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Roviditések jegyzéke

ADP - adenozin — difoszfat

ANT - adenin nukleotid transzlokaz
ARDS - Acute Respiratory Distress
Syndrome

ATP — adenozin-trifoszfat

BMM - belsé mitokondrialis membran
BR — benzodiazepin receptor

BUN - Blood Urea Nitrogen

C3a — komplement komponens 3a

C5 — komplement komponens 5

CK - kreatin — kinaz

CTA — computer tomografia angiografia
CuZnSOD - réz-cink kotott szuperoxid-
dizmutaz

Cyp-D — cyclophillin-D

CsA — cyclosporin-A

DNP - 2-4-dinitrofenol

DNS - dezoxiribonukleinsav

EAB - Egyetemi Allatkisérleti Bizottsag
EDTA - etilén — diamin — tetraecetsav
ELISA - enzyme — linked immunosorbent
assay

ERK - extracellularisan regulélt kinaz
FENa — frakcionalt natrium-ion exkrécio
GABA — gamma amino-vajsav

GFR - Glomerularis Filtracids Rata

HE — hematoxilin-eozin

HK - hexokinaz

Hsp72 — heat shock protein-72

ICAM-1 - Inter-Cellular Adhesion
Molecule-1

IFN-y — interferon-y

IL - interleukin

IR — Ischaemia — Reperfuzid

KMM - kiils6 mitokondrialis membran
LDF - laser-Doppler flowmeter

LDH — laktat-dehidrogenéz

LTB, — leukotrién B4

MAP — mean arterial pressure

MCP-1 - monocyte chemotactic protein-
MgSQO,4 — magnézium-szulfat

MnSOD — mangén kotott szuperoxid-
dizmutaz

MODS - Multiple Organ Dysfunction
Syndrome

MOF — Multiple Organ Failure

MPO — myeloperoxidéaz

MPTP - mitochondrial Permeability
Transition Pore

MRA — magneses-rezonancia angiografia
NAD — nikotinamid-adenin-dinukleotid
NBT — Nitroblue-tetrazolium

NF-AT - nuclear factor activated T-cells
NF«B — nuclear-factor-xB

NIM-811 - N-metil-4-izoleucin
cyclosporin

NOS — nitrogén-monoxid szintdz
ONOQO ' - peroxinitrit

p — szignifikancia jele

PAF — thrombocyta aktivalo faktor

Pi — anorganikus foszfat

P13 - foszfatidilinozitol-3 kinaz

PKCeg — protein-kinaz-C ¢

PMN — polimorfonuklearis leukocyta
PostC - posztkondicionalt

PPIazok - peptidil-prolil cisz-transz
1zomerazok

RA — reperfuzios teriilet

RIRR - ROS induced ROS release
RISK — reperfusion injury salvage kinase
RLU% - Relative Light Unit

ROS - reactive oxygen species

SAFE - survival activating factor
enhancement

SCR1 — 1-es tipusu oldhaté komplement
receptor

SIRS — Systemic Inflammatory Response
Syndrome
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STATS3 - signal transducer and activator of
transcription

TASC - Trans-Atlantic Inter-Society
Consensus

TNF-a — tumor nekrozis faktor- o

TRIS — hidroximetil-aminometan

TUNEL — Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling

TxA; — thromboxane-A;

UH - ultrahang

VCAM - Vascular cell adhesion protein
VDAC — Voltage Dependent Anion
Channel

W/D — Wet/Dry
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1. Bevezetés

1.1. Az akut végtagi iszkémia

Als6 végtagi akut artérids érelzarodasok €s mitéti megoldasuk utani iszkémias-
reperfuzios (IR) karosodas lokalis, szisztémas és tavoli szervi szovOdményeinek a
megel6zésére évtizedek oOta torténnek probalkozasok, azonban a mai napig nincs
egységesen elfogadott terapias modszer.

A napi klinikai gyakorlatban kizarolag tiineti terapia alkalmazasa torténik akar a
lokalis, akar a tavoli szervi szovédményeket tekintve. Az egyediili megoldas az lehet —
kiilondsen igaz ez a tavoli szervi szovédményeket illetden - ha olyan terapias eszkozt
talalunk, mely a szubcelluldris patofizioldgiai folyamatok kialakulasa eldtt hat, tehat a
lokalis vézizom karosodasok szintjén képes csokkenteni és/vagy megeldzni a

szOvOdményeket.

1.1.1. Meghatarozas, epidemiologia

Az akut végtagi iszkémia a végtagi perfuzid hirtelen csokkenését jelenti, mely
veszélyezteti a végtag ¢€letképességét. Klinikai megjelenési formdja abban az esetben
tekinthetd akutnak, amennyiben a tiinetek a kezdetet kovetdéen két héten beliil
felismerésre keriilnek. ™

Az akut végtagi iszkémia incidenciaja koriilbeliil 1,5 eset/10000 fé/év." Egy
korabbi felmérés alapjan 182 korhazbol 86-ban jelentettek 539 akut végtagi iszkémias
esetet egy harom honapos periddust Vizsgeilva.4 Egy masik felmérésben, az akut végtagi
iszkémia incidenciajat 1 eset/7000 fé/évnek talaltak.”

A mortalitds és a szovOdmények aranya akut végtagi iszkémidban szenvedd
betegek korében igen magas. A silirgds revaszkularizacio ellenére a betegek 10-15%-
aban fordul el amputacié a korhazi ellatas alatt.® A TASC Il (Trans-Atlantic Inter-
Society Consensus Document on Management of Peripheral Arterial Disease) ajanlas
statisztikai adatai szerint nagyszamu populéaciot és tobb orszagos adatot figyelembe
véve a major amputaciok incidenciaja 120-500/millio f6/év. Az akut végtagi iszkémia

halalozési ardnya koriilbeliill 15-20% a megjelenést kovetd egy éven beliil, melyben
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jelentés szerepe van a gyakran fenndlld kisérobetegségeknek is, melyek ezen

érbetegségre prediszponalnak.*

1.1.2. Etiologiai tényezok, patofiziologia

Az akut végtagi iszkémiat leggyakrabban régebben fennallé periférias
ateroszkler6zis talajan kialakuld trombozis, alsé végtagi bypass graft trombozisa, illetve
sziv eredetli vagy az érbetegségt6l proximalisan elhelyezkedé periférias artéria
aneurizmabdl szarmazo6 tromboembolia okozza. Azon betegekben, akiknél nem all fenn
ateroszklerdzis, kiilso artérias kompresszio, artéria disszekcid, trauma vagy egy artérias
trombozist eredményezé hiperkoagulabilis allapot kovetkeztében alakulhat ki akut
végtagi iszkémia.®

Az embolia és a trombozis el6fordulasi aranyat tekintve 15%-ban fordul el6
embolia és 85%-ban arterioszklerdzis talajan kialakulo artérias trombozis.’

Emboliat okozhat leszakadt trombus, levegd, zsir, tumorrész, amnionfolyadék €s
idegentest. Az artérias embolia leggyakoribb forrasa proximalis szakaszon keletkezett,
levalt trombus. Kardialis eredetii (bal pitvar, bal kamra) emboliaforras fordul el6 az
esetek 90%-dban.” A verBérrendszer oszlasi pontjai (bifurkacié) az embolusok
leggyakoribb beckelddési helyei. Az egyik leggyakoribb eléfordulasi hely az a.
femoralis, ahol 20-30%-os eléfordulasi arannyal jelenik meg artérids embolizacio.?

Az artéridas trombozis legtobbszor az arterioszklerotikus erek kritikus
szlikiiletében, vagy szlkiiletei kozott alakul ki, igy gyakran aterotrombozisrol

beszéliink. Meglévo kronikus betegség akut rosszabbodéasardl van szo6.

1.1.3. Tiinetek, klasszifikacio, diagnozis

Az akut végtagi iszkémia tiineteit az angolszasz roviditésekbdl atvett ,,6P”
foglalja Ossze, mely: fijdalom (pain), pulzus eltiinése (pulselessness), sapadtsag
(pallor), érzéskiesés (paraesthesia), mozgéskiesés (paralysis) ¢és borhdmérséklet
csokkenés (poikilothermia).?

F4jdalom: a betegségkimenetel szempontjabol fontos a kezdetének az ideje,

lokacidja, intenzitdsa, valamint az idébeni karakterisztikdja.
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Pulzus eltiinése: A labfejen tapinthatd pulzus diagnosztikus pontossaga
nagymértékben valtozd, ezért a pulzus hidnya vagy megléte Onmagdban nem
diagnosztikus  értékii tiinet. Egyiitt értékelend0 a boka szintjében torténd
vérnyomasméréssel, valamint a Doppler vizsgalattal.

Sapadtsag és homérsékletcsokkenés: a végtagi szin és hdmérsékletvaltozas
gyakori vizsgalati lelet akut végtagi iszkémidban (habar a boérhdmérsékletet
befolyasolhatja a kornyezet homérséklete). Mindkét tiinet jelenléte akkor igazan
diagnosztikus értéki, ha kiilonbdznek az ellenoldali 14b szinétdl és borhomérsékletétol.

Erzéskiesés: Zsibbadtsagérzés a betegek tobb mint felében eléfordul.

Motoros kiesés: Kedvezdtlen diagnosztikus jelként konyvelhetd el.

Az akut végtagi iszkémia klinikai klasszifikacioja soran a f6 kérdés az iszkémia
sulyossaga, mely a legfontosabb a korai kezelés megvalasztisaban. Az akut végtagi

iszkémia Rutherford szerinti stddiumbeosztasa az 1. tdbldzatban keril részletezésre.

1. tablazat: Az akut végtagi iszkémia stddiumbeosztasa Rutherford szerint.?

Vizsgalati lelet Doppler jel
Kategoria | Leiras/prognozis Szenzoros lzom Artérias Vénas
érzéskiesés | gyengeség
l. Eletképes Nincs Nincs Hallhat6 | Hallhato
Nincs azonnali
vesz¢lyeztetettség
HA Kismértékii Minimalis a Nincs Gyakran | Hallhato
veszélyeztetettség labujjakon, nem
Gyors kezeléssel vagy nincs hallhato
megmenthetd
11B Azonnali A labujjakon Enyhe, Altalaban | Hallhato
veszélyeztetettség, tulterjedod, kozepes nem
slirgds gyakran hallhato
revaszkularizacioval tarsul
megmenthetd nyugalmi
fajdalommal
i Irreverzibilis, Nagyfokt, | Nagyfoku, Nem Nem
Nagyfoku szoveti | sokszor teljes | bénulas, hallhaté | hallhato
elhalas érzéketlenség rigor

Az akut végtagi iszkémia anamnézisét és fizikalis vizsgalatat képalkoto
technikakkal szlikséges kiegésziteni a pontos diagnozis érdekében. A Doppler vizsgalat

alkalmas a véraramlas vizsgalatara a kisebb artéridkban ¢és segitségével kiszdmolhat6 a
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boka-kar index, mellyel objektiven szamszerisithetd az iszkémia stlyossaga és foka.
Azon betegekben, akikben sziikség van revaszkularizaciora, indokolt a katéteres
angiografia végzése. A katéteres angiografia a ,,gold standard” képalkotasi modszer

akut végtagi iszkémiaban, hisz ett6] varhato részletes és pontos informacié az iszkémia

crer

UH, CT-angiografia (CTA) és MR-angiografia (MRA).

1.1.4. Kezelési lehetoségek, kezelési algoritmus

Az akut végtagi iszkémia kezelésének elsddleges célja, hogy megeldzziik a
heparin antikoagulacio, mely iv. frakcionalatlan heparint jelent. Ismertek olyan
endovaszkularis kezelési modszerek, mint a direkt katéteres trombolizis, percutan
aspirdcios trombektomia, azonban a dolgozat részletesebben csak a sebészeti

eljarasokra tér ki.
1.1.4.1. Sebészeti eljarasok akut végtagi iszkémia kezelésére

Azonnali revaszkularizacio sziikséges kozepesen sulyos iszkémids végtag esetén
(Rutherford IIb), valamint megfontolandd azon betegek esetében, akiknél nagyon révid
ideje fennallé szenzorikus és motoros deficit 4ll fenn. A valaztott revaszkularizacio
modszerét meghatarozza (nyitott sebészeti vagy endovaszkularis) az elzarddas
anatomiai elhelyezkedése, az akut végtagi iszkémia etiolc’>gié1ja.2

Suprainguinalis elzarodas esetén a nyitott mitét az elsddleges valasztas. Példaul
egy nagy embolus a proximalis arteria iliacaban vagy a disztalis aortaban katéteres
embolektomiaval kezelhetd a leghatékonyabban. Infrainguinalis verdérelzarodas, mely
lehet akar embolia, akar trombozis, tobbnyire endovaszkularis modszerrel kezelendd.?

Az embolia okozta érelzadrodéas igényelhet csupan embolektomidt, melyet
Fogarty-féle embolektomias katéterrel végziink. A trombotikus okkluzionak a kezelése
sebészileg endarterektomidval vagy sokkal gyakrabban bypass-graft beiiltetéssel
torténik.
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Akut végtagi iszkémia kezelésében az amputicid is szoba johet terdpias
megoldasként. A Rutherford III klasszifikdciés szint olyan el6rehaladott iszkémiat
jelent, melyben elsoként valasztandd modszer az amputacid, hiszen a végtag

irreverzibilisen karosodott, nagyfoka szovetnekrozis all fenn. (Forras: TASC II ajanlas)

| Anamnézis és fizikalis vizsgalat I

l Antikoagulacié

l Doppler vizsgélat I
l
. . . v

l | stadium | I 1IA stadium I l 1B stadium | I Il stadium
l Képalkotas | l Képalkotas |

' ! v
[ Revaszkularizécio | | Revaszkularizacid | I Revaszkularizécio l | Amputdcio

1. dbra: Az akut végtagi iszkémia kezelési algoritmusa. I stadium: életképes végtag,
nincs azonnali fenyegetettség; IIA stadium: kismértékben veszélyeztetett végtag; 11B
stadium: azonnali fenyegetettség; III stddium: irreverzibilis karosodas. Képalkotasi
lehetdségek: angiografia, duplex UH, CTA, MRA; Revaszkularizacids lehetOségek:

endovaszkularis, sebészi vagy hibrid. (Forras: TASC II ajanlas)* 2

1.2. Az als6 végtagi vazizomszovet iszkémia-
reperfuzioja

crer

kifejezni, akkor nem mads, mint reduktiv és oxidativ stressz egymasutianisaga.
Iszkémidnak nevezziik a szovetek, szervek, szervrendszerek vérellatasi hidnyossagat és
a kovetkezményesen kialakuld hipoxijat. Az iszkémias periddus alatt, a megsziint
vérellatas kovetkeztében tapanyag és oxigén deficit keletkezik intracellularisan, mely a

sejt reduktiv stresszhatasat (NADH" felhalmozodasat) eredményezi. Reperfiizié soran

10
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pedig az adott szovet vagy szerv vérellatasa helyreall, melynek kdvetkeztében a sejtek
tdpanyag és oxigén ellatottsaga is biztositott lesz, viszont cellularis és szubcellularis
folyamatok beindulasa altal paradox mdédon tovabbi karosodasok alakulnak ki, melyben
a képzodott szabadgyokok miatt az oxidativ stressznek kozponti szerepe van.

Az iszkémia-reperfizio végeredménye sejthalal, mely 1étrejohet akar
apoptotikus, akar nekrotikus uton. A sejthalal (apoptézis vagy nekrozis) formaja az
intracellularis energiaraktarak mennyiségétol és mindségétdl fiigg. Régen ismert tény,
hogy egy szoveten beliil IR soran mindkét folyamat el6fordul, hangstalyozva a folyamat

heterogenitasat.

1.2.1. Iszkémias karosodas

A vazizomzat képezi a metabolikusan aktiv szovetek 95%-at az also végtagon,
igy az izomszovet iszkémiara adott valasza jelentdsen meghatarozza az alsdé végtag
talélését.” Az izomszoveti iszkémia kezdetekor az arteriolak jelentds dilatatioja
kovetkezik be annak érdekében, hogy a szoveti véraramlast az alaparamlés
tobbszorosére fokozzak, ezaltal minél tobb oxigént juttassanak a szovetbe az aerob
anyagcsere folyamatok fenntartasdhoz.'

Iszkémia alatt az izomsejt elsdsorban a membranpotencial és az intracellularis
ioneloszlas egyenstlydnak a fenntartisara torekszik energiaraktarainak felhaszndldsaval.
A korlatozott keringés kovetkeztében hidnyt szenved a sejtek exogén szubsztrat
ellatottsdga — elsOsorban oxigén és szabad zsirsavak — mely a vazizomszdvetben jol
fejlett anaerob energianyerési utak felerésodését okozza. Az iszkémia kezdetén az
anaerob metabolizmus 8 masodpercen beliil aktivalodik a véraramlds megsziinését
kovetden, valamint 20 masodpercen belill az izom kontrakcids képessége hanyatlani
kezd.*:*

A cellularis homeosztazis fenntartasdban a sejt ATP és nagy energiaji kotéseket
tartalmazd foszfat molekulai kiemelten fontos szerepet jatszanak. Iszkémia soran az
ATP anaerob modon termelédik: a kreatin-foszfat felhasznalasaval és/vagy a glikogén
metabolizmuson keresztiil.

Meleg iszkémia els6 3 oOraja soran az ATP szint csokkenés mértéke kifejezetten

lasst, mivel a kreatin-foszfat raktarak még képesek fedezni a hianyat. A harmadik o6ra

11
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végén, a kreatin-foszfat raktdrak teljesen kimeriilnek ¢és felgyorsul az ATP szint
csokkenésének a mértéke, mivel az iszkémia alatt aktivalodo glikolizis Gnmagéban nem
képes 1épést tartani a sejt miikodéséhez sziikséges ATP szint igényével. Hat-hét 6ra utan
az ATP szint csokkenése kritikus értéket ér el, mely egyenes aranyban all a majdnem
teljes vazizomzat elhalasaval.® Iszkémia soran az energiaraktarak csokkenése és az
izomsejt nekrozis kiterjedése egyenes aranyban d4llnak egymadssal. Hayes ¢és
munkatérsai*? mutattak r4 az izomsejtnekrozis és az ATP raktarak kimertilésének
kapcsolatara. Mar kis izomkérosodas bekovetkeztével is csokken az izomsejtek ATP
szintje. Hosszabb ischaemids id6tartam utan a csokkent ATP szint szorosan korrelal az
izomnekrozis mértékével. Az ATP szint a normalis 20%-a ala csokkenésekor teljes
izomsejtnekrdzis kovetkezik be.

A reduktiv stressz alatt fellép6 alacsony ATP szint miatt a sejtmembran ATP
dependens iontranszportereinek  mikodési  zavara  figyelhetd meg, mely
végeredményben az intracellularis Ca®’-koncentracié megndvekedéséhez vezet. Az
iszkémia alatt csokkend ATP szint a Na'/K" ATPaz karosodasat okozza, intracellularis
Na’- és vizbedramlast, valamint K'-kiaramlast eredményezve. Az extracelluldris K*-
tartalom megemelkedik. Ezzel egyiitt az anaerob glikolitikus anyagcsereutak
felerdsddése miatt megndvekedett lokalis H'-koncentracio (piruvat laktatta alakulasa) a
Na'/H"-antiporter - mely az intracellularis pH f6 meghatarozéja - fokozott mitkodéséhez
vezet. Igy a Na® intracellularis koncentracidja tovabb nd, mely egyrészt a sejt 6démajat
okozza, masrészt a Na+/Ca2+-pumpa ionaramlasanak irdnyara hatva Ca®*-bedramlést
idéz eld, igy az intracellularis Ca**-tartalom megemelkedik.*®

Az iszkémia alatt megndvekvé intracellularis Ca®*-szintet a mitokondriumok
pufferkapacitasuk révén probaljak kompenzalni, azonban - mint a késébbiekben szo
esik rola - a reperfuzid soran is tovabb nd a sejtbe torténé Ca®* bearamlds és a
mitokondriumok pufferkapacitasa kimeriill. Az 0Osszességében megemelkedett
intracellularis Ca”* mennyisége olyan hatast valt ki, mely altal olyan enzimek
aktivacigja kovetkezik be, mint a foszfolipazok, kalmodulin altal regulalt protedzok és
endonukleazok, melyek aktivan részt vesznek a folyamatok végeredményeként 1étrejovo

sejthalal kivaltasaban.* °
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1.2.2. Reperfuzios karosodas

Az iszkémiat kovetd reperfiizio soran az izomsejt mikodés és ATP termelédés
biztositotta valik a sziikséges szubsztratok (gliikoz, szabad zsirsavak, oxigén) ujboli
megjelenésével. Emellett az iszkémia sordn savas irdnyba eltolédott pH gyors
normalizalddasa is megtorténik. Az emlitett folyamatok csupan részben hasznosak a sejt
szadmara, ugyanis az életet jelentd tapanyag és oxigén ellatottsagon feliil paradox modon
un. reperfuzios karosodas alakulhat ki.

A gyors extracellularis pH normalizalodas kovetkeztében massziv H' kidramlas
veszi kezdetét az extracellularis térbe, mellyel egyiitt jelentés Na* bearmlas torténik a
sejtbe. A Na'/Ca** pumpa aktivalodik és mar az iszkémia alatt novekedésnek indult
intracellularis Ca®" szint tovabb né.

A reperfuzi6 hatasara endotelidlis és izomsejtmembran sériilés kovetkezik be,
mely nagyrészt a reperfuzié alatt potencialis karositd tényezoként jelenlévd oxidativ
stressznek koszonhetd. A reperfuzid soran oxidativ stressz két fo folyamat
eredményeként jon l1étre.

Normalisan az oxigén tetravalens redukcidja a mitokondriumban torténik viz és
szén-dioxid képzodéssel. Amennyiben ez a redukcid inkomplett - kdszonhetéen az
elektrontranszport lanc folytonossag-megszakadéasanak - egy elektront hordozé oxigén
molekulak, tehat reaktiv oxigén szarmazékok (ROS: reactive oxygen species)
képzddnek.

A masik fontos szabadgyokképzddésért felelds folyamat az Gn. respiratory burst,
mely a reperfuzido soran aktivalodd leukocitdkbdl felszabaduld reaktiv oxigén
szarmazékokat jelenti.

Egy harmadik potencialis forrasa az oxigén szabadgyokoknek a xantin-oxidaz
altali  hipoxantin redukci6. A xantin-oxiddz az iszkémia hatasdra xantin-
dehidrogenazbol keletkezik és katalizacios aktivitdsa soran termelddik szuperoxid-
anion.

Az emlitett folyamatok soran képzddott oxigén-szabadgyokok karositanak
szamos strukturalis proteint és enzimet.” Kiilondsen karositd hatastiak a foszfolipid
membranok szabad zsirsav molekuléira nézve, zsirsav-peroxil €s lipid-peroxid gyokok

képzddnek. Ez a reakci6 a lipid-peroxidécio, mely teljesen dezintegralt sejtmembranhoz
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vezethet, vagy abnormalis membranproteinek képzddését idézheti eld, mely rendellenes
ionmozgasokat tehet lehetévé a membranokon keresztiil. A szabadgyokok karositd
hatasuak a DNS-molekulara nézve is. Keresztkotéseket, nukleinsav-hasitasokat és bazis-
hidroxilaciot indukdlnak a DNS szalban.

A szabadgyokok aktivaljak a redox—szenzitiv transzkripcios faktorokat (NFkB),
ezzel indukalva a kiilonb6z6 gyulladasos mediatorok (IL-1p, TNF-a) felszabadulasat,
hozzajarulva az iszkémizalt szovet gyulladasos reakcidjanak 1étrej Sttéhez.®

Az iszkémias szovet reperfuzidja soran komplement kaszkad aktivacio is
létrejon, mely biologiailag aktiv peptidek képzddéséhez vezethet, stimuladlva az
izomszovetben a leukocitak felszaporodasat és az tn. litikus membrankarosité komplex
képzodését.

Az oxidativ stressz kapcsan mar emlitésre keriilt, hogy a reperftizio soran
jelentés mértékli leukocita aktivacid veszi kezdetét a reperfizid elsé 6-8 orajaban.
Fehérvérsejt-medialt lokalis gyulladas alakul ki, melynek elsé 1épése a leukocitak
endotheliumhoz  ko6tddése  neutrofil  adhéziés  receptorok  up-regulatio-janak
(CD11/CD18), valamint kiilonb6z6 endotelialis leukocita adhézioés molekulak (ICAM-
1) megnovekedett expresszidjanak koszonhetdéen. Az adhézidt kovetden leukocita
aktivalodas torténik, melynek kdvetkezménye citotoxikus enzim felszabadulés (elasztaz,
proteazok). A mieloperoxidaz koncentracidja — mely egy fontos markere a neutrofil
leukocitak szoveti jelenlétének — akar a szazszorosara emelkedik az izomban a
reperfiziot kovetd 48 ora utan.’

A lokalis karosodasok részeként az izomsejtnekrdzis mellett az igen sebezhetd
endotélsejtek dezintegracidja is kialakul mar korabban az iszkémia soran is, mely
karosodas a reperfuzid kezdeti idészaka alatt éri el tetdfokat, illetve a keringési
funkciokat befolyasold hatasa ekkor valik kifejezetté (endotél diszfunkcio). Endotél
diszfunkcio kiilonb6z6é bioaktiv agensek csokkent képzddésével (prosztaciklin, NO),
illetve mas anyagok (endotelin, tromboxan-A,) fokozott elvéalasztasaval jar.” Az
elébbiekhez hasonldan szdmos gén atirddasa felgyorsul (adhézidos molekuldk,
citokinek), vagy szuppresszalodik (cNOS, trombomodulin).”® Az endotélsejtek
morfologiai elvaltozasaként sejtduzzadas, bazdlis membranrél valo levalads és

sejtfelszini leukocita adhézié figyelhetd meg. Ot ora iszkémids karosodast kdvetden a
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reperfiizid sordn a vazizomzat kapillarisainak felének elzarodasa, ill. irreverzibilis
funkcionalis karosodasa kovetkezik be.'®®

A sejtes elemek megjelenésével egyiitt megndvekszik az érpermeabilitds, a
plazmaproteinek extravazalis kilépése kovetkeztében fokozodd intersticialis 6déma

A fent emlitett folyamatok — mint endotél duzzadas, fokozott kapillaris
permeabilitas, intersticidlis O6déma ¢és a lumenelzarodast okozd sejtes elemek
(leukocitak, trombocitak) - eredményeként jon létre az un. ,,no-reflow” jelenség, mely
az iszkémiat prolongalhatja és reperfuzidt a szovetre nézve ,,foltossa teheti”, igy
prologalva a vértlenséget a reperfuzié soran is.'’

Ezen faktorok kombinalédasa (féként a magas intracellularis Ca’*-szint és
reaktiv szabadgyok képzddés) végeredményben sériilt kapillaris endotéliumhoz és sériilt
izomsejt membranhoz vezet. Az izomsejthalal bekovetkzehet akar nekrozis, akar
apoptdzis utjan, melynek eredményeképpen a szisztémas keringésbe intracellularis

termékek szabadulnak fel.’

1.2.3. Az érkirekesztési modszerek jelentsége also végtagi IR
modellalkotas soran

Alsod végtagi artérids kirekesztés soran a kirekesztett vdzizomzat kiilonboz6
mértékll karosodast szenved. Az izomkarosodas mértéke egyenes aranyban nd az
iszkémia idétartamaval, majd elér egy pontot, amikor mar irreverzibilis valtozasok
kovetkeznek be. Ezt a pontot nevezziik az izom iszkémids tolerancidjanak. Az
izomszovet iszkémids tolerancidja nagymértékben fligg a meglévd vagy hidnyzo
rezidudlis kollateralis keringés‘tc’il.18 Viazizom iszkémia létrehozéasira az irodalom
tobbféle patkdnymodellt is ismer. Az ismert iszkémias modellek kiilonb6zo
modszereket alkalmaznak az artérias keringés kirekesztésére, um.: végtag koriili kiilsé
tourniquetm, arteria femoralis leszoritéslg, arteria iliaca leszoritas® és infrarenalis aorta
leklippelészo. A tourniquet-vel torténd érkirekesztés az egyetlen modszer, amellyel
komplett vazizom iszkémia érhetd el rezidudlis keringés nélkiil. Az Osszes tovabbi
emlitett modszer egyike sem képes teljes iszkémiat 1étrehozni, mddszertdl fiiggden

mindegyik esetében marad bizonyos foku rezidualis keringés. Habar kordbban leirtdk az
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irodalomban, hogy az érkirekesztd technikdk koziil az infrarendlis aorta leklippelés az

1Y, a mai

az eljaras, amellyel szignifikdns mértékil iszkémias vazizomkarosodas érehtd e
napig nincs egységesen alkalmazott és elfogadott modszer vazizom IR moellezésére és
nem tudjuk pontosan, hogy milyen mértékli kiilonbség adodik az izomrostkarosodas

tekintetében a killonbozo IR modellek alkalmazasakor.

1.2.4. Izomkarosodas als6 végtagi iszkémia-reperfuzio soran:
Rabdomiolizis

A rabdomiolizis ugy definidlhatd, mint a vazizomszovet sériilése, amely
kiilonb6z6 intracellularis sejtalkotok ¢€s molekuldk felszabaduldsat eredményezi a
szisztémas keringésbe. A vazizomszdvet a teljes testtomeg 40%-at alkotja, tehat amikor
egy nagyobb karosodds éri ezt a szovettdmeget, a sejtalkotok nagy mennyiségben
jelennek meg az extracellularis térben, mely meghaladja a kiilonb6z6 eliminacios
mechanizmusok képességét. A rabdomiolizis mar régota leirt jelenség. Az elsé pontos
leirdsa a szindroménak a II. Vildghaboruban megsériilt katondk, valamint természeti
katasztrofakat kovetd sériilések kapcsan keriilt eldtérbe. Ezen koriilmények okan a
rabdomiolizist un. ,,crush-szindroma”-ként nevezte el Baywaters és Beall 1941-ben.?

A fentiek mellet a rabdomiolizis f6 okai kozé a kiilonboz6 gyogyszer
mellékhatasok, alkohol, droghasznalat, infekciok, (pl.: influenza-A) toxinok (pl.:
nehézfémek ¢és vegyiileteik), metabolikus zavarok (hiperglikémias hiperozmolaris
allapot) és iszkémids-reperfiizios korallapotok tartoznak.?

A vazizomszovet az also végtag iszkémidra legérzékenyebb szovete. A végtagi
reperfuzids szindromanak a legkritikusabb pontja - a vazizomszovet ¢és az
izomkérosodas foka - korrelal az iszkémia sulyossagaval illetve idStartaméaval.?*

Az izom IR kérosodasanak koradbbi patofizioldgiai leirdsabol adoddan
megallapithatjuk, hogy az izomrostkarosodasban szerepet jatszik az intracellularis ATP
szint csékkenészs, kiilonb6zé mikrocirkulacids valtozasok (endotél diszfunkci(')m, no-
reflow jelenség17), a Ca’*-homeosztazis zavara, oxidativ stressz és a lokalis gyulladésos
valasz.

A multifaktorialis folyamatok eredményeként az izomsejtek integritdsa

megbomlik, mely intracellularis metabolitok, ionok (K*), enzimek (kreatin-kinaz, laktat-
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dehidrogenaz) felszabaduldsaval jar az extracellularis mikrokornyezetbe és a szisztémas
keringésbe. A lokalisan felszabadul6 anyagcseretermékek karositjak a mikrokeringést, a
kapillaris permeabilitds fokozodasahoz vezetnek, melynek végeredményeként szoveti
6déma és emelkedd intrakompartmentalis nyomas alakul ki.?® A sériilt endotélsejtekhez
torténd neutrofil leukocitak kitapadasa, valamint a magas (> 40 Hgmm)
intrakompartmentalis nyomas kiils6 kapillaris kompressziot okozo6 hatdsa tovabb rontja
a szdveti perfuziot, hozzajarulva igy egy masodlagos szoveti iszkémia kialakuldsdhoz és
az izomkarosodas sulyosboddsdhoz. Ezen folyamat Osszességét nevezi a irodalom
,kompartment szindromanak”. Pontos definicid szerint az als6 végtagi kompartment
szindroma: mikor az als6 végtagi fasciarekeszben uralkodd6 nyomas meghaladja az
erekben 1év0 perfuziés nyomast, irreverzibilis szoveti iszkémiat és nekrozist
eredményezve.27 Koriilbeliil 40 Hgmm-es kompartmentélis nyomés az, amely mar

r . SOy 2
masodlagos iszkémiat okoz.?®

s

. -

2. abra: A rabdomiolizis fénymikroszképos képe (HE, 60x), izomrost felrostozodas

(fekete nyil), harantcsikolat elvesztése (szaggatott nyil).

A rabdomiolitikus karosodas fénymikroszkopos jelei a szubcellularis
elvaltozasokhoz képest idében késobb jelennek meg. Lathatdé morfologiai
elvaltozasokként emlithetjiik a sejtduzzadast, a sejtek széttoredezését (felrostozodas) és
a harantcsikolat elvesztését, valamint magi eltérésként a karyorhexist, karyopicnosist (2.

abra).
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A hisztologiai elvaltozasok korreldcioban éallnak az izomkontraktilitas fokéaval,
az izomsejtek energia tartalékdnak mennyiségével ¢és a gyogyulasi képességgel. A
kontrakci6 er0sségét az ép rostok mennyisége hatarozza meg.29

Rabdomiolizis soran az izomsejt tartalom magas koncentraciéban keriil a
vérkeringésbe, mely a kovetkezd legfontosabb OsszetevOket foglalja magaban:
elektrolitok (kalium, kélcium ¢és foszfatok), enzimek (kreatin-kindz, laktat-
dehidrogenaz, aszpartat-transzaminaz és aldolaz), fehérjéket (mioglobin), valamint a
purin metabolizmus végtermékeit, mint hl'lgysaw.23

Klinikailag a rabdomiolizis klasszikus tiineti tridsza: izomfajdalom,
izomgyengeség ¢s vordsesbarna vizelet. A betegvizsgalat sordn az izmok duzzadtak és

érzékenyek lehetnek palpatiora, valamint a kompresszids nekrozis okozta bdrszin

elvaltozas is el6fordulhat.

1.2.5. A mitokondriumok koézponti szerepe iszkémia-
reperfuzio soran

A mitokondriumok jelentds szerepet jatszanak a sejtéletképesség fenntartasaban,
hiszen az energiatermelés donté hanyadéaért felelések az oxidativ foszforilacié altal,
valamint fontos tényezOk a sejthalal folyamtaban, mivel kulcsszerepet jatszanak az
oxidativ stresszben €s a nekroapoptdzisban (1. alabb). Emellett szerepet jatszanak még a
valamint a kiilonb6z6 metabolitok szintézisében és katabolizmusaban. Amennyiben
rendellenesség kovetkezik be barmely emlitett mechanizmusban, mitokondrialis
diszfunkciordl beszéliink, mely karositja a sejt funkcioit.

Periférias akut érelzarodas soran 1étrejovo IR kovetkeztében az iszkémia soran
bekovetkezd elégtelen oxigénellatas, majd a reperfuzio alatt visszatérd oxigénkinalat
jelenti a mitokondridlis kdrosodéas kulcs mechanizmusat, melynek tobb, a késObbi
terapids torekvésekben is meghatdroz6 elemét ismerjiik. A teljesség igénye nélkiil a
szerz0 a kovetkezd, legfontosabb patofizioldgiai pontokat targyalja: (1) mitokondridlis

K*_aTp csatorna, (2) mPTP csatorna, (3) mitokondridlis szabadgyokképzédés.
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1.2.5.1. Mitokondrialis K*-atp CSatorna

Tobb mint 20 évvel ezeldtt fedezték fel a mitokondridlis bels§ membranban
elhelyezkedé ATP szenzitiv kalium (K'-atp) csatornat, melynek megnyildsa nagy
jelentdséggel bir a sejtek védelmében IR karosodas soran. A G-fehérje asszocialt
szignaltranszdukciés Ut hatasira a csatorna megnyilik, melynek kovetkeztében K
aramlik az intramitokondrialis térbe. A bearamlé kalium ionok kovetkezményeként Kis
mennyiségli ROS termelés veszi kezdetét, amely azonban nem jelent letalis
mennyiséget. Az alacsony fokil ROS képzddés aktivalja a mitokondrialis protein kinaz-
Ce-t (PKCg), amely képes gatolni a késobbiekben targyalandd6 mPTP csatorna

megnyildsat, ezaltal a sejthalalt.®® 3!

Ezen tul a csatornanyitds hatisara
membranpotencial csokkenés veszi kezdetét, gatlas ala keriil a mitokondrialis Ca®*
uniporter €s mérséklddik az intramitokondridlis Ca®* szint, mely szintén az mPTP
csatorna zart allapotanak a fenntartasat segiti eld. A mitokondrialis ATP szenzitiv K*
csatorna mellett ismert még a Ca®" szenzitiv K* csatorna is, melynek szintén szerepe

van a fiziologias mitokondrialis homeosztazis fenntartasaban.

1.2.5.2. mPTP csatorna

crer

Iszkémia-reperfiizid  patofizioldgidjaban a  mitokondridlis membranban
elhelyezked6 tobb alegységbdl felépiil6 ,,mitochondrial Permeability Transition Pore”
(mPTP) csatorna kozponti szerepet jatszik. Fiziologias koriilmények kozott a

mitokondrialis membran szerkezetében foként a bels6 membran impermeabilis, csupan

Fo

3. abra: Az mPTP csatorna felépitése. KMM: kiilsé mitokondrialis membran; BMM: bels6

néhdny metabolit és ion képes
keresztiilhaladni a struktaran. Ez a
képesség nélkiilozhetetlen a megfeleld

KMM pH és membranpotencial

fenntartasahoz, valamint az ATP

szintézishez az oxidativ foszforilacion

BMM
keresztiil.

mitokondrialis membran; VDAC: toltés-dependens anion csatorna (porin); ANT: adenin-

19



DOI:10.14753/SE.2015.1804

nukleotid transzlokator; CypD: ciklofillin-D; CK: kreatin-kindz; HK: hexokinaz; BR:
benzodiazepin receptor

Reperfuzi6 soran a nagy ateresztOképességli mPTP csatorna atengedi a szabadon
oldott anyagokat 1,500 kDa méret alatt. Az mPTP csatorna egy hatalmas
fehérjekomplexként foghato fel, mely a mitokondrialis kiils6 és bels6 membranban
helyezkedik el és magaban foglalja az un. toltés-fiiggd anion csatorna (VDAC), az
adenin-nukleotid transzlokator (ANT), cyclophillin-D (CyP-D), kreatin-kinaz,
hexokinazok és benzodiazepin receptor alegységeket. (3. abra)

Iszkémia alatt, a megjelend oxigénhiany és ATP szint csokkenés kapcsan
emelkedik a citoszolikus és kovetkezményesen az intramitokondridlis Ca®* szint.
Hatasara respiratorikus gatlds alakul ki, azonban ekkor még az mPTP csatorna a
csokkent pH miatt gatlas alatt van, tehat zart allapotu, de az ekkor beindul6 folyamatok
mar mindenképpen hozzdjarulnak a késdbbi csatornanyitashoz. A reperfizid soran
tovabb emelkedik a Ca®* szint, emelkedik a pH, megkezdddik a szabadgyokképzédés
melyek mPTP nyitashoz vezetnek. Ennek eredményeként szabalyozatlan protonaramlas
veszi kezdetét a mitokondridlis membranon at, a mitokondrialis membran
depolarizalodik, szétkapcsolodik az oxidativ  foszforilacidé és az organellum
duzzadasnak indul.** A Mg”*, adenin-nukleotidok, alacsony pH, a CsA (ciklosporin-A)
gatoljak a csatornanyitast. Crompton €s mtsai. 3 vetették fel elséként, hogy a csatorna
szerves részét képzi a sejthalalnak IR soran. Griffith és mtsai. 34 bizonyitottak, hogy az
MPTP csatorna az iszkémia alatt még nem nyilik meg, hanem a reperfiizié kezdetén
aktivalodik. A mitokondridlis membranpotencialvaltozas lancreakcidként hat a
mitokondrialis membranban 1év6 6sszes mPTP csatorndra €s egymasra hatva indukaljak
a csatornanyitast, mintegy haldzatot képezve. Ez a teljesen ,,nyitott csatorna allapot”
vezet igazabol a mitokondridlis duzzadashoz ¢és kovetkezményes membran
dezorganizéci(’)hoz.35

A csatornanyitas kovetkeztében megszakad az elektrontranszport lanc, felboritva
a mitokondridlis membran potencialt és tovabb indukalodik a reaktiv oxigén termékek
képzc’idése.36 A diszfunkcionalis mitokondrium miatt tovdabb csokken az ATP
koncentraci6 az ionikus €s metabolikus homeosztazis felboruldsat tovabb erdsitve.

Végeredményként proapoptotikus fehérjék felszabadulédsa torténik, igymint citokrom-c,
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Smac/Diablo és apoptdzis indukald faktor, ezéltal kovetkezményesen kaszpaz-

dependens és independens apoptotikus sejthalal és/vagy sejtnekrozis kovetkezik be.*

Ca2t
Ca?* uniporter

AY, | L S

MitoK" ,rpcsatorna MitoK*, csatorna

A Ca?* akkumuliacié csokkentése

K+ @ + e
ol \ Enyhe ROS képzodés <-/- Gl

PKCs kativacio

1

mPTP

IR kirosodis megelozése

4. abra: A kiilonb6z6 mitokondrialis membrancsatornak interakcioi (Forras: Nishida

nyoman)®

1.2.5.3. Mitokondrialis szabadgyokképzddés és oxidativ stressz

Iszkémia-reperfuzié sordn az iszkémids szovet reoxigenizacidja az egyik fo
forrdsa a reaktiv oxigén szabadgyokok (ROS) és szarmazékok képzddésének (O;7,
H,02). A metabolikusan zavart mitokondriumban 1évé 1€gzési lanc miikddése
kovetkeztében nagy mennyiségii ROS képzddik. Emellett a ROS képzddésben részt
vesz az ATP lebontdsdban szerepet jatszo xantin-oxidaz rendszer, a makrofagokban
1évé NADPH oxidazok, valamint a kialakuldé gyulladas kovetkeztében megjelend és
aktivalodo neutrofilek. A szuperoxid gyokok nitrogén-monoxiddal (NO-) reagéalva
peroxinitrit (ONOQ") képzddését eredményezik, mely szintén fontos toxikus molekula

az IR szdvetkarosodasban.>?
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Mitokondrialis szabadgyokképzddés tehat egyrészrél létrejohet az IR alatt
bekovetkezd mitokondridlis 1égzési lanc zavart mikodése kovetkeztében, mely
hozzajarul az mPTP csatorna nyitasdhoz, masrészrol pedig maga az mPTP csatorna
megnyilasa vezet tovabbi ROS képzddéshez.

Mindent figyelembe véve a mitokondridlis szabadgyokképzodés kettds hatast
valthat ki a sejtfunkciokat tekintve. A ROS kis mennyiségben paradox modon védelmet

3. 38 Emellett a reaktiv

nyujthat a sejtkdrosodéssal €s az apoptozissal szemben
szabadgyokoknek fontos fiziologiai szerepe van, mint szignaltranszdukcidés molekuldk a
sejten beliil (hormézis). Ezekkel a hatasokkal ellentétben a ROS képzddés és/vagy az
mPTP csatorna nyitas a felszabaduld apoptotikus faktorok és citokrom-c kozvetitésével
kezdeti 1épésként hat az apoptotikus kaszkad beinditasaban is.>®

A reaktiv szabadgyokok karosito hatdsa ellen a szervezet tobb védelmi rendszert
fejlesztett ki, melyek IR soran is kiemelt fontossaggal birnak. Ezen védelmi rendszerek
koz¢é tartoznak a MnSOD (mangan kotott szuperoxid-dizmutaz; SOD2), CuZnSOD
(réz-cink kotott szuperoxid-dizmutaz; SODI1), citoszolikus, extracellularis CuZnSOD
(SOD3), a citoszolban 1év6 glutation alapu rendszer, katalaz, valamint glutation-

peroxidéz.40

Az antioxidans védelmi rendszerek képesek kivédeni egy bizonyos
mennyiségli ROS karositdé hatasat, azonban amint a képzddott szabadgyokok
mennyisége elér egy adott, nem toleralhatd szintet, a rendszerek kimeriilnek és nem
képesek védelmet nyujtani.

Alsé végtagi periférids érbetegségben a karosodott mitokondrium a fent
bemutatott folyamatok altal megnoveli a ROS képzddést. Kimutattdk tovabba, hogy
gyakran MnSOD deficiencia all fenn periférids érbetegségben, mely elsdédleges védelmi
vonal a ROS karosito hatisaval szemben.** Ezen tény is bizonyitja, hogy a szabad-

gyokok abnormalisan magas szintjét az antioxidans védelmi rendszerek nem képesek

hatastalanitani, az izomfehérjék ¢és lipidek jelentds karosodasat eredményezve.

1.3. Also végtagi iszkémia-reperfuzio tavoli szervi
hatasai

Attol fiiggden, hogy mekkora tdmegli izomszdvet van kitéve az iszkémia
karositd hatdsanak, a lokalis hatdsok az Ujraindult vérkeringésen keresztiil

generalizalodhatnak,  kiilonb6z6  mediatorok  (pro-inflammatorikus  citokinek,
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komplement-faktorok, akut fazis fehérjék, véralvadasi kaszkad elemei, neuroendokrin
mediatorok), anyagcseretermékek, ionok, szabadgyokok szabadulnak fel és egy
szisztémas gyulladasos valasz (SIRS — systemic inflammatory response syndrome)
l1étrejove  egész szervezetet érintd szisztémas gyulladas, melynek potencidlis
kovetkezménye lehet a MODS (multiple organ dysfunction syndrome), majd MOF
(multiple organ failure). MODS kialakulasakor az iszkémiat koveto reperfuzid soran, a
felszabaduld anyagok a vérkeringéssel eljutva a tavoli szervekhez - vesék, tiidok, maj
bél és sziv — szervkarosodasokat és miikodési zavart okoznak, tehat a MODS egy
tobbszervi (minimum két szerv) funkciokarosodas kialakulasat jelenti, mely akér egész
szervrendszereket is érinthet. A MOF, a MODS végsd stadiuma, mikor kettd vagy tobb
szerv miitkodése teljesen ledll és az elégteleniil miikodd létfontossagh szervek (vese,
tiido, sziv) egy potencidlisan halalos allapotot idéznek el6. A MOF a vezeté halalok a
kritikus allapotd betegekben® és régota dokumentalt kovetkezménye a véazizom IR-
nak*, valamint az aorta okkluzié-reperfizionak™.

Also végtagi IR esetén a fent részletezett folyamatot reperfuzids-szindromanak
nevezziik, mely a reperfizid soran a hipoxian atesett nagytomegii izomszovetbdl a
szisztémas  keringésbe  felszabaduld6 nagy mennyiségli  toxikus  anaerob
anyagcsereterméknek, gyulladdsos mediatornak, illetve a nekrotizalt izomrostokbol
felszabaduld sejtalkotoknak koszonhetéen kialakulé SIRS majd MODS és

kovetkezményes MOF Osszességét jelenti.
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\ 4

Vazizomzat

l Iszkémia- reperfuzio !

Oxidativ
stressz

Lokalis
gyulladas

Vazizom mitokondrialis
mPTP nyitas Tavoli szervi karosodasok
Mitokondriélis elektron Tud§, bél, sziv, vese
transzport lanc karosodas

8 = [1

Csokkend energia termelés
Apoptozis— Nekrozis l N&vekvé morbiditas,mortalitas |
Rabdomiolizis

5. abra: Periférias artérids érbetegségek lokdlis és tavoli szervi szovédményeinek az

sszefiiggése. (Forras: Lejay alapjan®)

1.3.1. Gyulladasos citokinek - a TNF-a és az IL.-6 szerepe

A SIRS soran a citokinek kaszkadszerlien termelddnek korai vagy késoi
idépontban, tehat a citokin expanzi6 karakterisztikdjat tekintve két fazisra oszthatd. Az
akut fazisban foként a TNF-a és IL-1P jelenik meg 1-2 oraval a lokalis karosodas
kezdetét kovetden. A szubakut fazisban féleg IL-6, IL-8, IL-12, IFN-y koncentracioi
nének meg a szérumban.”

A Tumor Nekrozis Faktor-o (TNF-a). A TNF-a-nak jelentds regulacios szerepe
van a SIRS kialakulasaban és fennallasaban. Hatassal van az endotelialis aktivaciora, a
nitrogén-monoxid szintézisre, a lazra, a neutrofil sejtek tovabbi felszaporodasara,
valamint a neutrofil és makrofag aktivaciora és kemotaxisra. Tobb kutatas is kimutatta,
hogy a TNF-a szintjének a csucsa a karositod hatast kovetden 60-90 perccel kovetkezik
he 46,47

A posztiszkémias szovetkebdl felszabadulé TNF-a képes kivaltani a gyulladasos
mediatorképzddést tavoli szervekben, mellyel megndveli a neutrofilek szamat és végsod
hatasként egy neutrofil-medidlt karosodasit okozza a tavoli szerveknek. Az IR
hatasara fokozodik a szuperoxid és proteolitikus enzimtermelés, valamint olyan
adhézids glikoproteinek expresszidja mint a CD11 és CD18. Utdbbi két glikoproteinnek

jelentés szerepe van a lokdlis vagy tavoli szervekben torténd neutrofil migracioban,
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ezaltal a szoveti gyulladas kialakuldsaban. Az endotheilalis aktivaciot kivaltd szerepe
soran kiilonb6z6 adhéziés molekulak termelését idézi eld, mellyel lehetové valik a
granulocitak fokozott adhézidja az endotéliumhoz.

Az interleukin-6 (IL-6) termelésében szamos sejt részt vesz, um.: makrofagok,
neutrofil granulocitak, endotél sejtek és monocitak. Meghatarozé mediatora a laznak,
megnoveli a felszabaduldsat az akut fazis proteineknek €s a Toll-like receptorcsalad
a neutrofil sejtek felszabaduldsdban. Lazban az izomszovet ¢&s zsirszovet
energiamobilizaciojat segiti eld, mellyel emeli a testhomérsékletet.

Abdominalis aorta aneurizma miitétet kovetden kimutattak, hogy az IL-6 szint
megnodvekedett a plazmaban ¢és emelkedett maradt a posztoperativ peri(')dusban.48
Felszabaduldsdnak mértéke nem a miitét idejével aranyos, hanem a karosodott szovetek
mértékével.

Az IL-6-nak masodlagos jelent6sége van az IR gyulladdsos valaszreakcidjaban.

A szoveti karosodas utdn tobb oraval éri el magas szintjét.

1.3.2. Tavoli szervi karosodas: vese

Az 1zomkarosodas soran kialakuld akut veseelégtelenség mar a mult szazad
elején ismert tény volt (Frankenthal, 1916). A keringésbe felszabadulé mioglobin
vesekarosodast kivalto szerepére elséként Minami mutatott ra 1923-ban.*

A rabdomiolizissel jard iszkémias-reperfiiziés karosodas az Osszes akut
veseelégtelenség 5-7%-aért felelés.”® A rabdomiolizis kovetkeztében kialakuld sulyos
akut veseelégtelenség utan a vesefunkcio altaldban 3 honapon beliil helyreall, azonban a
korkép mortalitasa kiilsnosen magas, akar a 20%-ot is elérheti.>!

Rabdomiolizis sorén a sériilt izombdl toxikus anyagcseretermékek szabadulnak
fel, mely sulyos anyagcserezavarral jar: metabolikus acidozis, hiperkalemia,
hipokalcemia, mioglobinemia és mioglobinuria alakul ki. A rabdomiolizis egyik
legfontosabb  szovodménye a vesekarosodas kialakulasa. Az izomkarosodas
kovetkeztében kialakuld anyagcserezavar és az akut veseelégtelenség egyiittesét a
szakirodalom &sszefoglaloan ,,myonephropathids metabolikus szindromdanak” nevezi.

Tiinetei magaban foglaljak a fesziilt, 6démas, fajdalmas izmokat, acidézist, keringési
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sokkot, valamint a vesében torténd patologiai elvaltozasokat.> Rabdomiolizisben
kialakulo akut veseelégtelenség patomechanizmuséban prerendlis €s renalis eredet is
szerepet jatszik.

A prerendlis okok kozé tartoznak a lokalisan felszabadulé vazokonstriktor
anyagok, illetve a reperfuzio kovetkeztében fellépd szisztémas keringési redisztribucio,
melyek egyiittesen a vesében renalis vazokonstrikciot és iszkémias tubulussejt
karosodast hoznak létre.

A renalis oldal egyik legfontosabb része a karosodott izomrostokbdl a
szisztémas keringésbe felszabaduldé mioglobin, mely a vesében filtralodva
mioglobinuridhoz, pigmentcilinder képzddéshez és tubulussejt karosodashoz vezet.
Emellett részt vesznek a folyamatban a metabolikus valtozasok (metabolikus acidozis),
a lokalis vazizomszovetbdl felszabaduld szabadgyokok és gyulladdsos medidtorok

(TNF-0, IL-6).

IR
x\ x\
\ VAZIZOM - KERINGES
Rabdomiolizis Felszabaduld Vazokonstriktor
| Mioglobinémia szabadgyokok és felszabadulas |

Hiperkaliémia gyulladasos faktorok Keringési

Metabolikus aciddzis (TNF-q, IL-6) redisztribucid

VESE

Mioglobin csapadékképz8dés
Gyulladasos faktorok direkt
kérosité hatasa
Kering8 szabadgyckok hatasa

[e=—r>zm=]

Renalis vazokonstrikcio
Iszkémias tubulussejt  |€

¢ L ,
S karosodas
Oxidativ stressz
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Tubulussejt citotoxicitas
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6. abra: Also végtagi IR vesehatdsanak folyamatabrija.

1.3.2.1. Az IR kovetkeztében kialakulo tavoli szervi vesekarosodast kivalto
renalis okok

Mioglobin — mioglobin csapdékképzidés. A mioglobin specifikusan csak a
szivizomban ¢és a vazizomrostokban fordul eld, izomsériilés soran keriil nagy
mennyiségben a vérbe mioglobinemiar okozva. A mioglobin plazma féléletideje kb. 1-3

ora. Normal koriilmények kozott a keringésben 1évé mioglobin koncentracigja alacsony,
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eliminacidja a retikuloendotelialis rendszer altal torténik. A haptoglobin
kotokapacitasanak telitddésével a szabad plazma mioglobin szint megemelkedik. A
mioglobin plazmaszintjének 0,5-1,5mg/dl érték f61¢ emelkedésekor a molekula renalis

filtracidja megindul.>®

Mar 1009 tomegl izom sériilése elegend6é ahhoz, hogy a plazma
mioglobin szint meghaladja ezt az 1,5 mg/dl-es értéket.>®

Mioglobinurias veseelégtelenség {6 jellemzdje, a tubularis lumenben kialakuld
csapadékképzodés. A kialakuld tubularis csapadék obstrukciohoz vezet, mely az egyéb
emlitett korfolyamatokkal —egyiitt végiil veseelégtelenség  kifejlodésének  és
fenntartasanak a f6 tényezdje.

A mioglobin csapadékképz6dés mechanizmusat két tényezé hatarozza meg: a
mioglobin intratubularis koncentracidja, valamint a filtratum kémiai jellemz6i (Savas
vegyhatasa), amelyben kialakul. Az intratubularis obstrukcidhoz a mioglobin
csapadékszemcsék képzodése mellet, a mioglobin indukalta tubularis nekrdzis soran a
deszkvamalodo nekrotikus sejtek is hozzajarulnak.

Veseszéveti oxidativ stressz. IR sordn a veseszovetben jelentdsen megnd a
reaktiv szabadgyokok szintje, melynek f6 oka a tubulussejtekben torténé mioglobin
lebomlas, viszont szerepet jatszik benne a renalis vazokonstrikcio okozta szoveti
oxigénellatds hidnya valamint a szisztémas keringésbdl a veseszdvetbe eljutd keringd
szabadgyokok.

Bunn és JandI®* mutatott ra a hemoglobinban 16v6 vas vesére gyakorolt hatésara.
A szabad hemoglobin a keringésben gyorsan disszocidl a és B dimerekre, mely igy
szlirhetové valik a glomerularis membranon keresztiil és ezt a proximalis tubularis
sejtek endocitotikus reabszorpcidja koveti. A proximalis tubularis sejtekben a porfirin
gylri gyorsan katabolizalodik, igy a vas szabadda valik. Mioglobinemia soran a
mioglobin kis mérete miatt akadaly nélkiil filtralodik a tubulus lumenbe, majd a
hemoglobin alegységekhez hasonldéan endocitdzisra keriil, majd katabolizalodik. Ezek a
folyamatok alatamasztjak azt a felfogast, melyszerint a mioglobin indukalta citotoxicitas
szabad vas altal indukalt.

Emellett nem csak a vesében képzddd szabadgyokok okozzdk a vesében
kialakulé oxidativ stresszt, hanem lokalisan a vazizomszovetbdl felszabaduld reaktiv

oxigéngyokok is eljutnak a veseszovetbe €s részt vesznek a tubulussejt citotoxicitasban,
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részben direkt hatassal, részben pedig az un. RIRR (,,ROS induced ROS release”)

mechanizmuson keresztiil. (7. abra)
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7. abra: Oxidativ stressz a vesében als6 végtagi IR soran

1.3.2.2. Az IR kovetkeztében kialakulo tavoli szervi vesekarosodast kivalto
prerenalis okok

Rabdomiolizis kialakulasakor tobb lehetséges mechanizmus vezethet renils
vazokonstrikcidhoz, koévetkezményes szoveti hipoperfuziohoz, mely folyamatok
jelentik a vesekarosodas prerendlis oldalat.

Az iszkémias-reperfiiziés karosodas alatt 1étrejové izomsejt nekrdzis soran
megnovekszik a kapillaris permeabilitds, mellyel jelentds folyadék kidramlds veszi
kezdetét, kialakitva ezzel a szoveti 6démat. A megndvekedett kapillaris permeabilitas
olyan mértéket 6lthet, mely jelentds intravaszkularis volumencsdkkenéshez vezethet. Jol
demonstralja ezt azon irodalmi adat, mely szerint traumas sériilések utan akar 18 liternyi

%% Ha ezt az intravaszkularis

folyadék is kiléphet extravazélisan a sériilt végtagokba.
folyadékveszteséget a sériilést kdvetd iddszakban agressziven potoljak, (~1 liter/ora) a
klinikailag eléfordulé rabdomiolizis indukalta akut veseelégtelenség el6fordulasa
drdmaian csokkenthetd, hangsulyozva ezzel a volumenhidny/rendlis vazokonstrikcio

patogén szerepét.57
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Hipovolémia hatasara vazokonstriktorok (tromboxan, endotelin) szabadulnak
fel, melyek a vese ereinek sziikitésével renalis iszkémidt okozhatnak, amely
kovetkezményesen a GFR csokkenéséhez vezet. A GFR a hipotenzio alatt alacsony
értékre csokken, hiszen a perfuziés nyomas a glomerularis kapillarisokban elégtelen
ahhoz, hogy a Bowman-tokon keresztiil megtorténjen a filtracio. Ezen folyamatok miatt
az afferens arteriolak tartoés vazokonstrikcioja kovetkezik be, mely vese iszkémiat, és
veseelégtelenséget eredményez.‘c’8

Rendlis vazokonstrikciot okoznak a plazmaban keringd kiilonb6z6 hormonok
(katekolaminok, vasopresszin), €s a helyileg szekretalt mediatorok (angiotenzin II és
tromboxan).

Nemcsak a kialakulé hipovolémia hatdsdra szabadulnak fel érsziikitd anyagok,
hanem a keringésbe keriil6 mioglobin hatasara is. A trombocita aktivalo faktor (PAF) a
mezangialis és glomerularis sejtekben képz3dik.> Mioglobinuridban fokozott PAF szint
figyelheté meg, melynek hatdsara vaszkuldris simaizom konstrikcido kdvetkezik be. A
PAF receptorok blokkolasaval mioglobinurids veseelégtelenségben a vesekarosodas
mértéke csokkenthetd.>

Az iszkémia-reperfuzido soran aktivalt monocita-makrofagok altal termelt
citokinek i1s hozzajarulnak a vazoaktiv agensek felszabaduldsahoz, melyek szerepet
jatszanak a veseelégtelenség kialakulasaban.®® Ilyen vazokonstriktor példaul a 8-epi-
prosztaglandin-F-op, mely egy potencialis preglomerularis vazokonstriktor, a
lipidperoxidaci6 soran termelédik és hozzakotédik a tromboxan-A, receptorokhoz.®

[zomsériilés bekovetkeztekor aktivalodik az endogén citokin kaszkad (pl.: TNF-
a), melynek koroki szerepe rabdomiolizis indukalta akut veseelégtelenségben
bizonyitott. Az aktivalodo citokinek renalis vazokonstrikcidt valtanak ki, karositjdk a
sziv bal kamrdjanak funkcidjat, valtozasokat indukéalva ezzel a szisztémas keringési
viszonyokban.®® Az elébbi hatasokon tulmenden a citokin felszabadulas kéros hatéssal
van a nitrogén-monoxid (NO) termelésére is, mely egy fontos endogén vazodilatator.*

Brezis® tanulmanyai mutattak rda a NO jelentds hatdsara a vese
veléallomanyanak oxigén ellatasaban. Kisérletesen 1étrehozott szeptikus sokkban a NO-
szintdz gatlasa noveli az érsziikiiletet, ezzel egy sulyosabb szoveti karosodast és
rapidabb halalozast eredményezve.63 Ezen megallapitasok utan egyértelmiinek tiinik,

hogy a mioglobin altal kivaltott NO-szint csokkenés kozvetve hozzajarulhat a
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rabdomiolizis 4ltal kivaltott rendlis hipoperfuzidhoz és kovetkezményes szoveti
karosodashoz.®*

Lieberthal®® kisérletei mutattak ra, hogy a mioglobinemia negativ hatassal van a
sejtszintli energetikai folyamatokra és a sokk altal kivaltott szoveti karosodasra. A
rabdomiolizis utan kialakuld renalis vazokonstrikcio fontos tényezdje a mioglobin
indukalta akut veseelégtelenség kialakulasanak, mely renalis tubularis ATP deficitet

okoz.

1.3.3. Tavoli szervi karosodas: tiido

A masik nagy fontossaggal bird tavoli szerv als6 végtagi IR soran a tiid6. A
patofizioloégiai folyamatban a lokalis kéarosodds sordn a szisztémas keringésbe
felszabadulé mediator molekuldk és anyagok kozvetve vagy kozvetetten alakitjak ki a
szervkarosodast.

A lokalisan felszabadulé és a szisztémas keringésbe keriilé medidtorok ¢és
anyagcseretermékek — im.: C3a, TNF-a, IL-1f, IL-6, IL-8 és elasztaz-as-antitripszin —
megnévelik a keringé polimorfonuklearis leukocitik (PMN) szamat.®® A tiidében
szekvesztralodo PMN sejtek — melyek a légzdszervben fiziologidsan is nagy szamban
megtalalhatoak, hiszen egy elsddleges védelmi vonalrdl van sz6 a szervezet és a
kiilvilag kozott” - a tiidd neutrofil-medidlt mikrovaszkularis keringésvaltozasat
okozzak. A TNF-a, IL-1 és IL-6 megndvekedett szérumszintje als6 végtagi IR soran
befolyasolja a PMN medialt tavoli szervi tiidokarosodast. A pulmonalis ICAM-1 ¢s a
neutrofil CD11b/CD18 adhézidos molekulak expresszidja fokozodik a reperfuzio alatt,
mely eldsegiti a leukocitaszekvesztraciot a tiidoben. Tobb vizsgalat is igazolta, hogy
als6 végtagi IR karosodas sordan a TNF-a, CD18 és P-szelektin gatlasdval csokkent
neutrofil szekvesztracid €és alacsonyabb mennyiségli alveolaris 6déma volt észlelhets.®®

Az elébb emlitett patofiziologiai Iépésekhez jarul hozza, és fokozza a karosodast
a reperfuzid soran a vazizomszovetben képzO0dd oxigén szabadgyokok megemelkedett
szérumszintje 5.7 A szabadgyokok lipidperoxidacid révén a tiidokapillarisok

. o 1 7172
membranjanak oxidativ destrukcigjat okozzak. ™

Ezzel egy idOben azonban kezdetét
veszi egy a szisztémas gyulladasra adott protektiv szoveti valaszreakcid, melynek soran

fokozodik a hésokk fehérjék (pl. hsp72) expresszidja.”
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8. abra: Also végtagi IR tiidohatasanak folyamatabraja.

A mikroerek artérias hipertenziéval és megnovekedett permeabilitassal
valaszolnak a karositd hatdsokra, mely altal nagyfokti exszudatum képzddés és
kovetkezményesen kialakuld ventillacios/perfuzios (V/Q) elégtelenség veszi kezdetét. A
komplement rendszer aktivalodasanak (sCR1) fontos szerepet tulajdonitanak a tiiddben
torténd exszudatum képzédésben alsd végtagi IR-t kovetden.’® C5-deficiens egereken
végeztek kutatdsokat, mely szerint alsé végtagi IR-t kovetden kozel normalis
kapillarispermeabilitas figyelhetd meg a tiiddben, melyet a radioaktivan jeldlt albumin
extravazacidjaval sikeriilt bizonyitani.”

A pulmonaris hipertenzi6 létrehozasdban fontos szerepe van a tromboxanoknak
és leukotriéneknek (TxAz, LTBi) melyek ezen hatasuk mellett eldsegitik a

9 Az emlitett

leukoszekvesztraciot €s a kapillaris permeabilitds novekedését is.
eikozanoidok gatlasa nagyban csokkenti a tiidékarosodast.”

A felsorolt valtozasok végeredménye Iehet az elhtizodd  végtagi
verdérkirekesztést kisérd, akar az életet potencidlisan veszélyeztetdé ARDS (adult
respiratory distress syndrome) kialakuldsa, mely klinikailag akutan fellépd, diffuz
bilateralis tiidéinfiltratummal és csak kezdetben megtartott majd kés6bb csokkent

kardialis funkcioval jar. A tlidokarosodasnak kiilondsen nagy a kockézata az 50-75%-0s
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mortalitassal jaro rupturalt hasi aorta aneurizma érsebészeti rekonstrukciédja utan,”” ahol

a halalesetek 20%-anak ARDS az oka. 8%

1.4. Az iszkémias-reperfuzios karosodas megelozeési
lehetoségei

Az IR karosodas kivédése régota foglalkoztatja mind a gyakorlo-, mind a
kutatdorvosokat, azonban a mai napig nincs az orvostudomany altal egységesen
elfogadott modszer a korkép megoldasara. Altalanos és nagyon gyakori problémarol
van szd, mellyel tobb olyan diszciplinanak kell szembenéznie nap, mint nap, mint a
sebészet, érsebészet, transzplantacios sebészet, ortopéd-traumatoldgia és kardiologia.

Egy olyan eljardsra lenne sziikség, mely konnyen, egyszeriien, gyorsan
alkalmazhatd, specifikusan és mellékhatdsok nélkiil hat, valamint végiil, de nem utolso6
sorban olcsé is. Szdmos torekvést lathattunk az elmult tobb mint harom évtized alatt és
manapsdg azt mondhatjuk, hogy az IR karosodas kivédésére iranyitott kutatasok
hatalmas irodalommal és ismeretanyaggal birnak.

Az irodalmi attekintés alapjan két f6 irdnyvonalat kiilonboztethetiink meg a
prevencidés modszerek kozott, melyek a sebészeti €és nem sebészeti (farmakologiai)
kondicionalasi eljarasok. A sebésztechnikai kondicionalasi eljarasok otlete és kutatasai
egészen a 80-as évek elejéig nyllnak vissza, azonban a kiilonbozé farmakologiai
kondicionalasi vegyliletek az utobbi évtizedben keriiltek a vizsgalatok kdzéppontjaba,
melyekben szamos 0j potencialis lehetdség rejlik. A legtobb kutatast akar a sebészeti,
akar a nem sebészeti modszereket tekintve szivizom IR esetén végezték és végzik, tehat
ezen kutatasok sok esetben kiindulasi alapot képeznek akkor is, ha az als6 végtagi

érbetegségeket Vizsgélljuk.81

1.4.1. Sebésztechnikai kondicionalasi eljarasok

Korabbrol ismert tény, hogy egy iszkémias epizdd végén a revaszkularizacio
soran hirtelen Gjrainditott vérkeringés, tovabbi szisztémas szovédményekhez vezethet.
Ma mar tobb olyan modszert is ismeriink, melyek akar az iszkémia elOtt/alatt/utan

lokalisan vagy tavoli szerven alkalmazva a keringésmodulacié révén befolyasoljak a
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reperfuzids epizddot, azonban egy-két eljarast leszamitva nem terjedtek még el a
klinikai gyakorlatban.

A manapsag folytatott érsebészeti gyakorlatban hosszii idejii érkirekesztést
kovetdéen gyakran az un. fokozatos reperfiiziot alkalmazzak, mikor a Kirekesztett
érszakaszra fokozatos, lassu felengedéssel engedik vissza a véraramlast, mely csak ezt
kévetéen az atmenet utén all vissza a normalis szintre.®?

Egy masik lehetséges modszer az Un. kontrolldlt reperfuzio. A moddszer
alkalmazasa soran 30 perccel az iszkémia vége eldtt egy normotermids reperfizios
oldatot - mely 6:1 aranyban (pl.: 600 ml vér : 100 ml oldat) keriil keverésre a beteg
vérével — adhatd be fokozatosan a leszoritastol disztalisan az érszakaszba, majd csak ez
utan allitjak helyre a szerv keringését. Habar a modszert eldszor szivizom tekintetében
mutattak be, Schlensak és mtsai.®® alkalmazték alsé végtagi akut IR kapcsén is igéretes
eredményekkel. A vizsgalt betegek 56%-anak tért vissza a normalis végtagi funkciodja.

1986-ban Murry és mtsai.® kisérletik soran kutyakon megfigyelték, hogy
ismételt rovid iszkémids epizodokkal egy tartds iszkémids periddust megeldzden sikertiil
protektiv hatast elérni az iszkémizalt miokardiumban. A jelenséget iszkémids
prekondiciondlasnak nevezték el. A prekondicionalas f6 védo hatdsa receptor-medialt
jelenségekben rejlik. Hatasara a sériilt izomban tobbek k6zott adenozin, bradikinin és
opioidok szabadulnak fel. Ezek kotddnek ¢és stimulaljdk a G-protein asszocialt
receptorokat a sejtmembranban mely 4ltal kiillonb6zd szignaltranszdukcids utakat
aktivalnak. A szignalmechanizmusok aktivacidja bifazikus modon torténik mivel a
kinazok aktivacidja és a receptoratrendezdédés (1) a tartdés iszkémia kezdetén (e-
izoformajat a protein kinaz C-nek, NO medialt aktivacioja a protein kinaz G-nek, stb.);
valamint (2) az iszkémia 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. Végsé 1épésként a receptor medialt
szignaltranszdukcid a mitokondriumokon konvergal és stabilizalja a mitokondrialis
membrant, gitolja az mPTP csatornanyitast, mellyel megelézi a mitokondrialis
duzzadast és rup‘u'lrét.85

A prekondicionalast 1993-6ta alkalmazzak mar a human gyakorlatban. Szamos
klinikai tanulmany is ramutat hatdsossagara, tobbek kézott maymiitétek soran kialauld

iszkémias-reperfuizids karosodas vonatkozéasaban®®®,
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1993-ban figyelték meg, hogy egy masik tavoli szerven (pl. als6 végtagon)
l1étrehozott rovid ideig alkalmazott repetitiv tobb ciklusu, OsszeSségében artalmatlan
iszkémia megvédte a szivet az infarktus ellen. A jelenséget tavoli szervi
kondiciondldsnak nevezték el.®®

A tavoli szervi kondicionalasi eljardsokon beliil ismert tavoli szervi iszkémias
pre-, poszt-, és perkondicionalds. A tavoli szervi iszkémids prekondiciondlds sordn a
célszerv iszkémiaja el6tt, a tavoli szervi iszkémias posztkondicionalas soran a célszerv
iszkémiajat kovetden, tavoli szervi iszkémias perkondicionalas soran pedig a célszerv
iszkémiaja alatt hoznak 1étre rovid ideig alkalmazott repetitiv, tobb ciklust iszkémiat

egy masik tavoli szerven.

1.4.1.1. Posztkondicionalas

Habar a prekondicionalas felfedezése egy fontos mérfoldkd volt a miokardialis
protekcidban, a gyakorlati jelentdsége limitalt azon ténynél fogva, hogy a modszer csak
tervezetten a beavatkozas eldtt alkalmazhato. Az iszkémias-reperfuzios karosodas donto
hanyada a reperfuzié kezdeti idészakaban alakul ki, ez a kezdeti néhany perc az az
idészak, melynek soran a késébbiekben zajlo patologias folyamatok szubcellularis
szinten elkezdddnek. Ebbdl kovetkezett az az elképzelés, hogy egy iszkémizalddott
szerv keringés-helyreallitasanak karakterisztikajaban torténd valtoztatds pozitiv hatdssal
lehet a kialakulé szovéddményeket illetden.

2003-ban Zhao és mitsai.® kutya szivizom iszkémias modellen vizsgilva a
hosszi idejli iszkémiat kovetden a reperfuzid kezdetén alkalmaztak tobbciklusu
aramlédsmegszakitast, mely a prekondiciondldssal megegyezd mértékben képes volt
csokkenteni az infarktus méretét. A modszert posztkondicionalasnak nevezték el. Az
elso kisérletes alkalmazasat kovetden a posztkondiciondlds hatasosnak bizonyult tobbek
kozott mélj91 és vese™ iszkémia-reperfiizid, valamint vékonybél autotranszplantéci(’)93
soran.

A posztkondiciondlds hatdsdnak kialakuldsdban dontd tényezd az alkalmazas
megfeleld iddpontja, a ciklusok szadma és a reperfuzids-reokklizidos szakaszok
id6tartama. Patkdny modellben tapasztalt eredmények szerint, amennyiben a

posztkondicionalas 1 perccel a reperfuzié megindulasa utan keriil alkalmazdsra, az
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infarktus-csokkenté hatas elvész.®* A posztkondicionalds hatasossiganak ez az egyik
legfobb szabalya, hogy késlekedés nélkiil szigortan a reperfuzié elsé perceiben kell
alkalmazni, ugyanis a szubcellularis biokémiai folyamatok (pl.: mPTP-csatorna nyitas)
donto része mar ekkor kezdetét veszi, melyek par perc utan irreverzibilissé valnak.

A Kardio- és vaszkuloprotektiv hatas szempontjabol masik esszencialis tényezo
az egyes ciklusok id6tartama, s kevésbé szamit a ciklusok szdma. Kutydkban és
nyulakban a 30 + 30 maéasodperces id6tartam bizonyult hatékonynak.%’ % Patkany
esetében azonban kizardlag a 10, illetve 15 masodperces iddétartamok képesek
csokkenteni az infarktus méretét.%”

A posztkondicionalas pontos hatdsmechanizmusa részben még feltaratlan,
tekintve, hogy Osszetett folyamatrél van sz6, melyben részt vesznek kiilonb6zo
aktivator molekuldk (adenozin, oxigén szabadgyokok), medidtor molekuldk (NO)
effektor molekulék (K*-atp csatorna, mPTP csatorna), szignaltranszdukcids utak (RISK,
SAFE), valamint hatdssal van a szoveti pH szabalyozasra is.

Iszkémia alatt az ATP-b6él adenozin képzddik, mely szerepet jatszik a
posztkondicionalas védd hatasanak kialakitasaban: csokkenti a reaktiv oxigén gyokok és
citokinek felszabaduladsat, valamint neutrofil granulocita aktivaciot €s adhéziot gatlo

99-101

hatasa is bizonyitott. Posztkondicionéalas sordan az endogén adenozin kimosoddasa

késleltetett, igy az erekben hosszabb ideig marad magasabb koncentracioban, ezaltal
eredményesebben képes kifejteni pozitiv hatasait.'*
A nitrogén-monoxid a gyulladdsos valaszreakcio gatlasaban és az iszkémia-

1% Az endotelialis nitrogén-

reperfuziora adott molekularis vélaszban jatszik szerepet.
monoxid szintaz enzim (eNOS) célpontja a posztkondiciondlas soran aktivalodod
jelatviteli utaknak, igy szintje megemelkedik a médszer alkalmazasanak a hatdsara.

A posztkondiciondlas is hat a kiilonb6z0 receptormedialt szignaltranszdukcids
utakra. A G-protein asszocialt receptorok stimulacidja a felszabadulé adenozin,
bradikinin és opioidok 4altal tobb szignaltranszdukcios utat is aktival. Ismerve a
posztkondicionalas alkalmazasi modjat, ezek a jelatviteli utak mind a modszer
alkalmazésa alatt, vagy az iszkémia utani elsd percekben aktivalodnak. Szerepe van a
RISK jelatviteli utnak (klasszikus ,,talél6” kindzok, mint ERK, PI3 kinaz/Akt), a SAFE

(survival activating factor enhancement) utnak (TNF-o altal aktivalt, janus-aktivalt

kinaz és a ,,signal transducer and activator of transcription [STAT3]), valamint a NO ¢és
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protein-kinaz-G  dependens utnak.'® %

Az Osszes felsorolt jelatviteli ut a
mitokondriumon végzddik €s hatdssal van az mPTP csatornanyitdsra, ezaltal pedig a
mitokondrialis stabilizaciora.

A posztkondicionalds egy fontos célpontja a mitokondriumok mPTP csatornai.
Iszkémia bekovetkeztekor a csatornak zart allapotban vannak, majd a reperfizid els6
percei soran nyilnak meg. Ez a tény is megerdsiti a reperfiizié kezdetén alkalmazott
modszer fontossagat. Az mPTP csatornak megnyildsa meghatarozo szerepet jatszik
minden sejt nekrézisdnak vagy apoptozisanak a beinditdsaban. A csatorndk nyitasi
mechanizmuséra trigger faktorként hat a mitokondrialis matrix Ca®* koncentraciojanak
novekedése, a mitokondridlis belsd membran normalis membranpotencidljanak
megvaltozasa, a kiilonbozd szabadgyokok és zsirsavak magas koncentracidja. A
csatornak nyitasat gatld tényezok a sejtszintli acidozis, a megfeleléen magas ATP, ADP,
Pi, és NADH koncentraciok. Posztkondicionalas alkalmazasaval csokken a
csatornanyitas valoszintisége, mivel a mddszer csokkenti a szabadgyok képzddést és az
intramitokondrialis, magas Ca?* szintet,” hatassal van a csatornan konvergald
szignaltranszdukcids utakra, valamint megndveli a NO szintet, mely szintén gatld
hatassal bir a csatornanyitési mechanizmusra.®

A posztkondicionalas hatdssal van a sav-bazis héaztartasra is. Egy iszkémizalt
szerv reperfuziojat kovetéen 40 madasodpercre van sziikség a normalis pH
helyreéallasdhoz. A moddszer soran alkalmazott valtakozd reperfuzid-reokkluzio altal
azonban a szoveti acidozis idében elnyujthatd, mivel korlatozza az acidozist kialakitd
metabolitok kimosddasat a szovetekbdl. Az acidotikus pH képes gatolni a mPTP
csatorndk nyitasat, ezaltal a sejtnekrozis kialakulasat.'®

A klinikai gyakorlatban a kiilonb6zd iszkémias-reperfuziés kéarosodast
csokkentd eljarasok koziil a posztkondiciondlds latszik a legmegfeleldbb moddszernek.
Ennek magyarazata metodikajaban rejlik, hiszen a reperfuzid kezdetén kertil
alkalmazasra, tehat gyakorlatilag minden revaszkularizaciot igényld beavatkozas
kapcsan végezhetd. Napjainkban mar alkalmazzak az invaziv kardiologidban, percutan
transluminalis coronaria angioplasztika kapcsan, azonban egyéb diszciplindkban még
nem kertilt bevezetésre a human klinikai gyakorlatban. Igen igéretes modszernek tiinik,
hiszen a coronaria elzarddas revaszkularizacioja mellett, a transzplantacids sebészetben

egy szerv recipiens keringésébe torténd integralasakor, valamint minden vértelenségben
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végzett mitét utan, tehat also végtagi kirekesztéssel jard érmiitét kapcsan vagy az
ortopéd-traumatologiai beavatkozdsok soran is ndvelhetd lenne vele a szdveti IR

tolerancia.

1.4.2. Farmakologiai kondicionalasi eljarasok

A kiilonbozd sebésztechnikai kondicionalasi eljardsok hatasmechanizmusanak
mélyebb ismeretével kirajzolodtak az IR karosodds Iehetséges patofizioldgiai
tamadéaspontjai, melyek szubcellularis molekuldkat, struktirdkat, ioncsatornéikat,
jelatviteli utakat foglalnak magukba. Megnétt az igény arra, hogy fogast talalva ezeken
a konkrét célpontokon, célzottan, specifikusan befolyasoljuk az IR kéarosodast. Erre
lehetnek alkalmasak a kiilonb6zd vegyiiletek, melyek az iszkémia elétt, alatt vagy utan
alkalmazva képesek célzottan csékkenteni az IR karosodésbol adodo szovédményeket.

Mivel az IR karosodas kialakuldsaban az egyik legfontosabb 1épés a sejtszintii
ionhomeosztazis zavara, mely membrandepolarizaciot és az intracellularis Ca®* toxikus
vegyiilet kifejlesztésére iranyultak mellyel lehetdvé valik az ionzavar megeldzése illetve
terapidja. Ezek a gydgyszerek: Ca**-csatorna blokkolok, Na'-csatorna blokkoldk,
glutamat és GABA receptor blokkolok. Emellett szdmos kisérlet irdnyult mar korabban
is a NO szintézis aktivacidjanak gatlasara és a szabadgyokfogd Vegyiiletekre.106

Manapsag mar inkdbb a mitokondrialis protekcion van a hangstly, mivel
bebizonyosodott, hogy az IR karosodasban kézponti szerepe van a mitokondriumoknak
(energiatermelés, intracellularis Ca** homeosztazis regulacidja, ROS képzddes,
apoptonekrozis, stb.). A kovetkezd gyodgyszercsoportok képviseléi rendelkeznek
szerek (trimetazidine, ranolazine, dichloroacetat, karnitin-palmitoiltranszferaz
inhibitorok, koenzim-Qig, Na*/Ca®** csatorna blokkolo’k.loG), mitokondrialis K -atp-
csatorna aktivatorok (diazoxid, minoxidil, nicorandil), a mitokondrialis ROS
képzddésre/eliminaciora hatd szerek (Ginkgo biloba, transz-resveratrol, propofol,
nitronok, carvedilol, ebselen, konezim-Qio, exogén SOD, xantin-oxiddaz inhibitor és

kiilsnbdz6 vitaminok, mint C-, E-vitamin.'®).
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A felsorolt vegyiiletek koziil azonban egyik sem bizonyult igazdn hatdsosnak és
specifikusnak akar az experimentalis akar a klinikai gyakorlatban, ezért az IR karosodas
legfobb célpontjara terelddott a figyelem, mely a mitokondridlis membranban

elhelyezked6 mPTP csatorna.

1.4.2.1. Az mPTP csatorna mint farmakoldgiai célpont és a cyclosporin-A
hatdsmechanizmusa

Az mPTP csatorna IR-ban betoltott jelentdsége kordbban mar részletezésre
keriilt, mely szerint megnyildsanak szerepe van a mitokondrialis Ca®* akkumulaciéban,
a ROS képzddésben, a mitokondridlis duzzadasban és végsé soron az apoptonekrdzis
indukcigjdban. Amennyiben ezen csatorna megnyildsa specifikusan gatolhatd lenne,
akkor a mitokondridlis kdrosodas direkt megeldzése valna lehetévé és ezaltal pedig az
IR kérosodas szovodményei megeldzhetdek lennének.

Egy ilyen lehetséges farmakon a ciclosporin-A (CsA), mely képes gatolni az
mPTP csatorna nyitasat a csatorna ciklofillin—D molekulajahoz koétédve.

A CsA-t els6ként egy gombafajbol (Tolypocladium inflatum) izolalta Hans Peter
Frey biologus, melyet egy 1969-ben gytijtétt norvégiai talajmintdban fedezett fel. 1" A
CsA  gyakran haszndlatos a mindennapi klinikai orvosi  gyakoraltban
szervtranszplantaciok ~ sordn  immunszuppresszio  elérésére  és  kiilonbozd
immunbetegségek sulyos eseteiben.

A CsA volt az elsé vegyiilet, melynek igazoltdk mPTP gatlo hatasat.'®
Lemasters és mtsai.'”® lézer scanning konfokalis mikroszkopiat hasznaltak, hogy a
mitokondrialis membranpermeabilitast kimutassak a sejten beliill. A  sejteket
fluoreszcens festékkel toltottek fel, amely a mitokondriumban akkumuldlodott és
alkalmas mutatdja a membranpotencial valtozasnak. A hipoxia és az oxidativ stressz
képes megvaltoztatni a festék eloszlasat, de a CSA hatdsara nem valtozott a
festékeloszlas a sejten beliil, tehat a vegyiilet védé hatasunak bizonyult. Griffiths és
Halestrap® radioaktivan jelolt markert ([*H]2-deoxyglukdz) hasznalt az mPTP
Csatornanyitds monitorizalasara IR-nak kitett izolalt patkdnyszivben. A CsA eldkezelés

megeldzte a csatornanyitast és csokkentette a szivizom kérosodasat.
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A CsA két tamadasponton hat a szervezetben. Egyrészt kotddik a mitokondriélis
mPTP csatorna CyP-D molekuldjahoz és megeldzi az interakcidjat az ANT-val, mely
altal képtelen megnyilni a csatorna.*!

A ciklofillinek a PPIazok (peptidil-prolil cisz-transz izomerazok) egy csaladja,
melyek a peptidkotdtt amino-termindlis prolin  maradékok egymasba alakulasat
katalizaljak, megkonnyitve a fehérje konformacio valtozasait. A ciklofillineknek tobb
mint tiz altipusuk ismert, melyek részt vesznek szdmos cellularis folyamatban, beleértve
a transzkripcionalis regulacidt, immunvalaszt, protein szekréciot és mitokondrialis
funkciot.™* M A CyP-D az mPTP csatornan beliil az ANT-hez kotédve olyan
konformaciods valtozasokat idéz eld, melyek altal a csatorna ateresztévé valik. A CyP-D
az intramitokondrialis Ca®*-szint véltozasat érzékeli, amelyhatasara képes miitkddésbe
1épni.t*

A CsA kotédik a citoszolban 1évé ciklofillin-A (CyP-A) molekulahoz is.
Komplexiik gatolja a calcineurint, mely az un. NF-AT [nuclear factor activated T-cells]
transzkripcids faktor defoszforilaciojat végzi. A transzkripcids faktor defoszforildcidja

nélkiil a sejt nem képes az IL-2 termelésére, mely esszencialis a T-sejt stimulacio

kivaltasaban. Ebben a folyamatban rejlik a CsA immunszuppressziv hatasa. (9. abra)

CsA
/-‘_\ Plazmamembran / \
CsA - Cyp-A

NF-ATp Calcineurin NE-AT r

/-I%membra’n

Mitokondrium

IL-2 /'
DS
| 0 Sg < CsA
T-sejt stimulacio Cyp-D CsA-Cyp-D

9. abra: A CsA hatasmechanizmusa
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A CsA megfeleld lenne az IR karosodas kivédésére az mPTP csatornagatld
hatdsanal fogva, azonban az IR korképekben nem kivanatos a T-sejt proliferacio
gatlasabol ado6do immunszuppressziv hatdsa. Ezen feliil egyéb olyan sulyos
mellékhatasai vannak, mint nefrotoxicitas, karcinogenezis, neurotoxicitds, infekciok
elésegitése és hepatotoxicitas.

A mellékhatasok ellenére rendelkeziink klinikai tapasztalatokkal is a CsA hatasat
illetéen IR soran. Egy pilot-study-ban kimutattak, hogy a CsA-t miokardialis infaktus
revaszkularizacids kezelése eldtt adva 20%-kal csokkentette az infarktus nagységét.115
Emellett egy fazis-III vizsgalat is folyamatban van a CsA IR-ban vizsgalt hatasara
(NCT01502774).

A széles mellékhatasspektrum miatt eldtérbe keriiltek olyan vegyiiletek, melyek
kiilonb6zd molekulaszerkezeti valtoztatasok altal megdrzik a CsA mPTP gatlo hatasat,
azonban nem rendelkeznek az immunszuppressziv és egyéb karos mellékhatasokkal.
Ilyen vegyiiletek a killonboz6 ciclosporin analogok, mint a sanglifehrin-A™®,

Debio025 és a NIM-811.

1.4.2.2. NIM-811

Az  N-metil-4-izoleucin  ciclosporin  (NIM-811) a CsA egy nem
immunoszupressziv derivatuma, mely nem kotédik a ciklofillin A-hoz, igy nem gatolja
a calcineurint, viszont a ciklofillin-D-hez kotédésével megakadalyozza az mPTP
oriascsatorna megnyilasat €s a kovetkezményes mitokondrialis karosodast.

A NIM-811 eldnye a CsA-val szemben, hogy nincs ismert kdros mellékhatasa.
In vivo kisérletekben, amelyekben graft-versus-host patkdny modellt hasznéltak, a
NIM-811-et nem talaltdk immunszuppresszivnek, ezzel ellentétben a CsA meggatolta a
nyirokcsomé megnagyobbodast.™™® Ezen kutatocsoport egy masik vizsgalatdban
kimutatta, hogy CsA adasat kovetden 10 nappal megnovekedett a patkdnyok szérum
kreatinin szintje és csokkent a kreatinin clearance. Ha NIM-811-et kaptak a patkanyok,
akkor mindkét vesekdrosodast jelz6 marker valtozatlan maradt, tehat alacsonyabb

nefrotoxicitasa mint a CsA. ™8
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NIM-811

RN

Plazmamembran

Mitokondrium

/%

®O—>@ —

Cyp-D  NIM-811 — Cyp-D

10. abra: A NIM-811 hatasmechanizmusa 11. abra: A NIM-811 szerkezeti
képlete

Argaud és mtsai.™™® felnétt nyul modellt hoztak 1étre, amelyben az a. coronaria
circumflexa agat 30 percre leszoritottak, majd 4 ora reperfiziét engedtek. Két
idépontban, 10 perccel a tartds iszkémia el6tt, illetve 1 perccel a reperfuzio elétt adtak a
csoportoknak CsA-t vagy NIM-811-et. Mindkét idOpontban, mindkét gyogyszer
szignifikansan csokkentette az infarktus méretét. TUNEL festéssel vizsgaltdk a
miokardidlis apoptozis mértékét, mellyel bizonyitottak, hogy mindkét vegyiilet
szignifikansan csokkentette a TUNEL-pozitiv kardiomiocitak szamat a kontroll
csoporthoz képest. Ugyanezen kutatocsoport kozolte, hogy NIM-811-gyel kezelt izolalt
mitokondriumok mPTP csatorna nyitadsahoz magasabb Ca**-szint sziikséges a kontroll
csoporthoz képest.120

Post-cardiac arrest szindromaban a NIM-811 kezelés képes volt ndvelni a rovid
tava thlélést, az Gjraélesztés utani szivfunkciot valamint szignifikdnsan csokkentette a
maj- és vesekarosodas mértekét.* s

Az emlitett eredményeken kiviil a NIM-811 kezelés hatdsosnak bizonyult

3

. c 122 . . (12 L Ce
majtranszplantacio ¢s vékonybél IR sordn™”, azonban alsé végtagi iszkémia

reperfuzid tekintetében korabban még nem tortént vizsgalat.
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2. Célkitiizés

Ezen tényeket figyelembe véve kisérleteinkben célul tiiztiik ki az aldbbi kérdések

megvalaszolasat:
L kiserlet:
1. Alsé végtagi iszkémias-reperfiizios modelleben a posztkondicionalas képes-e

csokkenteni a lokalis vazizomkarosodas mértékét?

2. A posztkondicionalas milyen mértékben csokkenti a szisztémés gyulladdsos

valaszreakciot alsé végtagi iszkémia-reperfizio soran?

3. Also végtagi iszkémia-reperfuzié kovetkeztében fellépd tiidészovodményekre milyen

hatassal van a postconditionalas?

11 kisérlet:

1. Azonos als6 végtagi iszkémia-reperfiizios modellek alkalmazisa sordn van-e
kiilonbség — és ha igen, milyen mértékli - az aortaklippel és a kiils6 leszoritassal
(tourniquet) létrehozott vazizomkarosodas és kovetkezményes szisztémds gyulladasos

valaszreakcid mértéke kozott?
111 kiserlet

1. Harom ora tourniquet-tel 1étrehozott iszkémia és 4 ora reperfizidé utdn a NIM-811

képes-e csokkenteni a lokalis vazizomkarosodas mértékét?

2. A NIM-811 kezelés csokkenti-e a szisztémas gyulladasos valaszreakcidt a TNF-a és

IL-6 szintjeinek befolyasolasan keresztiil?

3. A NIM-811 kezelés hogyan befolyésolja az alsé végtagi iszkémia-reperfizio tavoli

szervi szovodményeként 1étrejévo vesekarosodast?

42



DOI:10.14753/SE.2015.1804

3. Modszerek

3.1. Kisérleti elrendezés, miitéttechnika

3.1.1. Torvényi hattér

A kisérletek az 1998. évi XXVIIL. sz. allatvédelmi torvény, valamint a 243/1998
(XII. 31.) kormanyrendelet szerint elvart kovetelményeknek megfeleléen torténtek,
illetve a 1858/000/2004 ¢és 22.1/2409/3/2011 szamu engedélyek alapjan keriiltek
elvégzésre. Az allatkisérleteket a Semmelweis Egyetem EAB (Egyetemi Allatkisérleti
Bizottsag) altal kiallitott allatkisérletek végzésére feljogositd 8/2011. szamu
bizonyitvany megszerzése utan végeztiik. A III. kisérlet a Novartis International AG
(Basel, Svéjc) hozzajarulasaval keriilt elvégzésre (MTD-37345), mely biztositotta a
NIM-811 farmakoldgiai vegyiiletet a kisérletek elvégzéséhez.

3.1.2. Csoportbeosztas

3.1.2.1. I. kisérlet: Also végtagi IR lokalis vazizom és
tiidészovédményeinek megeldzése posztkondicionalas alkalmazasaval.

Infrarendlis aortaklipp segitségével 180 perces alsd végtagi iszkémia kertilt
létrehozasra, majd ezt kovetéen 240 perc reperfuzio tortént. Az iszkémia végén
posztkondicionalast végeztiink, majd a reperfuzidt kdvetden a lokalis, szisztémas és

tiid6 szovodmények vizsgalatara keriilt sor, csoportonként 10-10 allaton. (2. tablazat)

2. tablazat: Az 1. kisérlet csoportbeosztasa

. IR (csak
Aloperalt (hasfal . ( . PostC (IR +
Csoport L iszkémia- A
megnyitas) s, posztkondicionalas)
reperfuzio)
Allatszam 10 db 10 db 10 db
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3.1.2.2. 1. kisérlet: A vazizomkarosodas mértékének vizsgalata infrarenalis
aortakirekesztés €s also végtagi tourniquet alkalmazasat kovetden.

Az 1. kisérletbdl levont kovetkeztetések alapjan Osszehasonlitasra keriilt az
aortaklipp €s a tourniquet altal létrehozott alsd végtagi IR karosodas lokalis és
szisztémas szovodményeinek mértéke. 180 perc iszkémidra és 240 perc reperfuziora
kertilt sor mindkét eljaras esetén. A reperfuziot kdvetden csoportonként 10-10 allatbol

tortént mintavétel. (3. tablazat)

3. tablazat: A II. kisérlet csoportbeosztasa

Csoport A (aortaklipp; IR: 3+4h) | B (tourniquet; IR:3+4h)

Allatszam 10 db 10 db

3.1.2.3. 11I. kiseérlet: Also végtagi IR lokalis vazizom €s
veseszOvodményeinek megeldzése NIM-811 farmakologiai kezeléssel.

Bilateralis als6 végtagi tourniquet alkalmazasdval 180 perces alsé végtagi
iszkémia, majd 240 perc reperfuzio 1étrehozasara keriilt sor. A reperfuzié kezdete elott 5
perccel NIM-811 beadasa tortént a kezelt csoportokban és a reperfiziot kovetéen a
lokalis, szisztémas és vese szovédmények vizsgalatat végeztiik, csoportonként 10-10

allaton. (4. tablazat)

4, tablazat: a II1. kisérlet csoportbeosztasa

NIM-
, , NIM-IR (IR
. i aloperalt IR (IR + i
Csoport Aloperalt , + oldoszer +
(NIM-811 + oldodszer)
, NIM-811)
olddszer)
Allatszam 10 db 10 db 10 db 10 db

3.1.3. Preoperativ idoszak, anesztézia

Az I, II. és IIL. kisérlet preoperativ elokésziiletei és anesztéziai tulajdonsdgai

megegyeznek, ezért egylitt kertlilnek feltiintetésre.
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Kisérleteinkhez Osszesen 60 db 220-250g tomegl, spf, him Wistar patkanyt
(Charles River Magyarorszag Kft. Budapest, Magyarorszag) hasznaltunk. Az allatok az
operaciot megeldzden szaraz tapot és vizet kaptak ’‘ad libitum’, a mitét el6tti 12 6raban
csak vizet biztositottunk szamukra. Tartdsuk a napszaki valtozasokat kovetd
mesterséges vilagitdas mellett, 22-24°C-os hémérsékleten tortént. A miitétek mindig
azonos idOben torténtek, a cirkadian ritmus zavaro6 hatasait elkeriilve.

Az anesztéziat intraperitonealisan adott 75 mg/ttkg ketaminnal (Calypsol®) +
7,5 mg xylasinnal (Xylasin®) értiik el, majd az altatas fenntartasara 25 mg/ttkg ketamint
és 2,5 mg/ttkg xylazint hasznaltunk infuziés pumpa segitségével a jobb oldali vena
jugularis internaban elhelyezett polietilén kaniilon keresztiil. Az allatok folyadékpdtlasa
3ml/ttkg/6ra mennyiségben tortént szintén infuzidés pumpa segitségével a kisérelt teljes
ideje alatt.

Az éllatok mitét alatti testhomérséklete - mely rektalis mérdfejen keresztiil
kertilt regisztralasra - fitheté mitdasztal (Homeothermic Blanket Control Unit, Harvard
Apparatus, Holliston, MA, USA) segitségével allando 37°C + 0,5°C hémérsékleten
stabilizalodott.

3.1.4. Operacio

3.1.4.1. 1., I1. és III. kisérlet kozos operativ részei

Az allatok intraperitonedlis altatasat kovetden mindhdrom kisérlet soran a bal
oldali v. jugularis interna kipreparalasra keriilt. A vénaba polietilén kaniilt (PolyE
Polyethylene Tubing; Harvard Apparatus, Holliston, MA) vezetve infiizids pumpa
segitségével tortént az altatds fenntartdsa, illetve a parenteralis folyadékpotlas a
kisérletek teljes ideje alatt.

A fenntartd altatdas megkezdését kovetéen a bal a. carotis communis
Kipreparalasa tortént meg, melybe szintén polietilén kaniil keriilt bevezetésre. A kaniilon

keresztiil invaziv vérnyomds monitorizalas tortént a kisérletek teljes ideje alatt.
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3.1.4.2. 1. kisérlet részletes miitéti leirasa - Alsé végtagi IR lokalis vazizom
¢s tiidészovodményeinek megeldzése posztkondicionalas alkalmazasaval.

Median laparotomia utan a hasi aorta infrarenalis szakaszanak feltarasa tortént.
Az aortéara, kozvetleniil a bifurkacio felett, az IR és PostC csoportban atraumatikus
mikroklippet (Aesculap YASARGIL FT260T; B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Németorszag) helyeztiink fel, mellyel 180 perces iszkémiat hoztunk létre mindkét alsod
végtagban. A posztkondicionalt csoportban 3 oraval az iszkémia kezdetét kovetOen
posztkondiciondldst végeztiink 2 percen keresztiil, 6 ciklusban: 10 masodperc
reperfuzidval, 10 masodperc reokkluzidoval. Mind az IR, mind a PostC csoportban a
mikroklipp eltavolitasat kdvetden a hasfal zarasra kertilt és 4 ora reperfuizio tortént. Az
aloperalt csoportban (n=20) nem keriilt felhelyezésre mikroklipp, minden mas
tekintetben, az id6beli viszonyokat is figyelembe véve pontosan gy jartunk el, mint a
masik két csoportban.

Artérias vérgazanalizis végzése tortént a reperfizido masodik illetve negyedik
ordjanak a végén a bal a. carotisba vezetett kaniilon keresztiil. Szérum és tiidészdvettani

mintavételre a reperfiizié negyedik ordjanak a végén keriilt sor.

3.1.4.3. II. kisérlet részletes operativ leirasa - A vézizomkérosodas
mértékének a vizsgéalata infrarendlis aortakirekesztés ¢és also végtagi
tourniquet alkalmazasat kovetoen.

crer

kovetden az infrarendlis aorta kipreparalsra keriilt, majd atraumatikus mikroklippel
bilateralis also végtagi iszkémiat hoztunk 1étre. A B-csoportban mindkét also végtagra a
comb proximalis részén azonos magassagban elasztikus gumiszalag alkalmazasaval
tourniquet minden allatnal standard modon hétszer korbetekerve és azonos szoritoéerével
elszoritva keriilt felhelyezésre az iszkémia 1étrehozasahoz.*** Mindkét csoportban 3 ora
iszkémiat 4 ora reperfuzid kovetett. A reperfuzié végén, az allatok exsanguinalasa
tortént a sziv jobb kamrdjan keresztil. Vér és izomszovet mintavételre keriilt sor

laboratériumi és szdvettani vizsgalat céljabol.
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12. abra: Az infrarenalis aortaklipp felhelyezése 13. abra: Az als6 végtagi tourniquet

3.1.4.4. 111 kisérlet részletes operativ leirasa - Also végtagi IR lokalis
vazizom ¢&s veseszoOvOdményeinek megel6zése NIM-811 farmakoldgiai
kezeléssel.

Az anesztézia fenntartasanak kezdete és a carotis kaniil behelyezése utan median
laparotomia végzése tortént, majd a laser-Dopler flowmeter (LDF) mérofej
felhelyezésére keriilt sor a bal vese eliilsé felszinére a vesetok megnyitasat kovetden. Az
teljes ideje alatt. A comb lateralis oldala felett 1 cm-es hosszanti bérmetszést kovetden
szintén LDF mérofej keriilt felhelyezésre a m. biceps femoris felszinére, az als6 végtagi
mikrocirkulaci®6 monitorizalsanak érdekében. A véraramlds regisztracioja szintén a
kisérlet teljes ideje alatt folyamatosan tortént.

A 1II. kisérlet B-csoportjanak megfelelden alsdé végtagi tourniquet keriilt
felhelyezésre a proximalis femoralis régioban minden allatndl azonos magassagban és
azonos szoritoerdvel.

Harom o6ra als6 végtagi iszkémia keriilt létrehozéasra, melynek vége eldtt 5
perccel NIM-811 beadasa tortént intravénasan, bolusban a NIM-aloperalt és NIM-IR
csoportokban. A nem kezelt allatok (Aloperalt, IR) a kezelt csoportokkal megegyezd
idében csak olddészert kaptak intravénasan, bolusban. A tourniquet eltavolitasat
kovetden 4 ora reperfuzid kovetkezett. Az aloperalt csoportban nem keriilt felhelyezésre
tourniquet, minden mas tekintetben, az id6beli viszonyokat is figyelembe véve a masik
harom csoporttal megegyezd miitéti eljards keriilt alkalmazasra. A kisérlet alatt az
allatok spontan {rilt vizeletének két frakcioban torténd felfogasaval keriilt

meghatarozasra az allatok vizeletmennyisége: (1) Az iszkémia el6tt 60 percen keresztiil
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gyljtott vizeletminta kontrollként szolgalt. (2) A reperfuzid utols6 3 oraja alatt nyert
spontan vizelet mennyisége a termindlaskor holyagpunkcidval lett kiegészitve.
Mintavételre a reperfuzio 4. 6rajanak a végén kertilt sor. Az allatok exsanguinaldsa utan
a vérmintabol laboratériumi, valamint gyulladdsos paraméterek vizsgalata tortént.

A NIM-811 (Novartis, Basel, Svajc) az in vivo alkalmazashoz (10 mg/ttkg) 1,3
ml Cremophor EL (polietoxilalt ricinus olaj), 0,7 ml 94%-os etanol és 8 ml 0,9%-0s
NaCl oldat keverékében keriilt feloldasra.’®> A bolus mennyisége minden allat esetében

standard volt (0,44-0,5 ml) a testtomegiik (220-250g) alapjan kiszamitva.
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3.2. Kisérleti végpontok

5. tablazat: Kisérleti végpontok Osszegzése

Kisérlet | Célkitiizés Végpont Levett mintak
I Als6 végtagi IR  lokalis | Lokalis vazizom | szérum, vazizom ¢&s
vazizom ¢és | szovodmények: tiidészovet, artérids
tiidészovoédményeinek szOvettan; laboratoriumi | vér
megeldzése vizsgalatok: CK, LDH;
posztkondicionalas Szisztémas hatasok:
alkalmazasaval szérum TNF-a, IL-6 és
szabadgyokszint;
Tiidészovédmények:
szovettan, W/D
(nedves/szaraz  tomeg)
arany, szoveti
mieloperoxidaz és
hsp72 szint, artérias
vérgazanalizis
1. A vazizomkarosodas | Vazizomszovet szérum,
mértékének a  vizsgdlata | vizsgalata:  szdvettan, | vdzizomszdvet
infrarenalis aortakirekesztést | NADH-
és alsd wvégtagi tourniquet | enzimhisztokémia,
alkalmazasat kovetden szérum kreatin-kinaz és
laktat-dehidrogenaz;
Szisztémas hatasok:
szérum TNF-o és IL-6
1. Als6é  végtagi IR lokalis | Lokalis vazizom | vazizom €s
vazizom ¢és | szovodmények: veseszovet, szérum,
veseszOvodményeinek szovettan, NADH- | vizelet
megeldzése NIM-811 | enzimhisztokémia, W/D

farmakologiai kezeléssel

arany, kreatin-kinaz,
laktat-dehidrogenaz, K,
Szisztémas hatasok:
szérum TNF-a és IL-6
Veseszovédmények:
szovettan, vizelet,
szOveti szabadgyokszint
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3.2.1. L., IL, III. kisérlet kozos kisérleti végpontjai

3.2.1.1. Lokalis vazizom hatasok

A vazizom szovettani vizsgalata

Minden allatbdl, csoportbeosztastol fiiggetleniil azonos anatomiai helyrdl, a m.
tibialis anteriorbdl vettiink mintat, melyeket 4 %-os formalinban fixaltuk 24 6ran at,
majd paraffinba agyaztuk. A szovettani vizsgélatokat konvencionalis fénymikroszkopos
(Olympus BX50 mikroszkép, Olympus Micro Bright Field, Williston, VT, USA)
elemzéssel végeztiik 3-5 um vastag hosszanti-, és keresztmetszeteken, hematoxilin-
eozin (HE) festést kovetéen. A vizsgald patologus a mintak jelzését nem ismerte, a

csoportbeosztas, ill. a beavatkozas modja €s ideje tekintetében nem volt tdjékozott.

Izomrost életképesség vizsgalat

A NADH-tetrazolium reakci6 sordn a mitokondriumban [évé NADH-
nitrotetrazolium-reduktaz enzim altal katalizalt reakcioban a NADH molekularol egy H*
ion transzportalédik az akceptor molekulara (nitroblue-tetrazolium-klorid), amely
ezaltal redukdlodik ¢és kék szinli terméket (formazan) képez. A reakcid a
mitokondriumok épségének, €életképességének detektaldsara alkalmas.

A bal m. tibialis anteriorbol vett izomszovet mintak folyékony nitrogénben
gyorsfagyasztasra keriiltek és -80°C-on kertiltek tarolasra a tovabbi feldolgozasig. Az
izomszovet mintdkbol 3 pm vastag fagyasztott metszetek késziiltek kriosztat
segitségével. A metszetek a forgalmazo (Sigma-Aldrich Miinchen, Németorszag) altal
biztositott nitroblue-tetrazolium (NBT; 1.8 mg/dl), NADH (15 mg/dl) és 0,05M-0s
TRIS puffer (pH 7,6) oldataban, fénymentes koriilmények kozott 30 percig 37 °C-on
keriiltek inkubalasra. Ezt kdvetéen mosas tortént desztillalt vizben. A reakcid sordn fel
nem haszndlt NBT reagens aceton-oldat (30, 60, 90%) felszallo, majd leszallo
koncentracioiban keriilt eltdvolitdsra a metszetekrol. Ezt kovetden a fedés vizbazisu
fed6anyaggal tortént.

Minden metszeten 600x-os nagyitas mellett, tiz kiilonbozo teriilet kertilt
kifényképezésre randomizalt modon. A mintdk tovabbi kvantitativ kiértékelése
morfometrias szoftverrel (Leica Qwin Pro, Leica Microsystems GmbH, Weltzer,

Németorszag) tortént. Az izomrost ¢letképesség az izomrost teljes teriiletének és a teljes
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festett teriilet aranybol keriilt kiszamitdsra. A kapott eredmények egészséges allatok

metszeteinek atlagértékhez viszonyitva szézalékosan keriiltek abrazolasra.?®
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14. abra: A morfometrias szoftver altal meghatarozott teriiletek vizuélis abrazolasa. A:
Nativ izomrost, B: Teljes teriilet, C: Pozitiv reakcid, D: Teljes és pozitiv teriilet

Osszevetése

Laboratoriumi vizsgalatok
A rabdomiolizis vizsgéalata sordn a szérum kreatin-kindz (CK), laktat-

dehidrogenaz (LDH) és K* szint keriilt meghatarozasra. A vérmintdk centrifugalasat
kovetden (2x10 perc, 1050 g) az elvalasztott szérummintak gyorsfagyasztasra keriiltek
folyékony nitrogénben és -80°C-os hémérsékleten tortént a taroldsuk az automata
analizatorral (Beckman Coulter AU480/2011, Beckman Coulter Inc, Brea, CA, USA)

végzett vizsgalatukig.
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3.2.1.2. Szisztémas hatasok

Szérum TNF-a szint meghatdrozas

A szérum TNF-a szintet szendvics ELISA modszerrel mértilk a reperfuzio 4.
orajaban a kereskedelmi forgalomban elérhetd kit segitségével (TNF-a immunoassay
kit, R&D Systems, Minneapolis, USA). Az abszorbanciat 450 nm-en mértiink; melybdl
a rekombinans TNF-o standard segitségével készitett kalibraciés gorbe alapjan

szamitottuk ki a szérum TNF-a koncentraciokat.

Szérum IL-6 szint meghatdarozdsa

A szérum IL-6 szintet patkany IL-6-ra specifikus szendvics ELISA modszerrel
mértilk kereskedelmi forgalomban kaphatd kit segitségével (Quantikine® Rat IL-6
Immunoassay kit, R&D Systems, Minneapolis USA). Az abszorbancidt 450 nm-en

mértiik (hattérméréssel 540 nm-en) spektrofotométer segitségével.

3.2.2. Az 1. Kkisérlet végpontjai: Alsé végtagi IR lokalis
vazizom és tiidoszovodményeinek megelozése
posztkondicionalas alkalmazasaval.

3.2.2.1. Szisztémas hatasok

Az oxidativ-stressz vigsgalata

A szabadgyok szint vizsgélatat szérum mintakbol végeztiikk, Heide-Bogl-féle

. e . o e 8127
luminometrids modszerrel (Bldzovics-féle modositas)

. A reakcioelegy hidrogén-
peroxidot, luminolt és mikroperoxidazt (SIGMA-Aldrich, Miinchen, Németorszag)

tartalmazott. Az eredményeket Relative Light Unit (RLU%) egységben adtuk meg, ahol

crcr

3.2.2.2. Tavoli szervi hatasok: tido

Szovettan

Minden allatbol, csoportbeosztastol fliggetleniil a jobb tiid6 felsd lebenye kertilt

eltavolitasra, melyeket 4 %-os formalinban fixaltuk 24 o6ran at, majd paraffinba
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agyaztuk. A szovettani vizsgalatokat konvencionalis fénymikroszkopos elemzéssel
(Olympus BX microscope; Olympus Micro Bright Field, Williston, VT) végeztiik 60
szoros nagyitas mellett, 3-5 um vastag metszeteken, hematoxilin-eozin (HE) festést
kovetden. A vizsgalo patologus a mintak jelzését nem ismerte, a csoportbeosztas, ill. a
beavatkozas modja és ideje tekintetében nem volt tajékozott. A metszetek
kiértékeléséhez egy az irodalomban alkalmazott tiidé pontrendszert'® vettiik alapul,
melyet a vizsgaldo patologus segitségével tovabbfejlesztettiink. Az alabbi jellemzok
szerint értékeltiik a mintakat: (1) alveolaris 6déma, (2) atelektazia, (3) bevérzés, (4)
PMN infiltracio, (5) vaszkularis pangas. Mindegyik jellemz6t pontszammal értékeltiik
(0: normalis, 1: enyhe, 2: kozepes, 3: jelentds). A tiidokarosodds kategorizalasa a
pontszamok 0Osszesitése szerint tortént (0-3: normalis, minimalis; 4-7: enyhe; 8-10:

kozepes; 11-15: jelentds).

Tiiddszoveti 6déma vizsgalata (W/D ardny)

A szoveti 6déma értékelésére az eltavolitott tiidorészeket allando, +80 °C-0s
homérsékleten 48 6ran keresztiil szaritottuk, a dehidratalt konzisztencia eléréséhez. A
nedves €s a szaraz tomeg aranyat szamitottuk ki a kovetkezd képlet alapjan: W/D
arany= (nedves tomeg - szaraz tomeg) / szaraz tomeg x 100 (%). Ezaltal lehetové valt a

szoveti 6déma mértékének meghatarozasa.

Tiiddszoveti mieloperoxidaz (MPO) aktivitas

A tiid6 szoveti mieloperoxidaz aktivitasait modositott mieloperoxidaz assay
segitségével mértiik tidészoveti homogenizatumb6l.'®® A mérés magaban foglalja a
tetrametil-benzidin hidrogén-peroxid fiiggd oxidacidjat, amely spektrofotometriaval
detektalhatdé 450nm-en (UV-1601; Shimadzu, Japan) 37 °C-on. A mintak
fehérjetartalma utalt a MPO aktivitésra.

Szoveti hsp72 szint meghatdrozds

A hsp72 szoveti meghatarozasat Western-blot technikaval végeztiik tiidészovet
homogenizatumbol. A savok vizualizdladsa megndvelt kemilumineszcenciaval tortént,
majd az eredmények detektalasa és szamszerisitése az Imagel szoftver (NIH, Bethesda,

MD, USA) hasznalataval késziilt.**
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Artéridas vérgazanalizis

A reperfuzio kezdetén, a masodik ¢és negyedik oraban a bal a. carotis
communisbol artérids vérmintat vettiink. A mintakat Radiometer ABL80 (Radiometer
Medical ApS Akandevej 21 DK-2700 Brenshej Denmark) Astrup gépen vizsgaltuk
meg. A reperfuzié 0., 2., és 4. 6rgjaban mértiik a pO,, pCO;, értékeket.

3.2.3. A 1II. Kkisérlet végpontjai - A vazizomkarosodas
mértékének a vizsgalata infrarenalis aortakirekesztés és also
végtagi tourniquet alkalmazasat kovetden.

A 1L kisérletben vizsgalt kisérleti végpontok mddszerei megegyeznek az ,,1., 11,

II1. kisérlet k6zos kisérleti végpontjai”-nak modszereit leird fejezettel.

3.2.4. A IIl. Kkisérlet végpontjai - Also végtagi IR lokalis
vazizom és veseszovodményeinek megelozése NIM-811
farmakologiai kezeléssel.

3.2.4.1. Lokalis vazizom hatasok

A szoveti odéma vizsgalata (W/D ardny)

A szoveti 0déma értékelésére az alsd végtagi vazizomzat fennmaradt részét
hasznaltuk. A reperfuzido végén az izom - a végtagbol torténd gondos kimetszését
kovetden - azonnal mérésre keriilt (nedves tdmeg) majd holég sterilizalo segitségével
alland6 +80 °C-os hOmérsékleten 48 oOran keresztil a sulyallandosag eléréséig
szaritottuk. A szaritast kovetden Gjra mérésre keriilt a kiszaritott izmok tomege (szaraz
tomeg). Az O0déma becslése a nedves / szaraz tomegek szazalékos aranyanak
meghatdrozasaval tortént a kovetkezé képlet szerint: W/D ardny= (nedves tomeg -

szaraz tomeg) / szaraz tomeg x 100 (%).
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A szoveti mikrocirkuldcio mérése

Az alsé végtagi vazizomzat mikrocirkulacidja laser Doppler flowmeterrel
(MOOR Instruments Ltd, London, UK; DRT4, kétcsatornds eszkoz; A = 632,8 nm;
monokromatikus; 2 mW HeliumNeon Laser) keriilt regisztralasra a kisérlet alatt. A
mérofej a bal oldali m. biceps femoris felszinén keriilt elhelyezésre. A mikrocirkuldcid
pontos jellemzésére a reperfuzidos teriilet (RA) keriilt kiszamitasra, mely

kutatocsoportunk korabbi matematikai szamitasain alapszik.131

3.2.4.2. Tavoli szervi hatasok: vese

Szovettani vizsgalat

Minden 4allatbol, csoportbeosztastol fiiggetleniil azonos anatomiai helyrél (bal
vese) tortént mintavétel, melyek 24 o6rds 4 %-os formalinos fixalasat kovetden,
paraffinba 4gyazédsa tortént. A szdvettani vizsgalatok konvenciondlis fénymikroszkdp
segitségével torténtek, 3-5 pum vastag metszeteken, hematoxilin-eozin (HE) festést
kovetden. A vizsgald patologus a mintak jelzését nem ismerte, a csoportbeosztas, ill. a
beavatkozds modja ¢és ideje tekintetében nem volt tdjékozott. A metszetek
fénymikorszkopos kiértékelése (60x-os nagyitas) soran (Olympus BX microscope;
Olympus Micro Bright Field, Williston, VT) a tubularis, intersticidlis karosodas
jellemzdinek értékelése tortént meg.

A szoveti karosodas pontos meghatidrozdsdnak érdekében egy szovettani
pontrendszer (score) keriilt alkalmazasra.™® A veseszovet tubularis karosodasanak
mérteke a karosodott tubulusok szazalékos ardnya szerint keriilt pontozasra, melynek
soran figyelembe vettiik a tubulussejt nekrozis és a csapadékképzddés mértékét. 0: nincs
karosodas; 1<10%; 2: 10-25%; 3: 25-45%; 4. 45-75%; 5: >75%. Tiz randomizalt modon
kivalasztott egymassal nem atfedd teriilet keriilt vizsgélatra metszetenként. A szdvettani
pontozasra egy fliggetlen patologus segitségével keriilt sor, aki nem volt tajékozott a

mintak csoportbeosztasat tekintve.

Laboratoriumi vizsgdlat

Az allatokbdl vett vérmintdk alvadasgatlasa EDTA segitségével tortént. Tiz
perces szobahdmérsékleten végzett centrifugalast kovetden (1050 g) a hemolizismentes,

sejtmentes szérum elvalasztasra keriilt a sejtes elemektdl. Kémiai analizisek elvégzéséig
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a mintdk -80°C-on keriiltek taroldsra. 24 6ran beliil, 2,5-szeresre tortént higitas utn
spektrofotometrian alapul6, laboratériumi automatan (Hitachi 747 Autoanalyzer,
Tokyo, Japéan) rutin tesztek felhasznaldsaval torténtek a mérések. A kapott értékek a
higitasi aranybol lettek visszaszamolva. Na'-, kreatinin-, karbamid- (BUN: blood urea
nitrogen), szintek meghatarozésara keriilt sor, melyek segitségével szamitott
veseparaméterek (karbamid/kreatinin hényados, frakcionalt Na® exkrécio: (FENa

=UnNa+XPkreat. X100/Uyreat XPna+) keriiltek kiszamitasra.

A vese mikrocirkulaciojanak mérése

A vese mikrocirkuldcidja a bal vese aramldsi viszonyainak mérésével laser
Doppler flowmeterrel (MOOR Instruments Ltd., London, UK; DRT4, kétcsatornas
eszkoz; A = 632,8 nm; monokromatikus; 2 mW HeliumNeon Laser) keriilt regisztralasra

a kisérlet alatt.

A vese peroxinitrit koncentrdcidjanak mérése

A homogenizalt veseszdvet mintdk 1.0 M-os NaOH (60:1) mosast kdvetden
spektrofotometrids mérésre keriiltek 302 nm-es hulldmhosszon. Kontrollként a
mintdkhoz 100 mM kalium-foszfatot (pH: 7,4) (60:1) adtunk. Az abszorbancia

3 r r r r r o r r 1
csokkenés mértéke semleges pH értéken kertilt mérésre. 33

A vese hidrogén-peroxid koncentrdcidjanak mérése

A H,0, meghatarozasa veseszovet homogenizatumbol tortént. A mérés soran
0,05 mg/ml tormaperoxidaz, 0,1 mg/ml o-dianizidin és Na-foszfat puffer (100mM, pH
6,5) keriilt hasznalatra. A hidrogén-peroxid koncentraciot spektrofotometria
segitségével 400 nm hullamhosszon hataroztuk meg, és az eredmények nmol/mg fehérje

mértékegységben keriiltek megadeisra.134

56



DOI:10.14753/SE.2015.1804

3.3. Statisztikai elemzés

Az adatok statisztikai és grafikus megjelenitése IBM SPSS Statistics 20.0
szoftverrel (IBM Corporation, Armonk, NY, USA) illetve Microsoft Office Excel 2007
programmal  tortént. Az  atlagértékek  kozotti  kiilonbségeket  p<0,05
konfidenciaintervallum esetén értékeltiik szignifikdns kiillonbségként, mely az abrakon
*, k0, 1, §, & és # karakterekkel keriilt jelolésre. A p értéke maximum hdrom
tizedesjegyig kertilt kifejezésre. Student féle kétmintas t-probat, Mann-Whitney féle U-
probat, Kruskall-Wallis tesztet alkalmaztunk valamint kétutas varianciaanalizist

(ANOVA) hasznaltunk LSD post-hoc teszttel.
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4. Eredmények

4.1. Az 1. kisérlet eredményei

4.1.1 Lokalis vazizom hatasok

A vazizom szovettani vizsgdlata

A 3 ora iszkémia ¢€s 4 ora reperfuziot kdvetden vett izomszovettani mintakbol
csupan enyhe morfologiai elvaltozas volt megfigyelhetd mind az IR, mind a PostC
csoportban az Aloperalt csoport egészséges szovettani képéhez képest. Kezd6dd
rabdomiolizisre jellemzd morfologiai kép mutatkozott. A metszeteken helyenként
felbomlik az izomrost integritas és intracellularis vakuolizacio figyelheté meg, azonban

a két csoport kdzott szignifikans kiilonbség nem mutatkozott.

Izomrost életképesség vizsgalat

4 oraval a reperfuzido kezdete utan jelentds mértékli izomrost-karosodas
detektalhato mindkét csoportban az Aloperalt csoport izomrost életképességéhez képest.
Az IR és a PostC csoportok kozott szignifikans kiilonbség nem mutatkozott. (6.

tablazat)

Laboratoriumi vizsgalatok

A szérum nekroenzim- (CK, LDH) és K* szintjeiben szignifikins ndvekedés
tapasztalhaté mind az IR, mind a PostC csoportokban az Aloperalt csoporthoz képest,
szignifikans kiilonbség azonban nem mutatkozott az IR és PostC csoport kozott, egyik

marker tekintetében sem. (6. tablazat)

4.1.2. Szisztémas hatasok

Szérum TNF-a szint meghatdrozds

Az Aloperalt csoportban mért értékhez képest szignifikinsan emelkedett volt a
TNF-a szint mind az IR, mind a PostC csoportban. A PostC csoportban szignifikans
csokkenés tapasztalhaté az IR csoport értékeihez viszonyitva (p=0,021). (15. abra; 6.
tablazat)
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Szérum TNF-a szint

1.

*§

Aloperalt IR PostC

15. abra: A TNF-a a szisztémas gyulladasos valaszreakci6 akut fazisdban jelenik meg,
melynek szérumszintjét a posztkondicionalds eredményesen csokkentette. (1 p<0.05 vs.

Aloperalt; *p<0.05 vs. IR; § p<0.05 vs. Aloperalt)

Szérum IL-6 szint meghatdarozads

A szérum IL-6 koncentracid szignifikdnsan megemelkedett az IR és a PostC
csoportban az Aloperalt csoporthoz viszonyitva. Nem mutathaté ki azonban

szignifikans kiilonbség a PostC csoport és az IR csoport IL-6 értékei kozott. (6. tablazat)

Oxidativ stressz

A luminometrids mérések alapjan az oxidativ stressz mértéke az IR csoportban
szignifikansan magasabbnak bizonyult az Aloperalt csoporthoz képest. A PostC
csoportban mért teljes szabadgyok koncentracid szignifikansan alacsonyabbnak
bizonyult az IR csoporthoz képest (p=0,032) (16. abra; 6. tablazat)
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Szérum szabadgyok koncentracio
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16. abra: A megndvekedett reaktiv szabadgyokképzddés kiemelt szerepet jatszik a
generalizalt  gyulladds  1étrejottében. A szérum  szabadgyok  koncentracid
posztkondiciondlas hatdsara szignifikansan csokkent. (+ p<0.05 vs. Aloperalt; *p<0.05
vs. IR)

4.1.3. Tavoli szervi hatasok: tido

Szdvettan

A szamitott tlidészovettani pontszam szignifikdnsan magasabb értéket mutat az
IR csoportban az Aloperalt csoporthoz viszonyitva. A PostC csoportban a szdvettani
karosodas szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult az IR csoporthoz képest (p=0,017)
(17-18. abra, 6. tablazat)
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17. abra: A tid6 szovettani képein latott alacsonyabb foku hisztopatologiai
elvaltozasok objektiv megitélésére tiidd szovettani pontszam szamitasa tortént, melynek
eredménye alatamasztja a latott mikroszkopos képeket. (1 p<0.05 vs. Aloperalt;

*p<0.05 vs. IR)

18. abra: Tudoészovettani képek, HE, 60x (A): Egészséges tiidészovettani kép, tag
alveolusok (ellipszis) és fiziologias vastagsagu alveolus falak (nyil). (B): Az aloperalt
csoportban kozel ép szovettani struktira lathatd, csupan enyhén megvastagodott
alveolusfalakkal. (C): Az IR csoportban parcialis atelektazia (Szaggatott kor és nyil) és
vastagabb alveolus falak (kor) lathatéak. (D): A PostC csoportban alacsonyabb mértékii
atelektazia figyelhet6 meg, az aloperalthoz hasonld szovettani kép. Tag alveolusok

(kor), az alveolus falak vékonyabbak (nyil).
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Tiidg szoveti odéma vizsgalata (W/D ardny)

A tiid6 szdveti nedvességtartalma szignifikansan magasabbnak bizonyult az IR
csoportban az Aloperalt csoporthoz képest és a W/D arany szignifikansan alacsonyabb
értéket mutat a PostC csoportban az IR csoporthoz képest (p=0,042). (19. éabra; 6.
tablazat)

Tiido szoveti odéma (W/D arany)
65 +
64
63

61

59
58
57
56
55

Aloperalt IR PostC

19. abra: A tiido szoveti nedvességtartalom Wet/Dry (W/D) ardny meghatarozasa
alapjan a tiid6ben alacsonyabb foku intersticialis folyadékkilépés torténik. ( p<0.05 vs.
Aloperalt; *p<0.05 vs. IR)

Szoveti MPO aktivitas
Az IR csoport megnovekedett MPO aktivitasa mérhetd az Aloperalt csoporthoz

képest. A PostC csoportban csokkenés tapasztalhato az IR csoport értékeihez képest, de
a kiilonbség nem szignifikans mértéki. (6. tablazat)

Szoveti hsp72 szint meghatdrozds

A tiidészoveti hsp72 expresszid mértéke nem emelkedett meg szignifikdnsan az
IR csoportban az Aloperalt csoporthoz képest. A PostC csoportban alacsonyabb hsp72
szint mérhetd az IR csoporthoz képest, azonban a kiilonbség nem szignifikans meértékii.

(6. tablazat)
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Artéridas vérgazanalizis

Az artérias pO, értéke csokkent az IR csoportban az Aloperalt csoporthoz
képest. A PostC csoportban szignifikansan magasabb értékek mérhetéek a reperfuzid
alatti mintavételi idopontokban az IR csoporthoz viszonyitva (reperfizioé utani 2. és 4.
ora: p=0,028; p=0,017).

Az artérias pCO; érték megnovekedett az IR csoportban az Aloperalt csoporthoz
képest a reperfizié masodik és negyedik 6rdjadban mérve, azonban a kiilonbségek nem
szignifikans mértékiiek. A PostC csoport esetében az artérias pCO; értékek csokkentek
az IR csoport értékeihez képest, azonban a csokkenés nem tekinthetd szignifikansnak.

(20. abra; 6. tablazat)

Artérias vérgazanalizis- pO,

120

100
8
W Aloperdlt
6
W PostC
4
2
o}

0. ora(reperfizio kezdete) 2. 6ra(reperfizio) 4. ora(reperfizio vége)

Hgmm
=} =} =}

[=]

20. abra: A posztkondicionalas szignifikdns mértékben javitotta az allatok artérids
oxigenizaciojat, tehat a pulmonalis oxigénfelvételt a reperfuzio ideje alatt.

(1 p<0.05 vs. Aloperalt; *p<0.05 vs. IR; 1 p<0.05 vs. Aloperalt)

63



DOI:10.14753/SE.2015.1804

6. tablazat: Az 1. kisérlet eredményeinek 6sszefoglalasa.

vége)

P-érték
Aloperalt IR PostC (IR vs.
PostC)
"-§ < CK (U/l) 284,2+48,2 853,8+240,5 776,24230,3  N.Sz.
2
=
= £
g % LDH (U/l) 280,1£58,8 1467,4+£570,5 1105,5£390,1 N.Sz.
N o
RS
- E seK™ (mM/1) 5,7+0,5 7,6+1,8 7,8£1,8 N.Sz.
Rhct —
S Z0mros
- Sletképesség (%) 98,5+19,2 41,5+18.,5 42,2+28,1 N.Sz.
2 TNF-a (pg/ml) 5,5+1,5 50,8+9,8 20,6+5,5 p=0,021
3
e
z:
o0 g IL-6 (pg/ml) 187,0£10,2  305,2+29,5 304,0+£14,5 N.Sz.
<«
g Szabadgyok
x koncentraciod 170,5£25,6  502,3+90,2 2252+82,1  p=0.032
(RLU%)
Szovettani pontszdm 2,8+0,8 7,5£3,1 3,2+1,0 p=0,017
o2
5 MPO (U/mg) 16,245,2 21,0+£7,2 12,9+2,1 N.Sz.
e hsp72 1,0+0,2 2.1+0,7 1,20,1 N.Sz.
g W/D arany (%) 60,6+2,5 63,2+1,0 60,1+1,4 p=0,042
< pO (Hgmm)
= 0.6ra (reperfuzid
= kezdete) 94,6 +7,5 77,0£7,2 72,6+8,0 N.Sz.
= 2. ora (reperfuzio) 97,6 £2.5 82,0£6,0 89,6 £2,8 p=0,028
:g 4. ora (reperfuziod 95,6 £5,6 79,0+£7,9 97,7+ 10,4 P=0,017
S vége)
g pCO; (Hgmm)
> 0. 6ra (reperfiizo
< kezdete) 36,6+4,1  442+50  408+29 NSz
i 2. ora (reperfuzio) 38,6 3,2 41,2+ 6,7 36,2 + 8,6 N.Sz.
4. ora (reperfuziod 38,6+ 1,5 443 +£3,5 38,4+73 N.Sz.
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4.2. A 1. kisérlet eredményei

4.2.1. Lokalis vazizom hatasok

A vazizom szovettani vizsgdlata

Az A-csoportban, melyben aortaklipp keriilt alkalmazasra, a reperfizié végén
minimalis hisztopatoldgiai karosodas figyelhetd meg a m. tibialis anteriorbdl készitett
izomszovettani metszeteken. Rabdomiolitikus rostok (intracellularis vakuolizaltsag,
izomrost integritas felbomlasa) elvétve fordult eld, azonban a valtozas nem szignifikans
mértékd.

A tourniquet-val létrehozott okkluzio (B-csoport) hatasara jelentds mértéki
izomrost nekrozis lathatdé (az izomrost integritds teljes felbomldsa, sulyos
magkarosodas, toredezett rostok). Nagyfoku 6déma jelent meg mind a kis mennyiségii

ép és a nagy mennyiségli karosodott izomrostok kozott. Az elenyészo ép rostokban is

intracellularis vakuolizaltsag lathato. (21. abra)

21. abra: Vazizomszovettani képek, HE, 60x; A: aorta okklizid, minimalis

hisztopatologiai elvaltozas; B: tourniquet, rabdomiolitikus rostok (fekete nyil).

Izomrost életképesség vizsgalat

A m. tibialis anteriorbol vett izommintak vizsgélata alapjan az aortaokkluzio (A-
csoport) jelentds mértékli izomrost életképesség csokkenést eredményezett

(45,13+£7,51%) az egészséges allatokhoz viszonyitva (100%).
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A B-csoport esetében, melyben tourniquet keriilt alkalmazasra, az izomrost
¢letképesség sokkal jelentdsebb mértékben csokkent (7,91+3,25%). A kiilonbség az
aortaokkluzié (A) és a tourniquet (B) csoport kozott szignifikans mértékt (p<0,001).
(22. abra)

Laboratoriumi vizsgalatok

Hérom o6ra ischaemiat és 4 oOra reperfuzidét kovetéen a szérum nekroenzim
szintek jelentds kiilonbséget mutatnak a két csoport kozott. A szérum CK koncentracid
az aortaokkluzios A-csoportban (822+140 U/1) szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult
(p<0,001) mint a tourniquet B-csoportban (3567318 U/l). A szignifikans kiilonbség
(p=0,047) megfigyelhetd az LDH szinteket tekintve is (A: 1075144 vs. B: 22134928
U/l). (22. abra)

Hasonlé tendencia mutatkozik a szérum K' szintek esetében is. A tourniquet
csoportban  szignifikdnsan magasabb szérum K' szint jelenik meg, mint az
aortaokkluzids csoportban (A: 7,79+0,96 vs. B: 6,98+0,57 mmol/l; p=0,048).

4.2.2. Szisztémas hatasok

TNF-a szint meghatdrozds
A B-csoport szérum TNF-a szintje (207,1£30,9 pg/ml) szignifikansan magasabb
(p<0,001) értéket mutat az A-csoport (52,5 + 10,4 pg/ml) citokin szintjéhez képest. (22.

abra)
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Szérum Kkreatin-kinaz szint

Szérum laktat-dehidrogenaz szint

4500 3500 .
*
4000 5668
3500
2500
3000
= 2500 _ 2000
S B
2000 1500
1500
1000
1000
S 500
0 0
Aortaklipp (A) Tourniquet (B) Aortaklipp (A) Tourniquet (B)
Izomrost életképesség Szérum TNF-a szint
120 250 *
100 -~
80
_ 150
® 60 t g
= 100
40
20 * 0
5 = 0

Kontroll (egészséges) Aortaklipp (A) Tourniquet (B)

Aortaklipp (A)

Tourniquet (B)

22. abra: Szérum kreatin-kindz (CK) szint: *p<0,05 vs. Aortaklipp (A); Szérum laktdit-
dehidrogendz (LDH) szint: *p<0,05 vs. Aortaklipp (A); Izomrost életképesség: 1p<0,05
vs. Kontroll, *p<0,05 vs. Aortaklipp (A); Szérum TNF-o. szint: *p<0,05 vs. Aortaklipp
(A)
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4.3. A I11. Kisérlet eredményei

4.3.1. Lokalis vazizom hatasok

A vazizom szovettani vizsgdlata

Az Aloperalt és a NIM-aloperalt csoport kozel egészséges szovettani képéhez
képest az IR csoport metszetein szegmentalis nekrozis latszik, az elemi szalak az
izomrostokon beliil szétestek. A jelentés O0déma széttolja az izomrostokat. Ezzel
szemben a NIM-IR csoport szovettani képein gyakorlatilag ép viszonyok lathatoak. (23.

abra)

23. abra: Vazizom szovettani képek, HE, 60x. (A-B): Kozel ép szovettani kép lathatd

az Aloperalt (A) és NIM-aloperalt (B) csoportok metszetein, ép izomrostokkal és
megfeleld szélességli szovetkozti térrel. (C): Az IR csoportban szegmentalis nekrozis
(ellipszis), dezintegralt miofilamentumok és kiszélesedett intersticialis tér (nyil)
észlelhetd. (D): A NIM-IR csoport metszetei ép izomrostokat mutatnak (ellipszis) nem

lathat6 kiszélesedett szovetkozti tér (nyil), hasonld az ép szovettani képhez.
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Laboratoriumi vizsgdlatok

A szérum nekroenzim szintek eredményei alapjan lathatd, hogy az éaloperalt
csoportok kozel azonos értékeihez képest az IR csoportban jelentds emelkedés tortént
mind a kreatin-kinaz, mind az LDH szint tekintetében. A két vizsgalt paraméter
szignifikansan alacsonyabb a NIM-IR csoportban, mint az IR csoportban (CK: p<0,001;
LDH: p<0,001). A szérum K* szint emelkedett értéket mutat az IR csoportban az
Aloperélt és NIM-aloperalt csoportokhoz képest. A NIM-IR csoportban szignifikansan
alacsonyabb foku az emelkedés mértéke az IR csoporthoz képest (p=0,017). (24. ébra;
7. tablazat)

Szérum Kreatin-kinaz szint Szérum laktat-dehidrogenaz szint
4500 - 1800 -
#t #1

4000 - 1600 -

3500 - 1400 -

3000 - 1200 -

2500 1000 o
= | & = 1
=) S+ 5

2000 - 800 -

1500 - 600 -

1000 - 400 -

500 - 200 - l

0 . . — 0 - - -
Aloperalt ~ NIM-aloperalt IR NIM-IR Sham NIM-Sham IR NIM-IR

24, abra: Szérum kreatin-kindz (CK) szint: # p<0.01 vs. Aloperalt; 1 p<0.01 vs. NIM-
aloperalt; § p<0.01 vs. IR; § p<0.01 vs. Aloperélt; & p<0.01 vs. NIM-aloperalt; Szérum
laktat-dehidrogendz (LDH) szint: # p<0.01 vs. Aloperalt; 1 p<0.01 vs. NIM-aloperalt; §
p<0.01 vs. IR; I p<0.01 vs. Aloperalt; & p<0.01 vs. NIM-aloperalt; U/l — Unit/liter

Izomrost életképesség vizsgalat

Az Aloperalt és NIM-aloperalt csoportok izomrost életképessége a kozel 100%-
os értéket mutatja, melyhez képest az IR csoport értéke szignifikansan alacsonyabb. Az
IR csoporthoz viszonyitva a NIM-IR csoportban szignifikansan alacsonyabb mértékii

izomrost életképesség tapasztalhato (p=0,017). (25. abra; 7. tablazat)
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Izomrost életképesség
120

100 ~

e 32

20 - #1

; i

Aloperalt ~ NIM-aloperalt IR NIM-IR

srer

jatszanak, ezért a szubcellularis szintli izomkarosodas pontosabb detektalasara NADH-
tetrazolium enzimhisztokémiat alkalmaztunk. (# p<0.01 vs. Aloperalt; ¥ p<0.01 vs.
NIM-aloperalt; § p<0.01 vs. IR; § p<0.01 vs. Aloperalt; & p<0.05 vs. NIM-aloperalt)

A szoveti odéma vizsgalata (W/D ardny)

Az izomzat nedvességtartalmanak kiszamitasa soran az Aloperalt és NIM-
aloperalt csoportok eredményeihez képest az IR csoportban szignifikdnsan magasabb
értéket kaptunk. A NIM-IR csoportban szignifikdnsan alacsonyabb a szoveti 6déma
mértéke, mint az IR csoportban (p=0,014). (26. abra; 7. tablazat)

Vazizom szoveti 6déma (W/D arany)
85 -

R79 -

77 -

75 -
-

Aloperalt NIM-aloperalt NIM-IR

26. abra: A viazizomszovet IR karosoddsa soran megndvekvd érpermeabilitas
kovetkeztében kialakuld intersticidlis 6démat a NIM-811 kezelés szignifikdns
mértékben csokkentette. (# p<0.01 vs. Aloperalt; ¥ p<0.01 vs. NIM-aloperalt; § p<0.05
vs. IR; 1 p<0.05 vs. Aloperalt; & p<0.05 vs. NIM-aloperalt)
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A szoveti mikrocirkuldacio mérése

A reperfuzids teriilet (RA) kiszamitasaval szignifikansan alacsonyabb mértéki
szoveti véraramlas tapasztalhaté az IR csoportban az Aloperalt és NIM-aloperalt
csoportok értékeihez képest. A NIM-IR csoportban a mikrocirkulacid egy
szignifikansan magasabb szinten stabilizalodik az IR csoporthoz képest (p<0,001) (27.
abra, 7. tablazat)

%

120
100 AN A A A Pl
80

60

B §
- [ ]

e #t
0 0 60 120 1;0 240 300 360 420 perc
Ischaemia T Reperfizié

NIM-811
27. abra: Az also végtagi vazizomzat mikrocirkulacidja. A mikrocirkulacod integritasa

kiemelt fontossagu a végtag tilélése szempontjabodl als6 végtagi IR soran. Az IR csoport
reperfuzios aramlasi értékeihez képest szignifikdnsan magasabb dramlast regisztraltunk
NIM-811 kezelés hatasara (# p<0.05 vs.Aloperalt; + p<0.05 vs. NIM-aloperalt; § p<0.05
vs. IR)

4.3.2. Szisztémas hatasok

Szérum TNF-a és IL-6 szint meghatdrozds

Mind a TNF-a, mind az IL-6 szint jelentésen megemelkedett az IR csoportban
az Aloperalt és a NIM-aloperalt csoportokhoz képest. A TNF-a szint szignifikansan
alacsonyabb a NIM-IR csoportban az IR csoporthoz képest (p=0,003). Az IL-6 mérések
eredményei alapjan szignifikansan alacsonyabb szint mérhetd a NIM-IR csoportban az

IR csoporthoz viszonyitva (p=0,040) (28. abra; 7. tablazat)
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Szérum TNF-a szint
250 -

200 -

150 -
100 -
L )

Aloperalt NIM-aloperalt NIM-IR
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28. abra: Also végtagi IR kovetkeztében fellépd Szisztémas gyulladas akut fazisaban
megnd a proinflammatorikus citokinek szérum szintje. A TNF-a szint NIM-811 kezelés
hatasara szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult. (# p<0.01 vs. Aloperalt; + p<0.01 vs.
NIM-aloperalt; § p<0.01 vs. IR; I p>0.05 vs. Aloperalt; & p>0.05 vs. NIM-aloperalt;
pg/ml — pikogramm/milliliter)

4.3.3. Tavoli szervi hatasok: vese

Szovettan

A vese morfologiai karosodasanak megitélésekor a szovettani metszeteken az
Aloperalt és NIM-aloperalt csoportok kozel ép viszonyaihoz képest az IR csoportban
karosodott tubulussejtek, intracellularis vakuolizaltsag, fellazult nekrotikus sejtek és
elmosodott sejthatarok lathatoak.

Ezzel szemben a NIM-IR csoportban joval kedvezébb a vese szovettani képe,
elvétve észlelhetd sejtnekrozis, kifejezett sejthatarok mutatkoznak, a normalis
viszonyokhoz hasonl6 kép lathaté. (29. abra)

Az alkalmazott hisztopatoldgiai pontszam szignifikdnsan alacsonyabb értéket

mutat a NIM-IR csoportban az IR csoport értékeihez képest (p<0,001). (7. tablazat)
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29. abra: Vese szovettani képek. (A-B): Az Aloperalt és NIM-aloperalt csoportokban a

vese kéregallomany szoveti képe ép struktarat mutat. (C): Az IR csoportban stlyos
karosodas mutatkozik, a tubulussejt integritas felbomlik és intracellularis vakuolizacio
lathato (nyilak). (D): A NIM-IR csoportban sokkal enyhébb foku tubulussejt nekrozis
(nyil) és intakt tubularis integritas (ellipszis), kozel ép viszonyok lathatoak.
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Vizeletmennyiség és laboratoriumi vizsgdlat

A reperfuzio alatt mért vizeletmennyiségek alapjan megallapithatd, hogy az
Aloperalt és NIM-aloperalt csoportok értékeihez képest az IR csoportban szignifikansan
alacsonyabb a vizeletkivalasztas mértéke. Az IR csoporthoz hasonlitva a NIM-IR
csoportban szignifikansan magasabb vizeletmennyiség mérhetd (p=0,022).

Az Aloperalt és NIM-aloperalt csoportok kreatinin szintjéhez viszonyitva az IR
csoport értékei szignifikans emelkedést mutatnak. Az IR csoporthoz képest a NIM-IR
csoport plazma kreatinin szintje szignifikansan alacsonyabb mértékben emelkedett meg

(p=0,001). (30. abra; 7. tablazat)

Vizeletmennyiség (reperfiizié alatt) 250 - Szérum Kreatinin szint
Sk
1,2 200
1 = |
= 150
<08 - 3
Eos - 100 |
§t&
04 -
50
02 -
0 ﬁ ]
Aloperatt NIM-aloperalt NIM-IR Aloperalt NIM-&loperalt NIM-IR

30. abra: Vizeletmennyiség: # p<0.01 vs. Aloperalt; + p<0.05 vs. NIM-aloperalt; §
p<0.05 vs. IR; 1 p<0.01 vs. Aloperalt; & p>0.05 vs. NIM-aloperalt; Szérum kreatinin
szint: (# p<0.01 vs. Aloperalt; 1 p<0.01 vs. NIM-loperalt; § p<0.05 vs. IR

Szamitott veseparaméterek

A frakcionalt Na* exkrécié az Aloperalt és NIM-aloperalt csoportok értékeihez
viszonyitva az IR csoportban jelentds emelkedést mutat, melyhez képest a NIM-IR
csoportban szignifikéns csokkenés tapasztalhatd (p<0,001). (31. &bra; 7. tablazat)

A plazma karbamid/kreatinin hdnyados az Aloperalt és NIM-aloperalt csoportok
értékeihez hasonlitva cs6kkenést mutatott mind az IR, mind a NIM-IR csoportokban.
Az IR és NIM-IR csoportok kozott azonban nem tapasztalhatod szignifikans kiilonbség,

habar az utobbi csoportban alacsonyabb mértékii a csokkenés. (7. tablazat)
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Frakcionalt Na*-exkrécio (FENa)
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31. abra: A frakcionalt Na'-exkrécio kifejezi, hogy a filtralt Na* mennyiségének hany
szazaléka valasztodik ki a vizelettel, alkalmas paraméter a vesekarosodas eredetének a

tisztazasara. (# p<0.01 vs. Aloperalt; + p<0.01 vs. NIM-aloperalt; § p<0.01 vs. IR)

A Vese mikrocirkuldcidjanak mérése

Az iszkémia iddtartama alatt az IR és NIM-IR csoportok értékeiben emelkedés
tapasztalhaté az Aloperalt és NIM-aloperalt csoportok értékeihez képest. A reperfuzio
kezdete utan az IR és NIM-IR csoportok aramlési értékei csokkend tendenciat mutatnak
az aloperalt csoportok értékeihez viszonyitva, azonban a reperfuzids teriilet (RA)
kiszamitasa alapjan szignifikans kiilonbség egyik csoport kozott sem mérhetd. (9.

tablazat)

A vese peroxinitrit koncentrdcidjanak mérése

Az Aloperalt és NIM-aloperalt csoportok értékeihez hasonlitva az IR csoportban
szignifikans emelkedés lathato. A NIM-IR csoportban az IR csoporthoz képest
szignifikans csokkenés mérhetd (p<0,001). (32. abra; 7. tablazat)
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Veseszoveti peroxinitrit koncentracio
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32. abra: A veseszoveti peroxinitrit koncentracié szignifikdnsan alacsonyabb mértékii
NIM-811 kezelés hatasara. (# p<0.01 vs. Aloperalt; ¥ p<0.05 vs. NIM-aloperalt; §
p<0.01vs. IR)

A vese hidrogén-peroxid koncentrdacidjanak mérése

Az IR csoportban szignifikdnsan emelkedett a hidrogén-peroxid koncentraci6 az
Aloperalt és NIM-aloperalt csoportok eredményeihez viszonyitva. A NIM-IR
csoportban tapasztalhatd csokkenés az IR csoport értékeihez hasonlitva, azonban a

kiilonbség nem szignifikans mérték. (7. tablazat)
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7. tablazat: A III. kisérlet eredményeinek 0sszefoglaldsa

P-érték
L NIM- (IR vs.
Aloperalt Aloperalt IR NIM-IR NIM-
IR)
o LDH (U/l)  153,40£57,60 164,40415,19 1464,0+143,.82 832,5:153,78 p<0,001
% O
g 3 CK (U/l) 90,0436,24  95,60+22,05 3632,224256,66 1530,33+500,0 p<0,001
§§ K* (mmol/l) 4,0 +£0,56 4,20+0,65 7,79+0,96 6,53+1,05  p=0,017
~ g Izomrost
g S| ZOMOSL 04104150  90,0412,0 7945571 36971106 p=0,001
2 E ¢letképesség (%)
S £ W/D (%) 77354036 7741091  81,64=0,89  79,17+1,05 p=0,014
> —
= | LDFRA(®%) 10123£2,63 91984247 228141486  4543+2374 p<0,001
o % | TNFa(pgml)  15,0£5,0 20,0480  172,14425,0  55,34+17,69 p=0,003
‘- fa
Eﬂé IL-6 (pg/ml)  110,0425,0  125,0432,0  563,29+120,0 224,73£107,13 p=0,040
N
4 & |MAP fzio
S (reperflizio ) 170066 1023243.67 88044722  97.8341147 p=0,044
Qo alatt; Hgmm)
Szovettani 1082020 15332025 4,0£0,81 264037  P<0,001
% pontszam
g Vizeletmennyisé
£ g (reperftzio 1,0£0,8 0,950,10 0,09:£0,04 027+0,07  P=0,022
‘g alatt; ml/6ra)
= Kreatini
S AN 09 1444703 83,94+1937  150,17+42,91  96,95+3221 P=0,001
£ (umol/1)
= Karbamid/kreati
2 A 0005001 0001001 0,0720,01 0,09£0,01  N.Sz.
3
< FENa (%) 021£0,10  0,22+0,12 1,27+0,32 0,3240,15  p<0,001
g LDFRA (%)  97,9041,76  90,85+4,73  86,67+15,63  83,01+16,93  N.Sz.
-
% Peroxinitrit
> (nmol/mg 0,1540,03  0,16+0,01 0,24+0,02 0,1440,03  p<0,001
fehérje)
Hidrogén-
id
peroxi 249+0,80  2,524037  3.26+0,67 2,03:081  N.Sz.
(mmol/mg
fehérje)
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5. Megbeszélés

Az alsé végtagi akut iszkémia a végtagi perfizid hirtelen csokkenését jelenti,
mely a végtag talélését potencialisan Veszélyezteti.2 Incidencidja a TASC II ajanlas
szerint tobb orszagos regisztert ¢és kiillonbozé regiondlis vizsgalatokat tekintve
sszességében koriilbeliil 140/millio £6/év.? Leggyakoribb etiologiai tényezéi kozé
tartozik a végtagi artéridk vagy bypass graft akut trombozisa, sziv eredetii, vagy artérias
betegség kovetkeztében kialakuld tromboembolia, disszekcido vagy traumas esemény.1
Akut végtagi iszkémia revaszkularizaciojat kovetéen a végtagi szovetek iszkémids-
reperfuzids (IR) karosodasa torténik. A szoveti IR a korabban életképes iszkémias
szOvOdményei lokdlis és tavoli szervi hatdsokként jelennek meg. A keringés
Ujrainduldsaval a lokélis vazizomszovetbdl felszabaduld gyulladasos medidtorok és
szabadgyokok szisztémas szovodményekhez vezethetnek. Eredményként egy
szisztémds gyulladdsos valaszreakcio alakul ki, mely tobbszervi elégtelenségben
végzddhet, magaban foglalva a két leggyakrabban érintett tavoli szervet, a 1égz6 és
vizeletkivalasztd szervrendszert.

Az akut als6 végtagi IR karosodasnak nincs megfelelé megel6zési vagy kezelési
lehetdsége, ezért nagy az igény egy hatékony moddszer kifejlesztésére, mely képes az
emlitett szovédmények mérséklésére. Két 6 csoportra oszthatjuk az IR karosodas
lehetséges megelézési modszereit, Um.: sebésztechnikai — vagy masnéven
keringésmodulalo - és farmakologiai kondicionalasi eljarasokra. A posztkondicionalas a
keringésmodulalé eljarasok csoportjaba tartozik, melyrdl korabban mar bizonyosodott,
hogy tobb szerv tekintetében is alkalmas modszer az IR karosodas mértékének a

. . . 93, 135-137
csOkkentésére.

crer

tobbciklusu aramlasmegszakitas, melyet elséként Jakob Vinten-Johansen és mtsai.”

miokardialis iszkémia-reperfiizio soran alkalmaztak. Az 1986-ban Murry €s mtsai.®
altal bemutatott prekondicionalds adott alapot hipotézisiikhdz, mely szerint a
posztkondicionalas a prekondicionalashoz hasonld mértékben képes csokkenteni az
infarktus méretét. A prekondicionalas egy jol alkalmazhaté sebésztechnikai

kondicionalasi eljards, mely a klinikai gyakorlatban is bevalt moddszer. Hatranya
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azonban, hogy csupan egy eldre tervezett IR kapcsan alkalmazhat6 sikerrel az iszkémia
kezdete el6tt. A klinikai gyakorlatban azonban az IR kérosodas leggyakrabban nem
elore tervezetten, hirtelen alakul ki, tehat egy olyan mddszerre van sziikség mely egy
mar korabban kialakult iszkémia végén alkalmazhatd. Eppen ezért a posztkondicionélas
a legmegfelelobb pillanatban, a reperfiizido kezdetén beavatkozva képes csokkenteni a
karosodas mértékét. Elonye, hogy nem igényel specidlis miiszeres felkésziiltséget,

Elsé kisérletiinkben a posztkondicionalas hatasat vizsgaltuk alsé végtagi IR
karosodas lokalis vazizom és tavoli szervi tiidészovédményeinek a megeldzésére.
Kisérleti modelliinkben posztkondicionalast alkalmaztunk 6 ciklusban, 10 mp
reperfuzioval és 10 mp reokkluzioval.

A posztkondicionalas megfeleld algoritmusanak meghatarozasa kulcsfontossagu
a protektiv hatds eléréséhez, melyben kiemelten fontos a ciklusok szdma és a
reperfizios/reokkluzids periddusok hossza. Ugy tiinik a ciklusok szdma kevésbé
jelentds tényezd. Kin és mtsai. % bizonyitottdk, hogy 3 ciklus alkalmazasa 6 ciklussal
megegyez6 mértékil védo hatassal bir. Ezzel szemben elmondhato, hogy egy-egy ciklus
hossza sokkal fontosabb jelentdségli. Az irodalmi adatok alapjan altalanossagban
megallapithat6, hogy a nagyobb testtomegli kisérleti egyedek esetében a hosszabb
ciklushossz a hatékonyabb, mig a kisebb allatok tekintetében a rovidebb ciklushossz
bizonyult megfelelének. Patkanyokat tekintve a 10 és 15 masodperces ciklusok tlinnek
hatékonynak, ezért alkalmaztuk ezen algori‘[must.98

Els6 kisérletiinkben - melyben a posztkondicionalas hatasat vizsgaltuk also
végtagi IR lokélis vazizom ¢és tiidoszovOdményeire - az infrarenalis aortara felhelyezett
mikroklippel létrehozott 3 oras iszkémia és 4 Ords reperfuzid utan elsdként a lokalis
vazizom szovOdményeket vizsgaltuk a vazizomkarosodasra specifikus markerek és
paraméterek segitségével. Az izomkdrosodas fénymikroszkopos vizsgalata alapjan
morfologiai eltérés nem jelentkezett az aloperalt csoporthoz képest sem az IR, sem a
PostC csoportban. A kapott eredmények latszolag ellentmondanak azon ténynek, hogy
egy 3 ords artérids érkirekesztés kapcsan valamilyen szintli izomsejt karosodas
szovettani képe bontakozik ki. Ennek magyardzataként szolgéalhat, hogy az irodalom
alapjan tobb IR modell atvizsgdldsa kapcsan elengedhetetlen egy fontos szempont

figyelembe vétele, mégpedig az iszkémia indukcidé modszere.
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Wang és mtsai.’®® az iszkémias posztkondicionalas hatasat vizsgaltdk patkany
als6 végtagi IR modellben. Harom oOras als6 végtagi iszkémiat hoztak Iétre, a
modelliinkkel ellentétben tourniquet alkalmazasaval, mely alkalmas eszkdoz a
véraramlas teljes megsziintetésére. Vazizom szovettani vizsgalataik soran 6déma,
sejtnekrozis, intersticialis bevérzések ¢és neutrofil infiltracidé mutatkozott a csak
iszkémia-reperfiizion atesett kontroll csoport szovettani metszetein. Ezzel ellentétben a
posztkondicionalt csoportban szignifikansan alacsonyabb fokt IR izomkarosodast
figyeltek meg. Fontos kiilonbség az emlitett és az altalunk felallitott kisérleti modellek
kozott a kirekesztési technika kiilonbozésége. Az aortaklippel torténd infrarenalis
keringéskirekesztés kovetkeztében jelenlévd kollateralis keringés nagy szerepet jatszik
az izomrostok életképességének megtartdsdban, ezért nem jelentkezik kifejezett
izomkarosodas kisérletiinkben. Ezen feliil a végtagi véazizomzat nagyobb iszkémia
tolerancidjanak koszonhetden, a felallitott modellben alkalmazott 180 perces iszkémias
id6 nem elegendd mértéki a nagymértékli lokalis karosodas Iétrehozasdhoz. A
vazizomszovettani eredményeinket a szérum nekroenzim szintek csupan kismértékii
megemelkedése is aldtdmasztja. A fent emlitett kisérletben az aloperalt csoporthoz
képest szignifikdnsan megemelkedett a szérum CK és LDH szint mind a kontroll mind a
posztkondicionalt csoportokban, ¢€s posztkondiciondlds hatdsara szignifikansan
csokkentek a nekroenzimszintek az IR csoporthoz képest. Az altalunk kapott eltérd
eredmények szerint, a szérum CK és LDH szint szignifikdnsan megndvekedett az
Aloperalt csoporthoz képest, azonban az IR és PostC csoport kozott nem mutatkozott
szignifikans kiilonbség. Ezen eredményekre magyarazat lehet az infrarenalis aortaklipp
¢és tourniquet eltérd mértékii ischaemiat 1étrehozo hatésa.

Annak ellenére, hogy cellularis szinten nem sikeriilt érdemi véltozast illetve
kiilonbséget kimutatni a csoportok kozott, szubcellularisan, pl.: a mitokondriumokban
mar megjelenhet valtozas infrarenalis aortaklippel torténd iszkémia indukcioban is. A
szubcellularis szinti izomkarosodas pontosabb detektalasara a NADH-tetrazolium
enzimhisztokémiat alkalmaztuk. A reakcié a mitokondriumok épségének, igy az
izomrostok életképességének126 detektalasara alkalmas. Az enzimreakcid sordn
képz6do, detektalhatd szines reakciotermékek rostonkénti abszolit mennyisége a
rostokban talalhaté miik6dé mitokondriumok abszolut szamaval egyenesen aranyos, a

139
1.

szinreakcid kisebb foka a mitokondriumok karosodasanak mértékére uta Bar a
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reakcid6 nem a rabdomiolizist elszenvedett rostok kimutatasara szolgal, hanem a
reverzibilisen karosodott rostok mitokondriumainak épségét jellemzi, mégis
alkalmazhat6sagat jelen kisérletben magyarazza, hogy a reverzibilis karosodasok foka
korreldl az irreverzibilis rostszétesések, a rabdomiolizis mértékével 1% Kisérletes
eredményeink e modszer segitségével sem mutatnak érdemi kiilonbséget a PostC ¢és az
IR csoportok kozott. Tsubota és mtsai.'® a tavoli szervi iszkémias posztkondicionalas
hatasat vizsgaltdk egér IR modellben. Kisérletiikben 3 oOra jobb alsé végtagi
tourniquettel indukalt iszkémiat 24 oOra reperfuzid kovetett. A tavoli szervi
posztkondicionalt csoportban a bal als6é végtagon két ciklusban 5 perc reperfuzid és 5
perc iszkémia alkalmazasaval posztkondicionalast végztek kozvetleniil a jobb alséd
végtagi reperfuzid kezdete eldtt. Az izomnekrozis mértékét NADH-tetrazolium festéssel
értékelték és a tavoli szervi posztkondiciondlt csoportban a nekrozis kiterjedése
alacsonyabb mértékben jelent meg. A kisérletiinkben kapott eltérd eredményekre
magyarazat lehet az eltér6 kisérleti modell és posztkondicionalasi algoritmus, illetve az
aortaklipp alacsonyabb mértékii iszkémiat létrehozo szerepe. A fennmarado kollateralis
keringés elegendd ahhoz, hogy az izomrostok nagyrésze tiléljen egy 3 Oras artérias
kirekesztést és szubcellularisan a mitokondridlis kdrosodas nem jelentkezik szamottevd
mértékben. Ettdl fliggetleniil szubcellularisan a gyulladasos citokinek transzkripcidja
kezdetét veszi, melyet kisérletiinkben a gyulladdsos paraméterek eredményei
alatdmasztanak.

A TNF-a és IL-6 a szisztémas gyulladdsos valaszreakcid két legfontosabb
citokin markere.!*" Az iszkémia-reperfuzio gyulladdsos kaszkad rendszerének
beinditasaban kulcsszerepiik van. A citokin termelésben elsOsorban a fehérvérsejtek és
endothel sejtek jatszanak kulcsszerepet. IR sordn a gyulladasos citokin szintek, mint a
TNF-0, IL-1, IL-6, IL-8, IFN-y és ICAM-1 (intracellular adhesion molecule-1)
megemelkednek akéar miokardialis, akar az als6 végtagi vazizom iszkémia-reperfuziot
kovetden.'*? ¥ A TNF-o a gyulladds akut fazisaban szabadul fel, majd szintje
lecsokken a szubakut fazisban.* Az IL-6 tobbnyire a szubakut fazisban jelenik meg. %
A TNF-a endotelsejt membranvaltozdsokat okoz, melynek eredménye a kapillaris
ateresztoképesség novekedése, valamint megnoveli az expresszidjat az IL-6, IL-8 és az
MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1) citokineknek.'*® Az IL-6 is felelés a kapillaris

permeabilitas novekedéséért, ezen feliil nagy szerepe van a maj akut fazis valaszban
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betoltott szerepének beinditdsdban. Osszességében elmondhatd, hogy az IR soran
termel6dd citokinek kolcsonhatasa kiemelten fontos a 1étrejové endotelialis integritas
felbomlasaban, illetve a leukocita aktivacié és migracié indukalasaban. Ezen
molekularis és cellularis kolcsonhatasok és kaszkadrendszerek miatt fontos komplexen
értékelni az eredményeket egy olyan als6 végtagi IR modellben, mely vizsgalja mind a
lokalis, mind a tavoli szervi hatasokat.

Elsé kisérletink TNF-a szint eredményei alapjan elmondhaté, hogy a
posztkondicionalas képes volt csokkenteni az IR sordn kialakulé gyulladasos
valaszreakciot, az IL-6 szintben viszont nem tortént érdemi valtozas. Irodalmi attekintés
soran, egér alsé végtagi IR modelljében a posztkondicionalas csokkentette mind a TNF-
a, mind az IL-6 szinteket az IR karosodads korai reperfizios fazisaban.'® Ezen
eredményeket csak részben igazoljdk a kisérletiinkben kapott értékek. A szérum IL-6
szint szubakut fazisban jelentkezé magas szintjéhez vélhetéen hosszabb reperfizids
iddszakot kellene vizsgélni. A vizsgalt 4 ora reperfuzid jelen kisérleti modellben nem
elegendd az IL-6 expresszid létrejottéhez, mivel a gyulladdsos kaszkad
kolesonhatasaként az IL-6 szint idoben késobb jelenik meg.

A megnovekedett reaktiv szabadgyokképzdodés is kiemelt szerepet jatszik a
generalizalt gyulladas létrejottében. A luminometrids méréseink alapjan, a szérum
szabadgyok koncentraciokat a posztkondiciondlds képes volt szignifikdnsan
csokkenteni. Park és mtsai.'* a posztkondicionalas protektiv hatasat vizsgaltak patkany
als6 végtagi vazizom iszkémids-reperfiizios modelljében. Héarom Oras vazizom
iszkémiat hoztak 1étre izolalt érkirekesztéssel, melyet 3 ora reperfizido kovetett.
Eredményeik alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a posztkondicionalas hatdsara
csokkent PMN leukocita akkumulacioban és kovetkezményesen mérséklodott
gyulladédsos valaszreakcidoban nagy szerepe van a csokkent ROS ¢és a reaktiv nitrogén
szarmazekok termelddésnek. Az emlitett szabadgyokoknek fontos szerepe van az IR
karosodasban. Az oxigén szabadgyokoknek direkt karositdé hatasukon tal génaktivalo
szerepet is tulajdonitanak, melynek eredményeként a gyulladasos citokinek termelddése
tovabb fokozodik. A keringésben megjelend gyulladasos mediatorok a PMN
akkumulacié megnovelésével tovabbi szabadgyok képzdodést indukalnak, létrehozva a

gyulladasos kaszkad és szabadgyok-képzodés 6rdogi korét.
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A posztkondiciondlds hatasmechanizmusat alapul véve, a gyulladasos citokinek
expresszidja és  felszabaduldsi  karakterisztikdja megvaltozik. Az NF-xB
szignaltranszdukciés mechanizmuson keresztiil indukélja szdmos gyulladasos citokin
(pl. TNF-a) és adhézios molekula (ICAM, VCAM, p-, e-, I-szelektinek, CD-31, stb.)
transzkripcidjat. Korabbi kutatdsok megemlitik, hogy az adenozin fontos szerepet
jatszik a posztkondiciondlds hatdsmechanizmusdban, mivel csokkenti az Nf-kB
aktivitasat, ezaltal kovetkezményesen a legfontosabb gyulladdsos citokin, a TNF-a
expresszic')jét.l45‘ 148 A posztkondicionalas hatdsara felszabaduld adenozin az adenozin
receptorokon keresztiil aktivalja a protein-kinaz C-t mely a mitokondrialis membranra
transzlokalédva az ATP-szenzitiv K* csatorndk nyitasat idézi eld, mellyel képes
csokkenteni a szabadgydk termel8dést is.'*’ Az alacsonyabb mértékii gyulladasos
mediatorképz6dés ezaltal hatassal van a neutrofil leukocitakbol felszabadulo
szabadgyokképzodésre is.

A szisztémdas gyulladdsos folyamat vizsgalata utdn a posztkondicionalas
tiildészovodményekre kifejtett hatasat értékeltiik.

A tiidé morfologiai karosodasa kevésbé Kkiterjedtnek bizonyult a PostC
csoportban. A parcialis atelektazia alacsonyabb mértékben jelent meg, az alveolusok
tagabbak ¢€s az alveolusfalak vékonyabbak. A tiidokarosodas objektiv, szemikvantitativ
megitélésére sziikséges egy szovettani pontrendszer alkalmazdsa. Szamos kozlemény
talalhat6 az irodalomban, amelyekben az IR indukalta tiidékarosodéas morfologiai képét
szemikvantitativ pontszam segitségével jellemzik. Xia és mtsai.'® a tid direkt IR
karosodasat vizsgaltdk patkany modellben. Az 4altaluk alkalmazott szdvettani
pontrendszer eredményei alapjan  elmondhat6, hogy a posztkondicionalas
alkalmazaséaval lehetévé valt a tiidé IR kdrosoddsdnak a csokkentése. Olguner és
mtsai.**® a prekondicionalas hatasat vizsgaltdk unilateralis alsé végtagi IR soran patkany
modellben ¢s az alkalmazott szovettani pontszdm eredményei alapjan a
prekondicionalas képes volt a tiidészovodmények csokkentésére. Az irodalomban nem
talalhato egy egységesen elfogadott és altalanosan hasznalt szdvettani pontrendszer,
ezért kivalasztottunk egy a kisérleti modelliinkhéz hasonld kordbbi modellben

128

alkalmazott pontrendszert, mely kiegészitésre keriilt.” Kisérleti eredményiink alapjan,

mely magéban foglalja a szdvettani metszetek mind fénymikroszkdpos €s szovettani
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pontszam alapjan tortént értékelését, a posztkondiciondlas képes volt csdkkenteni a tiido
morfoldgiai kdrosodasat als6 végtagi IR utan.

A tid6 morfoldgiai képének kedvezd eredményei lattdn a tavoli szervi
tiidokarosodas patofizioldgiai folyamata alapjan folytattuk kisérletiinket. Lokalisan a
vazizomszovetbol felszabaduld medidtorok megnovelik az aktivalt PMN leukocitak
mennyiségét, amelyek akkumulalodhatnak a tavoli szervek mikroereiben. A neutrofil
leukocitak kitapadasaban és szovetkozti térbe jutasaban jelentds szerepet jatszik a sejtek
felszinén megnovekedett adhézios molekula expresszid mértéke.* A citokinek — mint
az IL-6 — gatoljak a PMN apoptozist, ezaltal novelik a PMN leukocitak funkcionalis
aktivitasat és a szovetkarositd képességiiket.'® A szekvesztralodott és aktivalédott
leukocitak a tiid6 morfologiai, mikrovaszkularis és funkcionalis karosodasahoz
vezetnek.'® A szoveti MPO aktivitas érzékeny markere a gyulladdsos szovetben
szekvesztralodott és aktivalodott PMN sejteknek.’* Az MPO tiidébeli aktivitasanak
kimutatasa gyakran vizsgalt paraméter IR karosodas kisérleti modelljeiben, habar értéke
fiziologiasan is emelkedett, hisz normal koriilmények kozott is nagy mennyiségil
leukocita talalhatd a tiid6 mikroereiben, melyet ,leukocita marginalis pool”-nak
neveziink.®” Kisérletiinkben a tidé MPO aktivitisa 4 ora reperfuziot kovetden
alacsonyabbnak bizonyult a PostC csoportban az IR csoporthoz viszonyitva, ezért
kovetkeztetésként  levonhaté  kisérletink MPO  eredményeibdl, hogy a
posztkondicionalas képes a tiidoszovetben torténd leukocita szekvesztralodas és

4 izolalt

aktivalodas mennyiségének és mértékének a csokkentésére. Park és mtsai.'*
vazizom IR modellben 3 oOra ischaemidt €s 3 ora reperfuziot hoztak létre, melyben a
posztkondicionalds szignifikansan csokkentette a vazizomszovet MPO aktivitésat.
Hasonl6 kovetkeztetésre jutottak Tsubota és mtsai.'* egér also végtagi IR modellben is,
melyben a tavoli posztkondiciondlast vizsgaltak 3 ora ischaemidt és 24 ora reperfuziot
kévetéen. Takhtfooladi és mtsai.’®! szintén patkany alsé végtagi IR soran vizsgaltik a
melatonin antioxidans hatasat a tlidészovodményekre nézve 2 6ra ischaemiat és 24 6ra
reperfuziot kdvetden. A melatonin képes volt szignifikdnsan csokkenteni a tavoli szervi
tiidészovodményként fellépd MPO aktivitds novekedést. Az irodalmi adatok

alatamasztjak sajat eredményeinket, mely szerint a PMN medialt szisztémas gyulladas

¢s tiidokarosodas csokkenthetd posztkondicionalassal. Mivel a lokalisan felszabadulo
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citokinek kulcsszerepet jatszanak a leukocita aktivacioban, szérum citokin szint
eredményeink is megerdsitik ezt a tényt.

Infrarendlis  aortamutétek utdn, a tiid0 szoveti nedvességtartalma
megndvekedhet®; ezért kisérletinkben megvizsgaltuk az intersticialis $déma
mennyiségét (W/D arany). A felszabaduld citokineknek ¢és szabadgyokoknek
koszonhetden a tiidészovetben megnovekedett kapillaris permeabilitds kdvetkezik be,
ezért 6démaképzodés veszi kezdetét. A W/D arany alapjan informaciot nyerhetiink a

tiido szoveti nedvességtartalméréllSz' 153

, szazalékosan kifejezve a tlidoszovetben
kialakul6 intersticialis és alveolaris 6démat. Egy korabbi kisérletben kimutattak, hogy a
tiido direkt IR karosodasat kovetden a posztkondicionalas képes volt csokkenteni a tiido

W/D arényat.”* Sharma és mtsai.

is megerdsitik, hogy ha a tiid6 direkt IR karosodast
szenved, megnovekszik az érpermeabilitas és intersticialis 6déma alakul ki. Also
végtagi patkany IR modellben szintén W/D arany szamitasa alapjan bizonyitottak, hogy
a melatonin képes szignifikansan csokkenteni a tiidé szoveti nedvességtartalmat.
Bilateralis patkany als6 végtagi IR modellben vizsgaltdk a MgSO, hatasat a
tiidokarosodasra nézve és a W/D ardny szamitdsa alapjan szignifikdnsan alacsonyabb
foku tiidszoveti Sdéma alakult ki a kezelés hatasara.'*®

Eredményeink alapjan — melyeket az irodalmi adatok alatdmasztanak -
alacsonyabb foku szoveti 6déma alakult ki a PostC csoportban az IR csoporthoz
hasonlitva. A W/D arany alapjdn megallapithatd, hogy a tiidé extracellularis szoveti
nedvességtartalma csokkenthetd posztkondicionalassal, mely az alacsonyabb foku
érpermeabilitasbol adddhat.

Az artéridas pO; a pulmonalis oxigénfelvételr6l, mig az artérids pCO, az
alveolaris ventillaciordl ad informaciokat. Kisérletiinkben a posztkondicionalt allatok
artérids vér oxigenizacidja javuld tendenciat mutatott, szignifikdnsan magasabb értéket
kaptunk a reperfuzi6 masodik €s negyedik orajanak a végén. Az IR csoporttal
Osszehasonlitva az artérias pCO; értéke csokkent, melybdl kovetkeztetésként levonhato,
hogy az alveolaris ventillacié is javult. Hasonlo eredményre jutottak Yasa és mtsai.™ is,
akik nyul als6 végtagi IR modellben 60 perc iszkémiat és 4 ora reperfuziot hoztak létre.
Kisérletiikben a tavoli szervi tlidokarosodas csokkentésének a mértékét vizsgaltak

levosimendan  alkalmazasdval, @ melynek  effektora @~ a  posztkondicionalas

hatdsmechanizmusidban is fontos szerepet jatsz6 ATP szenzitiv K csatorna. A
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levosimendan szignifikansan csokkentette a tdvoli szervi tiidokéarosodast és javitotta a
tiildéfunkciot a vizsgalt vérgazparaméterek eredményei alapjan.

Kisérletiink vérgdz paramétereinek kedvezd értékei az alacsonyabb mértékli
atelectasianak, a vékonyabb alveolaris falaknak, az alacsonyabb mértékii leukocita
infiltrationak és a csokkent intersticialis 6démanak koszonhetoek.

Olyan karositd hatdsokra, mint az IR, a gyulladdsra adott endogén protektiv
szoveti valaszreakcid mértéke megndvekszik. Ezen intracellularis protektiv
mechanizmusnak a jelenléte hatékonyan vizsgalhaté a szoveti hsp72 szint mérésével. A
hésokk fehérjék molekuléaris chaperonokként viselkednek, részt vesznek a karosodott
fehérjék szerkezetének kijavitdsaban ¢és az intracellularis fehérje konformadcios

158

homeosztazis fenntartdsaban.”™ Korabbi kisérletekben bizonyitottdk a hsp72 védd

hatasat kiilonboz6 szervek IR karosoddsa soran, Gm.: méleg’ 160 zivie, agy162 és
vese'®. Korabbi tanulmanyok kimutattdk tovabba azt is, hogy a hsp72 fokozott
termelddése kapcsolatban 4ll a mitokondridlis citokrom-c felszabadulds csokkent

1* valamint a posztkondicionalas agyi iszkémia alatt képes volt ndvelni az

mértékéve
agy szoveti hsp72 szintjét164. Kisérletiinkben a hsp72 expresszié megnovekedett az IR
csoportban, mely az alsé végtagi IR kdrositd hatdsa kovetkeztében fellépd sulyos
tiidokarosodasara vezethetd vissza. Ezzel ellentétben a PostC csoportban a szoveti
hsp72 szint csak egy enyhe, nem szignifikans mértékben emelkedett meg.
Feltételezésiink szerint ezen protektiv fehérje alacsonyabb expresszidja a tiiddszovet
alacsonyabb mértékli karosodasanak a kovetkezménye. Egy alacsonyabb kéarosodas
soran a sejtnek nincs sziiksége a sajat protektiv mechanizmusainak a nagyobb mértékii
triggerelésére. Ezen megallapitasaink korrelacioban allnak mas  kisérletek
eredményeivel is. Gedik és mtsai.'® infrarenalis aorta kirekesztést kivetden a heparin
jotékony hatdsat viszgaltdk, mely képes volt csokkenteni a tavol szervi
tiidészovodményeket, és a tiidoszoveti hsp70 alacsonyabb mértékben expresszalodott.
Eredményeik megerdsitik feltételezésiinket, mely szerint ,,ezen citoportektiv fehérje
szintje megnovekszik IR sordn és direkt kapcsolatban van a szoveti karosodas és
gyulladas fokaval”.

Az elsO kisérletiink lokalis vazizom vizsgalati eredményei alapjan mertilt fel a
kérdés, hogy vajon milyen mértékii kiilonbség adodhat az alsé végtagi IR modellekben

alkalmazott kilonbozd érkirekeszté modszerekkel 1étrehozott vazizom iszkémia
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fokaban. Also végtagi IR modellek felallitasa soran a fennmaradoé kollateralis keringés
jelentésége mindig kdzponti kérdésként meriil fel”. Az L. kisérlet soran az alsé végtagi
iszkémia elérése infrarenalis aortakirekesztéssel tortént, azonban a lokalis
vazizomkarosodas 3 dra ischaemiat és 4 ora reperfuziot kovetden - a vazizom szovettani
képei alapjan - nem mutatott markéns eltérést az aloperalt csoporthoz képest még az IR
csoportban sem. Emellett a tovabbi vizsgalataink (laboratoriumi, izomrost életképesség,
szérum gyulladasos paraméterek) ramutatnak, hogy szubcellularis szintli karosodas
fellép aortaklipp alkalmazasat kdvetden is. Ekkor kezdtiik vizsgalni a vadzizomkarosodas
mértékét tourniquet-val 1étrehozott IR modellben.

A komplett iszkémia (a vérellatas teljes megsziinése, beleértve a kollateralis
keringést is) létrehozédsa a legalkalmasabb, hogy megitéljiik az IR szdvetekre kifejtett
hatasait, mivel az iszkémia mértéke allando és a modell kdnnyen reprodukalhatd. A
tourniquet sz¢les korben alkalmazott modszer, mivel a nagy als6 végtagi vazizomzatban
képes komplett iszkémiat, igy nagymértékii izomkarosodast létrehozni'®®. A tourniquet
alkalmazdsa bevalt médszer ortopédsebészeti szituaciok modellezésére, melyek soran a
teljes iszkémia esszencialis a vértelenségben torténd operacidhoz. Ezzel ellentétben akut
mivel egy klinikailag fellépd akut érelzarodas soran legtobbszor fennmarad bizonyos
mértekill kollateralis keringés €s igy komplett iszkémia nem all fenn.

Az infrarendlis aorta kirekesztése elegendd ahhoz, hogy szignifikansan
csokkenjen a végtagi véraramlas és olyan mértékll iszkémiat hozzunk létre a legtobb
allatmodellben, mely izomsejtnekrozist okoz, még az esetlegesen fennmarado
kollateralis keringés ellenére is**. A kiilsnbdz6 érkirekesztési technikaknak a hatranya,
hogy nem itélhetd meg egységesen és standard modon a fennmaradd kollateralis
keringés mértéke, mely igy befolydsolhatja a kisérleti eredményeket és a modell
reprodukélhatéségét167.

A fent részletezésre keriilt tények alapjan a II. kisérletiinkben az infrarenalis
aorta okkluzio és alsé végtagi tourniquet hatasat hasonlitottuk dssze patkdny modellben.
Annak ellenére, hogy az als6 végtagi IR széles korben kutatott témakdr, még mindig
nem rendelkeziink kielégitd eredményekkel arra vonatkozdan, hogy a kollateralis erek

jelentds mértékii rezidudlis keringést tartananak fent infrarendlis aorta okkluzi6 patkany
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modellben. Ezen feliil korabban nem vizsgaltak parallel az als6 végtagi tourniquet és az
infrarendlis aorta okklizid hatdsat azonos kisérleti koriilmények kézott.

A korabbi kisérleti modelliinkben mar alkalmazott 3 oras als6 végtagi iszkémiat
aortaklippel hoztuk létre, majd egy kovetkezO kisérleti elrendezésben az iszkémia
tourniquettel keriilt 1étrehozasra. A 3 ora alkalmas iddtartamnak tlinik a csoportok
kozotti kiilonbség értékelésére, hiszen ezen iddtartam még reverzibilis karosodasnak
tekinthetd tourniquet alkalmazasa esetén illetve infrarendlis aortakirekesztéssel is

187 Az iszkémias iddtartamot 4 ora

létrehozhatd mar érzékelhetd izomkarosodas
reperfuzid kovette, mely elegend6 id6 a lokalis IR vazizomkarosodas kialakuldsdhoz. A
vazizom szovettani és laboratoriumi vizsgalatok soran lathatd, hogy a tourniquet
jelentdsen nagyobb mértékii karosodast okozott, mint az aortaokkluzio.

A szérum CK ¢és LDH nekroenzimszintek megemelkedése vazizom IR sordn
fontos markereknek tekinthetéek. Korabbi kutatasok is bizonyitottak, hogy a CK szint
jelent6sen megemelkedik tourniquet alkalmazasa soran™®® '®°. Ezeket az eredményeket
erdsitik meg a kisérletiinkben tapasztalt valtozasok is.

Infrarendlis aortakirekesztéssel létrehozott alsé végtagi iszkémia lassabb és
sokkal elnyujtottabb megemelkedését okozza a szérum CK szintnek a reperfuzio elso 4
orajaban™®.

Akut artérias érelzarodas kovetkeztében fellépd als6 végtagi iszkémia
rabdomiolizissel jar, melynek kovetkeztében megnd a szérum K* szint, mely fontos IR

170

markernek tekintheté'”, és magas értéke kiterjedt rabdomiolizist jelez.'" Korabbi IR

allatkisérletek soran is bizonyitottak a rabdomiolizis sordn megemelkedd szérum K*

szintet.1"

Kisérletiinkben mindkét csoportban a szérum kaliumszint jelentds emelkedése
tapasztalhatd, mely 6sszhangban van az irodalmi adatokkal.

A vazizomkarosodds laboratoriumi vizsgdlata alapjan  Osszességében
elmondhat6, hogy az infrarendlis aortakirekesztés alkalmazasaval mind a CK, LDH és
K" szint alacsonyabb mértékben emelkedik meg, mint a tourniquet esetén. Ezt
tdmasztjak ald a vazizomszovettani vizsgélatok is. Korabbi kutatdsok kimutattdk, hogy
3 ora tourniquettel létrehozott iszkémia izomrost nekrézist eredményezett, de nem

s . e , , 173, 167
tortént irreverzibilis izomkarosodas'’> .

Kisérletiinkben a tourniquet indukalta
iszkémia a vazizom fénymikorszkdpos valamint izomrost életképességi vizsgalatai

alapjan nagyobb mennyiségii nekrotikus rostot és az izomrostéletképesség szignifikans
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csOkkenését okozta Osszehasonlitva az infrarendlis aortaokklizioval, mely esetén
majdnem valtozatlan morfologiai kép abrazolddott.
A TNF-a fontos szerepet jatszik a neutrofil aktivacidban ¢és az adhézids

molekuldk endotél sejteken ¢és granulocitakon torténd expresszi()j'c'1bam141

, igy a
gyulladédsos folyamat inicidtor molekuldjanak tekinthetd. Szérumszintjének a
meghatarozasa alkalmas paraméter a korai gyulladdsos valasz mértékének megitélésére.
Kisérletiinkben mindkét csoportban az iszkémia hatasara megndvekedett a szérum TNF-
a szint, mely 6sszhangban van a kordbbi irodalmi adatokkal, melyek szerint iszkémias
izomkérosodas hatasara megnovekszik ezen proinflammatorikus citokin szintje!*® *'*. A
tourniquet csoportban szignifikansan magasabb TNF-a szint mutatkozik, melybdl az a
kovetkeztetés vonhatd le, hogy sokkal sulyosabb gyulladdsos reakcid torténik a
komplett iszkémia hatdsara. Ezzel ellentétben az infrarenalis aortaokklizié nem okoz
olyan sulyos gyulladdsos valaszt.

Az akut végtagi iszkémia soran kialakuld IR karosodds tavoli szervi
szOvOdményeit tekintve a tiidé mellett a vese tekinthetd a masik legfontosabb szervnek.
Ezen oknél fogva III. kisérleti modelliink felallitasaval olyan terdpias lehetOséget
kerestiink, amely alkalmas ezen érsebészeti betegség miitét utani lokalis vazizom és
veseszovOdményeinek a kezelésére. A kiilonb6zd farmakoldgiai intervenciok® 7
alkalmas modszerek lehetnek iszkémia-reperfiizid sordn a lokalis véazizomszdvet €s
tavoli szervi vesekarosodas kivédésében.'’®

A transzplantacios gyakorlatban immunszuppresszio elérésére a ciclosporin —A
(CsA) régota hasznalatos gyogyszer és hatékonysagat IR kéarosodas sordn kordbbi

177
k.

kutatasok széles korben vizsgalta Ezen felil az irodalomban fellelhetok

publikaciok, amelyekben klinikai eredményekrdl is beszamolnak'"®

, de a Klinikai
gyakorlatban a CsA nem hasznélatos IR karosodéas megeldzésére. A legfobb probléma a
CsA-val, hogy szdmos mellékhatdsa van, tobbek kozott immunszuppresszio,
nefrotoxicitas, hepatotoxicitas. A szamos mellékhatas miatt egyelére kérdéses ezen
gyogyszer alkalmazhatosaga a human gyakorlatban.

A CsA IR kérosodast kivédd szerepét ¢és célpontjat szubcellularisan, a
mitokondriumok szintjén kell keresni. Az iszkémids-reperfuzios karosodasban vezetd

szerepet jatszanak a mitokondriumok. Amennyiben a mitokondridlis membran

depolarizalodik, ez jelentdsen veszélyezteti az energiatermelést és sejtkarosodashoz,
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majd sejthalalhoz vezet. A mitokondridlis membranban elhelyezkedd oridscsatornak az
un.: mitochondrial permeability transition pore (mPTP) csatornak megnyilasa
kulcsfontossagu az IR karosodasban. Szamos protein részt vesz a csatorna felépitésében,
melyek koziil a ciklofillin-D meghatarozo fontossagn.*® Az mPTP csatornak inhibitora a
CsA, mely az mPTP csatorna ciklofillin-A és -D molekulajahoz is kotodik, 1étrehozva a
csatornanyitas gatlasa mellett az immunszuppressziv mellékhatasokat is.'% 179181

Ideélis lenne egy olyan farmakoldgiai vegyiilet, amely alkalmas az iszkémias-
reperfuzios karosodas kivédésére, mellékhatasok nélkiili, specifikus, a hasznalata
egyszerl, gyors ¢és hatékony. Az N-metil-4-izoleucin ciclosporin (NIM-811) a CsA egy
nem immunoszuppressziv derivatuma, mely nem kotddik az immunszuppressziv
hatasokért felelos ciklofillin-A-hoz, viszont a ciklofillin-D-hez kotddésével
megakadalyozza az oridscsatorna megnyilasat. A NIM-811 hatalmas elénye a CsA-val
szemben, hogy nincs ismert karos mellékhatasa. Rosenwirth és mtsai.’® in vivo
kisérletekben, amelyekben graft-versus-host patkdny modellt hasznaltak, a NIM-811-et
nem talaltdk immunszuppresszivnek, ezzel ellentétben a CsA meggatolta a nyirokcsomo

megnagyobbodést.118

Ezen kutatdcsoport egy masik vizsgalataban kimutatta, hogy CsA
adasat kovetden 10 nappal megnovekedett a patkanyok szérum kreatinin szintje €s
csOkkent a kreatinin clearance. Ha NIM-811-et kaptak a patkédnyok, akkor mindkét
vesekarosodast jelzd marker valtozatlan maradt, tehat alacsonyabb nefrotoxicitasii mint
a CsA.M8

Harmadik kisérletiinkben kérdésfelvetésiink arra irdnyult, hogy vajon a NIM-811
képes-e befolydsolni az alsé6 végtagi rabdomiolizis mértékét, valamint a
kovetkezményes tavoli szervi vesekarosodas kialakuldsat 3 ora alsé végtagi ischaemiat
¢és 4 oOra reperfuziot kdvetden, patkany modellben.

Masodik kisérletiink eredményei alapjan egyértelmii kovetkeztetést vonhatunk le
arra vonatkozoan, hogy komplett ischaemidt kizarolag als6 végtagi tourniquet
alkalmazasaval érhetiink el. Olyan modell felallitdsa volt a célunk, melyben kisérletes
korlilmények kozott allandd, minden allatban azonos moddon reprodukélhatd also
végtagi iszkémia hozhaté I1étre, nagyfoki izomkarosodassal. Ezaltal egy ilyen,
nagymértékii als6 végtagi IR karosodds sordn objektiven lehetévé valik egy uj

specifikus farmakologiai szer hatasanak a vizsgalata.
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Az als6 végtagi IR kérosodas lokalis vazizom-szovédményeinek vizsgalataval
kezdodott kisérletiink értékelése. Kordbbi vizsgalatok kimutattdk, hogy a NIM-811
Argaud és mtsai. 119 kisérletiikben felnétt nyulak 30 perces a. circumflexa leszoritasa és
4 6ras reperfuzidja sordn azt talaltadk, hogy a CsA és NIM-811 kezelés szignifikdns
mértékben csokkentette az infarktus méretét. Lim és mtsai. ' a CsA hatasat vizsgaltak
egér miokardialis iszkémias-reperfuzios modellben. Kimutattak, hogy i.v. CsA kezelés
IR soran képes csokkenteni az infarktus méretét a kontroll csoporthoz képest. A

ciclosporin-A kedvez hatasait mar szamos IR-korképben sikerrel kimutattak™® 183 11>

184 56t also végtagi IR esetében is alkalmasnak talaltak'®®, azonban idaig also végtagi
érbetegségekben kialakuld IR soran a NIM-811 hatasat még nem vizsgaltak, pedig a
rabdomiolizis €és ennek tavoli szervi szovddményei igen gyakoriak als6 végtagi artérias
érmutétek utan.

Az irodalomban Osszesen két kozlemény taldlhatd, amelyek autogén
transzplantacio6 és replantacié alkalméval vizsgaltak és hatasosnak talaltdk a NIM-811-

et vazizomszdvet IR soran 186 17

. Vazizom vizsgalati eredményeinkben mi is hasonlo
kovetkeztetésre jutottunk. Az IR csoport izomszdvettani metszetein jelentds nekrozis,
izomrost szétesés ¢és O0déma lathatd, szemben a NIM-IR csoport szinte egészséges

képével. Cheng ¢és mtsai.'?®

a NIM-811 hatasat vizsgaltak patkany vékonybél IR
modellben. Az altalunk kapott vazizom szovettani eredményekkel Osszhangban azt
talaltak, hogy a NIM-811 hatékony vékonybél iszkémids-reperfuizidos karosodasanak a
csOkkentésére. A 3 oras kirekesztés alatt létrejové rabdomiolizis sordn
anyagcseretermekek, nekroenzimek és ionok szabadulnak fel a szisztémas keringésbe.
Kisérletiinkben a NIM-811 kezelés szignifikansan csokkentette ezen nekroenzimek és
ionok mennyiségét, mely a NIM-811 sejthalalt gatlo tulajdonsagabol (mPTP csatorna
gatlas) adodoan az alacsonyabb mértékli izomrost szétesésnek tulajdonithato.
Eredményeinket aldtdmasztjdk azon irodalmi adatok, melyek szerint kiilonb6z6
kondicionalasi eljarasok (prekondicionalas, posztkondicionalas), valamint a CsA és a
NIM-811 alkalmazasaval vazizomszovet IR modelljében az LDH szint és a
rabdomiolizis szignifikins mértékben csokkent.*”

A vazizomszovet IR kéarosodasa soran megnovekszik az érpermeabilitds, a

plazmaproteinek extravazacidja kovetkeztében fokozodo intersticialis 6déma alakul
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ki.’®" Vizsgalatunkban a W/D aréany alapjan értékeltiik az alsd végtagi szoveti 6déma

mértékét. A NIM-811 kezelés hatdsdra szignifikdnsan alacsonyabb mértékli szoveti
nedvességtartalmat mértiink az IR csoporthoz képest. Ezen megallapitasunkkal
megegyeznek a korabbi vizsgélatok eredményei, melyek a CsA hatdsat vizsgaltdk a

8 a CsA hatésat

vazizom intersticialis folyadéktartalmat illetéen. Troitzsch és mtsai.’
vizsgaltak nyul vazizom IR modellben. Kisérletiikben 4 6ras iszkémiat 2 ora reperfiizid
kovetett. A W/D arany eredményei alapjan a CsA kezelt csoportban csokkent 6déma
képzoddést figyeltek meg.

Az IR karosodas patofizioloégiagjaban kozponti szerepet jatszanak a
mitokondriumok, ezért a szubcellularis szintli izomkarosodas pontosabb detektalasara
alkalmaztuk a NADH-tetrazolium enzimhisztokémiat. A reakcié a mitokondriumok

189 .,
Mowlavi és

épségének, igy az izomrostok életképességének detektalasara alkalmas.
munkatarsai'® patkany vazizom IR modellben NADH-enzimhisztokémiaval kimutattak,
hogy a CsA képes ndvelni az izomrost életképességet a kontroll csoporthoz viszonyitva.
Ezt tamasztjak ala sajat eredményeink is tekintve, hogy a NIM-IR csoportban
szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a miikodé mitokondriumok szdma. A NIM-811 a
mitokondrialis mPTP csatorndkra hatd vegyiilet, gatolja a potencidlisan végzetes
csatornanyitast a reperfuzid kezdetén.™® A csatornanyitds gatlasaval megeldzhetd a
mitokondrialis nagy energiaji foszfat metabolizmus véltozasa €s a mitokondrialis
diszfunkci6', ezaltal magasabb marad az életképes mitokondriumok szdma. Szintén
Troitzsch és mtsai.'® vizsgalatukban mitokondridlis életképesség index szamitasaval
kimutattak, hogy a CsA kezelés képes megorizni a vazizomszovet €letképességét IR
karosodast kovetden.

Kisérletiinkben megvizsgaltuk a vézizomszovet mikrocirkulacios valtozasait,
melyek monitorizalasa soran az IR csoport reperfuzids aramlési értékeihez képest
szignifikansan magasabb aramlést regisztraltunk NIM-811 kezelés hatasara. Ennek
hatterében a sejtszintll energiahdztartds integritdsdnak megdrzése allhat. Az
energiahdztartds kisebb mértékli zavara alacsonyabb foki izomsejt nekrozist és
gyulladast eredményez, melynek kovetkezményeként alacsonyabb mennyiségii
intersticialis nedvességtartalom alakul ki, amely hozzjarul a mikrovaszkularis erek

crcr

jelenség'® megjelenési valosziniisége is csokken. A mikrocirkuldco integritasa kiemelt
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fontossagu a végtag tulélése szempontjabodl alsd végtagi IR soran. Komplett iszkémia
hatasara a mikrocirkulacios keringés teljes mértékben megsziinik. Korabban kimutattak,
hogy 4 ora reperfuziot kdvetden a vazizom kapillarisok dramlési sebességében 50%-0S
csokkenés figyelhetd meg.192 Rieber és mtsai.’® is beszamoltak a CsA
mikrocirkulaciora  kifejtett pozitiv  hatdsair6l huméan sziv IR-t kovetden
szivtranszplantacié soran. A vegylilet képes volt a mikroerek funkciomegdrzésére,
melynek fontos hatdsa van a graft hosszutava funkcidira nézve szivtranszplantaciot
kovetden.

Az also végtagi IR kérosodés szisztémas szovédményeinek hatterében a lokalis
gyulladésos folyamat generalizalodasa all (SIRS), ezért folytattuk kisérletiinket a
szisztémas gyulladdsos paraméterek Vizsgélatéval.194 A SIRS kialakuldsat bizonyitja a 3
orés kirekesztés utan bekovetkezd szignifikans keringésmegingas mind az IR, mind a
NIM-IR csoportban. A folyamat soran gyulladasos mediatorok és citokinek szabadulnak
fel, melyek koziil a pro-inflammatorikus citokineket tartjadk kulcsszereploknek.
Kisérletiinkben a TNF-a szint mérése soran NIM-811 kezelés hatdsara szignifikdnsan
alacsonyabb értéket kaptunk és az IL-6 szint is csokkent. Eredményeinkkel
megegyeznek Squadrito és munkatarsainak'®® adatai, mely szerint szivizom iszkémia-
reperflzidt kovetden a ciclosporin-A képes volt csokkenteni a szisztémas TNF-a szintet
ezaltal a szisztémas gyulladas kialakulésat.

A szisztémas gyulladas vizsgalatat kovetéen a veseszovodmények értékelésére
kertilt sor. A rabdomiolizisben szenvedd betegek nagymértékben veszélyeztetve vannak
akut veseelégtelenség kialakulasara.”® Miller és mtsai.’*® is bizonyitottak a kapcsolatot
als6 végtagi artérids érmiitéteket kovetd iszkémia €s a posztoperativ vesekarosodas
kozott. Reperfuzios szindroma esetén létrejové veseelégtelenségben a verdereken
alkalmazott kirekesztési id6 a legfontosabb prediktiv kockdzati tényez6. Vazizom IR
soran kialakulé rabdomiolizis a legfontosabb veseelégtelenséget meghatarozé tényezéd
thoracoabdominalis aortamiitéteket kovetéen™®.

Jelen kisérleti modelliinkben a NIM-811 kezelés az als6 végtagi vazizomrostok
mitokondrialis mPTP csatorndira kifejtett hatdsa a f6 tdimadaspont, mely altal kdzvetve
van hatéssal a vesekarosodasra. Hasonl6 elv alapjan Cour ¢€s mtsai.'?! szivmegallas utan

ujraélesztett nyulakban vizsgaltdk a NIM-811 hatasat az un. post-cardiac arrest
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szindroma vesehatasaira és eredményeikben azt taladltdk, hogy a kezelés javitotta a
rovidtava talélést és a vesefunkciot.

A rabdomiolitikus veseszovOdményekben a csapadékképzodés és tubularis
sejtkarosodas kozponti szerepet jatszik. A vese szoOvettani vizsgalata soran az IR
csoportban tubuldris sejtnekrdzis és intracellularis vakuolizaltsag jelenik meg, mellyel
szemben a NIM-IR csoportban jelent6sen javuld szovettani kép lathatd, melyet
alatamaszt a szamitott veseszovettani pontszam eredménye is. A NIM-IR csoportban a
vazizom vizsgalati eredmények alapjan alacsonyabb fokt izomkarosodast tapasztaltunk,
melybdl adodoan alacsonyabb a bomlastermékek és gyulladasos faktorok
felszabadulasa, mely magyarazat lehet a javuld veseszovettani képekre.

Felmeriil a kérdés, hogy rendelkezik-e direkt hatdssal a NIM-811 a vesében 1évd
mitokondriumokra nézve, hiszen szisztémdsan keriil hasznédlatra a gydgyszer. Jelen
patofiziologiai folyamat elsddleges 1épése a vazizomkarosodas kialakulasa ¢és
kovetkezményesen a felszabaduld gyulladasos faktorok €s molekulak, amelyek karosito
hatastiak a vesére nézve. Ezen okndl fogva a vazizomzat tekinthetd az elsddleges
terapids célpontnak. Mindazonaltal, a veseszoveti mikrocirkuldcid eredményei
alatamaszthatjak, hogy a NIM-811-nek nincs a vesére kifejtett direkt hatésa.

A vese mikrocirkulacié vizsgalata soran a véraramlds nem valtozott
szignifikdnsan az IR és NIM-IR csoport kozott. Renalis vazokonstrikcio kialakul
mindkét csoport tekintetében, mely az irodalmi adatok alapjan is fellép rabdomiolizis
soran®®, azonban jelen kisérleti koriilmények kozott a NIM-811 kezelés nem volt
hatassal a vese mikrocirkuldcios valtozasaira. A tény, hogy a NIM-811 képes volt
csokkenteni az alsé végtagi kirekesztés kovetkeztében fellépd vesekarosodast, valamint
kovetkeztetni, hogy a NIM-811 veseprotektiv hatasat nem direkten a veseszdvetben és
foként nem a keringés modulalasan keresztiil fejti ki.

Alsoé végtagi IR tavoli szervi vesekarosoddsaban a szabadgyokstressz fontos
szerepet j atszik.®" %% A szabadgyok képzddésnek két f6 utvonalat ismerjiik, az oxidativ
¢s a sokkal gyorsabban lejatszodd nitrozativ reakciokat. A nitrozativ stressz soran a
szuperoxid szabadgyokok (O2) a nitrogén-monoxiddal (NO) reakcioba 1épve az un.
reactive nitrogen species-eket eredményezik, 1étrehozva a peroxinitrit (ONOQ") aniont.

A peroxinitrit szdmos sejtkarosité hatdssal rendelkezik 198202 " K {sérletiinkben a NIM-
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811 alkalmazas kovetkeztében szignifikdnsan csokkent a vesében képzddd peroxinitrit
mennyisége. Megvizsgaltuk az oxidativ stressz mértékét is, de jelen kisérleti modellben
nem kovetkezett be szamottevo valtozas a kezelés hatasara. Ez azt feltételezi, hogy a
szuperoxid anion semlegesitése nem a hidrogén-peroxid, hanem a sokkal gyorsabb
reakcid, a peroxinitrit képzddés iranyaban tolddik el és a NIM-811 kezelés kedvezd
iranyban befolyédsolja a nitrozativ stressz karositdo hatasat. Ezen megallapitasunk
szorosan korrelal Packer és mtsai. 2% eredményeivel. Vizsgalatukban kimutattak, hogy a
peroxinitrit  indukdlja a  mitokondrialis mPTP csatorna nyitdsat izolalt
mitokondriumokban, mely zavart kelt a sejt Ca®*- homeosztazisaban ezzel hozzajarulva
a sejtkarosodashoz. Ez a folyamat megel6zhetd cyclosporin-A adasaval.

A rabdomiolizis soran kialakul6 veseelégtelenséget prerendlis és renalis okok
hozzék létre, dontden a tubularis karosité hatdsok érvényesiilésével. A szovettani
metszetek fénymikroszkdpos vizsgalata és a szdvettani pontszam eredményei azt
mutatjak, hogy a tubularis karosodas mérséklodik NIM-811 kezelés hatasara. Ezek
alapjan, laboratériumi vizsgdlatokon ¢és szamitott veseparamétereken keresztiil
megvizsgaltuk, hogy a kedvezobb hatas megjelenik-e a vese funkciokban is. A
vizeletkivalasztas mértéke szignifikansan magasabbnak bizonyult a NIM-IR csoportban,
mely fiiggetlen az allatok folyadékfelvételétdl, hiszen a teljes kisérlet soran minden allat
standard 5 ml/ttkg/ora folyamatos folyadékinfiiziot kapott a jugularis vénas kaniilon
keresztiil.

A vesefunkciok részletesebb vizsgalatdhoz szamitott veseparaméterek
alkalmazasara keriilt sor. Kisérletiinkben NIM-811 kezelés hatdsira szignifikans
mértékben csokkent a szérum kreatinin szint. A szamitott vesefunkcids paraméterek
segitségiinkre voltak azon tény alatamasztasaban, hogy ez valoban a kevésbé karosodott
tubularis sejteknek koszonhet6-e. A NIM-IR csoportban magasabb a BUN/kreatinin
hanyados, mely egyrészt az alacsonyabb kreatinin szintnek és a magasabb BUN
érteknek koszonhetd. A karbamid glomerularis excretio utan tubularis reabszorpciora
keriil, mely nem torténik meg, ha a tubulussejtek kéarosodottak/elhaltak. Tehat a
magasabb BUN/plazma-kreatinin szint a NIM-IR allatoknal kisebb mértékii tubularis
karosodasara enged kovetkeztetni.

A frakcionalt Na'-exkrécio kifejezi, hogy a filtralt Na® mennyiségének hany

szazaléka vélasztodik ki a vizelettel. A Na® nagy része a proximalis tubularis sejteken
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keresztiil reabszorpcidra keriil. Minél nagyobb mértékben karosodottak a tubularis
sejtek, annal nagyobb mértékii lesz a Na® kivalasztasa a filtralt vizeletben. A NIM-IR
csoport szignifikansan csokkent frakcionalt Na*-exkrécio mértéke szintén alatimasztja a
NIM-811 kedvez6 hatdsat a tubularis funkciora nézve.

A TII. kisérletiinkben tehat ravilagitottunk egy olyan 1) farmakologiai
kondicionalasi eljarasra, mely alkalmas Iehet alsé végtagi iszkémia-reperfuzid
szovodményeinek a csokkentésére.

A dolgozat rovid Osszegzéseként elmondhatd, hogy a posztkondicionalas
igéretes modszernek tlinik als6 végtagi IR tavoli szervi szovodményeinek a pozitiv
iranya befolyasoldséara, hiszen kedvezden hatott az altalunk felallitott alsd végtagi IR
patkdnymodell szisztémas ¢€s tiidoszovodményeire. Az érkirekesztési modszerek koziil
megvizsgaltuk a tourniquet és aortaklipp kozotti kiilonbséget az izomkarosodas
mértékére nézve, mellyel ravilagitunk a modellalkotds jelentoségére IR karosodas
vizsgélata soran. A farmakologiai kondicionaldsi eljarasok koziil a NIM-811 kezelés
pedig eredményesen csokkentette a lokalis vazizom, szisztémas és veseszovédmeényeket

tourniquet-tel létrehozott also végtagi IR esetén.
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6. Kovetkeztetések

kiserlet:

Az elvégzett izomrost életképességi és laboratériumi nekroenzim vizsgalatok
alapjan megfigyelhetd vazizomkarosodds az altalunk felallitott kisérleti
modellben, azonban a posztkondicionalas a fénymikroszkopos szdvettani kép

szerint nem csokkentette szignifikansan a lokalis vazizomkarosodas mértékét.

A posztkondiciondlas képes volt csokkenteni a szisztémas gyulladas mértékét a
szérum gyulladasos paraméterek vizsgalata alapjan. A vizsgalt 4 6rés reperfiizios
iddtartam elegenddnek bizonyult a szérum szabadgyok szint és az akut fazisban
megjelend TNF-o szint valtozadsanak kimutatasdhoz, azonban a szubakut
fazisban megjelend 1L-6 szint a reperfuzio els6 4 6raja alatt nem mutatott érdemi

valtozast posztkondicionalas hatasara.

A patkdny als6 végtagi iszkémia-reperfuzid kovetkeztében fellépd
tiidokarosodds mértéke eredményesen csokkenthetd posztkondicionalas
alkalmazaséaval. A mddszer hatasara kevésbé jelenik meg a tiidoszoveti leukocita
szekvesztralodas és aktivalodas, mérsékeltebb szoveti 6déma alakul ki, mely a
tavoli szervi tiidokarosodas patofiziologiai folyamatat tekintve az alacsonyabb
mérteklt  kapillarispermeabilitasb6l ~ adodhat. A posztkondicionalas
kovetkeztében a reperfuzio ideje alatt szignifikdns mértékben javult az allatok

pulmonalis oxigénfelvétele.

. kiserlet:

A vazizom szovettani, izomrost életképességi és laboratoriumi vizsgalatai
alapjan lathato, hogy az alsé végtagi tourniquet szignifikansan nagyobb mértéki
karosodast okozott, mint az aortaklippel torténé okklazié. A tourniquet-tel
létrehozott iszkémia szignifikdnsan magasabb TNF-a szintet eredményezett,
melybdl az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy sokkal stlyosabb gyulladasos
reakcid torténik a komplett iszkémia hatasara. Ezzel ellentétben az infrarenalis

aortaokklizidé nem okoz olyan sulyos gyulladasos valaszt.
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. kiserlet:

1. Harom o6ra tourniquet-tel létrehozott alsé végtagi iszkémia, majd 4 ora
reperfuziot kovetden a NIM-811 kezelés szignifikans mértékben csokkentette a
lokdlis vazizomkarosodds mértekét. A vazizomszoveti O6déma mértéke
szignifikdns csokkenést mutat, valamint a vazizomszovet mikrocirkulacios
valtozasainak monitorizalasa soran szignifikdnsan magasabb dramlasi értékeket

regisztraltunk.

2. Kisérletiinkben a NIM-811 kezelés képes volt csokkenteni a szérum TNF-a és

IL-6 szinteket, tehat a szisztémds gyulladasos valaszreakcid mértékét.

3. Alsoé végtagi iszkémias-reperfuzids patkany modellben alkalmazott NIM-811
kezelés eredményesen csokkentette a tavoli szervi diszfunkcidként megjelend
vesekarosodast. Az alkalmazott farmakoldgiai szer hatasara kevésbé alakultak Ki
a vesében hisztopatologiai eltérések, valamint szignifikans mértékben javultak a
vesefunkciok. A szabadgyok stressz mértékét meghatirozd vizsgélataink
alatamasztjak, hogy kisérleti modelliinkben a veseszoveti nitrozativ stressz
jelentds szerepet jatszik, melyet a NIM-811 kezelés szignifikans mértékben

képes csokkenteni.
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7. Osszefoglalas

Bevezetés: Als6 végtagi akut artérias érelzarddasok és mitéti megoldasuk utani
iszkémias-reperfuziés (IR) karosodas lokalis, szisztémas ¢és tavoli szervi
szovodményeinek a megeldzésére szdmos probalkozas tortént az elmult évtizedek soran,
azonban a mai napig nincs egységesen elfogadott terapias modszer. A terapias eszk6zok
kifejlesztésének két fo kutatdsi irdanyvonala kiillonboztetheté meg, melyek a
sebésztechnikai és farmakologiai kondicionalasi eljarasok.

Célkitiizés: Célul tiztik ki olyan akut alsd6 végtagi iszkémids-reperfuzios
patkanymodellek 1étrehozasat, melyekben potencidlisan megjelennek az IR tavoli szervi
szOvodményei. A tavoli szervek két leginkabb érintett képviseldje — tiido, vese —
karosodasanak mérséklését szerettilk volna elérni a sebésztechnikai posztkondicionalas
¢s farmakologiai NIM-811 kezelés alkalmazéasaval. Célunk volt tovabba az aortaklippel
¢s tourniquet-tel Iétrehozott IR karosodas mértékének dsszehasonlitasa.

Modszerek:  Kisérleteinkhez ~ him  Wistar  patkanyokat  hasznaltunk. A
posztkondicionalas hatékonysaganak vizsgalatat aortaklippel, mig a NIM-811 kezelés
hatasat tourniquet-tel 1étrehozott iszkémias-reperfuziés modellben vizsgaltuk. A lokalis
vazizomkarosodas megitélésére fénymikorszkopos szdvettani, laboratériumi, izomrost
¢életképességi vizsgalatokat alkalmaztunk. A szisztémas szovédmények jellemzése
gyulladasos citokinek, ill. szabadgy6kok szérumszintjének mérésén keresztiil tortént. A
tavoli szervi szovédményként megjelend tiidé és vese karosodasokat szovettani,
laboratoriumi, spektrofotometrias, szoveti 6déma index és funkcionalis vizsgalatok
meghatarozasaval jellemeztiik.

Eredmények: A posztkondiciondlds eredményesen befolyasolta a szisztémas és
tiidészovodményeket aortaklippel 1étrehozott alsd végtagi IR modellben. A tourniquet-
tel 1étrehozott alsé végtagi IR szignifikdnsan stlyosabb vazizomkarosodas €s szisztmas
gyulladasos valaszreakcid létrehozasara képes az aortaklipp karositd hatdsdhoz
viszonyitva. A NIM-811 kezelés hatékonynak bizonyult tourniquet-tel indukalt also
vétagi IR lokalis, szisztémas és veseszovOdményeinek a tekintetében.

Kovetkeztetés: A posztkondiciondlds és NIM-811 kezelés hatdsos lehet akut also

végtagi IR soran megjelend tiido- és vesekarosodas kivédésében.
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8. Summary

Introduction: Ischemic-reperfusion (IR) injury following acute occlusion of lower limb
arteries can cause local, systemic and remote organ complications. A lot of effort was
put into preventing these complications, however commonly accepted therapeutic
methods are not available as yet. We can distinguish between two main research lines of
preventive methods, namely surgical and pharmacological conditional techniques.
Objective: Our aim was to develop acute rat lower limb IR models in which the remote
organ complications of IR can potentially appear. We wished to reduce the damage of
the mostly affected organs, as the lung and kidney using surgical postconditoning and
pharmacological NIM-811 treatment. Furthermore, our goal was to compare the
damaging effect of aortic cross clamping and lower limb tourniquet on rat skeletal
muscle.

Materials/Methods: Male Wistar rats were used in our experiments. Postconditioning
was examined in rat IR model in which aortic cross clamping was used. NIM-811 was
investigated in a rat IR model where ischemia was induced by lower limb tourniquet. To
determine the local skeletal muscle damage, light microscopic histological, laboratory
and muscle fiber viability methods were used. To characterize the systemic
complications, we measured the serum level of inflammatory cytokines and serum free
radicals. Remote lung and kidney complications were characterized by histological,
laboratory, spectrophotometry, functional methods and tissue wet content measurement.
Results: Postconditioning was efficient in attenuating the systemic and remote lung
complications in aortic cross clamping lower limb IR rat model. Significantly more
severe skeletal muscle damage and systemic inflammatory response were generated by
lower limb tourniquet compared to the damaging effects of aortic cross clamping. NIM-
811 could have the potential of reducing rhabdomyolysis, systemic inflammation and
impairment of the kidney following tourniquet induced lower limb IR injury.
Conclusion: Postconditioning and NIM-811 treatment may be efficient to reduce lung

and kidney injury during acute lower limb IR.
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Ko6szonom az 1. sz. Sebészeti Klinika Kisérletes Sebészeti Részleg valamennyi
munkatarsanak, hogy segitséget nyujtottak a kisérletek elvégzéséhez!

Végiil, de nem utols6 sorban szeretném megkdszonni sziileimnek, csaladomnak
és feleségemnek Viviennek a sok megértést, tiirelmet és segitséget, melyek nélkiil ez a

munka nem j6hetett volna létre!
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