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1. Bevezetés

Az akut alsé végtagi verdér-elzarodasok, illetve egyéb also végtagi érkirekesztésben
végzett verOér-rekonstrukcios sebészeti beavatkozasok soran elkeriilhetetlen a
kirekesztéstol, illetve érelzarodastol disztalisan esd szovetek, mindenekeldtt egy nagy
tomegl also végtagi vazizomzat iszkémias-reperfizios karosodasa. Az izomzat iszkémias
rabdomiolizise jatszodik le, akar als6 végtagi kompartment szindromaval, a
revaszkularizaciét kovetden pedig keringési redisztribucioval, jelentds szisztémas ¢€s
lokalis hemodinamikai valtozésokkal, helyi, majd akéar generalizalt gyulladésos
valaszreakcioval. A mitétet koveto idoszak egyik leggyakrabban megfigyelt szovodmény
lehetdsége a vesefunkcid akar heveny veseelégtelenségig fokozddd romlasa. Ezen
perioperativ vesediszfunkcio kialakulasdnak mechanizmusa tobb komponensii: kotheto a
keringési elégtelenséghez, a kérosodott izomrostokbol felszabadulé nefrotoxikus
anyagokhoz, neuroendokrin mechanizmusokhoz ¢és a gyulladasos reakcidhoz. Dontd
tényez0 az iszkémids rabdomiolizis sordn nagy mennyiségben a keringésbe keriild
mioglobin, mely a proximalis tubulussejteket tobb mechanizmus révén karositja, akar
akut tubularis nekrézist okozva.

Az iszkémias posztkondicionalas egy iszkémidnak kitett szerv reperfuzidjanak kezdetén
a szOveti véraramlas ismételt, tobb rovid ciklusban valé megszakitasa, rovid reperfizios-
reokklizids cikusok alkalmazasa a végleges és teljes reperfuzié elétt. Kiilonbozo trigger
mediatorok az iszkémids hatasnak kitett sejtekben intracellularis foszforilacios kaszkad
jelatvitelt inditanak el, melyek soran aktivalodnak és nyilnak a mitokondrialis ATP-fiiggd
kalium (mitoKatp) csatorndk. Ennek hatasara gatlodik a sejtnekrozisért végsd soron
felelds mitokondrialis MPTP (mitochondrial permeability transition pore) oriascsatornak
megnyilasa.

A levosimendan pozitiv inotrop ¢és vazodilatitor készitmény, melynek klinikai
alkalmazasara sulyos heveny vagy eldrehaladott kronikus szivelégtelenségben keriil sor.
Ismert ugyanakkor, hogy a mitoKarpe csatornaknak is agonistaja, a csatornak nyitasaval
szintén feltehetéen az MPTP csatorndk nyitodasat képes megakadalyozni €s igy protektiv

hatdsu iszkémids-reperfuzids karosodasokban.



2.

Célkitiizés

Kisérleti modellt hoztuk 1étre patkanyokon, melyben kétoldali alsé végtagi iszkémias-

reperfuzios karosodas 1ép fel annak tavoli szervi és szisztémas kovetkezményeivel,

reprezentdlva az artérias rekonstrukcios érsebészeti beavatkozasok soran kialakuld

legfontosabb szovédményeket. A modellben két olyan kondiciondlési eljaréast, és azok

posztoperativ szovédményekre vald hatasait vizsgaltuk, melyekben kozos, hogy

ismereteink alapjan hatdsmechanizmusukban fontos tényez6 a mitokondrialis ATP-fiiggd

kalium (mitoKatp) csatornak megnyilasa az iszkémias-reperfuzios karosodast elszenvedd

izomrostokban. A kisérletek soran az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

1.

Patkany infrarenalis hasi aorta okkluzioval Iétrehozott bilaterdlis 3 oras
végtagiszkémia utan alkalmazott posztkondicionédléssal befolydsolhato-e a
végtagi izomrostok karosodéasa?

A vesefunkcid laboratoriumi és morfologiai markerei alapjan milyen fokua
vesekarosodas alakul ki a bemutatésra keriil6 modellben, ennek milyen az idobeli
lefolyésa, és mindez hogyan befolyasolhato posztkondicionalas alkalmazasaval?
A felallitott modellben kibontakoz6 vesekarosodas milyen mechanizmussal
alakul ki, és ezen mechanizmusok vonatkozdsdban milyen hatas érhetd el
posztkondicionalas alkalmazasaval?

Hogyan valtozik a modellben az artérids kozépnyomas és szivfrekvencia, és a
szamitott hemodinamikai paraméterek alapjan milyen hatds érheté el a
posztkondicionalas alkalmazasa utan?

A posztkondiciondlds modszerével hogyan befolydsolhatd az alsdé végtagi
izomzatban mérhetd mikrocirkulécio, illetve milyen hatéssal birhat a modszer a
vesekéreg mikrokeringésének vonatkozasaban?

Milyen valtozasok észlelhetéek a szérum TNF-a szintekben a miitéti modellben
illetve a posztkondicionalas alkalmazasanak hatasara?

Az ugyanazon miitéti modellben felhasznalasra keriild intravénas levosimendan
infuzid hatasara tapasztalhato-e a végtagi vazizomrostok karosodasanak
vonatkozasdban barmilyen protektiv hatas?

Levosimendannal milyen hatas érhet6 el a kialakul6 vesekarosodas tekintetében?

Milyen hatéssal bir a szer alkalmazésa a szisztémas hemodinamikai mutatdkra?



10. Hogyan alakul a levosmendan infizié mellett a végtagizomzat mikrokeringése, és
valtozik-e a vesekéreg vérellatasa a reperfuzio els6 4 6rdja soran?
11. Torténik-e valtozas a levosimendan alkalmazéasaval a korai posztoperativ

id6szakban észlelheto TNF-a citokin felszabadulasanak tekintetében?

2. Médszerek

2.1. Kutatasetikai hattér
Kisérleteinket a Semmelweis Egyetem Egyetemi Allatkisérleti Bizottsag altal kiadott
22.1/2409/3/2011. szamt engedély alapjan végeztik, az 1998. évi XXVIIL sz.
allatvédelmi térvény, valamint a 243/1998 (XII. 31.) Kormanyrendelet szerint tdmasztott

kovetelményeknek megfeleléen, egyetértésben a nemzetkozi elvarasokkal is (US

National Institute of Health guidelines, Publication No. 85-23, revised 1996; MD, USA).

2.2. Allatok
250-350 g, spf (meghatarozott korokozoktol mentes), him Wistar patkanyok (Charles
River Magyarorszag Kft, Isaszeg) szaraz tapot és vizet kaptak ad libitum, a miitét elotti
12 éraban csak vizet biztositottunk szdmukra. Tartdsuk a napszaki valtozasokat kovetd
mesterséges vilagitds mellett, 22-24 °C-os hdmérsékleten tortént. A cirkadian hatasok

standardizalasa céljabol a miitéteket mindig azonos idében végeztiik.

2.3. Anesztézia
Ketamin (75 mg/ttkg, Calypsol®, Richter Gedeon, Budapest) és xylazin (7,5 mg/ttkg,
Xylasin®, Produlab Pharma, Raamsdonksveer, Hollandia) intraperitonealis injekcioval
torténd anesztézia-indukciot kovetden ugyanezen kombinécid keriilt alkalmazasra (25
mg/ttkg/1 ml/h ketamin és 2,5 mg/ttkg/1 ml/h xylazin) a jobb vena jugularis interndba
helyezett kaniilon keresztiil. Mitét alatti parenteralis folyadék- és elektrolitpotlas

ugyanezen kaniilon keresztiil tortént 3 ml/ttkg/h dézisban.

2.4. Kisérleti elrendezés, mutéttechnika
Narkdzisban a jobb vena jugularis interna, és arteria carotis interna kipreparalasa utan az
erekbe polietilén kaniiloket (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA) vezettiink. Az

artérids kaniilon keresztiil invaziv artérids nyomasmérés tortént. Kozépsé median



laparotomia utan a peritoneum hatsé lemezének megnyitasaval kipreparaltuk a hasi
aortat. Ezt kovetden az allatok 60 1U/ttkg Na-Heparint kaptak intravénasan, bolusban. A
valtozasain keresztiil monitorizaltuk, 1ézer Doppler aramlasmérével (LDF: laser Doppler
flowmeter). Az aramlasmérd berendezés mérbfejét a labszar kiils6 oldalan ejtett hosszanti
bérmetszést és a fascia behasitasat kdvetden rogzitettiikk. EQy masik regisztrald fejet a
vese cortex mikrokeringésének detektalasara a bal vese egy adott felszini pontjan fixaltuk.
5 perc alaparamléast mértiink. Az aortara, kozvetleniil a bifurkacié felett (infrarenalisan)
atraumatikus mikroklipet (Aesculap YASARGIL FT260T; B.Braun AG, Melsungen,
Németorszag) helyeztiink fel, mellyel 180 perces bilateralis iszkémiat hoztunk létre

mindkét alsé végtagban. Az iszkémia alatt az exploralt hasiireget nedves lappal fedtiik.

2.4.1. I kisérlet: posztkondicionalas vizsgélata also végtagi iszkémia-reperfiizid

modelljében
180 perc iszkémia utdn a posztkondicionalt csoportban a mikroklip ismételt kinyitasaval
¢s bezarasaval posztkondicionalast végeztiink, 2 percen keresztiil, 6 ciklusban,
ciklusonként 10 mésodperc reperfuzioval, 10 masodperc reokkluzidval. Ezt kovetden
eltavolitottuk a mikroklipet, és zartuk a hasiireget. Az allatok egy csoportjanal a narké6zis
¢s a hemodinamikai monitorozas fenntartasaval 4 ora reperfiizios idészak kovetkezett. A
reperfuzid utolsdé 3 oraja alatt az allatok spontan iriilt vizeletét felfogtuk, ennek
mennyiségét a terminalaskor holyagpunkcidval egészitettik ki. Az allatok tovabbi
csoportjainal a 3 ora iszkémia utidn, a hasfal kétrétegli, felszivodo varratsorral valod
egyesitését kovetden a narkozist felfliggesztettiik, a nyaki vénas kaniilt eltavolitottuk, a
vénat lekotottiik, a nyaki vagast szuturdval zartuk. 24 Oora, illetve 72 ora reperfiizios
1ddszak kovetkezett az allatok konvencionalis tartasa mellett. Majd Gjabb anesztézia
indukciot kovetden tortént a kisérlet termindldsa és mintavétel. Az aloperalt csoportban
nem kertilt felhelyezésre mikroklip, minden mas tekintetben pontosan gy jartunk el, mint

a masik két csoportban.

2.4.2. 1L kisérlet: Levosimendan kezelés alkalmazasa alsé végtagi iszkémia-
reperfiizio modelljében
A miitét bevezetd 1épései a fentieknek megfelelden tortént a mikroklip felhelyezéséig. A

levosimendannal (Simdax®, Orion Pharma Corporation, Espoo, Finnorszag) kezelt



csoportban a farmakont 5 g/100 ml gliik6z infazioban oldva 10 perc alatt beadott ,,bolus”
dozist (12 pg/ttkg) kdvetden az iszkémia teljes ideje alatt (3 ora) és azt kdvetden tovabbi
3 6ran at adagoltuk intravénasan (0,2 pg/ttkg/min, 0,48 ml/ttkg/h, 25 ug/ml). Az aloperalt
(Shamis) és a kontroll (IRLs) csoportokban 5 g/100 ml gliikéz infuziot kaptak a
levosimendan adagoldsandl szamolt mennyiségben (0,48 ml/ttkg/h). A reperfuzié 4.,
illetve 24. orajanak végén keriilt a kisérlet terminalasra. Az aloperalt csoportban a
mikroklip felhelyezését leszamitva minden maés vonatkozasban ugyanaz tortént az

allatokkal, mint az IR s csoportban.

2.4.3.

Csoportbeosztas - 1. és II. kisérlet (1. tablazat)

1. tablazat: Csoportbeosztas.

A kisérleti allatok csoportbeosztasa és a csoportok jelolése az 1. és I1. kisérletben.

csoport operacio levosimendan | posztkondicionaldas | reperfuzio n
id6tartama
shampostca | laparotomia - - - 5
shampostco4 | laparotomia - - - 5
shampostc72 | laparotomia - - - 5
IRPostca hasi aorta mikroklip - - 4h 8
IRPostc24 hasi aorta mikroklip - - 24 h 8
IRpostc72 hasi aorta mikroklip - - 72h 8
PostCs4 hasi aorta mikroklip - + 4 h 8
PostCo4 hasi aorta mikroklip - + 24 h 8
PostCr. hasi aorta mikroklip - + 72 h 8
shamyss laparotomia - - - 6
shamisy4 | laparotomia - - - 6
IRLs4 hasi aorta mikroklip - - 4 h 8
IRLs24 hasi aorta mikroklip - - 24 h 8
LS4 hasi aorta mikroklip + - 4 h 8
LS24 hasi aorta mikroklip + - 24 h 8

2.5. Mddszerek

2.5.1.

Hemodinamikai monitorozas

Folyamatos invaziv nyomasmérés (Kent Scientific Corporation, Torrington, CT, USA)

tortént a jobb a. carotis internaba vezetett kaniilon keresztiil. Az aktualis

vérnyomasértékeket Dasy Lab V9.00.02. program (National Instruments Corporation,
Austin, TX, USA) 200 /s gyakorisaggal regisztralta, melybdl 5 masodpercenként HR

(szivfrekvencia), szisztolés (SBP), diasztolés (DBP) vérnyomast és artérids

kozépnyomast (mean arterial pressure: MAP) szadmitott. A mért paramétereket



matematikai transzformacioknak vetettik ala c++ (ISO/IEC14882 standard)
programozasi nyelven, Code::Blocks (10.05 rev6283m Code::Blocks Team, USA)
szovegszerkesztében irt forraskdddal, melyet MinGW (2012., mingw.org) kdrnyezetben
forditottunk. A mérési hibakat a program értékeli, bizonyos adatokat nem fogad el, a
helyiiket a legutolso elfogadott adattal tolti ki. Az adatok elfogadhatosaganak kritériumai
a kovetkezOk voltak: az élettaninak megfeleld, legnagyobb ¢és legkisebb megengedett
szisztolés vérnyomas, diasztolés vérnyomas, szivfrekvencia, az adatok 5 masodpercen
beliili valtozasanak szazalékos mértéke. A kapott gorbét a program a konvolicio nevii
matematikai modszerrel tovabb transzformalja. Végiil az egyes allatok mért adatsorainak
elemzése céljabol a kdvetkezd paraméterek keriiltek kiszamitésra:

(@) Minden mérési pontban a HR és SBP hanyadosa keriiltek rogzitésre, majd
atlagolasra az iszkémia 3 Oras iddtartama és a reperfizio 4 oOrds idOtartama alatt. A
reperflzio alatti atlagot elosztva az iszkémia alatti atlaggal az adott allat reperfizid alatti
keringési kompenzacidos mechanizmusat jellemz6 aranyszamot kaptuk.

(b) A reperftzio kezdetekor tapasztalhato volt az allatoknal a vérnyomas hirtelen
csokkenése, majd megfigyeléseink szerint a nyomads ismételten emelkedett és egy
platofazist ért el. A reperfuzid elsé 20 percében mérhetd legalacsonyabb szisztolés
vérnyomas idépontja keriilt megallapitasra, megadva azt, hogy ezen pont a reperfiizid
kezdete utan hany masodpercre helyezkedik el az idStengelyen, illetve, hogy ezen
legalacsonyabb SBP mekkora az iszkémia utols6 mért értékének szazalékaban.

(¢) Kivalasztasra keriilt az az id6pont, amikor a SBP eléri a platofazist. (Minden
ponthoz hozzarendeltiik a kornyez6 2 min SBP értékeinek az atlagat. Az Excel program
,»HA” logikai fliggvényének hasznalataval az az id6pont lett megallapitva, ahol ez az atlag

eléri a reperfuzio teljes idotartamara szamitott atlagos vérnyomasértéket.)

2.5.2. Korszdvettan
A jobb vese €s a jobb m. biceps femoris mintakat 24 oran keresztiil 4 %-0s formalinban
fixaltuk, majd paraffinba keriiltek beagyazasra. 3-5 um vastag metszeteket készitettiink,

melyeket hematoxilin-eozin (HE) festést kdvetéen fénymikroszkoppal elemeztiink.

2.5.3. Izomrost életképesség (viabilitas) vizsgalat
NADH-tetrazolium reduktdz enzimhisztokémiai vizsgalat soran a mitokondriumokban

jelen 1évé NADH-dehidrogenaz katalizélta reakcioban a NADH molekularol egy H ion



keriil nitroblue tetrazoliumra (NBT). A kék szinli formazan reakcidtermék detektalhato
¢s mennyisége aranyos a funkcionalé mitokondriumok szamaval és az enzimkomplex
aktivitasaval. 5 um vastag izomszovet fagyasztott metszetek NBT és NADH 0,05 M-0s
TRIS pufferes (pH 7,6) oldataban (Sigma-Aldrich Inc., Miinchen, Németorszag) keriiltek
inkubalasra (fénymentes koriillmények, 37 °C, 30 min). Desztillalt vizes és aceton-oldattal
végzett (30, 60, 90 % felszallo, majd leszalld koncentracidiban) mosast kdvetden
vizbazist fedés kovetkezett. Leica Qwin Pro morfometrias szoftver (Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Németorszag) segitségével, allatonként véletlenszertien lefotozott 10
kiilonboz6 latdtéren festddott (szintartomany: RGB: 150-105; 175-0; 0-66) / abrazolodott
izomrészlet teriilet aranyok keriiltek meghatarozasra. Az értékeket egészséges allatok

metszeteibdl megallapitott referencia érték szazalékos aranyaban fejeztiik ki.

2.5.4. Laboratériumi vizsgalatok
A jobb kamra punkcidjaval nyert vérb6l (10 min, 3000/min fordulatszamon tortént
centrifugdlés), a hemolizis- €s sejtmentes feliiluszot folyékony nitrogénben taroltuk -80
°C-on. A mintakat automatizalt analizatorral (Beckman Coulter AU480/2011, Beckman
Coulter Inc, Brea, CA, USA) vizsgaltuk. Szérum kreatin-kinaz (CK), aszpartat-
aminotranszferaz (ASAT), laktat-dehidrogenaz (LDH) aktivitisok, szérum Na*, kreatinin
és karbamid koncentraciok keriiltek meghatarozasra, vizeletmintakbol pedig Na* és
kreatinin koncentraciok. Meghatarozasra kertilt a szérum karbamid/kreatinin hanyados, a
renal failure index (RFI = Una * Pureat / Ukreat), €s a frakcionalt Na* exkrécio (FENa =
Clearancena/ Clearancereat * 100 = Una* Pkreat * 100 / (Ukreat * Pna)). (Una, Pna: Vizelet

és szérum Na* koncentracioja; Ukreat, Pkreat: Vizelet és szérum kreatinin koncentracioja).

2.5.5.  TNF-a mérések
A TNF-a szintjét mindkét kisérletben a korai reperfizios iddszakban hataroztuk meg (a
4 oras reperfuzion atesett allatcsoportokban) szendvics ELISA modszerrel (TNF-a
immunoassay kit, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). A TNF-a ellenes antitesttel
bevont ELISA plate-et 100 pL szérum mintaval inkubaltuk, majd mosast kovetden
poliklonalis anti-TNF-a-tormaperoxiddz konjugatummal (szobahdmérséklet, 2x2 h). A
hidrogén-peroxid és tetrametil-benzidin szinreakciot 20 perc mulva leallitottuk kénsav
hozzaadasaval. 450 nm-en mért abszorbancia értékekbdl a rekombinans TNF-ao standard

segitségével készitett kalibracios gorbe alapjan szamoltunk TNF-a koncentraciokat.



2.5.6. Also végtagi izomzat és vesekéreg mikrocirkuldci6 becslése
Lézer Doppler aramlasmér6 (kétcsatornas eszkoz; A = 632,8 nm; monokromatikus; 2 mW
HeliumNeon Laser DRT4 device, DP1T surface probe, Moor Instruments Ltd, London,
UK) hoémérsékletre, vorosvértest koncentraciora és szovetvastagsagra korrigalt flux
értéket regisztral (10/min). Kiszamitasra keriiltek a ,,reperfzios teriilet” (RA: reperfusion
area, a reperflzio teljes idGtartama alatt a gorbék integralja), és a ,,platdé maximum” (PM,
a reperfizio végsé 10 percében mért flux szamtani atlaga). A mért értékek az adott allat

5 perces baseline (alaparamlas) értékeinek szamtani atlaganak %-aban lettek megadva.

2.5.7. Sav-bazis vizsgalatok
Az L. kisérletben bazis-tobblet vizsgéalatok céljabol 10 allatnal tértént 180 perc bilateralis
also végtagi iszkémia, a 10-bol 5 allatnal posztkondicionalassal. A reperfuzid kezdeti,
rendre 0. (iszkémia utolso pillanata), 1., 2., 3. és 4. percében a bal a. carotis communisbol
nyert vérmintan artérias vérgaz analizis tortént (Radiometer ABL80, Medical ApS
Akandevej 21 DK-2700, Brenshej, Denmark). Egy tn. relativ base excess (RBE)
szamitott értéket vezettink be, mely az egyes idOpontokban mért BE ¢és a

revaszkularizacio el6tt kozvetleniil mért (0. idopillanat) BE értékek hanyadosa.

2.5.8. Anti-mioglobin immunhisztokémia
Az 1. kisérletben a vese mintak 4 %-os formalinban voltak fixalva (24 h), majd foszfat
pufferben keriiltek mosasra. Az endogén peroxidaz aktivitas blokkolasa 3 %-os hidrogén-
peroxidban tortént, az antigének el6hivasa 10 mmol/l, pH 6,0 citrat pufferben. Az
aspecifikus kotédések gatlasanak céljara szarvasmarha szérum albuminban lettek a
mintdk aztatva. Az el6készitett metszetek poliklondlis anti-humén anti-mioglobin nyul
antitestekkel (1:50-es higitas, Diagnostic BioSystems Inc, Pleasanton, CA, USA) voltak
inkubalva (12 h, 4 °C), majd a hibridizaci6é 1 6ran at peroxidaz-konjugélt masodlagos
antitestekkel zajlott (EnVision®, Dako Denmark A/S, Glostrup, Déania). Az antigén-

antitest kotddés vizualizacidjara 3-diaminobenzidint alkalmaztunk.

2.5.9. Heat shock protein 72 (HSP72) meghatarozas
Az 1. kisérletben a 4 oOrds reperfuzion atesett allatcsoportokban vett jobb vese
szovetmintakat szonikator (Cole-Parmer Instrument Co., Chicago, IL, USA) segitségével
homogenizaltuk puffer médiumban (10 mmol/l  4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-
etanszulfonsav (HEPES) pH=7,9, 1,5 mmol/l MgClz, 10 mmol/l KCI, 1 mmol/l



dithiothreitol (DTT), 1 mmol/l fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF), 4 mmol/l
benzamidin, 100 U/ml aprotinin, Richter Gedeon Nyrt., Budapest, ill. Sigma-Aldrich Inc.,
St. Louis, MO, USA). Nyul anti-HSP72 antitestekkel (1:10.000) valé inkubaciot (1 h,
szobahOmérséklet), majd tormaperoxidaz-kotott kecske anti-nytl masodlagos
antitestekkel (1:10.000, 1 h; Dako AJ/S, Glostrup, Déania) valé hibridizacid
alkalmazasaval, Western blot technikaval tortént meghatarozas (ImageJ, NIH, Bethesda,
MD, USA). A fehérjetartalom kontrolljaként a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
(GAPDH) gén expressziojat is vizsgaltuk (anti-GAPDH antitest, 1:10.000 higitas, 1 h;
Biodesign International, Saco, ME, USA, illetve tormaperoxidazzal kotott kecske anti-
egér szekunder antitest, 1:10.000 higitas, 1 h; Dako A/S, Glostrup, Dénia).

2.5.10. Lipidperoxidacio
Az 1. kisérletben a 4 oOras repefuziés csoportokban a jobb vese Szovetnedves
vesehomogenizatumok lipidtartalmat izo-oktannal (1 g / 5 ml) extrahaltuk, majd 20 o6ra
elteltével a levegdtdl elzart szobahdmérsékleti mintdk diénkonjugatum-tartalmét 232
nm-en Lumat LB 9051 spektrofotométerrel (Lumat, Berthold, Windbad, Németorszag)
az AOAC (Association of Official Agricultural Chemists, Official Methods of Analysis
1984; 28054 B. 14th edition, Arlington, USA) Gtmutatasa szerint hataroztuk meg.

2.5.11. Statisztikai feldolgozas
Az adatok kiértékelése IBM SPSS Statistics Version 20 (IBM Corporation, Armonk, NY,
USA) szoftverrel tortént. Allatcsoportonként az adatok normal eloszlasat Kolmogorov-
Smirnov teszttel vizsgaltuk. A mintdk homogenitdsat Levene teszttel értékeltik. A
variancidk homogenitdsa esetén egyutas varianciaanalizist (ANOVA, analysis of
variance) és Scheffe post hoc tesztet alkalmaztunk, a varianciak heterogenitasa esetén
Brown-Forsythe tesztet Games-Howell post hoc analizissel. A relativ bazistobblet (RBE)
mérések eredményeinek statisztikus feldolgozésa egy utas, ismétléses (repeated
measures) ANOVA probaval tortént. Az atlagértékek kozotti kiillonbséget p<0,05

konfidenciaszint mellett tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.
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3. Eredmények

3.1. 1 kisérlet

3.1.1. Hemodinamikai monitorozas

(@) Az IRpostca csoportban a reperfizid alatt magasabb ,,shock-index” volt mérhet6, mint
az iszkémia alatt (az aranyszam 1-nél nagyobb), a PostCs csoportban az index
alacsonyabb volt (1,040 + 0,22 vs. 0,814 + 0,19, p=0,044).

(b) A posztkondicionalt csoportban a legnagyobb vérnyomasesés pontja késébb
kovetkezik be, mint a kontroll csoportban (PostCa: 9,41 + 7,05 min, vs. IRpostca: 7,87 +
5,06 min a reperfuzié kezdete utan), ez a vérnyomasesés kisebb mértékii (PostCa: 11,58
+ 6,04 %, IRpostca: 17,11 £+ 3,59 % az iszkémia utolsé mért idépontjaban tapasztalt SBP
értékhez képest, p=0,038).

(c) Tendenciaszeri kiilonbség figyelheté meg a két csoport kozott a vérnyomas
emelkedési sebessége tekintetében: az IRpostcs csoport allatainal a SBP 22,92 + 20,42 min

alatt ért vissza a platofazisba, a PostCas csoportnal pedig 13,90 = 12,93 min alatt.

3.1.2. M. rectus femoris szdvettan
A HE festett metszeteken — kvalitativ értékelés soran - az egyes csoportok k6zott csupan
minimalis kiilonbségeket észleltiink. A 4 oras allatokban — csoporttdl fliggetleniil — a
harantcsikolat és magfestés tobbnyire megtartott, szoveti 6déma nem volt. Esetenként az
izomrostokban minimalis vakuolizaltsagot lattunk mind az IRpostca, mind a PostCs
csoportokban. 24 ora elteltével az IRpostco4 csoportban helyenként leukocitas infiltracio
volt lathato. Irreverzibilis patologiai elvaltozast nem talaltunk. A PostCz4 csoportokra az

6déman kiviil mas elvaltozas nem volt jellemzd. 72 h elteltével regresszio volt észlelheto.

3.1.3.  Vese szovettan
Az IRpostcs allatok szovettani metszetei kozepes foku akut tubularis nekrézis képét
mutattak (tubulusok lumenében hialincilinderek, a tubulussejtek duzzadtak, benniik
vakuolizaltsag, hidropikus degeneracio). A PostCs csoportban kedvezobb szdveti kép
abrazolddott (kvalitativ elemzés). A 24 és 72 dras alcsoportokban a szévetkarosodas jelei
kevésbé abrazolddtak, a 4 6ras metszetekhez képest javuld tendencia volt megfigyelhetd,

érdemi kiilonbség nélkiil a posztkondicionalt és a kezeletlen kontroll allatok kozott.
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3.1.4. Izomrost életképesség vizsgalat
Az IRpostcs €s IRpostco4 CSOportokban az egészséges allatokban mért értékekhez képest
jelentdsen kisebb mértékii viabilitast észleltiink (4 h: 42,93 + 19,20 %; 24 h: 41,15+ 16,95
%). Ezzel 6sszehasonlitva a posztkondicionalt csoportok esetében a 24 6ras alcsoportban
szignifikdnsan magasabb életképességet detektaltunk (4 h: 43,27 + 30,14 %; 24 h: 62,65
+ 27,13 %). 72 6ra utan mindkét csoportban javuléas volt mérhetd, ekkor mar szignifikans
kiilonbség nem adodott a posztkondicionalt és a kezeletlen IRpostc72 csoport kozott

(IRpostc72: 77,64 + 30,64; PostCro: 79,82 +45,11).

3.1.5. Laborvizsgalatok — izomsériilés
Az emelkedett szérum kreatin-kinaz, aszpartat-aminotranszferaz és laktat-dehidrogenaz
enzimszintek manifeszt rabdomiolizisre utaltak mar a reperfizid 4. érajaban mind az
IRPostca, mind a PostCs csoportban. A 3. posztoperativ nap végére ezen nekroenzim
aktivitdsok visszatértek a referencia tartomanyba. Egyik mért iddpontban sem volt

tapasztalhat6 szignifikans kiilonbség a PostC és az IRpostc csoportok kozott.

2. tablazat: I. kisérlet, szérum Kkreatin-kinaz, aszpartat-aminotranszferaz, laktat-
dehidrogenaz laboratériumi mérések.

Szignifikans kiilonbség egyik esetben sem adodott az IRpostc €s a megfeleld PostC
alcsoportok kozott. A 4 oras reperfuzids csoportban az aloperalt allatokban mért
értékekhez viszonyitva szignifikdnsan emelkedett szérum enzimaktivitasok mérhetdk az
IRpostca €s (az ASAT-ot leszdmitva) a PostCs csoportban is (*: p < 0,05 a megfelel6 sham

csoporttal valo 6sszevetésben)

kreatin-kinaz aszpartat-aminotranszferaz laktat-dehidrogenaz
Sham IR PostC Sham IR PostC Sham IR PostC
4h 257.0 8752+ 921.0+ 162.0 249.3 167.0 256.7 1075.0+ 917.6+
+56.3  206.5*  329.5* +27.5 £784* 1819 +64.5  1443*  217.8*
24h 318.5 340.3 285.7 104.5 186.6 239.3 287.0 439.8 423.7
+29.0 +232.3  +116.8 +51.6  £139.2  £155.2 +21.2 £209.2  +180.2
72h 197.0 328.3 390.4 56.3 93.8+ 90.5 217.0 284.9 284.9
+24.0  +138.8  £95.7 +6.7 84.0 +90.4 +127.3  +£186.6  £106.0

3.1.6. Laborvizsgalatok — vesekarosodas
Az IRpostc csoport 4 oras alcsoportjaban emelkedett szérum kreatininkoncentraciot
mértlink a megegyezOd alcsoportba tartozd aloperalt allatokhoz képest. A PostCs

csoportban szintén koros, de szignifikdnsan kevésbé emelkedett szérumszintet mértiink.
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A 24 ¢és 72 oOrdas mérési pontndl minden vizsgalt csoportban alacsonyabb
kreatininszinteket detektaltunk — itt nem volt szignifikans kiilonbség a csoportok kozatt.
4 oOra reperfuzio végére a szérum karbamid / kreatinin hanyados ¢és a frakcionalt natrium
exkréci6 is tubularis tipust vesekarosodast jeleztek, de csak az IRpostca CSOpOrtban, ezen
paraméterek a PostCs csoportban nem utaltak vesekarosodasra a hagyomanyos beosztas
szerint. A renal failure index szamitasaval tovabbra is fennallo veseelégtelenséget lehetett
Kimutatni az IRpostcoa €és IRpostc72 csoportban, minden idGpontban szignifikdnsan
alacsonyabb értékeket szamoltunk a posztkondicionalt allatokban.

3. tablazat: 1. Kisérlet, laboratoriumi mérések:

+:p < 0,05 vs. a megfeleld IR csoport; 1: p < 0,001 vs. a megfeleld IR csoport

4h 24 h 72 h
. o Sham 67,35+16,27 20,40+7,50 20,35+4,74
[Slg(:‘l;;'] kreatinin IR 219,09+81,92 39,22+3,32 38,07+2,07
H PoSIC 96,25428,07 % 26,4346,88 + 31,10+6.79
] ] Sham 6,31+0,71 5,36+0,49 5,09+0,13
[Srff;]g;‘l]karbam‘d IR 8,03+0,90 6,15+0,29 6,30+0,64
PostC 6,38+0,50 5,55+0,07 5,32+0,29 ¥
] Sham 97,54+32,77 276,79+77,78 253,51+60,76
Szérum karbamid / IR 39,90+14,65 159,06+25,14 134,50+32,96
kreatinin hanyados
PostC 68,37+24,51 + 258,40+53,02 + 199,69+39,40
FENa (frakcionalt Sham 0,24+0,26 0,34+0,09 0,87+0,12
natrium exkrécié) IR 2,19+1,31 0,94+0,29 0,98+0,25
[%6] PostC 0,75+0,50 0,50+0,22 0,26+0,16 T
_ Sham 0,42+0,37 0,49+0,12 0,77+0,56
RFI (renal failure IR 2,37+1,43 1,53+0,45 1,514+0,36
index) [mmol/I]
PostC 0,92+0,32 0,77+0,34 ¥ 0,43£0,28 ¥

3.1.7. TNF-a meghatarozas

A 4 6rés aloperalt csoportban mért értékhez (6,615 + 1,423 ng/ml) képest szignifikansan
emelkedettek voltak a TNF-a-szintek mind az IRpostcs (44,904 + 8,693 ng/ml), mind a
PostCs (22,906 + 4,909 ng/ml) csoportban. Az IRpestca csoporthoz viszonyitva a PostCa
csoportban a TNF-a-szint szignifikansan alacsonyabb volt (p<0,05).

3.1.8.  Also6 végtagi mikrocirkulacio
Az IRpostcs allatokban a kirekesztés felhelyezése elott mérthez képest a reperftizié soran
hipoperfuizidra utal6 aramlas mérhetd. A PostC4 csoportban a vérkeringés ujraindulasat
kovetd atmeneti hiperémia utdn az iszkémias periddust megelézé id6szakhoz hasonlo
adatok mérheték. A PostCs allatokban magasabbb az RA és PM érték, mint az IRpostca
csoportban. (RA: PostCa: 96,15 + 17,48 % vs. IRpostca: 63,99 + 15,73 %, p = 0,038, PM:
PostCy: 82,87 23,19 % vs. IRpostca: 60,85 + 15,33 %, p =0,194).

13



5.1.9. Vesekéreg mikrocirkulacio
Az als6 végtagi reperfuzio kezdetétdl fogva az IRpostcs csoportban lassu csokkenés volt
allatokhoz hasonl6 szinten maradt a mikrocirkulacio. (RA: PostCa: 99,01 + 2,76 % vs.
IRPostca: 82,31 + 12,23 %, p = 0,024, PM: PostCs: 96,81 + 6,14 % Vvs. IRpostca: 77,21 £
14,81 %, p = 0,037).

5.1.10. Sav-bazis haztartés

A relativ base excess (RBE) a reperfuzié 1., 2., 3. és 4. percében vett vérminta BE értéke
¢s a revaszkularizacio el6tt kozvetleniil mért (0. idOpillanat) BE (negativ értékek)
hanyadosa. Mint két negativ szdmnak a hanyadosa, a nagyobb pozitiv hanyados a
szisztémas keringésben megjelend nagyobb acidotikus terhelésre utal. A 4. perchen
szignifikans kiilonbség mutatkozott a PostCs és IRpostca csoport kozott, a PostCa
csoportban alacsonyabb a hanyados. (1. perc: PostCa: 1,8040,66 vs. IRpostca: 3,19+0,27,
2. perc: PostCa: 2,44+1,14 vs. IRpostca: 3,38+0,17, 3. perc: PostCa: 2,07+0,82 vs. IRpostca:
5,3242,91, 4. perc: PostCa: 2,05+0,56 vs. IRpostcs: 3,28+0,32, p=0,037.)

5.1.11. Anti-mioglobin immunhisztokémia
A reperfizi6 kezdete utan 4 o6raval vett veseszovettani mintdkon mioglobin epitdopok
voltak detektalhatok a tubulusok lumenében és a proximalis kanyarulatos csatorndk
tubularis epitél sejtjeinek apikalis vakuolaris képleteiben. Kisebb foku mioglobin jelenlét
volt detektalhatd a PostCs csoportban az IRpostca Csoporttal vald Gsszevetésben. A 24,
illetve 72 ora reperfuzids iddszakon atesett allatcsoportokban egyik veseszdovettani
metszeten sem volt detektalhatd mioglobin-pozitivitas (vélhetden a mioglobin-epitopok

ekkorra mar atalakult, lebomlott szerkezetének koszonheten).

5.1.12. Heat shock protein 72 (HSP72) meghatarozas
HSP72 mérések a konstansan kifejez6d6 GAPDH gén expresszidjara lettek normalizalva.
Lathato volt a vese HSP72 expresszidjanak magasabb szintje mind az IRpostca
(1,78+0,45), mind a PostCs (1,41+0,13) csoportban az aloperalt csoportban mért szinttel

(0,98+0,23) osszehasonlitva, de szignifikans kiilonbség nem adodott a csoportok kozott.
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5.1.13. Lipidperoxidécio
Homogenizalt vesemintakbol meghatarozott diénkonjugatumok emelkedett szintje volt
mérheté a PostCs és az IRpostca CSoportban egyarant. Az IRpostca csoportban a PostCa
csoporténal szignifikdnsan magasabb érték mutatkozott (Shampostca: 0,12 + 0,01 U/ml,
IRPostca: 0,17 + 0,04 U/ml, PostCs: 0,14 + 0,01 U/ml, p=0,032).

5.2. 11 kisérlet

5.2.1. Hemodinamikai monitorozas
(@) A reperfuzid idGtartamara vonatkozdan szamitott ,,shock index” magasabb volt, mint
az iszkémia id6tartama alatt (hanyados > 1) mind az IR s4, mind a LS4 csoportban, a két
csoport kozott szignifikans kiilonbség nélkiil. (1,09+0,25 vs. 1,07+0,30, p>0,05).
(b) A reperfuzié elején a legalacsonyabb szisztolés vérnyomas a reperfiizio elsé 20 perce
alatt a levosimendannal kezelt csoportban 6,0042,86 perc utan volt mérhetd, mig a IR s4
csoportban 7,374+4,97 perccel az aortakirekesztés felengedését kovetéen (p=>0,05).
(c) Ez a vérnyomasesés bar nagyobb mértékii volt az IRLss csoportban (az iszkémia utolsd
mért szisztolés vérnyomas értékének 16,61+£3,61 %-a), mint a levosimendannal kezelt
csoportban (8,56+8,22 %), de a kiilonbség a két csoport kozott nem volt szignifikans.
(d) A vérnyomas kezdeti esését kovetden a gorbék a plato fazist kb. hasonlo id6 utan érték
el mindkét csoportban (IRiss: 17,53#11,23 min, és LS4 17,42+19,83 min a

revaszkularizacio utén), érdemi kiilonbség nélkiil (p>0,05).

5.2.2. Korszovettan

A HE festett m. tibialis anterior mintakbol késziilt metszetek fénymikroszkopos
felvételein nem volt detektalhatd definitiv izomkarosodas egyik csoportban sem, egyik
vizsgalt idépontban sem. A veseszdvettani metszeteken akut tubularis karosodas jelei
voltak lathatok az IRLs4 csoport allatainal, vakuolizalt tubularis sejtekkel, hialin-cilinder
precipitatumokkal a tubuldris lumenben. A 24 6rés reperfuzion atesett allatoknal (IR s24
csoport) enyhén kisebb mértékii karosodas volt lathato. A levosimendannal kezelt allatok
csoportjaiban (LSs és LS»24) a karosodas mindkét idépontban kisebb mértékii volt
(kvalitativ kiértékelés).
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5.2.3. Izom életképesség vizsgalat

4 oras reperfuzidt kovetden egy jelentésen csokkent viabilitds volt mérhetd az IRis4
csoportban, a mért értékek nem tantiskodtak érdemi javulasrol még 24 érat kovetéen sem
(IRLs24 csoport). Levosimendan kezelés hatasara (LS4 csoport) egy kevésbé csokkent
izoméletképesség volt mérhetd, a 24 Ords reperfuzion datesett csoportokndl a
levosimendannal kezelt csoportban enyhén csokkent életképesség volt mérhetd (4 h utan:
shamyiss: 99,2+2,6 %, IRLs4: 36,6+6,5 %, LS4: 60,7+3,9 %, p<0,05; 24 h utan: shamysp4:
99,1+2,7 %, IRLs24: 39,7+4,1 %, LS24: 66,6+4,7 %, p<0,05).

5.2.4. Laboratériumi vizsgalatok
A 4 6ras reperfuzidos iddszak végére az emelkedett szérum kreatinin szint alapjan
egyértelmii vesefunkcios karosodas volt kimutathatd az IR s4 csoportban. Az IR s4 és LS4
Osszevetéseben szignifikansan kisebb mértékli karosodas volt mérhetd a levosimendan
kezelés hatasara. A szamitott klinikai vesefunkcids paraméterek (a frakcionalt natrium
exkrécid és a szérum karbamid/kreatinin hanyados) tubularis karosodésra utaltak az IR s4
csoportban, mig a LS4 csoportban szamitott paraméterek a hagyomanyos beosztas szerint
nem jeleztek vesekarosodast. A renal failure index szamitott paraméter tovabbra is
fennalld veseelégtelenségrol tantskodik 24 oOraval a reperfizid kezdetét kovetden, a
levosimendannal kezelt csoportban szignifikansan alacsonyabb érték adodott. (4.

tablazat)

4. tablazat: Vesefunkcios laboratoriumi mérések a I1. Kisérletben:

T:p <0,05 vs. a megfeleld IR csoport; I: p <0,001 vs. a megfeleld IR csoport

4h 24 h
Sham 30,91+4,45 29,68+8,78
Szérum kreatinin [pmol/l] IR 97,85+25,02 59,04+10,67
LS 54,03£5,51 % 49,294+4,85 T
Sham 4,46+0,67 4,97+0,60
Szérum karbamid [mmol/I] IR 5,91+1,22 6,46:0.89
LS 5,52+1,00 5,84+0,40
) . Sham 148,03+34,80 183,49+69,42
Szeru'm' kar})amld/ IR 62,60+14,50 112,82+25,92
kreatinin hanyados
LS 101,84+13,11 I 119,57+15,41
Sham 0,58+0,103 0,59+0,17
FENa (frakcionalt natrium IR 2.01+0.54 1.77+0.30
exkrécié) [%0] ’ § ' '
LS 1,20+£0,23 1 1,1940,19 %
. . Sham 0,80+0,08 0,80+0,24
RFI (renal failure index) IR 2624039 2.33+0.20
[mmol/l] > > > )
LS 1,66+0,17 + 1,61£0,16 I
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5.2.5. Szérum TNF-o mérések
Az IRLss csoportban és az LS4 csoportban szignifikans szérum TNF-a koncentracid
emelkedés volt mérhetd az aloperalt csoporthoz képest. A levosimendannal kezelt
csoportban szignifikdnsan alacsonyabb TNF-o szintet mértiink (Shamiss: 4,96+0,72
ng/mL, IRis4: 36,79+7,78 ng/mL, LSa4: 14,51+2,30 ng/mL, p<0,001 IRLs4 és LS4 kozott).

5.2.6. Also végtagi izomzat és vesekéreg mikrocirkulacid becslése

Az aloperalt csoportban a kisérlet teljes idotartama (a 7 oras regisztralasi idotartam) alatt
végig stabil flow volt mérhetd 1ézer Doppler aramlasmérdvel, mind a vese felszinén, mind
a m. biceps femorison. Az IRLs4 és LS4 csoportokban a vese kéreg mikrocirkulacioja az
alaparamlas szintjén maradt a 3 ora végtagiszkémia idOtartama alatt. A végtagok
revaszkularizacioja utan a mért aramlas értékek fokozatos csokkenést mutattak a IR ss
csoportban, mig a levosimedannal kezelt allatoknal az aramlas az iszkémia alatt
mérhetének megfeleltetheté szinten maradt. (PM: IRys: 78,02+12,63 % vs. LSa:
96,90+4,67 %, p=0,009; RA: IRLs4: 82,91+9,75% vs. LS4: 98,84+1,85 %, p=0,004).

A végtagi izomzat (m. biceps femoris felszini) mikrocirkulaciéja a hasi aorta
okkluzigjakor leesett az IRLss és a LS4 csoportban kozel O szintre. Az érkirekesztés
megsziintetésekor a mért értékek a levosimendannal kezelt allatokndl atmenetileg
visszatértek a 100 %-nak megfeleld alaparamlas szintjére, mig az IR s4 csoportban csak
kb. 80 %-os aramlas volt mérhetd. Az aramlas a 4 oras reperfuzids idétartam soran kis
mértékben tovabb csdkkent mindkét csoportban, de a levosimendan kezelés mellett
szignifikdnsan magasabb aramlas volt mérhet6. (PM: IRLss: 62,87+£14,58 % vs. LSa:
89,25+6,70 %, p=0,004; RA: IR ss: 66,01£14,92 % vs. LSa4: 90,26+6,55 %, p=0,006).

6. Kovetkeztetések

1. A felallitott 3 o6ras Dbilaterdlis végtagiszkémia patkdnymodelljében
posztkondiciondlds alkalmazasaval szamottevd eredmény nem mutatkozott a
végtagi izomrostok iszkémids-reperfuzidos karosoddsa tekintetében, a
hagyoméanyos HE korszovettani képek, illetve szérum CK, LDH és ASAT
aktivitasok meghatarozasa alapjan. Izomrost viabilitds modszerének segitségével
azonban 24 6raval a reperfuzi6 kezdete utan szignifikdnsan kisebb foku karosodas

volt igazolhato a posztkondicionalt allatok izomrostjain.
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2. A reperfuzidt kovetd elsd négy ora lézer Doppler aramlasmérései alapjan az
iszkémian atesett allatokban egy mikrocirkulacios elégtelenség volt detektalhato
az also végtagi izomzatban, posztkondicionaldssal szignifikdnsan kisebb fokban
karosodott mikrokeringés igazolddott. Ezzel egy idoben a korai gyulladasos
marker szérum TNF-a szintje is szignifikdnsan kisebb mértékben emelkedett meg
a posztkondicionalas modszerével.

3. A modellben egy heveny vesekarosodas morfologiai és laboratoriumi jellemzoi
voltak észlelhetok. Ennek hatterében az izomzatbol felszabadulé mioglobin
tubuluskarositd hatasa, lipidperoxidéacio, szisztémds acidozis, gyulladasos
folyamatok, a vese cortex mikrocirkulacios elégtelensége, illetve
keringésdinamikai valtozasok is igazolhatok voltak. A posztkondicionalasban
részesiilt allatcsoportokban enyhébb fokt mioglobin-indukalt tubularis karosodas
volt észlelhetd. Ez vélhetben fiiggetlen az alsé végtagi izomrostkarosodastol és
inkdbb talan a modszer mechanikus tulajdonsagainak, a mioglobin és egyes
acidotikus, nefrotoxikus anyagcseretermékek a keringésbe vald frakcionalt és
késleltetett bemosodasanak tulajdonithato, kisebb részben a vese mikrocirkulacio
javitasanak ¢€s a szisztémas keringési valtozasok mérséklésének tudhatd be.

4. Vélhetéen szintén a modszer mechanikus tulajdonsdgai folytdn a reperfuzid
kezdetén mutatkozd keringésmegingas a posztkondicionalt allatokban enyhébb
mértékll volt, és a reperfizid alatt mérhetd alacsonyabb shock-index alapjan
kedvez6 keringésdinamikai alkalmazkodas érhetd el a technika alkalmazasaval.

5. Ugyanazon miitéti modellben alkalmazott levosimendan hatdsara mar 4 o6raval a
reperfiizid utan tapasztalhatdo volt enyhébb foku lokalis karosodas az
izoméletképesség meghatarozas és a végtagi mikrocirkulaciés mérések alapjan.
Ezen eredmények valdsziniisithetéen a levosimendan mitokondrialis integritasra
valo kedvez6 hatasaval, a mitoKarp-csatornak nyitodasaval magyarazhatok.

6. Levosimendan kezelés mellett kisebb fokban csdkkent mikrokeringés mérhet6 az
als6 végtagi vazizomzat felszinén, ezt kiséri a kisebb mértékii gyulladasos TNF-
a citokin felszabadulas.

7. Levosimendan kezelés hatdsara kisebb foku heveny tubularis vesekarosodas, a
korai iddszakban megtartott kortikalis perfuzido volt igazolhatd, melyeknek

hatterében a szer vazizomrostok mitokondridlis integritasara, a vazizomzat
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crer

valosziniisithet6k, tovabba ezekhez hozzajarulhatnak a szer kedvezo

kardiovaszkularis hatasai.
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