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1. BEVEZETES

Az alsd végtagi akut artérias okkluziv betegségek nagy klinikai jelentdséggel
birnak gyakorisdguk ¢és magas mortalitdsuk okan. Az elzarodott artéria altal ellatott
szovetek iszkémids karosodast szenvednek, a keringés beinditasa azonban paradox
modon tovabbi, reperfizids karosodasokat okoz. Az okkluzié-revaszkularizacid soran
kialakul6 sériilést igy 0Osszefoglalo néven iszkémids-reperfuzios (IR) karosodasnak
nevezziik.

Hosszi idejii vértelenséget kovetd revaszkularizacid soran az iszkémias-
reperfuzios karosodas sulyos szovodményekkel jarhat, lokalisan a végtagi vazizomzat
rhabdomyolysisével, nekrézisaval, illetve a mikrovaszkulatira karosodasaval. Ezen
felil a sérilt izomtomegbdl lokalisan felszabaduld toxikus anyagcseretermékek és
gyulladasos mediatorok altal indukaltan egy szisztémdas generalizalt gyulladasos
valaszreakcio veheti kezdetét, mely akar tobbszervi elégtelenségig is progredialhat.

A kialakuld lokalis és szisztémas valaszreakciok mértéke, illetve a tobbszervi
elégtelenség létrejotte foként az iszkémids-reperfizidos karosodds mértékének
figgvényei. Ennek okan a végtagi iszkémias-reperfuzids karosodas sulyossdganak
objektiv felmérése kiemelt fontossagu a megfeleld terdpia megvalasztisa, igy a
kialakulo szovédmények minimalizalasa céljabol. Jelenleg azonban nem all
rendelkezésre modszer a karosodas mértékének megallapitasara, klinikai koriilmények
kozott csupan a karosodds mértékének megbecslése lehetséges, mely azonban kis
hatasfok.

A sulyos szovédmények kialakuldsdnak megeldzésére egy madsik lehetdség az
iszkémias-reperfuzios karosodas mérséklése. A posztkondicionalas egy sebésztechnikai
eljaras, mely képes lehet ezen cél elérésére, igy a hossza ideji végtagi artérias
elzarodasok szovodményeinek csokkentésére, mely javithatja a mortalitast és a betegek

¢letmindségeét.



2. CELKITUZESEK

Ezen kisérlet sorozat célja a bevezetésben ismertetettek tekintetében, egy olyan

altalunk kifejlesztett 0j eljards vizsgalata volt ragcsaldé modellen, valamint klinikai

koriilmények kozott is, mely képes lehet az iszkémias karosodas mértékének terapias

id6ablakon beliili meghatarozasara, igy a megfeleld terapids eljaras megvalasztasaban

fontos eszkdzként szerepelhet a jovében. Tovabbi cél a kialakult karosodéas mértékének

csOkkentésére alkalmas eljaras, a posztkondicionalas vizsgalata akut végtagi verdér-

kirekesztés kisallat modelljén, a sulyos karosodasok szovédményeinek mérséklése

okan. A megfeleld ragcsaldo modell megvalasztasahoz eldkisérletet végeztiink.

Vizsgalataink soran az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

1.

10.

11.
12.
13.

Milyen mértékli karosodast képes 1étrehozni az aortakirekesztés egy komplett
1szkémids modellhez képest?

Milyen kollateralis érhalézatok azonosithatok a rezidudlis perfiizié hatterében?
A 1étrehozott iszkémias id6tartamok milyen fény- és elektron mikroszkdpos
valtozasokat okoznak az izomszdvetben?

Hogyan reagélnak a kiilonb6z6 tipusu izomrostok az iszkémiara?

Az éltalunk alkalmazott (j modszer alkalmas-e a kialakult kdrosodast megfeleld
érzékenységgel detektalni?

A vértelenséget kovetd rovid reperfuzio befolyasolja-e az altalunk kifejlesztett 1j
modszer hatékonysagat?

Képes-e az eljaras az izomrost tipusok kozotti kiilonbségek felismerésére?
Klinikai koriilmények kozott alkalmazhatd-e az altalunk alkalmazott 0 eljaras a
szovettani karosodas jelzésére?

Alkalmas-e az eljards a betegség kimenetelének eldrejelzésére klinikai
kortilmények kozott?

Alkalmas-e a posztkondiciondlds hossza idejli iszkémidt kdvetden a szovettani
karosodas mértékének csokkentésére?

Képes-e ezen sebésztechnikai eljaras az izmok ¢életképességének javitasara?
Hogyan befolyésolja a posztkondicionalas a gyulladast jellemzd paramétereket?

Képes-e a mddszer a sériilés kialakulasanak dinamikajat megvaltoztatni?



3. MODSZEREK

3.1. Allatkisérletes vizsgalatok

Mindegyik kisérletiink soran 200-250g sulyt, him Wistar patkdnyokat hasznaltunk. Az
allatok az operaciot megeldzéen szaraz tapot és vizet kaptak ad libitum. Tartasuk a
napszaki valtozasokat kovetd mesterséges vilagitas mellett, 22-24°C-o0s hémérsékleten

tortént.

3.1.1. Csoportbeosztas

3.1.1.1. A rezidualis perfuzio jelentéségének vizsgalata

3 orés iszkémia 4 oras reperfuzid n
Aorta okkluzio + + 10
Tourniquet kirekesztés + + 10
Korrozids ontvények - - 10

3.1.1.2. Az izomrost életképesség meghatarozas vizsgalata

Csoport Iszkémias periddus (6) Reperfiizi6 (26) n
4 6 8 9
Kezeletlen  Kontroll - - - - - 6
Iszkémids 41 + - 6
6l + - 6
81 + - 6
91 + - 6
Reperfzids 8IR + + 6
9IR + + 6
I: iszkémia, IR: iszkémia-reperfiizio
3.1.1.3. A posztkondicionalds vizsgalata
Csoport  Operaci6 tipusa  Posztkondiciondlds ~ Reperfuzid hossza (6) n
2 6 12 24
Alopas Aloperéci6 - + 6
2IR 8 oras iszkémia - + 6
2PC 8 oras iszkémia + + 6
Alop(,é Aloperécié - + 6
6IR 8 oras iszkémia - + 6
6PC 8 oras iszkémia + + 6
Aloplzé Aloperécié - + 6
12IR 8 oras iszkémia - + 6
12PC 8 oras iszkémia + + 6
A10p24é Aloperécié - + 6
241IR 8 oras iszkémia - + 6
24PC 8 oras iszkémia + + 6

IR: iszkémia-reperfuzid, PC: posztkondicionalas



3.1.2. A mutét menete

3.1.2.1. A rezidualis perfuzio jelent0ségének vizsgalata

Intraperitonedlis anesztézia-indukcidt (ketamint+xylasin) kdvetéen a jobb v. jugularis
interna kipreparalasa utan polietilén kaniil keriilt bevezetésre, melyen keresztiil a miitét
idétartama alatt az altalanos anesztézia fenntartdsa és a parenteralis folyadékpotlas
biztositasa tortént meg. Ezt az allatok egyik csoportjdban a hasi aorta kipreparalasa
tortént meg az infrarendlis szakaszon, ezt kdvetden ebben a csoportban az aortara,
kozvetleniil a bifurkdcio felett atraumatikus mikroklipp keriilt felhelyezésre (aorta
okkluazids csoport). Az allatok masik csoportjaban laparotomidra nem keriilt sor, az
iszkémia létrehozdsat mindkét végtag koré szorosan tekert gumiszalaggal értiik el
(tourniquet csoport). 3 0Ords hosszsagu iszkémiat kdvetden minkét csoportban az
okkluziot eltavolitottuk, melyet 4 oras hossziisagu reperfiizids periodus kovetett. Vér
(jobb kamra punkcion keresztiil) és izom (m. tibialis anterior) mintavételre a reperfuziod

végén keriilt sor.

3.1.2.2. 1. Az izomrost életképesség meghatarozas vizsgalata

Az éllatok eldkészitése megegyezett az el6z6 kisérletben leirtakkal. A hasi aorta kertilt
infrarenalis szakaszanak kipreparalasat koveden 2 cm hosszu bérmetszést ejtettiink az
allatok bal labszaranak kiilsé oldalan, majd a m. biceps femorison a fascidn ejtett
hasonl6 metszéssel az izom laterdlis felszine feltarasra keriilt. A metszésen keresztiil
mikrocirkulacidés aramlasmérd keriilt rogzitésre minden allatban. Ezt kovetden az
aortara, kozvetleniil a bifurkacio felett atraumatikus mikroklipp keriilt felhelyezésre. A
kisérlet elsd részében négy, 6, 8 €és 9 Ords iszkémidt hoztunk létre mindkét also
végtagban a mikroklipp felhelyezésével. Mintavételre az iszkémidas idok (4, 6, 8, illetve
9 6ra) végén keriilt sor, ezen kisérleti rész soran az iszkémiat reperfiizié nem kovette. A
kisérlet masodik részében 8 €és 9 0Orads hosszusagu iszkémias idOtartamokat 2 ora
reperfizid kovette. A miitétek végeztével szovettani mintavételre keriilt sor (m. tibialis
anterior). Az egészséges izomszovet vizsgalatdhoz kezeletlen kontroll allatokat vontunk
be a vizsgalatba, mely ragcsalokon semmilyen manipuldciot nem hajtottunk végre. Az
allatokat a fent résztelezett anesztézia indukciot kovetéen haldlos dozist

anesztetikummal tulaltattuk, majd mintat vettiink a fent leirtak szerint.



3.1.2.3. A posztkondicionalas vizsgalata

Az operacio menete az iszkémia indukcioig teljesen megegyezik az el6zo kisérletekben
leirtakkal. Az aortdra kozvetleniil a bifurkacié felett atraumatikus mikroklippet
helyeztiink fel, melynek segitségével 8 oOras kirekesztést hoztunk létre mindkét also
végtagban. Az iszkémia végeztével a mikroklipp eltavolitasra keriilt, majd kettd, 6, 12
és 24 oras reperfuzio kovetkezett. Mindegyik reperfizids idépontban az allatok egy
csoportjdban a mikroklipp ismételt kinyitdsaval és bezarasaval posztkondiciondlast
végeztiink 2 percen keresztiil 6 ciklusban. Vér (jobb kamra punkcion keresztiil) és izom
(m. tibialis anterior) mintavételre a reperfuzid végén keriilt sor. Az aloperalt csoportban
nem keriilt felhelyezésre mikroklipp, minden mas tekintetben, az id6beli viszonyokat is

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

3.1.3. Korrézios preparatumok

A korrdzids preparatumok készitéséhez 10 allatot anesztézia indukcidt kovetoen haldlos
dozist anesztetikummal talaltattuk. Az allatokon post mortem lekotottiik eredésiiknél az
a. mesenterica superiort és inferiort, valamint az aortat az infrarenalis szakaszon 2
ligatira kozott atvagtuk. Kipreparaltuk és lekotottiik tovabba az aorta thoracalis
szupravalvularis szakaszat, az arcus aortae disztalis részét, valamint a jobb a. carotis
communist. Mindezt kdvetden a bal oldali a. carotis communisba, valamint a jobb oldali
a. femoralisba polietilén kaniiloket helyeztiink, melyeken keresztiil szimultan eltérd
szinli gyantakeveréket injektaltunk, az artérids érrendszer abrazolasa céljabol. A
gyantakeverék megszilardulasat kovetéen a preparatumokat tomény kalium-hidroxid
oldatba helyeztiik a lagyrészek teljes feloldasa céljabol. A kész korr6zids dntvényeket
sztereomikroszkoppal analizaltuk. Kollateralisnak tekintettiik azokat az érképleteket,

melyek az alsé és a felso testfél kozott 1athatod kapcesolat képeztek.

3.1.3. Mikrocirkulécio vizsgalata

A bal végtagon a rezidualis perfuzi6 mértéke laser Doppler flowmeterrel kertilt
regisztralasra az iszkémia alatt. A laser Doppler flowmeter az iszkémia ideje alatt
folyamatosan kovette a mikrocirkulacios aramlést. A miiszer altal szolgaltatott aramlasi

adatok arbitralis skdlan szerepelnek. Mivel az egyedek alap dramlasértékei eltérdek, az



aramlasi adatok, gorbék Osszehasonlithatosaga érdekében az 4ramlasi értékhez

viszonyitva adtuk meg szazalékban.

3.1.4. Fény mikroszkopos vizsgalatok

Minden allatbol, kisérlettél és csoportbeosztastdl fiiggetleniil a bal oldali musculus
tibialis anterior azonos anatomiai lokalizaci6jabol tortént szovettani mintavétel. Az
izommintdk egyik része -80°C-on fagyasztva Kkeriilt taroldsra, enzimhisztokémiai
vizsgélatok céljabol, masik része 4 %-os formalinban vald 24 oréas fixalast kovetden
beagyazasra keriilt paraffinba. A rutin szovettani vizsgalatok elemzése konvencionalis
fénymikroszkoppal tortént, hematoxillin-eosin festést kovetden. Az izomkarosodas
szemikvantitativ kiértékelése soran a sériilt és nem sériilt izomrostok aranyat vizsgaltuk
egy metszeten. Sériiltnek tekintettiink egy rostot, ha korvonala egyenetlen volt, vagy
megszakadt; szerkezete, vagy szine inkonzisztens volt; intracellularisan vakuolak voltak

jelen; és/vagy a magok elkiiloniiltek a rosttol.

3.1.5. Elektronmikroszkopos vizsgalatok

Elektronmikroszképos vizsgalatokat az els@ kisérlet soran, valamint a masodik
kisérletben 2 ora reperfuziot kovetden végeztink. A jobb oldali végtagokat
intraarteridlis katéteren keresztiil eldszor meleg 4%-os paraformaldehid oldattal
toltottiik fel, majd ezt hideg 2%-os glutar-aldehid oldat infuzidja kdvette dsszesen 30
percen keresztiill. Az izmokat glutar-aldehid oldatban tovabbi 1 oOran keresztiil
posztfixaltuk, amit 1 %-0s ozmium-tetroxid oldatban torténd tovabbi fixalas kovetett 1
oran keresztiil, majd a mintdkat aralditba agyaztuk. Ultramikrotom segitségével
ultravékony szeletek késziiltek, melyeket uranil-acetattal ¢és  vezércitrattal

kontrasztoztuk, majd transzmisszios elektron mikroszkop segitségével vizsgaltuk.

3.1.6. Izomrost életképesség vizsgalata

Az bal oldali m. tibialis anteriorb6l vett izommintdkbol 3 pum vastag fagyasztott
metszetek  késziiltek, melyeken = NADH-tetrazolium reduktdiz (NADH-TR)
enzimhisztokémiai reakciot alkalmaztunk. Az ¢életképesség kvantitativ meghatarozasa
morfometrids szoftverrel tortént (Leica QWin Pro) fénymikorszkoppal késziilt

fényképeken. A képeken meghatarozott bedllitdisok mellett a szofter altal



meghatarozasara keriilt a keletkezett festédés kiterjedése, valamint az izomrostok
Osszteriilete, majd a kettét egymashoz aranyitottuk. Az elso kisérlet soran az dsszes rost
¢letképességének (Ossz-¢letképesség) meghatirozasan kiviil elvégeztiik az I-es (lassabb
Osszehuzodasra képes, oxidativ) és a IIb (gyorsan Osszehuz6do, glikolitikus) tipust
izom rostok életképességének szelektiv meghatarozasat is. A rostokat a NADH-TR
reakcion alapuld festddési karakterisztikajuk alapjan kiilonitettiik el: a halvanyan
festddd rostokat a IIb, az erdsen festddd rostokat I es tipusba soroltuk, a kordbban
leirtaknak megfelelden. Az egyes egyedekhez tartozé eredmények atlagolasra kertiltek.
A végs6d eredményt kezeletlen kontroll allatok értékeihez viszonyitva adtuk meg

szazalékban.

3.1.7. Laboratoriumi vizsgalatok

A jobb kamrai punkcidobol nyert vért centrifugalast kovetden klinikai kémiai
laboratériumi automatan, rutin tesztek felhasznaldsaval vizsgaltuk. A szérum kreatin-
kin4dz (posztkondicionalds vizsgalata kapcsan), illetve laktat-dehidrogendz, kélium és
TNF-a szintjei (kiilonb6zé kirekesztések Osszehasonlitdsa kapcsan) keriiltek

meghatdrozasra a kiilonb6z6 idépontokban.

3.1.8. Nedvességtartalom meghatarozas

Az izomszovet nedvességtartalma a jobb oldali als6 végtag megmaradt izomtdmegébdl
keriilt meghatarozéasra. Az izmok tomegét a kivételt kdvetden azonnal meghataroztuk
(nedves tomeg), majd az izmokat +80 °C-os kornyezetbe helyeztiik szaradni, amig egy
allando sulyt el nem értek (széraz tomeg). Ezt kovetden az kiszdradt izmok témege ujra
meghatarozasra keriilt. A kovetkezd képlet segitségével a mért tdomegekbdl az izom
nedvességtartalma meghatarozhatd, melyet szdzalékban adunk meg: (nedves tomeg —

széaraz tomeg) / nedves tomeg * 100

3.1.9. Statisztikai feldolgozas

A statisztikai vizsgalatokat IBM SPSS Statistics 20.0 szoftver (IBM Corporation,
Armonk, NY, Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével végeztiik. A tablazatban a
mérések eredményét a mért értékek atlagaval és a standard deviacio (=SD) megadasaval

fejeztiik ki. A statisztikai elemzések soran Sapiro-Wilk teszt segitségével vizsgaltuk a



mintak normal eloszlasat. Ennek megfelelden az elemzés soran egy-, illetve kétutas
ANOVA-t alkalmaztunk a csoportok kozotti, illetve csoportokon beliili kiillonbségek
kimutatdsara, Bonferroni poszt hoc analizissel. Az atlagértékek kozotti kiilonbségeket

p<0,05 konfidencia intervallum esetén értékeltiik szignifikans kiilonbségként.

3.2. Humaén vizsgalatok

3.2.1. Etikai hattér

Vizsgalataink soran a Helsinki Deklaracio szerint elvart kovetelményeknek megfeleléen
jartunk el. Munkankat a 91/2011 szamti Semmelweis Egyetem Regionalis, Intézményi
Tudomanyos ¢és Kutatasetikai altal kiadott engedély alapjan végeztik, mely az
Egyészségligyi Tudoméanyos Tandcs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag pozitiv

allasfoglalasat erdsiti meg.

3.2.2. Bevalasztasi kritériumok

A vizsgélatba a 2011. junius 1-je és 2012. junius 1-je kozotti idészakban az a
Semmelweis Egyetem I. sz. Sebészeti Klinikdra beutalt, akut arteria femoralis
superficialis elzarodassal jelentkezd betegeket valasztottuk be. Az ettdl proximalis
¢és/vagy disztalis okkluzioval rendelkezd betegek, valamint a bilateralis elzarodasos
esetek kizarasra kerliltek. Tovabbi kizarasi kritérium volt a miitét soran észlelet nem

kielégitd disztalis érstatusz.

3.2.3. Betegpopulécio €s csoportbeosztas

A vizsgalati iddszak alatt a Klinikan 147 beteg keriilt felvételre akut végtagi iszkémia
iranydiagnoézissal, melyek koziil 38 beteg felelt meg a bevalasztasi kritériumoknak.
Ezen 38 beteget harom fécsoprtra osztottuk. Az ,,A” csoportba keriiltek besorolasra
azon betegek (15 beteg, 39,5%), kiknek anamnézisében megel6zé érbetegség nem
szerepelt, valamint az iszkémids kéarosodds fizikdlis jelei alapjan a primer
revaszkularizacid megkisérelhetd volt. A ,B” csoportban (18 beteg, 47,4%) 1évo
betegek anamnézisében ismert periférias érbetegség szerepelt, valamint az iszkémias
karosodas jellege lehetové tette a primer revaszkularizaciot. A ,,C” csoportba azon
betegek keriiltek, kiknél a revaszkularizacio a fizikalis jelek alapjan nem volt kivihetd

(5 beteg, 13,1%), ezen betegek primeren amputaciora szorultak. Az A és B csoportokat



a betegség sebészeti megoldasanak rovidtava kimenetele szerint tovabbi alcsoportokra
osztottuk. Az 1. alcsoportokba azon betegek keriiltek, kiknél a revaszkularizaci6 sikeres
volt, a végtag keringése helyreallt (Al: 11 beteg, 28,9%; B1: 13 beteg, 34,2%), mig a 2.
alcsoportokba azon betegek keriiltek, kiknél a sebészeti revaszkularizacié sikertelen
volt, ezen esetekben szekunder moédon amputacié valt sziikségessé (A2: 4 beteg, 10,6%;

B2: 5 beteg, 13,2%).

3.2.4. Beavatkozasok

A betegek az akut artérids elzarodas fizikalis diagnozisat kovetden protokoll szerint
5000 NE Na-heparint kaptak bolusban. Ezt kovetéen a miitéti megoldas kezdetéig
minden beteg 1000 ml Salsol, 200 mg pentoxifillin és 80 mg papaverin kezelést kapott
intravénasan, 1000 NE/o6ra Na-heparin intravénas adagoldsa mellett. A
revaszkularizaciot mitétileg, Fogarty szerint végeztik az A csoportban, mig a B
csoportban thrombendarteriectomiat végeztiink. Az okkluzid6 pontos magassaga és a
disztalis kiaramlds épsége intraoperativan keriilt meghatarozasra. Mintavételre a m.
tibialis anteriorbol (iszkémias minta), illetve a m. pectineusbol (kontroll minta) kertilt
sor (lasd alabb) a revaszkularizacidt, illetve az amputaciot megeldzéen. A mintavétel
soran az izmok kozépsO részébdl 2x1 cm-es szovetdarabot tavolitottunk el. Azon
betegeknél, kiknél a revaszkularizacids eljaras sikertelen volt (jjabb mintat vettiink az

amputalt végtagbdl is. A végtagokat minden esetben femoralis szinten amputéltuk.

3.2.5. Adatgytjtés

A kisérleti protokoll szerint felvételkor regisztraltuk a betegek demograciai adatait
(nem, kor), anamnézisét, kiilonds tekintette az Osszefiiggd komorbiditasokra
(pitvarfibrillacié, trombodzis, periférids érbetegség, szivbetegség, carotis rendszeri
¢és/vagy cerebrovaszkularis betegség), valamint operacié alatt gy(ijtott izommintak fény
¢s izomrost Ossz-¢letképesség vizsgalatat végeztiik el.

3.2.6. Vizsgalatok

3.2.6.1. Fénymikroszkopia

A revaszkularizaciot (az Al, B1, illetve A2, B2 csoportokban), illetve az amputaciot (az

A2, B2, illetve C csoportokban) megel6zden gylijtott m. pectineus €s m. tibialis anterior
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mintakat 4%-os formalin oldatban 1 napon keresztiil fixaltuk, majd paraffinba dgyaztuk,

majd hematoxillin-eozinnal festettiink meg.

3.2.6.2. Eletképesség

Az ¢letképesség vizsgalatok eldkészitésénél minden tekintetben a 3.1.6. fejezetben
részletezetteknek megfelelden jartuk el. A kiértékelés sordn az egyes betegek iszkémids
m. tibialis anterior izmok életképesség értékeit a kontroll m. pectineus izom értékeihez

képest adtuk meg szdzalékban.

3.2.7. Utankovetés

A mitétet kovetden a betegek 10 napig testtomeg kilogrammnak megfeleld dozisu
alacsony molekulasulyu heparin terapidban részesiiltek, melyet 100 mg Aspirin/nap
terapia kovetett fél éven keresztiil. Jelen vizsgalatban 30 napos utankdvetést
vizsgalatunk, hosszu tava kovetés nem szerepelt a céljaink kozott. A posztoperativ 30.

napon megtortént a végtagok allapotanak értékelése.

3.2.8. Vizsgalati végpont

A vizsgélat elsddleges végpontjai a végtag karosodas mértékének értékelése jelentette,
mind hisztologiailag, mind életképesség vizsgalatok alapjan. A vizsgélat {6 célja volt a
két emlitett eljaras altal nyujtott eredmények Osszevetése, az izomrost életképesség

hatékonysaganak megallapitasa céljabol.

3.2.9. Statisztikai feldolgozas

A statisztikai elemzéshez hasznalt moddzsereket megegyeznek az allatkisérletes
vizsgalatok soran leirtakkal. Az human vizsgalatok adatainak elemzése soran egyutas
ANOVA-t alkalmaztunk a csoportok kozotti kiilonbségek kimutatasara, Bonferroni
poszt hoc analizissel. Az eloszlasvizsgalathoz Fisher-féle exakt probat alkalmaztunk. Az
atlagértékek kozotti kiilonbségeket p<0,05 konfidencia intervallum esetén értékeltiik

szignifikans kiilonbségként.
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4. EREDMENYEK

4.1. A rezidualis perfazid jelentdségének vizsgalata

4.1.1. A tourniquet és az aorta okklazi6 6sszehasonlitasa

4.1.1.1. Szdvettani vizsgalatok

Az aorta okkluzids csoportban a 3 oras iszkémiat kovetd 4 oras reperfizid kdzepes
mérteklt  valtozdsokat okozott az izomszovetben. A  metszeteken néhol
rhabdomyolytitukus rostok detektalhatok. A tourniquet csoportban ezzel szemben
ugyanezen idOtartamok alkalmazdsa mellett jelentds mértékii nekrozis volt
megfigyelhetd az szovettani metszeteken. A nem nekrotikus izomrostokban is a stulyos

karosodas jelei figyelhetéek meg.

4.1.1.2. Laborat6riumi vizsgalatok

A szérum nekroenzim vizsgalatok sordn mind a szérum kreatin-kindz, mind laktat-
dehidrogendz enzimszintjei tekintetében a tourniquet csoportban szignifikansan
magasabb (p<0,05) értékeket kaptunk, mint az aorta okklizids csoportban. A szérum
kalium szintjeiben hasonld tendenciat figyelhettiink meg (p<0,05). A szérum TNF-a

szintek az elébbi paraméterekhez hasonldéan valtoztak (p<0.001).

4.1.1.4. Izomrost ¢életképesség vizsgalat

Az aorta okkluzié az izomrostok Ossz-életképességének nagyfoku csokkenését idézte
eld. A tourniquet kirekesztés azonos iszkémias-reperfuizidés idok alkalmazasa mellett
szignifikansan (p<0,001) nagyobb mértékili karosodast okozott az aorta kirekesztéshez

képest.

4.1.2. Korr6ziés ontvények

A korrdzios preparatumokon az also és felsd testfél kozott a kovetkezd artérias
kapcsolatok vizsgalata soran sikeriilt azonositanunk egy medidlis és egy lateralis
kollateralis rendszer, mely az eliilsé hasfal artériaibol all ossze. Elemzésiink szerint
tovabbi kollateralis rendszert képeznek a dorzélis szegmentalis artéridk. Jelentds tovabbi

rezidudlis perfuzid biztosithat tovabba az epigasztrikus artérids halozat. Megfigyeltiink
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tovabba egy érdekes kollateralis rendszert, mely a durdlis és a sakralis érhalozatok

kapcsolatara hivja fel a figyelmet, mint tovabbi lehetséges rezidualis perfuzio forras.

4.2. Az izomrost életképesség meghatarozas vizsgalata

4.2.1. Mikrocirkulacié vizsgalata

A mikrocirkulacios aramlas az iszkémia teljes ideje alatt regisztraciora keriilt mindegyik
allatban, annak eldontésére, hogy a kisérleti modell képes-e megfelelden alacsony,
stabil, konstans aramlast létrehozni. Az okkluzi6 felhelyezése utdn az é4ramléds az
alapérték 17,3 = 7,3%-ara esett vissza. Az aramlas a kisérlet soran szignifikans variaciot
nem mutatott az iszkémia alatt. A 9. ora iszkémia végén mért érékek (16.5 = 9.2%) sem
tértek el szignifikansan az iszkémia kezdetén mértektdl (p>0,05). A csoportok kézott az
iszkémia alatti aramlds tekintetében szignifikdns variacié nem volt kimutathato, az
aramlas minden allatban 30% alatt maradt, mely arra utal, hogy az infrarendlis

aortakirekesztés képes jelentds iszkémia létrehozasara.

4.2.2. Iszkémias karosodas vizsgalata

4.2.2.1. Izomrost életképesség vizsgalata

Az izomrostok Ossz-€letképessége, valamint az egyes rostok szelektiv életképessége az
iszkémia hosszéaval linearisan csokkent. Az I-es tipusi rostok nagyobb karosodast
szenvedtek a meghatdrozott ¢letképesség értékek alapjan, mint a IIb tipustiak, mely
kiilonbség 6 ora iszkémia elteltével valt szignifikanssa (pss<0,05; pss<0,01; p9s<0,05).
Az adatok feldolgozasa sordn erds, szignifikans korrelacié igazolodott az iszkémia
hossza, valamint a kapott ¢életképesség értekek kozott mindhdrom vizsgalt életképesség

esetén (r>-0,98; r>>0,97; p<0,001).

4.2.2.2. Fény mikroszkdpos vizsgalatok félvékony metszeteken

Annak érdekében, hogy megallapitsuk az izomrost életképesség altal mutatott értékek
megfelelnek-e a valddi karosoddsnak toluidin kék festett félvékony metszeteken
vizsgalatuk a szdvettani karosodast. A kezeletlen allatok metszetein izomkarosodas jelei
nem voltak megfigyelhetok. 4 ¢és 6 oras iszkémia a félvékony metszeteken patoldgias
elvaltozdst nem okozott. 8 Ora hosszisdgi iszkémia a rostok kozepes mértékil

karosodasaval jart, mely foként a mitokondriumban gazdag rostokban jelentkezett. 9
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oras iszkémiat kovetden a karosodas az el6z6 iszkémias idoponthoz képest jelentdsen
fokozodott, a mitokondriumban gazdag rostok ezen idOpontban is nagyobb karosodast

mutattak.

4.2.2.3. Elektron mikroszkopia

Annak érdekében, hogy a karosodas morfologiai jegyeit részleteibe menden is
tanulmanyozhatssuk, az izomrostok ultrastruktirdjat is megvizsgaltuk. A kezeletlen
allatok elektron mikroszkdpos képe nem mutatott karosoddst. A 8 oras hosszusagu
iszkémia a mitokondriumokban kozepes mértékli duzzadast okozott. 9 o6ras iszkémia a
mitokondriumok alakjanak deformitdsat idézte eld, néhol a matrixban flokkulens
denzitdsok voltak megfigyelhetdek. A mitochondriumok nagyobb része a diszrupcio
jeleit mutatta. 9 oras iszkémiat kovetden a karosodott mitokondriumok széma jelentésen
fokozodott, valamint megfigyelhetd volt még a szarkoplazmatikus retikulum kozepes
foki duzzanata, néhol dezorganizacioja. A leirt valtozdsok mar nemcsak a
mitokondriumban gazdag, hanem a mitokondrium-szegény rostokban is lathatova

valtak, ugyan kisebb mértékben.

4.2.3. Az iszkémias-reperfuzios karosodas vizsgalata

4.2.3.1. Izomrost életképesség

Az izomrost életképesség szignifikansan lecsokkent a 8IR csoportban a reperfizio
nélkiili (81) csoporthoz képest (p<0,001) mindegyik vizsgalt paraméter tekintetében. 9
oras iszkémia esetében hasonld valtozasok voltak megfigyelhetok. (p<0,001; 9I vs.
9IR). A 8IR ¢és a 9I csoportok kozott azonban szignifikdns kiilonbség nem volt
kimutathat6 (p>0,05) egy rosttipus esetében, valamint az dssz-¢letképesség tekintetében
sem. Az I-es tipusu rostok 8 Oras iszkémiat kovetd 2 Oras reperfuzid hatasara
szignifikdnsan nagyobb (p<0,05) ¢letképesség-csokkenést mutattak, a IIb tipusu
rostokhoz képest.

4.2.3.2. Félvékony metszetek fénymikroszkopos vizsgalata
A 8 oOra iszkémiat kovetd 2 oOra reperfuizid jelentds morfoldgiai valtozasokat okozott az
izmokban, az izomrostok szerkezete kissé fellazult. 9 6ras iszkémiat kdvetd reperfiizio

jelentds mértékii nekrdzist okozott az izomszdvetben. A rostok tobb mint a fele elhalt. A
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nem nekrotikus rostok is sulyos karosodast jeleznek, ami hasonldé a 8IR csoportban

tapasztaltakkal.

4.2.3.3. Elektron mikroszkdpia

8 oras iszkémia és 2 Oras reperfuziot kovetéen a mielin figurdk eléfordulasa is gyakori
volt, a mitokondriumok dezintegracidja mellett. A szarkoplazmatikus retikulum stlyos
tagulatot mutatott. Az elvaltozdsok a mitokondrium gazdag rostokban nagyobb
mértékliek voltak. A 9 oras kirekesztést kovetd reperfuzié a rostok tobbségében
nekrotikus elvaltozasokat idézett eld. A nem nekrotikus rostokban a karosodas
jelentdsebb volt még a 8IR csoportban a mitokondriumban gazdag rostokban

tapasztaltaknal is.

4.3. A posztkondicionalas vizsgalata

4.3.1. Fény mikroszkopos vizsgalat

A két ora hosszusagu reperfuzid a sériilt izomrostok szamdnak szignifikdns mértékii
megemelkedésével jart mind a 2IR, mind a 2PC csoportokban az aloperalt allatokhoz
képest (p<0,05). 6 ora elteltével a kdrosodott izomrostok mennyisége tovabb nott
mindkét iszkémia-reperfiizidt elszenvedett csoportban (p<0,001). 12 ora elteltével a
karosodas tovabb novekedett (p<0,05), ezen feliil a metszeteken megjelentek az
extracellularis 6déma morfologiai jelei is, tovabba gyulladasos sejtes besziirddés volt
lathato. 24 ora elteltével a karosodott izomrostok szama az el6z6 iddpillanathoz
viszonyitva szignifikdns mértékben nem, valamint az 6déma és a gyulladas mértéke sem
mutatot eltérést a korabbiakhoz képest. A posztkondiciondlds 6 Oras reperfuziot
kovetéen minden idépontban képes volt a karosodas mértékének mérséklésére, mind az
izomrostok szamanak (p<0.05), mind az O6déma mértékének tekintetében. A

posztkondicionalt metszeteken gyulladas nem volt lathato.

4.3.2. Izomrost ¢életképesség

A 8 oras iszkémiat kovetd 2 oOra reperfuzié az izomrostok életképességének jelentds
csokkenéseéhez vezetett mindkét iszkémia-reperfuziot elszenvedett csoportban (p<0,001)
az aloperalt csoporthoz képest. Az életképesség ezt kovetden szignifikdns valtozast nem

mutatott a kisérlet alatt egyik csoportban sem. Posztkondicionalas hatasara azonban az
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izomrostok életképessége szignifikdnsan magasabb értéken stabilizdlodott mindegyik

vizsgalt idopontban a megfeleld IR csoporthoz képest (p<0.001).

4.3.3. Elektron mikroszkopia

2 ora reperfuziot kovetéen a mitokondriumok jelentds mértékli duzzadasa volt
megfigyelhetd. Az esetek egy részében szétesett mitokondriumok voltak lathatdéak. A
magok fokozott széli heterokromatinizdciot mutattak. A posztkondiciondlds a
mitokondriumok kisebb mértékii karosodasat idézte eld (enyhe foku duzzadas, szétesett

mitokondriumok nem voltak lathatoak) a 2IR csoporthoz képest.

4.3.4. Laboratoriumi vizsgalatok

2 ora reperfuziot kovetden a szérum CK szintek szignifikdnsan megemelkedtek mindkét
csoportban az aloperalt csoporthoz képest (p<0,001). A CK koncentracié 6 oOranal
csucsot ért el, majd fokozatosan visszacsokkent az aloperalt szintjére a posztoperativ 24
ora végére. A posztkondicionalas képes volt a szérum CK szintjeinek szignifikans
mértékii csokkentésére 2, 6 és 12 ora reperfuzio kovetéen a megfeleld IR csoporthoz
képest (p<0,05). A 24. posztoperativ oraban a CK szintek szignifikdnsan nem
kiilonboztek egymastol egyik csoportban sem (p>0,05).

4.3.5. Az izomszovet nedvességtartalma

A 8 oras iszkémiat kovetd reperfuzido a végtagi 6déma mértékének szignifikdns
emelkedéséhez vezetett mind a 2IR mind a 2PC csoportokban (p<0,001), az
aloperalthoz képest. 6 oOras reperfizid a nedvességtartalom tovabbi emelkedéséhez
vezetett a 6IR csoportban (p=0,01), ezt kdvetden az 6déma mértéke nem valtozott az idé
elérehaladtaval. A posztkondicionalas a posztoperativ 2. 6rdban nem volt képes az
0déma mértékének csokkentésére (p>0,05), azonban 6 oOra elteltével minden mért
idépontban szignifikdnsan mérsékelte az izom nedvességtartalmat (p<0,001) a
megfeleld IR csoporthoz képest. A posztkondicionalt csoportban az 6déma mértéke nem

valtozott a kisérlet teljes ideje alatt.

16



4.4. Human vizsgalatok

4.4.1. Betegpopulacio

A betegek atlagéletkora 60,8+9,5 év volt, jelentds résziik férfi (68,4%). A csoportok
kozott a nemek eloszldsa nem kiilonbozott szignifikdnsan. Az A csoportban a betegek
szignifikans mértékben fiatalabbak voltak a B csoporthoz képest (p<0,001). A
vizsgalatba bevont betegek mindegyike dohanyzott. A betegek fele rendelkezett
magasvérnyomas betegséggel (19 beteg). 26,3%-uknal fordult eld cukorbetegség (II-es
tipust diabetes mellitus minden esetben), az A csoportban azonban cukorbetegség nem
fordult eld. Korabbi pitvarfibrillacié 4 beteg esetében (10.5%) volt ismert, kik az A és C
csoportokbol  keriiltek ki. A  betegek 10,5% rendelkezett valamilyenfajta
cerebrovaszkularis megbetegedéssel, mig 15,8%-uknél fordult eld trombozis. Ezen

utobbi két betegség a csoportok kozott eloszlasi kiillonbséget nem mutatott.

4.4.2. Fénymikroszkopia

Az Al csoport intraoperativ iszkémias metszetein kis mértékii vakuolizacié és enyhe
intracelluldris 6déma volt megfigyelhetd, mely kis mértékii izomkéarosodasra utal. Az
A2 csoport iszkémias, revaszkularizaciot megel6zéen gyljtott metszeteken kdzepes
mértékli izomkarosodas jelei latszodtak, nekrozis nem abrdzolodott. Az amputéaciot
kovetden azonban mar jelentés mértékli nekrézis volt megfigyelhetdé ebben a
csoportban. A Bl csoport iszkémids mintdin a kontroll csoportokban megfigyelhetd
atrofias valtozasokon feliil csak enyhe mértékii karosodas volt tapasztalhatd, mely
Osszevethetd mértékii az A1 csoportnal tapasztaltakkal. A B2 csoport revaszkularizaciot
megeldzd tibialis anterior izom metszetei kdzepes mértékli kdrosodast mutattak, mig az
amputalt végtagokban jelentés mértékli nekrdzis volt lathatod, mely nagyon hasonl6 volt
az A2 csoportban latottakhoz. A C csoportban a szovettani karosodas az A2 és B2

csoportok amputacio elétti metszetein tapasztaltakkal 6sszevethetd mértéki volt.

4.4.3. Eletképesség vizsgalatok

Az Al és Bl csoportokban, melyekben a revaszkularizacio sikeresnek bizonyult magas
¢letképesseég értékeket regisztraltunk. A két csoport kozott szignifikans kiilonbség nem
volt tapasztalhaté (p>0,05). Az A2 és B2 csoport revaszkularizaciét megel6zden

gyljtott mintdin az életképesség jelentds, szignifikdns mértékii csokkenését figyelhettiik
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meg (p<0,05). Ezen csoportok amputacido kdzbeni mintaiban az életképesség tovabb
csokkent mind az Al és Bl csoportokhoz képest (p<0,01), mind a A2 és B2 csoport
revaszkularizaciot megel6z6 mintaihoz képest (p<0,05). A C csoportban az életképesség
az A2 és B2 csoport amputalt végtagjaiban tapasztalt karosodassal azonos mértékiinek

mutatkozott, az értékek nem tértek el szignifikansan a 3 csoportban (p>0,05).

4.4.4. Utankovetés

A betegek 0ssz-mortalitdsa 21,1% volt, a mortalitasi adatok a csoportok kozott nem
kiilonboztek szignifikdnsan. Az 0Osszegzett végtagvesztés jelen vizsgalatunk soran
36,8%-nak adodott, az A csoportban 26,7%, mig B csoportban 27,8%-0s volt az
amputaci6 eléforduldsi gyakorisaga. A két csoport kozott szignifikans kiilonbség nem
volt tapasztalhatd. A C csoportban mindegyik betegnél amputaciora kényszeriiltiink. Az
atlagos korhazban toltétt napok szama vizsgalatunkban 11,3+4,8 nap volt. A csoportok

kozott a korhazban toltétt napok szdma nem kiilonbozott szignifikansan (p>0.05).
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5. KOVETKEZTETESEK

1. Az aorta infrarendlis szakaszanak kirekesztése ugyan egy komplett iszkémids
modellhez (pl. kiilsé leszoritas, tourniquet alkalmazasa) képest ugyan szignifikansan
kisebb mértéki karosodast hoz 1étre, azonban révid iszkémias id6tartamok alkalmazasa
esetén is jelentds karosodas detektalhatd az aortakirekesztés kovetkeztében.

2. Az aorta kirekesztés kovetkeztében a végtagok aramlasa jelentdsen lecsokken,
koriilbeliil az alaparamlds 20%-ara, mely irodalmi adatok szerint elegendd egy
megfeleld mértékl karosodas létrehozasdhoz. Ezt a sajat eredményeink is megerdsitik.
A rezidudlis aramlas hatterében eliilsé hasfali (epigasztrikus, medidlis ¢€s lateralis
valamint dorzalis kollateralis rendszerek tarhatok fel, valamint az eddig ismeretlen
gerincveldi anasztomozisok is nagy jelentdséggel birhatnak.

3. Az  iszkémias idOtartam ndvekedésével az  elektronmikroszkopidval
megfigyelhetd ultrastrukturalis valtozasok egyre sulyosabb iszkémias karosodast
jeleznek. 9 6ras iszkémiat kdvetden mar nemcsak a mitokondriumokban, hanem egyéb
szubcellularis struktarakban is megfigyelhetd a karosodas. Fénymikroszkdpiaval ezzel
szemben a karosodas egyértelmi jelei csak 9 oras iszkémiat kovetden valnak lathatova.
4. Az irodalmi adatokkal ellentétben a mi modelliinkben az I-es tipust (lassu
Osszehuzodasra képes, oxidativ) rostok fokozottabb érzékenységét taldltuk, melyre az
alkalmazott kisérleti modellek kozotti eltérés adhat magyarazatot.

5. Az altalunk kifejlesztett 0j eljaras eredményeink szerint magas érzékenységgel
képes a kialakult iszkémidas karosodas mértékét meghatarozni, hiszen a modszer altal
biztositott értékek jol korrelalnak mind az iszkémia hosszaval, mind az elektron
mikroszkdpos vizsgalatok soran latott valtozasokkal.

6. A rovid reperfuzié vizsgalata soran kapott eredmények tovabb erdsitik az
altalunk alkalmazott eljaras hatékonysagat. Modszeriink nemcsak a reperfizidé soran
kialakulé kéarosodds novekedését volt képes megfelelden jelezni, hanem hasonlo
mértéki ultrastrukturalis kdrosodasok esetén hasonld érékeket volt képes biztositani.

7. Az altalunk alkalmazott modszer az elektronmikroszképos felvételeken
latottaknak megfelelden volt képes jelezni az izomrost tipusok kozott fennalld
kiilonbségeket. Az I-es tipust rostok az eljaras szerint szignifikdnsan nagyobb mértékii

karosodast szenvedtek.
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8. Klinikai vizsgélataink sordn az izomrost ¢letképességet vizsgald eljaras
eredményeink szerint megfelelden képes jelezni a szovettani kdrosodas mértékét, hiszen
enyhe karosodas esetén alacsony, kozepes karosodéas esetén kozepes, mig sulyos
karosodas esetén kifejezett életképesség csokkenés volt tapasztalhato.

9. Ezen eljaras a vizsgalati eredmények szerint képes megfeleléen megbecsiilni az
akut végtagi iszkémia klinikai kimenetelét, hiszen a magas ¢€letképesség értékek pozitiv
klinikai kimenetellel voltak Osszekapcsolhatok, mig a csokkent életképesség értékek
esetén a végtagok megtarthatésaga hosszl tdvon nem valt lehetségessé.

10. A posztkondicionalas 8 6ras iszkémids idétartamot kovetden is képes volt a
fénymikroszkoposan detektalhatd szovettani karosodas mérséklésére a posztoperativ
hatodik orat kdvetden.

11. Az altalunk alkalmazott sebésztechnikai eljards az izomrostok életképességének
tekintetében is kedvezd hatasokkal rendelkezik az alkalmazott hosszii iszkémias
id6tartamot kdvetden.

12. A posztkondiciondlas jelen kisérleti elrendezésben képes volt mind a lokalis
gyulladéds, mind az ennek kovetkeztében fellépd szoveti 6déma kialakulasanak
mérséklésére.

13. A posztkondicionalas a szOvettanilag sériiltnek mutatkozo6 izomrostok aranya, az
izomrostok életképessége, valamint a szérum kreatinin koncentraciok tekintetében,
képes volt ugyan szignifikdnsan csokkenteni ezen paramétereket, az iddbeli
dinamikéjukat azonban nem befolyasolta az iszkémias-reperfuzids csoporthoz képest.
Azonban a szoveti nedvességtartalom tekintetében az eljaras feltehetéen az iddbeli

dinamika megvaltoztatasan keresztiil volt képes az 6déma mértékének mérséklésére.
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