhoz. Mindezek alapjan logikusnak tlinik
a folyamat korai gatlasa, és igy a késoi karosodasok kivédése. Bizonyitott tény, hogy a PARP
gyogyszeres gatlasa csokkenti a szervekben kialakul6 necrosis nagysagat, és ezaltal megdrzi
azok funkcioit. [205, 207] A jelenség hatterében a PARP-inhibitorok okozta ATP
prezervaciod all, mely eredményeként a sejt acnecrosis helyett a gyulladasos véalasszal nem
kisért apoptozis felé indul. Ennek alapjan feltételeztiik, hogy a PARP1 enzim szelektiv

gatlasa (PJ-34), az enzim talaktivalodasanak megeldzésével alkalmas lehet mdj ischaemia-

reperfuzids modellben is a késdi karosodasok csokkentésére.

Eredményeink szerint az elokezelés szignifikansan javitotta a maj mikrocirkulacios

paramétereit az IR kontroll csoporthoz képest. A szovettani mintakkal tortént
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Osszehasonlitas soran lathat6 volt, hogy a szerrel tortént kezelés csokkentette a gyulladasos
jeleket a majszovetben. Kiterjedt necrosist a kezelt csoportokban nem lattunk. TUNEL
assayt végeztiink a sejtelhalas, apoptézis igazolasara. Eredményiil részben 0Osszefiiggd
pozitiv festodést teriileteket (II-111 zona hatara, pericentralis teriiletek) kaptunk, melyeket az
IR karosodasbol eredd DNS toredezettségnek tartottunk. Az apoptodzis detektalasara aktiv
caspase-3 kimutatast hasznaltunk, mely ilyen koriilmények kozt is specifikus. Az itt latott
pozitiv festddés megerdsitette feltételezésiinket, hogy a TUNEL pozitvitashoz (IR karosodas
+ apoptozis) képest kisebb szamban, de jelen van apoptdzis. Az apoptozis a PJ-34 csoportban
szignifikdnsan nagyobb szamban fordult eld, mint az IR csoportban, ahol a necrosis jelei is
lathatova valtak. Fontos megemliteni azon irodalmi adatot is, amely szerint a PARP
inhibitoroknak 1étezik direkt caspase-3 aktivalo hatasuk is. [42, 357] KézenfekvOnek tiinik
a feltevés, miszerint a csOkkent mértéki oxidativ stressz is a PARP-inhibitorok kézvetlen
hatasa lenne. A jelenség inkabb az apoptdzis eredményeként 1étrejott, csokkent gyulladasos
valaszjelenséggel allhat Osszefiiggésben, [205] melyre kisérletiink soran elvégzett
antioxidans vizsgalatok is rdmutatnak: a globalis antioxidans statusz jellemzésére hasznalt
Ossz-scavanger kapacitas luminometrids mérése csokkent oxidativ stresszt igazolt, de a tobbi
paraméter (szabad SH-csoport, H*-donor aktivitas, redukaloképesség) sem a szérumban,
sem a majszoveti homogenizatumban nem mutatott szignifikans javulast. Az elézdekkel
Osszevag, hogy az el6kezelések hatdsara csokkent TNF-a szint volt mérhetd, mely a necrosis
hianyara és a kisebb foku gyulladasos reakciora is utalhat. Hasonloképpen, a PJ-34 elokezelt
csoportban az ALAT és ASAT szintek csokkenését detektalhattunk.

Osszességében elmondhato, hogy a szerzé altal vizsgalt kémia elékezelések (PARP
inhibitor) bizonyos aspektusokat tekintve (mikrokeringés, gyulladascsokkentés, stb.)

alkalmasnak tlintek a mdj IR karosodédsanak kivédésére.

Fentiekb6l kitlinik, hogy mind az alsdé végtagi, mind a majszoveti ischaemia-
reperfizios jelenségek életveszélyes korallapotokat hozhatnak 1étre. A karosodas
csOkentésére tett torekvéseink alapja, hogy - az IR kéarosodasnak kitett szervekre adaptalt
specifikus - kezelési technikakat és azok hatasmechanizmusait részleteiben megismerjiik. A
kritikus ischaemia meghatarozasara, illetve azok befolyasolasasra tett Kkisérletes
eredményeink - az irodalmi tények ismeretében is - biztatd jovOoképet festenek le a késébbi

klinikai alkalmazasok tekintetében. Ezen igértesenek tlind sebészi és farmakoldgiai
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kondicionalé eljarasok hattermechanizmusainak felderitésében, illetve a szdveti
valaszjelenségek leirasaban a jelen dolgozatban feltiintetett kisérletek egyes eredményei - és

az ezekbdl sziiletett kozlemények - uttérd szerepet jatszottak.
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7. Kovetkeztetések

1. Az aorta infrarenalis szakaszanak 3 oras kirekesztését kovetéen - klasszikus
szovettani modszerekkel - nehezen detektalhatdo az izomkarosodas megjelenése,
ugyanakkor ezen ischaemias id0 is jelentds szoveti és funkcionalis eltéréseket idéz

el a tavoli szervekben (vese, tiido, bél).

2. Az als6 végtagon alkalmazott posztkondicionalas hatékonyan képes csokkenteni a

reperfuzios periddusban fellépd vese-, bél-, és tiidoszovodmeényeket.

3. Az als6 végtag tekintetében a 8 6rds ischaemias inzultus mar olyan foku maradando

celluléris és subcellularis kérosodasokhoz vezet, melyek megalapozzak a kritikus

c ey

4. Az altalunk kifejlesztett - enzimhisztokémiai eljarason (NBT) alapul6 - kiértékelési
metodus magas érzékenységgel képes a kialakult ischaemias karosodasok mértékét
meghatdrozni, hiszen a moddszer altal kapott értékek jol korreldlnak mind az
ischaemia hosszaval, mind az elektronmikroszkopos vizsgalatok soran latott

valtozasokkal.

5. A posztkondiciondlas a kritikusnak vélt, 8 oréds ischaemias id6tartamot kdvetden is
képes volt a fénymikroszkoposan detektalhatd szovettani karosodas mérséklésére. A
megfigyelés 1dotartama alatt a kezelés mind a lokalis gyulladast, mind az ennek

kovetkeztében fellépd szoveti 6déma kialakuldsat mérsekelte.

6. Hatvan perc 70%-0s, részleges majischaemias modellben a tavoli ischaemias
perkondicionalas mérsékelte a maj ischaemia-reperfizios sériilését. A modszer
hasznalataval szignifikans javulas volt elérhetd a szisztémas hemodinamikai, a
mikrocirkulacids (m4j és az alsé végtag) paraméterekben; valamint szignifikdnsan
alacsonyabb szoveti szabadgyok-szint és javuld antioxidans kapacitas volt

megfigyelhet6 a csokkend gyulladdsos valaszreakcio mellett.
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7.

10.

A perkondiciondléssal kivaltott majszdvetet védé mechanizmusok felfliggeszthetdek

cres

feltétele a tavoli szervi perkondicionalas 1étrejottének.

A levosimendan kezelés mindkét (rovid és hossza latencidji) formdja markdnsan
képes csokkenteni az ischaemia-reperfuzié talajan kialakuld majkarosodas mértékét.
A mutét elott 24 oraval alkalmazott levosimendan eldkezelés Osszességében
kifejezettebb védohatast képes létrehozni, mint a kdézvetlen miitét elott végzett
kezelés. Ugyanakkor a jelenlegi kisérleti elrendezésben a szer direkt majszoveti
citoprotektiv hatdsa mellett a hemodinamikai eredetii kedvezd hatdsok sem

elhanyagolhatoak.

A miutét elott (24 oraval) adagolt L-alanil-L-glutamin el6kezelés képes a maj
ischaemia-reperfuzids karosodasanak csokkentésére. A glutamin kezelt csoportban a
majszoveti antioxidans statusz szignifikans javulasa volt tapasztalhatd, minek
alapjan valdszinli, hogy elsésorban ezen hatds vezet a szovetkarosodas

csokkenéséhez.
A PJ-34 PARP inhibitor kezelés az ischaemias inzultus hatasra necropoptozisha

sodrodott majsejteket az apoptosis felé tereli, igy a reperfuziot koveto gyulladasos

reakciok mérséklésével javitja a szoveti tulélést.
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8. Uj megallapitasok

A fentiek alapjan az alabbi, uj megallapitasok tehetok:

1. A posztkondicionalas hatékony modszer az alsé végtagi ischaemia-reperfiizio helyi

¢és tavoli szervi karosodasainak mérséklésére.

2. A nitro-blue tetrazélium enzimhisztokémiai szinreakcion alapuld, szoftveres
feldolgozassal kiegészitett vizsgalati eljaras alkalmas a kritikus ischaemias
karosodasok detektalasara. Tovabbfejlesztését kovetden a modszer hasznélataval az
ischaemids korallapotok ellatdsa egyszerlibbé valhat, illetve az empirikus alapu

terapias dontéseinket objektiv paraméterekkel erdsithetjiik meg.

3. A tavoli szervi perkondicionalas és a kémiai kondicionald szerként hasznalt
levosimendan csokkenti a maj ischaemia-reperfizios karosodasat, melyet a szerzo és
munkacsoportja elséként igazolt az irodalomban. A perkondicionalas hatterében allo,
majszovetre vonatkoz6 neuralis mechanizmusok szintén elsd leirdsnak szdmitanak,
melyek Ujabb utat nyithatnak a mindennapi klinikai alkalmazashoz sziikséges

tovabbi vizsgalatok felé.
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9. Osszefoglalas

A szervkeringési zavarok kovetkezményeinek mérséklésére mai napig nagy a
klinikai igény. Az ischaemia-reperfizios (IR) karosodasokbol eredé szervi, lokalis és a
gyulladasos valaszreakcioval generalizalodd folyamat eredményeként a tavoli szervi
karosodasok életveszélyes szovodményekkel jarnak. Jelen dolgozat célja, hogy két klinikai
esetismertetésen keresztiil felhivja a figyelmet a jelenség fontossagara, illetve a védekezo
mechanizmusok kidolgozasanak igényére. A dolgozatban két szerv, szovet (izom €s mdj)
egymastol eltérd IR valaszjelensége és a tervezett védekezés igényének kiillonbozosége keriil
bemutatasra. Az alsé végtagi IR karosoddsok csokkentésére felallitott modellben egy
rovidebb és egy hosszabb, a kritikus ischaemids 1d6t megcélzd modell keriilt felallitasra. A
vizsgalatok soran igazoltuk, hogy az aorta infrarenalis szakaszanak 3 oras kirekesztése
jelentds és korai szoveti és funkcionalis eltéréseket idéz eld a tavoli szervekben, melyek
mérsékelhetdek posztkondiciondldssal (PostC). Az alsé végtagok tekintetében a 8 oOrés
ischaemias inzultus kritikusnak mondhatd, de itt még a PostC hatasosnak bizonyult. Az
altalunk kifejlesztett - enzimhisztokémiai eljarason alapul6 - j kiértékelési metodus magas
érzékenységgel képes a kialakult ischaemids karosodas mértékét meghatarozni.

A majszoveten 1étrehozott IR karosodasok megelézésére elsdként alkalmaztunk tavoli
szervi kondicionalasi technikat (R-IPer), mely mérsékelte maj ischaemia-reperfuzios
sériilését, csokkend gyulladasos valaszreakcié mellett. Els6ként nyert igazolast, hogy a
perkondicionalassal kivaltott majszovetet védé mechanizmusok felfiiggeszthetdek a tavoli
tavoli szervi perkondicionélés létrejottének. Kisérleteinket a farmakologiai eldkezelésekkel
folytattuk, mely koziil a mitochondrialis ATP szenzitiv K*-csatornan hat6 levosimendan
kezelés kapcsan markansan javulas volt észlelheté maj IR modellben. Bizonyitottuk, hogy a
jelenlegi kisérleti elrendezésben a szer direkt majszoveti citoprotektiv hatdsa mellett a
hemodinamikai eredetii kedvezd hatdsok sem elhanyagolhatoak. Tovabba, eldkezelésként
hasznalt preoperativ glutamin képes volt a maj IR karosodasanak csokkentésére, melynek
hatterében elsdsorban a javul6 antioxidans statusz allhat. A PJ-34 PARP inhibitor kezelés az
ischaemias inzultus hatdsra necroapoptoziba sodrodott majsejteket az apoptosis felé juttatja

tovabb, igy a reperfizidt kovetd gyulladasos reakciok mérséklésével javitja a szoveti tulélést.
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10. Summary

Secondary to ischemia-reperfusion (IR), local organ injury and the subsequently
developing systemic inflammatory response may often lead to distant organ dysfunction,
which induces a set of life-threatening complications. The aim of the current study is to raise
awareness on the critical importance of the pathological sequence, as well as the need for
the verification of protective mechanisms against it, through two clinical case reports. The
present overview focuses on two organs which are distinctively divergent in their reaction
to ischemia-reperfusion, and the difference of the required mechanisms for conveying
protection for the respective organs. In the experimental model designed for the attenuation
of lower limb IR injuries, two models are set forth: a shorter, and a longer one, which mimics
critical ischemia to the lower limb. It has been emphasized in our experiments, that the
clamping of the infrarenal aorta for 3 hours leads to development of solid, early tissue injury
and dysfunction of the distant organs, which may be ameliorated by the application of
postconditioning (PostC). With respect to the lower limbs, an ischemic insult as long as 8
hours can be considered critical, however, even then, postconditioning is still capable of
confering protection. Based on enzymehistochemistry, the new diagnostic tool invented by
our workgroup is highly sensitive in predicting the intensity of the ischemic insult. For the
prevention of ongoing IR injury to the liver, we have, for the first time in litterature,
performed remote perconditioning (R-IPer), which attenuated the ischemic-reperfusive
injury of the liver and paralelly dampened the inflammatory response. It has been proven for
the first time, that the hepatoprotective effects of remote perconditioning are abolished by
the denervation of the the distant organ (lower limb), therefore neural integrity is essential
in conferring the protective effects of R-IPer. Afterwards, our experiments focused on
pharmacological pretreatments, of which levosimendan, an agonist of the mitochondrial
ATP-sensitive potassium channels, led to a significant bettering in terms of the experimental
model of liver IR injury. We provided evidence, that in the described experimental setting,
besides the direct hepatic citoprotective effect of the drug, the hemodynamical effects are
also not to be ignored. Furthermore, preoperative glutamine supplementation was also
capable of reducing liver IR injury, which could be primarily attributed to its antioxidant
state improving effect. Finally, treatment with the PJ-34 PARP inhibitor improves tissue
survival by dampening the inflammatory reaction during reperfusion, since it induces
necroapoptotic cells secondary to the ischemic insult to progress into the sequence of

apoptosis.
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13. Szcientometria

Szijaro Attila tudomanyos s cktatisi munkassaganak dsszefoglalisa

MTA V. Orvostudomanyi Osztaly (2015.10.07.)

Tudomanyos és oktatasi kizlemeények Szama Hivatkozisok'
Jisszesen | Résdetezve | Figgetlen Osszes

I. Folydiratcikk® 61 — - -
szakcikk, Ssszefoglald nemzetkdzi folydiratban — 3z 210 282
szakcikk, dsszefoglald, hazai idegen nyslvi -— 2 4] 2
szakcikk, dsszefoglald, magyar nyehd -— 24 18 20
rovid kézlemeny -— 3 27 27

Il. Kényw [ - - ---

a) Szakkonyv, kézikinyv — - -
idegen nyelvi — 0 0 0
magyar nyelvi — 0 [u] [u]
Felscoktatasi tankdnyw -— 0 4] 4]

b) Szakkdnyv, tankdnyv szerkesztiként 0 — - -
idegen nyelvi - 0 - -
magyar nyehl — 0 — —
Felsdoktatasi tankdnyv -— 0 - -

lll. Kényvrészlet 3 — - -
idegen nyelvi - 1 0 0
magyar nyelhl — 2 0 0
Felsdoktatasi tankdnyviejezet — 0 0 0

IV. Kenferenciakazlemény® 1 = 0 0

Oktatasi kozlemenyek Gsszesen (I} 0 1] 1]

Tudomanyos és oktatasi kizlemények Gsszesen (V) 65 = 255 340

V. Tovabbi tudomanyos mivek 3 — - -

Tovabbi tudemanyos mivek, ide értve a nem teljes

folydiratcikkeket 25 a nem ismert lektoraltsagl folydiratokban -— 3 o] o]

imegjelent teljss folyoiratcikkeket is

Szerkeszidsegi levelezeés, hozzaszolasok, valaszok -— 0 o] o]

Jelentes, guideline -— 0 4] 4]

VL Idézett absztraktok® 2 - 2 2

Iﬁsﬁmﬁitett impakt faktor® LA = = = I
flaczettség szima’-* — — 257 42 |
IHirsch index’ 3 = = = I

188



Dr. Szijarto Attila d c 1098 15 Doktori értekezés

VIl. Sokszerzos vagy csoportos (multicentrikus) kzlemeény 0 - - -
a) Szerzd' — 0 4] o
b} Kollaboricids kizremiikods® — o o0 ]
Specialis tudomanymetriai adatok Adat
Elsd szerzds folydiratcikkek szama 18
Utolsd szerzds folyairatcikkek szama 25
Elsd és utolsd szerzdségll folydiratcikkek impakt faktor Gsszege 51.5
Az utolso tudomanyes fokozat'cim [PhD) elnyerése wtani (2007 - -
} teljes tudomanyos folydiratcikkek szama
impakt faktor dsszege 63,7

Magyar nyelven megjelent tudomanyes teljes folydirateikkek o4
sZama
Az utolsd 10 év (2005-2015) tudomanyos, teljes, lektoralt a0
folydiratcikkeinek szama

impakt faktor Gsszeg Tr.e

idézések szama 338
A& legmagasabb idézettségl kizlemény 55
idézettsége (az Osszes idézettség szazalekaban) (16.08%)
WSS copus azonositoval idezettség 289
Sckszerzds ésivagy csoportos kizlemenyek 0

impakt faktor Ssszege

idézettsége 0
Folydiratcikkek, 15-20 szerzdvel 1
Megjegyzések:

Az MTMT nem tudja szolgaltaini a kérelmezdnek kizarclag kilfdldi intézménybdl publikalt folydiratcikkeinek szamat,
feszesitett impakifaktorat és fliggetlen hivatkozasainak szamat, valamint az ilyen kizlemények elsd és utolsd
szerzore vonatkozo impakifaktor Gsszeget. Ezeket az adatokat a palyazénak kell Gsszegyljtenie &= feltiltenie a
Doktori Tanacs elektronikus rendszerébe.

! a disszerticié &5 egyéb tipusl idéz3k nélkil

? lektordlt, tudomanyos folydiratban

? konferenciakizlemény folydiratban, kinyvben, egyéb konferenciakitetben

* a sokszerzis ésivagy csoportos szerzfségl kizlemények impakt faktora és idézettsége nem szimithatd be az
Gsszes értekekbe, ezeket a speciilis tudomanymetriai adatok kdzitt tinteti fel az Ssszesités

cE . - - - @
" Mem idezett absztrakt itt mem keril be az dsszesiteshe.
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14. Koszonetnyilvanitas

Mindenek eldtt kdszonet illeti Feleségemet, Kolos fiamat, akik végtelen tiirelmiikkel és
kitart6 szeretetiikkel és az igy megteremtett csaladi biztonsdggal jarultak hozz4 ahhoz, hogy az elmult
masfél évtized munkaja egységgé kovacsolodjon és formaldédhasson bennem. Koszonom Agikdanatk,
hogy a nehéz percekben vigasztaldst, batoritast kaptam, mig a boldog pillanatokban az 6rémdk k6zos
megélése mellett a mérsékletesség ovatos inteleme is mindig elkisért utamon.

Koszondm Tandraimnak, akik felismerték bennem a lelkes tudasvagyat. Koszondm
Kupcsulik Péter Professzor Urnak, aki amellett, hogy sebészi palyafutisomon elinditott, tanitott, gy
orokosen kérdéseket tett fel nekem és igy ébresztett fel bennem vagyat a tudomanyos munka irdnt is,
bizva abban, hogy a kérdésekre egyszer megtalalom a valaszt. Egyidds kapcsolat fiiz Darvas Katalin
Professzor Asszonyhoz, aki mindig tdmogatolag allt mellettem €s olykor anyai tanacsaival intett
mérsekletességre vagy batoritott ezen a nehéz uton.

Koszonetemet szeretném kifejezni Harsdnyi LészI6 Professzor Urnak, akinek tamogatasaval
az utobbi évek szakmai és tudomanyos fejlodésével elérhetové valt egy régen megalmodott cél.

K06szonom hallgatéimnak, akik koziil késébb - biiszkén mondhatom - sokan PhD hallgatoim
lettek és megorizték a “Kisérleti Mtd” szellemiségét, formaltak és formaljak azt naprol-napra.
Halaval tartozom nekik az egyiitt toltott hosszl, inspirald kutatoi, szakmai majd késobb klinikai
munkéank mellett kialakult életre sz616 baratsagok miatt is. Név szerint - kronoldgiai sorba allitva -
hélaval tartozom Dr. Onody Péternek, Dr. Stangl Ritanak, Dr. Gyurkovics Endrének, Dr. Ardnyi
Péternek, Dr. Garbaisz Ddvidnak, Dr. Rosero Olivérnek, Dr. Turdczi Zsolthak, Dr. Czigdany
Zoltannak, Dr. Kovdcs Tibornak és Dr. Budai Andrasnak. Nélkiilik ez a munka nem jott volna létre.
Kiilon koszonetemet szeretném kifejezni Dr. Fiilop Andrasnak, aki elkotelezetten segitett ezen
dolgozat megsziiletésében, hasznos tanacsaival, javaslataival tette teljessé a mii egészét.

K0szonom a segitséget a kutatasban velem egyiitt dolgoz6 laboratoriumok minden lelkes
munkatarsanak. Kiemelendd koszonet illeti patologus barataimat: Dr. Kiss Andrast és Dr. Lotz
Gabort, akik amellett, hogy megtanitottak egy sebészt a patologia alapfogasaira, gy egyben
emberként, baratként is mellettem alltak minden viszontagsagos idében, 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 és biztatast, melyet tett az elmult évek hosszl sora alatt tett.

K06szonom klinikai munkatarsaimnak a rugalmas hozzaallast, amellyel a mindennapokban
felmertiilo szervezési gondokbol fakado helyzeteket kezelték és tették kdnnyebbé ezek megoldasat.
Kiilon koszonet Dr. Sziics Akos és Dr. Hahn Oszkdr barataimnak, akik megértéssel fogadtak mindazt
a terhet, melyet hol szervezési, hol lelki értelemben jelentettem nekik a mindennapokban.

Ko6sz6nom bardtaimnak és szeretteimnek - akiknek felsorolasa egy ujabb disszertacionyi
terjedelmet toltene ki -, hogy az elmult sok-sok évben tamogattak, biztattak és a jelen munka
megsziiletésé¢hez kelld milidt teremtettek. Kdszonet illeti sziileimet, csalddomat, akik végtelen
tamogatasukkal alltak mellettem a kezdetekt6l. Edesanydmnak kiilon halaval tartozom, biztos most
nagyon biiszke lenne ram...

Koszonom.
Budapest, 2015. szeptember 27.
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