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Bevezetés

Also végtagi akut artérias érelzarodasok és mitéti megoldasuk utani iszkémia-
reperfuzid (IR) kovetkezményeként lokalis, szisztémas és tavoli szervi szovodmények
alakulhatnak ki.

Vazizomszoveti iszkémia alatt, a megsziint vérellatas kovetkeztében
intracellularis tdpanyag ¢s oxigén deficit keletkezik, melynek eredménye a sejt
energiahaztartasanak/ATP termelésének hanyatlasa. Az alacsony ATP szint miatt a
sejtmembran ATP dependens iontranszportereinek miikodési zavara figyelhetd meg,
mely végeredményben az intracellularis Ca®*-koncentracié megnovekedéséhez vezet.

Reperfizid soran az izomzat vérellatasa helyreall, melynek kovetkeztében a
sejtek tapanyag és oxigén ellatottsaga is biztositott lesz, azonban paradox modon az
izomrostok tovabbi karosoddsokat szenvednek. Tovabb emelkedik az intracellularis
Ca2+-szint, valamint reaktiv oxigén szarmazékok képzddése veszi kezdetét. Kiilonb6zo
mikrocirkulacids valtozasok (endotél diszfunkcid, ,,no-reflow jelenség) illetve lokalis
gyulladés alakulnak ki.
tulajdonithato, hiszen felelések az energiatermelés donté hanyadaért, valamint fontos
tényezok a sejthalal folyamtaban, mivel kulcsszerepet jatszanak az oxidativ stressz
kialakuldsdban és a nekroapoptdzis folyamatdban. A mitokondridlis membranban
elhelyezkedd mPTP csatorna (mitochondrial permeability transition pore) reperfizio
kezdetén torténd megnyilasa jelenti a sejt nekroapoptozisanak kezdeti 1épését.

A vazizomszdveti iszkémia-reperfuzié végeredménye rabdomiolizis, az
izomsejtek integritasinak megbomlasa. A lokdalis szovédmények az ujraindult
vérkeringésen keresztiil generalizalodhatnak, intracellularis metabolitok, ionok (K™),
enzimek (kreatin-kinaz, laktat-dehidrogenaz), mioglobin, kiilonb6z6 mediatorok (pro-
inflammatorikus citokinek, komplement-faktorok, akut fazis fehérjék) és szabadgyokok
szabadulnak fel a szisztémas keringésbe. Egy szisztémas gyulladasos valaszreakcio
(SIRS — systemic inflammatory response syndrome) veszi kezdetét, mely érintheti
tobbek kozott a vizeletkivalaszto és a 1égzdszerveket 1étrehozva ezzel az Uin. tobbszervi
karosodast, majd elégtelenséget (multiple organ dysfunction syndrome, MODS; multi
organ failure, MOF).

Also végtagi IR karosodas létrehozasara az irodalom szamos modellt ismer. Az
ismert iszkémids modellek kiilonb6z6 moddszereket alkalmaznak az artérids keringés
kirekesztésére, im.: végtag koriili kiilsé tourniquet, arteria femoralis leszorités, arteria
iliaca leszoritas és infrarenalis aorta leklippelés. A tourniquet-vel torténd érkirekesztés
az egyetlen modszer, amellyel komplett vdzizom iszkémia érhetd el rezidualis keringés
nélkiil, habar az infrarendlis aorta leklippelés alkalmazasaval is szignifikans mértékii
iszkémias vazizomkarosodas érhetd el. A mai napig nincs egységesen alkalmazott és
elfogadott modszer vazizom IR modellezésére és nem tudjuk pontosan, hogy milyen
mértéki kiilonbség adodik az izomrostkarosodas tekintetében a kiilonbdzd IR modellek
alkalmazasakor.



Az als6 végtagi IR karosoddas megel6zésére évtizedek Ota torténnek
probalkozasok, azonban jelenleg sem 4ll rendelkezésiinkre egységesen elfogadott
terapids modszer. Két {6 irdnyvonalat kiilonboztethetiink meg a prevenciés modszerek
kozott, melyek a sebészeti és nem sebészeti (farmakologiai) kondicionalési eljarasok.

A sebésztechnikai kondicionaladsi eljarasok akar az iszkémia el6tt/alatt/utan
lokalisan vagy tavoli szerven alkalmazva a keringésmodulacié révén befolyasoljak a
reperfuzios epizdodot. Ezen modszerek kozé tartozik a posztkondiciondlds, mely a
reperfuzido kezdetén alkalmazott tobbciklusti aramlasmegszakitas. Kardioprotektiv
hatasa mellett tobb mas szerven (bél, maj, vese) tett kedvezé hatasa is igazolt.
Hatasmechanizmusaban részt vesznek kiilonbozo aktivator molekulédk (adenozin, oxigén
szabadgyokok), mediator molekulak (NO) effektor molekulak/sejtalkotok (K'-atp
csatorna, mPTP csatorna), szignaltranszdukcids utak (RISK, SAFE), valamint hatéssal
van a szoveti pH szabalyozésra is.

A farmakologiai kondiciondlasi eljardsok olyan farmakologiai vegyiileteket
jelentenek, melyek az iszkémia el6tt, alatt vagy utan alkalmazva képesek célzottan
csokkenteni az IR karosodasbol adodo szovédményeket. Egy ilyen lehetséges farmakon
a NIM-811 (N-metil-4-izoleucin ciclosporin), mely a ciclosporin-A egy nem
immunoszupressziv derivatuma. A NIM-811 az mPTP csatorna nyitasat specifikusan
gatolja a csatorna ciklofillin-D molekulajahoz kotédve. Az irodalmi adatok alapjan nem
rendelkezik mellékhatasokkal, kedvezd hatasat tobb szerv (sziv, maj, agy-gerincveld,
vese) tekintetében bizonyitottdk mar, azonban mindeddig alsé végtagi iszkémia-
reperfiizio sordn nem alkalmaztak.



Célkituzeés
L. kiserlet:

1. Als6 végtagi iszkémias-reperfuzios modellben a posztkondicionalas képes-e
csokkenteni a lokalis vazizomkarosodas mértékét?

2. A posztkondicionalas milyen mértékben csokkenti a szisztémas gyulladdsos
valaszreakciot alsé végtagi iszkémia-reperfuzi6 soran?

3. Als6 végtagi iszkémia-reperfizid kovetkeztében fellépd tiidészovédményekre
milyen hatassal van a posztkondicionalas?

I1. kiserlet:

1. Azonos alsd végtagi iszkémia-reperfiiziés modellek alkalmazasa sordn van-e
kiilonbség — és ha igen, milyen mértékti - az aortaklippel és a kiilsé leszoritassal
(tourniquet) létrehozott vazizomkarosodas ¢és kovetkezményes szisztémas
gyulladasos valaszreakcio mértéke kozott?

I11. kiserlet:

1. Harom ora tourniquet-tel Iétrehozott iszkémia és 4 6ra reperfuzié utan a NIM-811
képes-e csokkenteni a lokalis vazizomkarosodas mértékét?

2. A NIM-811 kezelés csokkenti-e a szisztémas gyulladasos valaszreakciot a TNF-a és
IL-6 szintjeinek befolyasolasan keresztiil?

3. A NIM-811 kezelés hogyan befolyéasolja az als6 végtagi iszkémia-reperfuzid tavoli
szervi szovodmeényekeént l1étrejovo vesekarosodast?



Modszerek

Kisérleti elrendezés, miitéttechnika

Csoportbeosztas

L kisérlet: Also végtagi IR lokalis vazizom és tiidoszovodményeinek megelozése
posztkondicionalas alkalmazasaval.

Infrarenalis aortaklipp segitségével 180 perces als6 végtagi iszkémia kertilt
létrehozasra, majd ezt kovetéen 240 perc reperfuzio tortént. Az iszkémia végén
posztkondicionalast végeztiink, majd a reperfuziot kovetden a lokalis, szisztémas és
tid6 szovodmények vizsgalatara keriilt sor, csoportonként 10-10 allaton. (1. tablazat)

1. tablazat: Az 1. kisérlet csoportbeosztasa

. IR (csak
Aloperalt (hasfal . ( . PostC (IR +
Csoport megnyitas) Iszkémia- osztkondicionalas)
sy reperfuzio) P
Allatszam 10 db 10 db 10 db

1I. kisérlet: A vazizomkarosodas mértékének vizsgalata infrarendlis aortakirekesztés és
also végtagi tourniquet alkalmazasat kovetoen.

Az 1. kisérletbdl levont kovetkeztetések alapjan Osszehasonlitdsra keriilt az
aortaklipp €s a tourniquet altal létrehozott alsd végtagi IR kéarosodas lokalis és
szisztémds szovodményeinek mérteke. 180 perc iszkémidra és 240 perc reperfiziora
kertilt sor mindkét eljaras esetén. A reperfuziot kdvetden csoportonként 10-10 allatbol
tortént mintavétel. (2. tablazat)

2. tablazat: A 1II. kisérlet csoportbeosztasa

Csoport A (aortaklipp; IR: 3+4h) | B (tourniquet; IR:3+4h)
Allatszam 10 db 10 db

1II. kisérlet: Also végtagi IR lokalis vazizom és veseszévodmenyeinek megelozése NIM-
811 farmakologiai kezeléssel.

Bilateralis alsé végtagi tourniquet alkalmazasaval 180 perces alsé végtagi
1szkémia, majd 240 perc reperfiizio létrehozasara keriilt sor. A reperfizio kezdete elott 5
perccel NIM-811 beadasa tortént a kezelt csoportokban és a reperfuziot kovetben a
lokalis, szisztémas és vese szovodmények vizsgalatat végeztiik, csoportonként 10-10
allaton. (3. tablazat)



3. tablazat: a III. kisérlet csoportbeosztasa

NIM-
, , NIM-IR (IR
. i aloperalt IR (IR + i
Csoport Aloperalt , + oldé6szer +
(NIM-811 + oldészer)
, NIM-811)
oldoszer)
Allatszam 10 db 10 db 10 db 10 db

Preoperativ idészak, anesztézia

Az L, II. és IIL. kisérlet preoperativ elokésziiletei és anesztéziai tulajdonsagai
megegyeznek, ezért egylitt kerlilnek feltiintetésre.

Kisérleteinkhez 0sszesen 60 db 220-250g tomegl, spf, him Wistar patkanyt
hasznaltunk. A miitét eldtti 12 6raban csak vizet biztositottunk szdmukra. Tartasuk a
napszaki valtozasokat kdvetden tortént.

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 infiziés pumpa segitségével a jobb oldali vena
jugularis internaban elhelyezett polietilén kaniilon keresztiil.

A bal a. carotis communisba vezetett polietilén kaniilon keresztiil invaziv
vérnyomas monitorizalas tortént a kisérletek teljes ideje alatt.

Operacio

1L kisérlet részletes miitéti leirasa - Also veégtagi IR lokalis vadzizom és
tiidoszovodmeényeinek megelozése posztkondicionadlas alkalmazdsaval.

Medidn laparotomia utdn a hasi aorta infrarendlis szakaszanak feltarasa tortént.
Az aortara, kozvetleniil a bifurkacio felett, az IR és PostC csoportban atraumatikus
mikroklippet helyeztiink fel, mellyel 180 perces iszkémiat hoztunk létre mindkét alsé
végtagban. A posztkondicionalt csoportban 3 oOraval az iszkémia kezdetét kdvetden
posztkondicionalast végeztiink 2 percen keresztil, 6 ciklusban: 10 masodperc
reperfuzidval, 10 masodperc reokkluzioval. Mind az IR, mind a PostC csoportban a
mikroklipp eltavolitdsat 4 ora reperfizid 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 reperfiizid masodik illetve negyedik ordjanak a végén a
bal a. carotisba vezetett kaniilon keresztiil. Szérum és tlidészovettani mintavételre a
reperfuzid negyedik 6rajanak a végén kertilt sor.



1. kisérlet részletes operativ leirasa - A vazizomkarosodas mertékének a vizsgalata
infrarenadlis aortakirekesztés és also végtagi tourniquet alkalmazasat kévetden.

cres

mikroklippel bilateralis alsé végtagi iszkémiat hoztunk létre. A B-csoportban mindkét
alsé végtagra a comb proximalis részén azonos magassagban elasztikus gumiszalag
alkalmazaséaval tourniquet minden allatnal standard médon hétszer korbetekerve és
azonos szoritoerdvel elszoritva keriilt felhelyezésre az iszkémia Iétrehozasahoz.
Mindkét csoportban 3 6ra iszkémiat 4 6ra reperfuzio kovetett. A reperfuzio végén, az
allatok exsanguindlasa tortént. Vér és izomszovet mintavételre keriilt sor laboratoriumi
¢és szovettani vizsgalat céljabol.

1ll. kisérlet részletes operativ leirasa - Also végtagi IR lokdlis vazizom és
veseszovodmeényeinek megelozése NIM-811 farmakologiai kezeléssel.

Median laparotomia végzését kovetden laser-Dopler flowmeter (LDF) mérofej
felhelyezésére keriilt sor a bal vese eliilsd felszinére. A comb lateralis oldala felett
hosszanti bormetszést kdvetden szintén LDF mérdfe;j keriilt felhelyezésre a m. biceps
femoris felszinére, az als6 végtagi mikrocirkulacié monitorizalsdnak érdekében. A II.
kisérlet B-csoportjanak megfeleléen alsé végtagi tourniquet keriilt felhelyezésre a
proximalis femoralis régioban minden 4allatndl azonos magassagban ¢és azonos
szoritoerdvel. Harom ora alsé végtagi iszkémia keriilt 1étrehozésra, melynek vége eldtt 5
perccel NIM-811 [Novartis, Basel, Svajc; 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] kertilt feloldasra beadasa tortént intravénasan, bolusban a NIM-aloperalt
és NIM-IR csoportokban. A nem kezelt allatok (Aloperalt, IR) a kezelt csoportokkal
megegyez0 iddben csak oldoszert kaptak intravéndsan, bolusban. A tourniquet
eltavolitasat kdvetden 4 ora reperfuzid kovetkezett. Az dloperalt csoportban nem keriilt
felhelyezésre tourniquet, minden mas tekintetben, az idébeli viszonyokat is figyelembe
véve a masik harom csoporttal megegyez0 mitéti eljaras keriilt alkalmazésra.
Mintavételre a reperfiizié 4. 6rajanak a végén keriilt sor.

L., IL., II1. kisérlet kozos kisérleti végpontjai
Lokalis vazizom hatasok
A vazizom szovettani vizsgdlata

Minden allatbol, csoportbeosztastol fiiggetleniil azonos anatdmiai helyrdl, a m.
tibialis anteriorbdl vettiink mintat, melyeket 4 %-os formalinban fixaltuk 24 6ran at,
majd paraffinba dgyaztuk. A szovettani vizsgalatokat konvenciondlis fénymikroszkopos
elemzéssel végeztik 3-5 pum vastag hosszanti-, €s keresztmetszeteken, hematoxilin-



eozin (HE) festést kovetden. A vizsgald patologus a mintdk jelzését nem ismerte, a
csoportbeosztas, ill. a beavatkozas modja és ideje tekintetében nem volt tajékozott.

Izomrost életképesség vizsgalat

A NADH-tetrazolium reakci6 a mitokondriumok épségének, életképességének
detektalasara alkalmas. A bal m. tibialis anteriorbol vett izomszdvet mintak folyékony
nitrogénben gyorsfagyasztasra keriiltek és -80°C-on keriiltek tarolasra a tovabbi
feldolgozasig. Az izomszovet mintakbol 3 um vastag fagyasztott metszetek késziiltek
kriosztat segitségével. A metszetek a forgalmazé altal biztositott nitroblue-tetrazolium
(NBT), NADH és 0,05M-os TRIS puffer (pH 7,6) oldataban, fénymentes koriilmények
kozott 30 percig 37 °C-on keriiltek inkubalasra. Minden metszeten 600x-0s nagyitas
mellett, tiz kiilonbozé teriilet keriilt kifényképezésre randomizalt moédon. A mintdk
tovabbi kvantitativ kiértékelése morfometrias szoftverrel (Leica Qwin Pro, Leica
Microsystems GmbH, Weltzer, Németorszag) tortént. Az izomrost életképesség az
izomrost teljes teriiletének és a teljes festett teriilet ardnybol keriilt kiszdmitasra. A
kapott eredmények egészséges dallatok metszeteinek atlagértékhez viszonyitva
szdzalékosan keriiltek abrazolasra.

Laboratoriumi vizsgalatok

A rabdomiolizis vizsgalata soran a szérum kreatin-kinaz (CK), laktat-
dehidrogenaz (LDH) és K* szint keriilt meghatdrozasra. A vérmintak centrifugalasat
kovetden (2x10 perc, 1050 g) az elvalasztott szérummintak gyorsfagyasztasra keriiltek
folyékony nitrogénben és -80°C-os hdmérsékleten tortént a taroldsuk az automata
analizatorral végzett vizsgalatukig.

Szisztémas hatasok
Szérum TNF-a és IL-6 szint meghatdrozds

A szérum TNF-a és IL-6 szinteket szendvics ELISA moddszerrel mértik a
reperfuzio 4. o6rajdban a kereskedelmi forgalomban elérhetd kit segitségével. Az
abszorbanciat 450 nm-en mértiik spektrofotométer segitségével.



Az 1. Kkisérlet végpontjai: Also végtagi IR lokalis vazizom és
tiidoszovodményeinek megel6zése posztkondicionalas alkalmazasaval.

Szisztémas hatasok
Az oxidativ-stressz vizsgdlata

A szabadgyok szint vizsgalatat szérum mintakbol végeztiik, Heide-Bogl-féle
luminometrids modszerrel (Blazovics-féle modositas). Az eredményeket Relative Light
Unit (RLU%) egységben adtuk meg, ahol a fényintenzitds (RLU%) ardnyos a mintaban

cres

Tavoli szervi hatasok: tiido
Szovettan

Minden allatbol, csoportbeosztastol fliggetleniil a jobb tiid6 felsé lebenye kertilt
eltavolitasra, melyeket 4 %-os formalinban fixaltuk 24 o6ran at, majd paraffinba
agyaztuk. A szOvettani vizsgalatokat konvencionalis fénymikroszkopos elemzéssel
végeztilk 60 szoros nagyitas mellett, 3-5 pum vastag metszeteken, hematoxilin-eozin
(HE) festést kovetden. A vizsgald patolégus a mintdk jelzését nem ismerte, a
csoportbeosztas, ill. a beavatkozas modja és ideje tekintetében nem volt tajékozott. A
metszetek kiértékeléséhez egy az irodalomban alkalmazott tiid6 pontrendszert vettiik
alapul. Az aldbbi jellemzOk szerint értékeltiik a mintdkat: (1) alveolaris 6déma, (2)
atelektazia, (3) bevérzés, (4) PMN infiltracio, (5) vaszkularis pangds. Mindegyik
jellemzdt pontszammal értékeltiik (0: normalis, 1: enyhe, 2: kdzepes, 3: jelentds). A
tiidokarosodas kategorizaldsa a pontszamok Osszesitése szerint tortént (0-3: normalis,
minimalis; 4-7: enyhe; 8-10: kdzepes; 11-15: jelentds).

Tiidoszoveti odéma vizsgalata (W/D ardany)

A szoveti 0déma értékelésére az eltavolitott tiidorészeket allando, +80 °C-0s
homérsékleten 48 o6ran 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.

Tiidoszoveti mieloperoxidaz (MPO) aktivitds

A tiidé szoveti mieloperoxiddz aktivitdsdit modositott mieloperoxiddz assay
segitségével mértiik tiidészoveti homogenizatumbol.



Szoveti hsp72 szint meghatdrozds

A hsp72 szdveti meghatarozasat Western-blot technikaval végeztiik tiidoszovet
homogenizatumbol. A sévok vizualizdlasa megnodvelt kemilumineszcencidval tortént,
majd az eredmények detektalasa és szamszerisitése az ImageJ szoftver (NIH, Bethesda,
MD, USA) hasznalataval késziilt.

Artérids vérgazanalizis

A reperfuzio kezdetén, a masodik és negyedik oraban a bal a. carotis
communisbol artérids vérmintat vettiink. A mintdkat Radiometer ABL80 Astrup gépen
vizsgéltuk meg. A reperfuzio 0., 2., és 4. 6rdjaban mértiik a pO,, pCO-, értékeket.

A 1II. Kkisérlet végpontjai - Also végtagi IR lokalis vazizom és
veseszovodmeényeinek megelozése NIM-811 farmakologiai kezeléssel.

Lokalis vazizom hatasok
A szoveti odéma vizsgalata (W/D ardny)

A szoveti 6déma értékelésére az alsd végtagi vazizomzat fennmaradt részét
hasznaltuk. A reperfuzid végén az izom - a végtagbdl torténd gondos kimetszését
kovetden - azonnal mérésre keriilt (nedves tdmeg) majd mindenben az I. kiséretben
részletezettek szerint jartunk el.

A szoveti mikrocirkuldcio mérése

Az als6 végtagi vazizomzat mikrocirkulacioja laser Doppler flowmeterrel kerilt
regisztralasra a kisérlet alatt. A mérdfej a bal oldali m. biceps femoris felszinén keriilt
elhelyezésre. A mikrocirkulacio pontos jellemzésére a reperfuzids teriilet (RA) keriilt
kiszamitasra, mely kutatocsoportunk korabbi matematikai szdmitasain alapszik.

Tavoli szervi hatasok: vese
Szovettani vizsgdlat

Minden éallatbdl, csoportbeosztastol fiiggetleniil azonos anatomiai helyrdl (bal
vese) tortént mintavétel, melyek konzervalasa az 1. kisérletben leirtaknak megfeleléen
tortént. A metszetek fénymikorszkopos kiértékelése (60x-os nagyitds) soran a tubuldris,
intersticialis karosodas jellemzdinek értékelése tortént meg.

A szoveti karosodds pontos meghatarozasanak érdekében egy szovettani
pontrendszer (score) keriilt alkalmazasra. A veseszovet tubularis kdrosoddsdnak mértéke
a karosodott tubulusok szdzalékos aranya szerint keriilt pontozasra, melynek soran
figyelembe vettiik a tubulussejt nekrozis és a csapadékképzodés mértékét. 0: nincs
karosodas; 1<10%; 2: 10-25%; 3: 25-45%; 4: 45-75%; 5: >75%. A szovettani metszetek
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vizsgalatara és pontozasara egy fiiggetlen patologus segitségével keriilt sor. A vizsgalo
patologus a mintak jelzését nem ismerte, a csoportbeosztas, ill. a beavatkozas maodja és
ideje tekintetében nem volt tajékozott.

Laboratoriumi vizsgalat

Az allatokbdl vett vérmintak feldolgozasa az ,,I., II., III. kisérlet kozos kisérleti
végpontjai” fejezetben leirtaknak megfeleléen tortént. Na'-, kreatinin-, karbamid-
(BUN: blood urea nitrogen), szintek meghatarozasara keriilt sor, melyek segitségével
szamitott veseparaméterek (karbamid/kreatinin hanyados, frakcionalt Na® exkrécio:
(FENa =Upna+XPxreat. X100/Uyrear. XPna+) kerliltek kiszamitasra.

A vese mikrocirkulaciojanak mérése

A vese mikrocirkulacioja a bal vese aramlési viszonyainak mérésével laser
Doppler flowmeterrel keriilt regisztralasra a kisérlet alatt.

A vese peroxinitrit koncentrdcidjanak mérése

A homogenizalt veseszovet mintdk 1.0 M-os NaOH (60:1) mosast kdvetden
spektrofotometrids mérésre keriiltek 302 nm-es hulldamhosszon. Kontrollként a
mintakhoz 100 mM kalium-foszfatot (pH: 7,4) (60:1) adtunk. Az abszorbancia
csokkenés mértéke semleges pH értéken keriilt mérésre.

Statisztikai elemzés

Az adatok statisztikai megjelenitése IBM SPSS Statistics 20.0 szoftverrel (IBM
Corporation, Armonk, NY, USA) tortént. Az atlagértékek kozotti kiilonbségeket p<0,05
konfidenciaintervallum esetén értékeltiik szignifikans kiilonbségként. A p értéke
maximum héarom tizedesjegyig keriilt 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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Eredmények

Az 1. kisérlet eredményei
Lokalis vazizom hatasok

A vazizom szovettani vizsgdlata

A 3 ora iszkémia és 4 ora reperfuziot kdvetden vett izomszovettani mintakbol
csupan enyhe morfologiai elvéltozas volt megfigyelhetd mind az IR, mind a PostC
csoportban az Aloperalt csoport egészséges szovettani képéhez képest. Kezd6dd
rabdomiolizisre jellemzé morfologiai kép mutatkozott. A metszeteken helyenként
felbomlik az izomrost integritas és intracellularis vakuolizacio figyelheté meg, azonban
a két csoport kozott szignifikans kiilonbség nem mutatkozott.

Izomrost életképesség vizsgalat

4 oréval a reperfuzid kezdete utan jelentds mértékli izomrost-karosodas
detektalhato mindkét csoportban az Aloperalt csoport izomrost életképességéhez képest.
Az IR ¢és a PostC csoportok kozott szignifikans kiillonbség nem mutatkozott.

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.

Szisztémas hatasok

Szérum TNF-a és IL-6 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 tapasztalhatd az IR csoport értékeihez viszonyitva (p=0,021). A szérum IL-6
koncentraci6 szignifikansan megemelkedett az IR és a PostC csoportban az Aloperalt
csoporthoz viszonyitva. Nem mutathat6 ki azonban szignifikans kiilonbség a PostC
csoport ¢€s az IR csoport IL-6 értékei kozott.
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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 koncentracido szignifikdnsan alacsonyabbnak
bizonyult az IR csoporthoz képest (p=0,032).

Tavoli szervi hatasok: tiido

Szovettan

A szamitott tiidészdvettani pontszam szignifikansan magasabb értéket mutat az
IR csoportban az Aloperalt csoporthoz viszonyitva. A PostC csoportban a szovettani
karosodas szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult az IR csoporthoz képest (p=0,017)

Tiido szoveti odéma vizsgalata (W/D ardny)

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

Szoveti MPO aktivitas

Az IR csoport megndvekedett MPO aktivitasa mérhetd az Aloperalt csoporthoz
képest. A PostC csoportban csokkenés tapasztalhatd az IR csoport értékeihez képest, de
a kiilonbség nem szignifikans mértéki.

Szoveti hsp72 szint meghatdrozds

A tiidOszoveti 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 mértékd.

Artéridas vérgazanalizis

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

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

13



A II. kisérlet eredményei
Lokalis vazizom hatasok

A vazizom szovettani vizsgdlata

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

A tourniquet-val 1étrehozott okklizio (B-csoport) hatasara jelentés 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 elenyész6é ép rostokban is
intracellularis vakuolizaltsag lathato.

Izomrost életképesség vizsgalat

A m. tibialis anteriorbol vett izommintak vizsgalata alapjan az aortaokkluzid (A-
csoport) jelentds mértékli izomrost életképesség csokkenést eredményezett
(45,13+£7,51%) az egészséges allatokhoz viszonyitva (100%).

A B-csoport esetében, melyben tourniquet keriilt alkalmazdsra, az izomrost
¢letképesség sokkal jelentdsebb mértékben csokkent. A kiilonbség az aortaokklizid (A)
¢s a tourniquet (B) csoport k6zott szignifikans mértékii (p<0,001).

Laboratoriumi vizsgalatok

Harom ora ischaemiat és 4 ora reperfuziot kovetden a szérum nekroenzim
szintek jelentds kiillonbséget mutatnak a két csoport kozott. A szérum CK koncentracio
az aortaokkluziés A-csoportban szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult (p<0,001)
mint a tourniquet B-csoportban. A szignifikans kiilonbség (p=0,047) megfigyelhet6 az
LDH szinteket tekintve is.

Hasonlé tendencia mutatkozik a szérum K' szintek esetében is. A tourniquet
csoportban szignifikinsan magasabb szérum K szint jelenik meg, mint az
aortaokkluzids csoportban (p=0,048).

Szisztémas hatasok

TNF-a szint meghatarozds

A B-csoport szérum TNF-a szintje szignifikdnsan magasabb (p<0,001) értéket
mutat az A-csoport citokin szintjéhez képest.
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A III. Kisérlet eredményei

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 széalak az
izomrostokon belill szétestek. A jelentds 6déma széttolja az izomrostokat. Ezzel
szemben a NIM-IR csoport szovettani képein gyakorlatilag ép viszonyok lathatoak.

Laboratoriumi vizsgalatok

A szérum nekroenzim szintek eredményei alapjan lathato, hogy az aloperalt
csoportok kozel azonos értékeihez képest az IR csoportban jelentds emelkedés tortént
mind a kreatin-kinaz, mind az LDH szint tekintetében. A két vizsgalt paraméter
szignifikdnsan 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
Aloperalt és NIM-aloperalt csoportokhoz képest. A NIM-IR csoportban szignifikansan
alacsonyabb foku az emelkedés mértéke az IR csoporthoz képest (p=0,017).

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 szignifikdnsan alacsonyabb mértékii
izomrost életképesség tapasztalhato (p=0,017).

A szoveti édéma vizsgdalata (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 szdveti 6déma
mértéke, mint az IR csoportban (p=0,014).

A szoveti mikrocirkuldcio mérése

A reperfuzios teriilet (RA) kiszamitasaval szignifikansan alacsonyabb mértékii
szoveti véraramlas tapasztalhaté az IR csoportban az Aloperalt és NIM-aloperalt
csoportok értékeihez képest. A NIM-IR csoportban a mikrocirkulacid egy
szignifikdnsan magasabb szinten stabilizalodik az IR csoporthoz képest (p<0,001).
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Szisztémas hatasok

Szérum TNF-a és IL-6 szint meghatarozds

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 mérhet6 a NIM-IR csoportban az
IR csoporthoz viszonyitva (p=0,040)

Tavoli szervi hatasok: vese

Szovettan

A vese morfologiai kdrosodasanak 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
elmosddott sejthatarok lathatoak.

Ezzel szemben a NIM-IR csoportban joval kedvezébb a vese szovettani képe,
elvétve észlelhetd sejtnekrozis, kifejezett sejthatdrok mutatkoznak, a normalis
viszonyokhoz hasonl6 kép lathato.

Az alkalmazott hisztopatoldgiai pontszdm szignifikdnsan alacsonyabb értéket mutat a
NIM-IR csoportban az IR csoport értékeihez képest (p<0,001).

Vizeletmennyiség és laboratoriumi vizsgalat

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

Az Aloperalt és NIM-dloperalt 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).

Szamitott veseparaméterek

A frakcionalt Na* exkrécio az Aloperalt és NIM-aloperalt csoportok értékeihez
viszonyitva az IR csoportban jelentés emelkedést mutat, melyhez képest a NIM-IR
csoportban szignifikans csokkenés tapasztalhat6 (p<0,001).

A plazma karbamid/kreatinin hanyados az Aloperalt és NIM-aloperalt csoportok
értékeihez hasonlitva csokkenést 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.
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A vese mikrocirkulaciojanak mérése

Az iszkémia idGtartama alatt az IR és NIM-IR csoportok értékeiben emelkedés
tapasztalhato az Aloperélt és NIM-aloperalt csoportok értékeihez képest. A reperfizio
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 mérheto.

A vese peroxinitrit koncentrdacidjanak 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).
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Kovetkeztetések

|. kiserlet:

1.

Az elvégzett izomrost életképességi és laboratoriumi nekroenzim vizsgalatok
alapjan megfigyelhetd vazizomkarosodas az altalunk felallitott kisérleti modellben,
azonban a posztkondicionalas a fénymikroszkdpos szovettani kép szerint nem
csokkentette szignifikdnsan a lokalis vazizomkarosodas mértékét.

A posztkondiciondlas képes volt csokkenteni a szisztémas gyulladds mértékét a
szérum gyulladasos paraméterek vizsgalata alapjan. A vizsgalt 4 6ras reperfuzios
id6tartam elegenddnek bizonyult a szérum szabadgyok szint és az akut fazisban
megjelend TNF-a szint valtozasdnak kimutatisahoz, azonban a szubakut fazisban
megjelend IL-6 szint a reperfuzid elsd 4 ordja alatt nem mutatott érdemi valtozast
posztkondicionalas hatasara.

A patkény als6 végtagi iszkémia-reperfiizié kovetkeztében fellépd tiidokarosodas
mértéke eredményesen csdkkenthetd posztkondicionalas alkalmazasaval. A modszer
hatasara kevésbé jelenik meg a tiidoszoveti leukocita szekvesztrdlodas és
aktivalodas, mérsékeltebb szoveti 6déma alakul ki, mely a tavoli szervi
tiidokarosodas patofizioldgiai folyamatat tekintve az alacsonyabb mértékii
kapillarispermeabilitdsb6l adodhat. A posztkondiciondlds kovetkeztében a
reperfuzido ideje alatt szignifikans mértékben javult az allatok pulmonalis
oxigénfelvétele.

kiserlet:

A vazizom szdvettani, izomrost €letképességi és laboratoriumi vizsgalatai alapjan
lathato, hogy az als6 végtagi tourniquet szignifikansan nagyobb mértékii karosodast
okozott, mint az aortaklippel torténd okkluzio. A tourniquet-tel 1étrehozott iszkémia
szignifikdnsan magasabb TNF-a szintet eredményezett, melybdl az a kdvetkeztetés
vonhat6 le, hogy sokkal stlyosabb gyulladasos reakcio torténik a komplett iszkémia
hatasara. Ezzel ellentétben az infrarendlis aortaokkluzi6 nem okoz olyan stlyos
gyulladasos valaszt.

L. kiserlet:

1.

Héarom o6ra tourniquet-tel 1étrehozott als6 végtagi iszkémia, majd 4 6ra reperfuziot
kovetden a NIM-811 kezelés szignifikans mértékben csokkentette a lokalis
vazizomkarosodas mértékét. A vazizomszoveti O6déma mértéke szignifikans
csOkkenést mutat, valamint a vazizomszovet mikrocirkulacidos valtozasainak
monitorizalasa soran szignifikansan magasabb dramlési értékeket regisztraltunk.
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Kisérletiinkben a NIM-811 kezelés képes volt csokkenteni a szérum TNF-a és IL-6
szinteket, tehat a szisztémas gyulladasos valaszreakcio mértékét.

Alsd végtagi iszkémids-reperfuzios patkany modellben alkalmazott NIM-811
kezelés eredményesen csOkkentette a tavoli szervi diszfunkcidoként megjelend
vesekarosodast. Az alkalmazott farmakologiai szer hatdsara kevésbé alakultak ki a
vesében hisztopatologiai eltérések, valamint szignifikdns mértékben javultak a
vesefunkciok. A szabadgyok stressz mértékét meghatarozd vizsgalataink
alatamasztjak, hogy kisérleti modelliinkben a veseszdveti nitrozativ stressz jelentds
szerepet jatszik, melyet a NIM-811 kezelés szignifikans mértékben képes
csokkenteni.
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