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Roviditések jegyzéke
A szbvegben megjelend roviditések betiirendbe szedve.

AIF: apoptozisindukal6 faktor

AP-1: aktivator protein-1

ALAT: alanin aminotranszferaz

ARDS: adult respiratory distress syndrome
ASAT: aszpartat aminotranszferaz

ASK: apoptosis signal-regulating kinase
ADP: adenozin-bifoszfat

ASE: aszkorbnsav ekvivalens

ATP: adenozin-trifoszfat

CD(95): cluster of differentiation (95)
COX: ciklooxigenaz

DAMPs: danger-associated molecular patterns
DIC: disseminated intravascular coagulation
DNS: dezoxiribonukleinsav

DPPH: difenil-2-pikril-hidrasil

EGF: epithelial growth factor

ER: endoplazmas retikulum

ERK: extracellular signal-regulated kinase
ET(-R): endotelin(-receptor)

FSAL: Fas-ligand

GAPDH: gliceraldehid 3-foszfat dehidrogenaz
GIn: glutamin

GSH: glutation

GSSG: oxidalt glutation

HCIO: hypoklorsav

H-donor: hidrogén-donor

HE: hematoxilin-eozin

HEPES: (4-(2-hidroxyethil)-1-piperazinetaneszulfonsav
H,O,: hidrogénperoxid

HO: hemoxigenaz

HMGB: high mobility group box

HSP: heat shock protein

IAP: inhibitor of apoptosis protein

ICAM: intercellular adhesion molecule
IFN-y: interferon-y

IL: interleukin

I-R: iszkémias-reperfizios

IP: iszkémias prekondicionalés

JNK: c-Jun-N-terminalis kinaz

(k)Da: (kilo)Dalton

LDF: laser Doppler flowmeter

L-NAME: L-NG-nitroarginin metil-észter
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MAPK: mitogén aktivalt protein kinaz

(mito) K*arp-csatornak: (mitokondrialis) ATP-szenzitiv K*-csatornak
MPTP: mitokondrialis permedbilitési tranzicios prus
MPT-csatornak: mitokondrialis permeabilitasi tranzicids-csatornak
MODS: multi organ dysfunction syndrome

MOF: multi organ failure

NAD(P): nikotinamid-adenin-dinukleotid-poszfat

NBT: nitroblue-tetrazolium

NK-sejtek: natural killer-sejtek

NO: nitrogén monoxid

(i/e)NOS: (inducable/endothelial) nitrogen monoxid synthase
NO,: nitrogén dioxid

N,Os: dinitrogén trioxid

NFx-B: nuclear factor x-B

O, : szuperoxid anion

OHe: hidroxilgyckok

ONOQO': peroxinitrit

PAG: phosphate activated glutaminase

PARP: poly(ADP-rib6z) polimeraz

PDE: foszfodiészteraz

PKC: protein-kindz-C

PM: plat6 maximum

PRRs: pattern recognition receptors

RAGE: receptor for advanced glycation end products

RLU: relative light unit

RNS: ribonukleinsav

ROS: reactive oxigen species

RT: reperflzios tertlet

SAPK: stress activated protein kinase

SH-csoport: szulfhidril-csoport

SIRS: systemic inflammatory response symdrome

SOC: store operated Ca**-csatorna

SOD: szuperoxid dizmutaz

STAT: signal transducers and activators of transcription
TNF-a: tumor necrosis factor-o

TNFR: tumor necrosis factor receptor

TRAIL: tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand
TRAIL-R: TRAIL-receptor

TLR: toll-like receptor

TRIS: Tris(hydroxymetil)-aminometan

TRP-csatornak: tranziens receptor potencial-csatornak
TUNEL.: terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling
XAIP: X-linked inhibitor of apoptosis protein

VCAM: vascular adhesion molecule
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1. Bevezetés

Kiterjedt majrezekcidk soran, a vérzés minimalizalasa érdekében alkalmazott
érkirekesztések (pl. Pringle-mandver) a maj iszkémias-reperfuzios (I-R) kdrosodasahoz
vezetnek. A vérzéscsillapitds egyre javuld miszeres lehetéségeinek koszonhetden,
napjainkban mar joval kevesebb esetben van sziikség a bearamlasi palydk teljes
lefogésara, de nehezen uralhatd vérzések esetében, valamint traumads silirgdsségi
helyzetekben tovabbra is elkeriilhetetlen lehet. A méjtranszplantacio boviild lehetdségei
(pl. él6-donoros méjtranszplantacid) szintén novelik az iszkemias-reperfuzios karosodas
mérseklésének igényét, mivel a posztoperativ kimenetelt és a graft talélését
meghatarozd egyik alapvetd tényez6r6l van szo.! Oregedd tarsadalmunkban
folyamatosan emelkedik tovabba a szamos komorbiditdsban szenvedd, iddsebb
betegeken végzett miitétek szama, ahol a miitéti stressz iranti nagyobb esenddségre kell
prevalencidja is, ahol a javuld kezelési lehetdségek altal biztositott hosszabb talélés
egyben valdsziniibbé teszi, hogy idiilt majbetegeknél valjanak sziikségessé sebészi
beavatkozdsok. Ezen csokkent adaptacidos képességli betegcsoportok esetében
kirekesztési mandver, illetve jelentdsebb hipotenzid nélkiil is 1étrejohet kisebb mértéki
I-R karosodas a majban.

A problémakdr jelentdségét tiikkrozi, hogy szamos kisérletes munka foglalkozik
az I-R karosodas mérséklésével — illetve a vele szembeni tolerancia novelésevel.

2 az iszkémias prekondicionéléds,®* valamint

Példaként emlithetd a hipotermia,
posztkondicionalés,® kiilonboz8 farmakologiai modszerek,® tovabba a genetikai
moduléci6,” illetve az atmeneti gépi perf(zi6.® A klinikai gyakorlatban egyelére csak
kevés modszer Kkerllt kiprobalasra, ezért az evidencidkon alapulé ajanlasok
megsziiletéséig hossz( ut 4ll még eléttink.” Mindezen kisérletes eredményeknek
koszonhetben, egyre részletesebb kép alakul ki az I-R ké&rosodas folyamatarol, mely Uj
intervencios technikédk — kivaltképp farmakoldgiai modszerek — kiprobalasanak nyit
utat. Ezek potencidlis eldnye a sebészi mandverekkel (um. iszkémids pre- és
posztkondicionalas) szemben, hogy kevesbé invazivak, illetve olyan szituacidban is

alkalmazhat6ak, amikor a majkapu ereinek manipulacidja nem képezi a mitét szerves

részét, igy ezen manéver alkalmazasa tovabbi rizikoforrast jelentene.
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Az iszkémids-reperflzios karosodas kutatasaban korszakalkotonak szamit az
iszkémias prekondicionalas (IP) felismerése, melyet Murry és munkatarsai publikaltak
1986-ban.’® Ez az egyszerli technika rovid iszkémiés-reperfiziés periédus(ok) pre-
iszkémias alkalmazasat jelenti és az adott szerv iszkémias toleranciajanak novelésére
képes. A sziven végzett elsd igéretes eredmények szamos kutatét motivaltak a
moddszerben rejlé potencidlis lehetdségek megismerésére. Az IP hatdsosnak bizonyult
nem csak a szivizom, hanem a méj, a vese, a vazizom, a vekonybél, valamint a kézponti
idegrendszer esetében is. A majsebészetben vald alkalmazéasanak lehetdségeit az 1. sz.
Sebészeti Klinika kisérletes kutatécsoportja is kiterjedten vizsgalta.'* Jelen Doktori
értekezés anyaga szervesen kapcsolddik ezen korabbi munkékhoz, mintegy azok
folytatasat képezi. Az elsé fejezet Osszefoglalja a maj I-R karosodasanak folyamatat,
majd a mérséklését célzo fontosabb kezelési lehetdségek rovid ismertetését kovetden, a
kisérletek soran alkalmazott farmakoldgiai mddszerekkel foglalkozik, melyek
eredményei a dolgozat masodik felében keriilnek bemutatasra.

1.1. A maj iszkémias-reperfuzios karosodasa

A maéj kdzponti szerepet jatszik a szervezet anyagcseréjében, valamint fontos
helyet foglal el a kivalasztasban, a detoxikalasban és a bioszintézisben egyarant.
Mindezen nagy energiaigényli folyamatok zavartalan miikddéséhez folyamatos
oxigénellatasra van szlikség. Az ataramlo vérmennyiség 25%-at szallité artéria hepatica
fedezi az oxigénigény 50%-at, mig a szplanchnikus teriilet vérét Osszegyijté véna
portae joval kisebb oxigéntartalmu vért szallit. A kettds vérellatas fiziologias keringési
viszonyok mellett fennédll6 kényes egyensulya ellenére, a majszovet igen érzékeny
minden hipoxiaval, illetve perfuziéromléssal jar6 allapottal szemben. Mig a véraramlas
megszinése (pl. érkirekesztés kovetkeztében) az egész érintett majszovet iszkémidjat
vonja maga utan, hypoperfizié soran jellemzden a majlobulusok pericentralis teriiletei
karosodnak.'? Sulyos esetben iszkémias majgyulladés alakulhat ki, melyet kiterjedt
sejtelhalas és dramai szérum nekroenzimszint emelkedés kisér. A méj egyedilalléan jo
regeneracios képessége ellenére bizonyos mértékli sejtvesztést mar nem tud
kompenzalni a proliferacio, majelégtelenség alakul ki. A kritikus akut karosodas
kiiszobe egyénenként kiilonbozo és fligg a maj eldzetes allapotatol, az esetleges idiilt

kompromittal6 hatasok kovetkeztében besziikiilt regeneracios képességtol.
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A szovetkarosodas kialakulasa korai és késdi fazisra oszthatd. A reperfuzio elsd
6 orajara teheté korai fazis a Kupffer-sejtek aktivacioja, szabadgyok- és gyulladdsos
citokin termelése altal fémjelzett. A méajszdveti redox homeosztazis gyorsan felborul, az
oxidativ stressz hatasara az energiatermelésiikben karosodott maj- és a szinuszoidalis
endotélsejtekben salyos ioneloszlasi zavar 1ép fel és elégtelenné valik a szoveti
mikrocirkulacid. A késoi fazist a kdrosodott és aktivalt sejtekbdl felszabadulé citokinek
leukocitak szoveti infiltracidja kdvet. A kitapadd fehérvérsejtek képesek a lokalis
gyulladas kiterjedését sokszorosara novelni, mely adott esetben az egész szervezetet
érint6, generalizalt reakciova (systemic inflammatory response syndrome, SIRS)
véalhat.™® A nagyszamu jelatviteli Gtbol és molekularis mechanizmusbél all6 komplex
halozat kozos ereddje lokalisan a sulyosan karosodott sejtek haldla nekrozis, illetve
apoptozis formajaban.* Sulyossagtél fliggden, klinikailag ilyenkor majenzim
emelkedés, epeelfolydsi zavar, szervi diszfunkcio, illetve majelégtelenseg is
megjelenhet.™ A SIRS talajan masodlagosan tavoli szervek is karosodnak és azok
diszfunkcidja, valamint elégtelensége (multiple organ failure, MOF) is szinezheti a
Klinikai képet. (1. bra)

i b ATP.
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1. dbra A méj iszkémias-reperfuziés karosodasanak legfontosabb elemei.



DOI:10.14753/SE.2014.1877

1.1.1. A definitiv sejtkarosodas kovetkezmeényei

Az irreverzibilis kdrosodast szenvedett sejtek tipusosan két iton semmisilhetnek
meg. A sejtelhalas patologias formaja a nekrézis, mely tipikusan heveny
anyagcserezavar, vagy toxikus hatas kovetkeztében jon létre és a sejtek duzzadasaval,
majd szétesesével jar. Az apoptdzis ezzel szemben egy Ugynevezett ,halélprogram”
véghezvitelét jelenti, a sejtek zsugoroddsdval jar, és nem engedi a sejtalkotok
kornyezetbe jutasat. Ily modon lehet6vé teszi a karosodott sejtek célzott eltavolitasat
anélkul, hogy azok kornyezetiket is karositanak gyulladasos folyamatok indukalasa
altal. A sejthalal ezen ket formajat sokaig két kilon entitasnak tartottdk, de a kdzos
Kivalto faktorok és jelatviteli utak alapjan jelen felfogas szerint inkédbb egy kontinuum
két szélsé pontjat képviselhetik.'® Igy a nekrozis adott esetben tekinthetd ATP-hiany
kovetkeztében megszakadt apoptdzisnak, valamint a gyakorta nekrézist okozo hatast
primeren taléld, de irreverzibilisen kérosodott sejtek apoptdzissal pusztulnak el késébb.
A karosito hatas fennallasanak idGtartama és annak sulyossaga egyiitt hatarozzdk meg a
kovetkezmeényes sejthaldl morfologiai megjelenését. Egy alternativ elképzelés
egymastol fiiggetlen folyamatoknak tartja 6ket ugyan, melyek ugyanakkor k6zos kivalto
szignalokkal és jelatviteli utakkal (is) rendelkeznek.'” Barmelyik legyen is igaz, a méj
patolégias folyamataiban apopt6zis és nekrézis — illetve kiilonbozé kevert formaik —

gyakran egyidejlileg vannak jelen.

1.1.1.1. Nekrozis

A sejthaldl ezen tipusanak jellemzé morfologiai megjelenési formdaja a
sejtduzzadas, mely kozvetleniil visszavezetheté az ATP-hianyos allapotra egyrészt
ioneloszlasi zavar leétrehozasa, masrészt a sejtvaz strukturalis valtozasai kévetkezteben.
Ez utdbbi a sejtmembran kitiremkedését, igynevezett ,,bleb”-ek képzodését vonja maga
utan, az energiatermelés elégtelenné valasat kovetd percektdl akar ordkig terjedd
iddintervallumban. A sejtduzzadas kritikus pontjan ugynevezett metastabil allapot
alakul ki, melyre fokozott duzzadas és bleb-képzodés jellemz6 gyors ionvandorlas,
mitokondrialis depolarizaci6 és a lizoszomak szétesése mellett. Ez kdzvetleniil megeldzi
a sejt teljes szétesését a plazmamembran valamely kitliremkedett teriiletének ruptdraja
kovetkeztében.'® Ilyenkor a membran barrier funkcidja végérvényesen megsziinik,
enzimek ¢€s koztes anyagcseretermékek szabadon jutnak a kdrnyezetbe, illetve eltiinnek

az iongradiensek. A metastabil allapotra jellemzd gyors sejtduzzadas létrehozasaban
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aspecifikus anioncsatornak megnyilasanak tulajdonitanak szerepet, melyek glicinnel
gatolhatok.'® A reperfuzié elsd érajaban a nekrozis a jellemzd sejthalalforma, mivel az

apoptozis egyarant id6- és energiaigényes folyamat.

1.1.1.2. Apoptozis

Az Osszefliggd sejtcsoportokat érintd nekrdzissal ellentétben, az apoptdzis soran
az ¢rintett sejt elkiiloniil a kornyezetétdl és jellemzden inkabb zsugorodik. Ezzel
parhuzamosan létrejon a kromatinallomany kondenzacidja, a sejtmag lobulécidja, majd
fragmentacioja. Végiil az egész sejt Ugynevezett apoptotikus testekre ,,toredezik”, mely
toredékeket a kornyezd makrofagok bekebelezik és lebontjak. Az apoptdzis programjat
elindito jelzéseket két nagy csoportba soroljak attol fliggden, hogy hatasuk az intrinzik,
(mitokondrialis), vagy az extrinzik (halalreceptor) Gton keresztiil érvényesiil.?° Altaluk
létrejon egy cisztein-protedz kaszkad, az ugynevezett kaszpaz enzimek aktivacioja,

. S melyek tovabbi végso effektor
Extrinsic Pathway Intrinsic Pathway
Apoptotic enzimeket is aktivalva végul

@ Stimulus

Iétrehozzak a tipusos
morfologiai  képet. A  sejt

lebomlasa  szisztematikusan,

mintegy lancreakcid-szerti

folyamattal megy végbe. A
kiilonb6zé DNazok hatasara a
DNS 180-200 béazisparbol all6
multimer szakaszokra
fragmentalodik, mig a fehérjék

crer

degradaciojat a  kiilonb6zd

proteazok vegzik. A

2. 4bra Az apoptozis extrinzik és intrinzik Gtjanak sematikus transzglutaminazok

abrazolasa. (Forrés: Tatrai Miklds: Rektori Palyazat, 2008) keresztkotéseket létesitenek a

fehérjék kozott és az igy kialakulo stabil apoptotikus testekbdl nem jutnak immunizalo
tulajdonsagu makromolekuldk a kdérnyezetbe. I-R karosodasban az apoptdzis mind az

extrinzik, mind az intrinzik Gton keresztiil aktivalédhat.?* (2. &bra)
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1.1.1.3. A mitokondriumok donté szerepe

A mitokondriumok az energiatermelésben és a programozott sejthalalban bet6ltott
szerepilknek koszonhetéen kulcsfontossdguak a sejtek tulélése szempontjabol.
Funkciojuk integritisa alapvetéen meghatarozza a sejt életképességét, illetve
irreverzibilis karosodéas esetén a bekovetkezd sejthaldl formajat. A sejtek szintjén
mintegy az I-R karosodas végs6 effektorai, ezért e helyen kiilon bemutatasra keriil a
mitokondridlis k&rosodas folyamata és annak kévetkezményei.

Feszlltség fuggd nonspecifikus  anion-csatornainak  kdszonhetben, a
mitokondriumok kiils6 membranja 5 kDa-ig terjedd részecskék szdmara szabadon
atjarhat6, mig a bels6 membranon keresztiil zajlé anyagforgalom fiziologias
korilmeények kozott szigorian szabalyozott: specifikus transzportereken és csatornakon
keresztul valosul meg.

Az I-R kéarosodason atesett sejtekben jellemzéen megemelkedik az intracellularis
Ca®*-koncentréaci6, mely az ATP-hianyos kérnyezetben a mitokondrialis Ca**-uniporter
megnyilasa kovetkeztében, ezen sejtorganellumokra is attevédik.?* A mitokondriélis
Ca’*-koncentraci6 emelkedése, maga utdn vonja a transzmembran-potencial
csokkenesét, minek kovetkeztében az APT-szintaz miikodése megfordul, hogy az ATP
hidrolizisével energiat biztositson a membranba agyazott kiilonb6z6 ionpumpak
szdméra és a membranpotencialt fenntartsa.”> A Ca*'-terhelés egyrészt kedvez a
proapoptotikus Bcl2-asszociélt X- (BAX-) fehérje beépiilésének a mitokondrium kiilsé
membranjaba, illetve alapvetéen befolyasolja a mitokondrialis permeabilitasi tranzicios
porusok (MPTP, mitochondrial permeability transition pore, vagy MPT-csatornak)
megnyilasat és ezaltal a mitokondriumok duzzadasat. Mindkét mechanizmus végso
soron a citokrom-c citoplazmaba jutasan keresztll az apoptdzis intrinzik Gtjat indukalja.
A citokrom-c mellett, a kiils6 membran szakadasain keresztiil, tovabbi apoptdzist
indukalo és gatlo faktorok is a plazmaba jutnak (pl. AlF: apoptosis inducing factor,
prokaszpazok, IAP: inhibitor of apoptosis protein).

Az MPT-csatorndk integrdns membranfehérjékbol szervezédnek, melyek az
oxidativ stresszt kovetkeztében szabadda valo, vagy keletkezd hidrofil részeken
keresztl létesitenek kapcsolatot és 1500 Da-ig terjedé oldott részecskék szabad
aramlésat teszik lehetévé a belsé membranon keresztiil.** Az MPTP fehérje dsszetétele

nem 4allandd, hanem a hibds madasodlagos szerkezetli fehérjék aktudlis
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hozzéaférhetéségétdl fiigg. Belsé oldalukon csaperon-szerii fehérjék (pl. cyclinD)
kapcsolodnak hozzajuk, melyek els6dlegesen zarva tartjak Oket. Mindaddig csak az
intramitokondrialis Ca®*-koncentracié emelkedése kovetkeztében nyilnak meg, amig
szamuk meg nem haladja a rendelkezésre allé csaperonok mennyiségét. Ezen kritikus
szintet meghaladva szabadon megnyilhatnak és a mitokondriumok duzzadnak, mely a
kiils6 membran integritisanak megbomldsat vonja maga utan, tovdbba az
energiatermelés megsziinéséhez vezet az adott mitokondriumban.”®

Az MPTP-n keresztll szamos molekula befolyasolja a mitokondriumok allapotat.
Bivalens kationok, mint a Mg®*, vagy a Mn?*, a Ca®*-mal ellentétben gétoljak az MPTP
megnyilasat. Szintén gatl6 hatassal birnak a H*-ionok, mig az anorganikus foszfat a
koriilményektol fliggéen gatolhatja, illetve meg 1is nyithatja a csatornat.”® A
szabadgyokok egyértelmiien a csatornak nyitasat vonjak maguk utan. A membran
depolarizacioja kovetkeztében maga a karosodott mitokondrium is a reaktiv oxigéngyok
(ROS: reactive oxygen species) termelés forrasava valik és a felszabaduld
szabadgyokok a kornyez6 mitokondriumokat is karositjak. Amennyiben kis mennyiségii
karosodott mitokondrium van jelen egy sejtben, ezek autofagoszomakba keriilnek
felvételre, majd a lizoszdmékban lebomlanak. Nagyobb szamd mitokondrium
karosodasa esetén apoptdzis indukalodik a sejtben az intrinzik Uton keresztil.
Amennyiben az ehhez sziikséges energia biztositasahoz sem elegend6 a funkcidképes
mitokondriumok szama, nekrézissal pusztul el a sejt.?’ Az MPT-csatorndk szamos
majkarositd folyamat kdzos végso taldlkozasi pontjat képezik és meghatarozoak a sejt
tulélése, vagy haldla, illetve a sejthalal formaja szempontjabdl. Ezen szoros kapcsolat
kovetkeztében, tipikusnak mondhaté a két sejthalalforma egyiittes megjelenése
majkarosodas esetén.

A mitokondrialis volumen-regulaciéban - és ezen keresztil a funkcid
szabalyozasdban — a K*arp-csatornak fontos szerepet toltenek be.?® Géatlasukkal az
iszkémids prekondicionalds (IP) védé hatasa felfiiggeszthetd, mig a csatornat nyitd
vegylletek ezzel Gsszhangban az IP-hez hasonléan védelmet biztositanak az I-R
karosodassal szemben. Harom f6 mechanizmust feltételeznek a mitokondrialis K atp-
csatornak (mito-K*atp-csatornak) nyitasa altal létrehozott védelem hatterében, melyek
mindegyike részt vesz a mitokondrialis permedbilitasi porusok tartds nyitadsanak

megakadalyozasaban, tehat a mitokondriumok integritdsanak megdrzésében és a sejt
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kedvezobb energetikai allapotanak biztositasaban. A K*-bedramlas a mitokondriélis
membran depolarizacidjan keresztiil csokkentik a Ca®*-belépés elektromechanikai
gradiensét — csokken a Ca?*-tdlterhelés. A mitokondrialis matrix mérsékelt duzzadésat
eldidézve segitik a kiilsé és bels6 membran kozti kapcsolodasi helyek megtartasat, tehat
magtartott marad az elektron transzport. Az irreverzibilisen karosodott sejtek ilyen
koriilmények kozott nagyobb szazalékban terelddnek apoptoézis irdnyaba és kisebb
gyulladasos valasz generalddik az I1-R-karosodott szévetben. Amennyiben a mito-K* arp-
csatornak nyitdsa az I-R karosodast megelézéen kovetkezik be, mérsékelt ROS
termel6dés jon létre, mely a protein-kindz C kaszkad aktivalasan keresztil az endogén
veédelmi rendszer aktivalasat, azaz prekondicional&st eredményez. Ezen mechanizmus
kémiai indukcioja az IP alternativaja lehet és a farmakologiai prekondicionalas egyik

igéretes tamadasi pontja.? (3. &bra)

*  ic. [Ca?] emelkedés . Mg
* anorganikus foszfat e Mn2*

H+

*  szabadgyokok

Cleglengrr-o

0 .| APOPTOZIS
3. dbra A mitokondriumok szerepe a sejthalalban.

A mitokondriélis K*arp-csatornak nyitasa a Ca?*-szint csokkentésén és a két membran kozti kapcsolat
fenntartasan  keresztll kedvez az MPTP-csatorndk zart allapotanak. A kevésbé karosodott
mitokondriumbdl csokken a citokrém-c felszabaduldsa, valamint megtartottabb ez esethen az
energiatermelés. Mindezek ardnya hatdrozza meg végsd soron a sejt tulélését, vagy halalat, illetve a
sejthalal formajat.

MITOKONDRIUM
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1.1.1.4. Endogen halalutak

A halél-receptorok minden eukariota sejtben expresszalddo, a tumor nekrdzis
faktor receptorok szupercsaladjaba tartozo transzmembran glikoproteinek, melyek
homotrimérekké szervezddnek a sejtmembranban. Ligandjaik ugyanakkor csak olyan
sejtekben expresszalodnak (pl. leukociték), melyeknek feladata az apoptozis extrinzik
utjanak elinditdsa karosodott sejtek felismerése esetén. Az I-R soran a folyamat
patologiassa valik, mivel egyre nagyobb szdmban aktivalodo fehérvérsejtbdl jelentds
mennyiségli halalligand szabadul fel, mely immar nem célzottan iranyul a karosodott
sejtek ellen, ezért kiterjedt szévetkérosité hatassal bir.*

A majban fontos szerepet jatszik tobbek kdzo6tt a tumor nekrozis faktor receptor-1
(TNFR1), a Fas (CD95/Apo-1), valamint a TRAIL (tumor necrosis factor-related
apoptosis inducing ligand) receptor-1 és -2. Az intracelluléris halaldomént tartalmazo
,valodi” halal-receptorok mellett vannak halaldomént nem tartalmaz6 formak (TRAIL-
R3, TRAIL-R4), melyek csokkentik az apoptozist indukald stimulus erdsségét ¢és a
folyamat fimon hangolédsat szolgaljak. Ligandjukat megkdtve, a halal-receptorok
oligomerizélodnak, aktivalodnak és adaptor fehérjéken keresztil az aktiv inicidtor
kaszpaz-8 kialakulasat teszik lehetdvé inaktiv eldalakjabol. Bizonyos sejtekben a
kaszpaz-8 aktivitasa elegend6 az effektor kaszpaz-3 kdzvetlen aktivaciojahoz, mely az
apoptozis elkotelezd 1épése. Az extrinzik Ut ezen direkt formaja, az tigynevezett 1-es
tipusu sejtekre jellemz6.*

A maéjsejtekben (I1-es tipusy sejtek) a kaszpédz-3 aktivacidjanak egy kozvetett utja
dominal, ahol a mitokondrialis Ut aktivalodasara is sziikség van. llyenkor a kaszpaz-8 a
Bid fehérje hasitasaval annak mitokondriumba transzlokalddni képes formajat hozza
létre, mely segiti az MPTP kialakulasat. Ha a karosodas kovetkeztében adottak az
MPTP nyités feltételei, a duzzadé mitokondriumok membrankozti terébél citokrém-c
valik szabadda, mely az Apaf-1-hez kapcsolddva aktivalja az apoptoszomakat. Ezek
ATP jelenlétében képesek az intrinzik Gt iniciator kaszpaza, a kaszpaz-9 proteolitikus
aktivaciojara, amely szintén a kaszpéaz-3 aktivalasara képes.*

A TNFR1 valamelyest kiilonbozik a Fas-tdl és a TRAIL-t61 azaltal, hogy eldszor
a nukleéris faktor kappa-B (NFx-B) és a c-Jun N-terminalis kinazok (JNK) aktivalast
végzi. Csak ezt kovet6en keriilhet a sejt belsejébe, ahol a t6bbi halal-receptorhoz

hasonl6an indukél apoptdzist.®® Iszkémia alatt a kaszpaz-3 aktivéci6jat gatlo XAIP (X-
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linked inhibitor of apoptosis protein) koncentracidja folyamatosan csdkken, igy a sejtek
egyre esendObbé valnak a proapoptotikus — kiilondsen a reperfuzid késéi szakaszat
meghataroz6  gyulladasos -  folyamatokkal szemben. Minél alacsonyabb
koncentracioban van jelen az XAIP a reperfuzié kezdetén, annal kifejezettebb a
citokrom-c fliggd kaszpaz aktivacio is ebben a szakaszban. TNF-a jelenlétében, az

extrinzik at indukciéja miatt kénnyen a kaszpaz-kaszkéd aktivacidja keril talstlyba.*

1.1.2. A sejtkarosodéas patomechanizmusa

A mdj I-R kéarosodasanak korai fazisaban jelennek meg az iszkémia és az ezt
kovetd reperfuzio kozvetlen sejtszintli kdvetkezményei, mig a késoi fazisban az
immunrendszer aktivalodasa valik meghatarozova. A két fazis alapvetéen egymasra
épul és szoros kapcsolatban all egymassal a mar koran aktivalodo rezidens szdveti

makrofagokon, valamint a szabadgyokokon keresztiil.

1.1.2.1. Reperfuzids pH-paradoxon

Az iszkémia soran a sejtek idovel irreverzibilis kdrosodast szenvednek az oxidativ
foszforilacié hianyabol ered6 elégtelen ATP-termelés kovetkeztében. Az anaerob
anyagcsere soran kialakuldé szoveti aciddzis ugyanakkor, akar orakkal is képes
késleltetni a nekrozis kialakulasat az MPTP nyitds akadalyozasan keresztiil. Reperflziot
kovetden a pH viszonylag gyorsan normalizalodik és megsziinik az acid6zis véddhatasa.
igy a reperf(izié paradox médon a sejthalél elinditéja — még ha nem is okozéja.** Az
intracellularis pH emelését szolgalo Na'/H'-antiporter és Na'/HCO3 -kotranszporter
gatlasa egyarant véd a sejtkarosodassal szemben. Az aciddzis elhtizddé jelenléte mellett,
az intracellularis Na'-koncentracié emelkedésének megakadalyozasa a citoprotektiv
hatds szintén igen fontos eleme. Erre utal az is, hogy az iszkémias prekondicionalas
védéhatasanak egyik elemeként a vakuolaris H'-ATPéaz aktivalodik, mely csokkenti
ugyan az intracellularis H'-koncentréaciot, viszont mérsékli a sejt Na'-felvételét is az
elébb emlitett kompenzalé mechanizmusok aktivitasanak visszaszoritasa altal.®’

Az iszkémias posztkondicionalas ezzel szemben pontosan a pH emelkedés
késleltetésén keresztill fejt ki protektiv hatast.® A H*-ionok az MPTP fehérjéinek
hisztidil 1ancvégeihez kapcsolddnak reverzibilis médon, ami gatolja a csatornanyitast. A
karosodas enyhitésében emellett az intracellularis Na'-koncentracié elmélkedésének
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visszaszoritasa is szerepet jatszik. Az intracellularis Na'-koncentracié emelkedés és a

sejthalal kapcsolata elfogadott ugyan, de a pontos mechanizmus nem kellden tisztazott.

1.1.2.2. Felborult Ca®'- homeosztazis

A Na'- és H'-ionok megvaltozott intracellularis koncentracitja mellett az Ca®*
sejten bellli felszaporodasa szintén kiemelkedéen fontos szerepet jatszik a
sejtkarosodas kialakulasaban. A Ca®* alapvetéen harom kompartmentben: a
citoplazméban, a mitokondriumokban és az endoplazmas retikulumban (ER) oszlik meg
a sejtekben. Az egyes kompartmentek kozti koncentracidkulonbségek szabalyozasa és
fenntartasa kiilonboz8 Ca®*-csatornakon keresztill torténik, melyek fiziologias
mitkodése I-R kovetkeztében zavart szenved.

A citoplazmatikus Ca®*-koncentracié emelkedése egyrészt az extracellularis Ca**
fokozott felvétele, masrészt az ER-bé] torténd fokozott Ca®*-kibocsatas kdvetkeztében
jon létre. Az elébbi a plazmamembran non-szelektiv kationcsatornéi, az Ugynevezett
tranziens receptor potencidl (TRP) csatornakon keresztil valosul meg, az utdbbi
hatterében az ER membranjaban taldlhatdé ryanodin-receptorok ROS altali aktivacioja
all. Az ER Ca?*-koncentracidjanak csokkenése tovabba, (gynevezett store operated
Ca®*-csatornakat (SOC) nyit meg a plazmamebranban, mely tovabb fokozza a Ca®'-
bearamlast.®® Az intracellularis Ca®*-koncentraciét tovabb emeli, hogy a csokkentés
iranyaba haté plazmamembran és ER Ca**-ATPaz miikddése az I-R karosodott
sejtekben — kilondsképpen transzplantacids hideg iszkémia utan — a kéarosodott ATP-
termelés kdvetkeztében elégtelenné valik.*

A magas intracellularis Ca®*- koncentracié, eddig nem pontosan tisztazott médon
— az aktivald és gatlo szignalok elébbi iranyaba valo eltolédasan keresztiil — a
mitokondridlis Ca”*-uniporter megnyilasdhoz vezet. Ezaltal a Ca”"-koncentracid
emelkedése a mitokondriumokra is attevédik, csokkenti azok membranpotencialjat,
melynek helyreallitdsa érdekében energiaigényes iontranszporterek 1épnek miikédésbe,
ami tovabbi ATP-t von el a sejttél. A karosodott mitokondriumokban MPT-csatornak

szervezédnek és a korabban emlitett modon sejthalal elinditéiva valhatnak.*!

1.1.2.3. Szabadgyokok és az oxidativ stressz

Mar mindossze néhany perces reperfuziot kovetéen mérhet kiilonb6z6 reaktiv

oxigén vegylletek (ROS), ugymint szuperoxid anionok (O ), hidrogénperoxid (H,0,),
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hypoklérsav (HCIO), valamint hidroxilgyokok (OH") lokalis koncentracidjanak
emelkedése. Forrasuk a reperfuzié korai idészakaban a majsejtekben talalhatd xantin-
oxidaz, a mitokondrialis légzesi lanc, valamint a Kupffer-sejtekben és a sinusoidalis
endotélsejtekben talalhaté nikotinamid adenin dinukleotid-fosztat (NADPH)-oxidaz. *

A fiziologias korulmények kozott vazoaktiv mediator szerepét betoltd nitrogén-
monoxid (NO), a gyulladdsos mediatorok hatésara indukalodd nitrogén-monoxid-
szintaz (iINOS) mukodése kovetkeztében, késObb szintén toxikus koncentraciot érhet el
a szOvetben. Szuperoxiddal és molekularis oxigénnel reagalva nitrozativ gyokok
(nitrogén dioxid: NO,, dinitrogen trioxid: N,O3, peroxinitrit: ONOQ") forrasava valik,
melyek makromolekuldk tovabbi karosodasat idézik els.*

Az oxidativ stressz a reperfizios karosodas egyik kdzponti eleme, a majszovet
valamennyi sejttipusat karositja és kiilonb6z6 mértékben tovabbi szabadgydk termelés
forrdsdva teszi, valamint tobb atvonalon keresztul is sejthalalt indukéalhat. A ROS
kiterjedten karositjdk a plazmamembran, a sejtmag ¢és a kiilonboz6 sejtorganellumok
membranjanak lipidmolekulait, mely strukturalis kdrosodas kedvez az ioneloszlasi zavar
kialakulasadnak. Kéarosodnak tovabba a kiilonb6z6 enzimfehérjék, koztiik a 1égzési lanc
enzimkomplexei és a protedzok gatlasaért felelds antiprotedz aktivitasti molekuldk. Az
elébbi elégtelen ATP-termeléshez, mig az utdbbi kontrollalatlan fehérjebontashoz vezet.
A sejtmagba jutva az Ordkitdanyag oxidativ karosodasat is eldidézik, igy a tovabbi
fehérjeszintézis lehetdsége is korlatozotta valik.*

Egy kritikus szintet elér6 szabadgyok terhelés hatasdra, a kornyezd
mitokondriumokban megnyilik a belsd membran anion csatornaja, valamint az MPTP,
mely a légzési lanc szétkapcsolodasa kovetkeztében tovabbi mitokondrialis ROS-
termeléshez vezet. Ezen mechanizmuson keresztil a ROS-képzdédés Ongerjesztd
folyamata jon létre, mely a sejtet energetikai krizisbe is sodorja. Az oxidativ stressz
hatasara kiilonb6z6 redox-szenzitiv transzkripcios faktorok is indukalédnak. Az NF-xB
a gyulladasos valasz inicidlasaban jatszik fontos szerepet kiilonboz6 citokinek (TNF-a),
gyulladasos mediatorok és enzimek transzkripciojanak fokozasa altal. Az AP-1
(activeting protein-1) az emlitett mitokondrialis karosodas mellett szintén apoptozist

indukal az intrinzik uton keresztiil.**
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1.1.2.4. Mikrocirkulaciés karosodas

A reperfizi6 kezdetén megjelend mikrocirkuldcios elégtelenség mértéke
meghatarozd az I-R karosodas végso kiterjedése szempontjabol, ezért a kialakulasaban
szerepet jatsz6 mechanizmusok e helyen kilén kertlnek bemutatasra. Az iszkémia
soran jellemzd anaerob anyagcsere kovetkeztében, szamottevOen csokken mind a
parenchimalis, mind a nem-parenchimalis sejtek ATP-termelése. Kovetkezeésképpen a
plazmamembran ATP-szenzitiv Na'/K'-pumpéajanak funkcidja karosodik, mely az
intracellularis Na'-koncentracio emelkedésén keresztiil a sejtek duzzadasahoz vezet.
Ennek kovetkeztében a szinuszoidok lumene besziikiil, mely a késObbiekben a
mikrocirkulacioé helyreallasat késlelteté mechanikai akadallya valik.*

A reperflzi6 kezdetén a ROS koncentraciojanak emelkedésével parhuzamosan a
NO koncentracidja a szinuszoidalis endotélsejtekben talalhaté konstitutiv NO-szintaz
(eNOS) elégtelen mukodése kovetkeztében csokken. Ezéltal hidnyt szenved egy
Iényeges vazodilatator hatas, mely ellensilyozhatna a szinuszoidok atmérdjét csokkentd

mechanizmusokat.*®

A NO-t, mint szigndlmolekulat szamos tanulmany vizsgalta.
Ismert, hogy vazodilatator hatasanak koszonhetden noveli a szinuszoidok lumenének
atmér6jét és a jobb oxigénellatas biztositasan keresztiil kozvetetten fokozza a méajsejtek
ATP-termelését. Az jobb energetikai allapotban 1évo szovetben csokken a sejtkarosodas
mértéke €s masodlagosan a gyulladasos sejtes besziirddés is. A NO termelésében
szerepet jatsz6 NOS izoformak pontos szerepe mindazonaltal nem kellGen tisztazott.
Mig az endotélsejtekben konstitutiv formaban jelen 1évé eNOS-rol elmondhato, hogy a
reperfuzid kezdetén megtartott(abb) mitkodése képes az I-R karosodas merséklesere, az
indukalhatd forma szerepe mar sokkal kerdesesebb. A reperfizio késéi fazisaban
részben protektiv szerepet is tulajdonitanak neki, de korai gyulladasos gének kozott
expresszalddva a fokozott NO-termelésen keresztlil az oxidativ-nitrozativ stressz
stilyosbodasat idézi el8.*’

A sejtduzzadas es az alacsony korai NO-koncentracid mellett, a reperfizid
kezdetén manifesztalodd aramlasi akadaly harmadik eleme a vazokonstriktor hatasd
endothelin (ET) és tromboxan-A, molekulék koncentréaci6janak emelkedése.*®

A reperfiizié soran tovabba jelentdsen fokozodik a trombocitdk kitapadasa. A
neutrofil granulocitak kezdetben a mechanikus akadaly kovetkeztében akadnak meg a

szinuszoidokban, majd adhézidés molekulakon keresztul is kapcsolatot létesitenek az
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endotélsejtekkel (lasd aldbb). A sejtes elemekbdl képzddo ,,dugdk™ helyenként teljes
aramlési akadalyt képeznek, tovabb késleltetve a reperfuzidt és sulyosbitva a szoveti

hipoxiét. A jelenség ,,no-reflow”-ként valt ismertté az irodalomban.*® (4. &bra)

Endotélsejt Trombocita Neutrofil
duzzadas adhézio adhézo

T-limfocita
adhézio

Kupffer-sejt
duzzadas

U@ @]

szlikiil a szinuszoidok lumene

A 4

4. abra A reperfazids mikrocirkulacios karosodast létrehoz6 legfontosabb tényezék.
(NO: nitrogén monoxid, ET: endotelin)

1.1.2.5. Molekuldris ,,vészjelzd” rendszer

A molekularis vészjelzd rendszer tobb jelatviteli it komplex halozata, mely
szétesO, vagy stressz hatdsnak kitett sejtekbdl felszabaduldé molekuldk kovetkeztében
aktivalodik, fliggetlen magatol az immunrendszertél, de fontos szerepet jatszik annak
kezdeti aktivaciojaban barmely karosodott szovetben. Az I-R kovetkeztében hamar
hozzaférhetévé valnak kiilonboz6 struktaralisan jelenlévd intra- €s extracellularis
,vészjelz6” molekuldk (danger-associated molecular patterns, DAMPS). Példaként
emlithetd a high mobility group box-1 (HMGB-1) nuklearis transzkripcios faktor, az
S100 citoplazmatikus Ca?*-szabalyozo fehérje, az ATP, kiilonbz8 DNS-fragmentek,
vagy a hialuronsav.®

Mindezeket egy specifikus receptor csalad molekuldi (pattern recognition
receptors, PRRs) kotik meg intra-, vagy extracellularisan, melyek minden emlds sejtben
megtalalhatok. A majsejtek ugyanakkor nem ezeken a receptorokon keresztil
szenvednek direkt karosodast, hanem a DAMP altal aktivalt nem-parenchimalis
sejtekbdl felszabaduld gyulladésos mediatorok kovetkeztében.”t A méjszovet I-R

karosodaséaban két receptor tipus, a TLR (toll-like receptorok) és a RAGE (receptor for
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advanced glycation end products) bir kiemelkedd jelentéséggel. A TLR-4 — és Ujabb
ismeretek szerint a TLR-9 — fontos kapcsolddasi pontot jelent a majkarosodas és az
immunrendszer aktivacidja kozott.

A Kupffer-sejtek és dendritikus sejtek felszinén is megtalalhaté TLR-4 kiilonb6z6
intracellularis adaptor molekuldkhoz kapcsolodhat. Attol fiiggden, hogy egy adott
sejttipusban melyik jelatviteli at all rendelkezésre, fokozhatja gyulladasos citokinek,
kemokinek és a szabadgyokok termelését (pl. Kupffer-sejtekben), vagy serkentheti a
leukocitdk véandorlasat segité IP-10 megjelenését (pl. endotélsejtek). Az eldbbi
utvonalban szerepet kap a gyulladasos citokinek jeltovabbitasat is biztositd
transzkripcids faktorok (NF-xB, AP-1, STAT) és kinaz-kaszkddok (MAPK, p38, JNK,
ERK) aktivacidja. Hogy pontosan mely szignaltranszdukcios kaszkadok indukalédnak
egy adott receptor ligandkotése kovetkeztében, részben attol is fligg, hogy milyen
mechanizmussal jott létre az I-R karosodas (kdzvetlen érkirekesztés, vagy low-flow
allapot).?* A kemoattraktans tulajdonsagl IP-10 szintén képes az ERK aktivalaséra, igy
kapcsolatot étesit a két jelatviteli rendszer kozott.>

A legjobban ismert DAMP a majszdvet minden magvas sejtjében expresszalodo
HMGB-1, mely nekrdzis és apoptozis sordn szabadul fel a karosodott sejtekbdl. A
RAGE-hez is kotddve, a JNK-t és mas kindzokat is érintd jelatviteli kaszkadot indit el,
mely az early growth response-1 transzkripcids faktor indukciéjahoz vezet. Ennek
kovetkeztében szamos géncsalad atirasa fokozddik, melyek a gyulladasos sejtek szoveti
jelen és csak kisebb aranyban talalhato a Kupffer-sejtek felszinén,* ami az elbbick

fontos, &m ezidaig tisztazatlan szerepére utal a majszovet I-R karosodasa soran.

1.1.2.6. Sejtes interakciok és gyulladasos valasz

A méjsejtek és a szinuszoidalis endotélsejtek tovabbi karosodasat az iszkémia és a
reperfuzio kezdeti hatdsai altal indukalt és késébb oOngerjeszté folyamatként egyre
er6sodo steril gyulladasos reakcid idézi eld, melyben az immunrendszer cellularis és
humordlis faktorai egyarant részt vesznek. A kezdeti sejtkarosodas mértékétdl fiiggden,
a folyamat magaban hordozza tavoli szervek karosodasanak veszélyét is, szisztemas
gyulladasos valaszreakcio (SIRS) formajaban. A lokdlis gyulladasos valasz elso
Iépeseiben a méajszovet rezidens makrofagjai, a Kupffer-sejtek jatszanak kiemelkedGen

fontos szerepet.*
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A Kupffer-sejtek részben méar az iszkémia soran aktivalédnak, majd a reperfizio
kezdetén megjelend szabadgyokok altal nem csak karosodnak, hanem aktivitdsuk is
tovabb fokozodik. Ennek kovetkeztében maguk is szabadgyok, illetve gyulladdsos
citokin (TNF-a, IL1-B) termelésbe kezdenek, igy a kornyez6 sejtek tovabbi aktivacioja
¢s karositasa altal egy Ongerjesztd folyamatot tartanak fenn, illetve immunvalaszt
indukalnak. Hatasukra a majsejtek és a szinuszoidalis endotélsejtek ROS termelése
fokozodik, illetve nagy szamban expresszalnak adhéziés molekuldkat, melyek a
membranban megjelenve a fehérvérsejtek célpontjava teszik 8ket.>

A felszini adhézidés molekuldk koziil kiemelt jelentdséggel bir az ICAM-1
(intercellular adhesion molecule-1) és a VCAM-1 (vascular adhesion molecule-1),
Kezdetben a gyulladasos mediatorok altal odavonzott, szintén adhézios molekulakat (L-
szelektin, Bo-integrin) expresszald aktivalt neutrofilek inkdbb az 6démas endotélsejtek
és kitapado trombociték altal képzett mechanikai akadaly kovetkeztében akadnak meg a
szinuszoidokban. A karosodott szoveti sejtekbdl felszabadulé kemokinek hatasara
kilépnek az érpalyabol és a parenchimaba migralnak. Ekdzben a NADPH-oxidaz
indukcidja kdvetkeztében ROS-termelésiik jelentésen fokozodik, valamint degranulacio
utjan destruktiv enzimeket is felszabaditanak, az extracellularis matrix és a kdrnyezo
méjsejtek tovabbi karosodasat idézve elé ezaltal.*’

Az I-R késo6i fazisaban az odavandorlo aktivalt neutrofilek a szdveti destrukcio
Killer sejtek, NK) szintén gyulladasos mediatorok és az extracellularis matrix szabadda
valo elemei altal bekdvetkezd szoveti migracidja, mely mar a reperfuzio elsé orajaban
létrejon. A CD4+ limfocitakbol felszabadulo interferon-y (IFN-y) tovabbi Kupffer-sejt
¢s majsejt aktivaciét von maga utdn, igy a gyulladasos valasz felerdsitésének fontos
eleme. Tovabba az IL-17 termelésen keresztiil kozvetleniil is el6segitik a neutrofil
granulocitdk szoveti migraciojat. Az emlitett kemokinek részt vesznek az NK-sejtek
(természetes 016 T-sejtek) aktivalasaban is, melyek direkt modon képesek a majszovet
tovabbi karositasara, valamint IFN-y-n keresztiil az Ongerjeszté folyamat pozitiv
visszacsatolasahoz is hozzajarulnak.>

A kolesonds aktivacids lanc ereddjeként a majsejtek és a szinuszoidalis

endotélsejtek kiterjedt karosodasa jon létre. A karosodott majsejtekbdl felszabaduld
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mediatorok hatdséra az immunrendszer humorélis effektor kaszkadja, a komplement
rendszer is aktivalodik. Ezt kovetben részt vesz a Kupffer-sejtek és a neutrofil
granulocitdk tovabbi aktivalasadban, valamint a majsejtek plazmamembranjaban az
ugynevezett membrane attack komplex szervezddését segiti, mely direkt sejtlizist
indukél.®® Lokalis hatasain talmenden, a komplement rendszer tavoli szervek (pl. tiid6,
vékonybél) mésodlagos karosodésanak medialasaban is részt vesz.*’

A sejtek kozti kommunikacioban és a gyulladasos vélasz szabalyozéasaban
szerepet jatszd masik humordlis rendszer a jelatvivé funkcidval rendelkezd citokin
kaszkad. Parakrin és endokrin hatassal egyarant rendelkez6 pro- és antiinflammatorikus
tulajdonsagu molekulékat tartalmaz, melyek mindenkori ardnya a gyulladasos folyamat
komplex szabalyozasat teszi lehetévé. Az I-R karosodas medialasaban szerepet kapo
Osszes citokin bemutatasa egyértelmiien meghaladja ezen dolgozat kereteit, ezért a
kovetkezokben csak néhany elem kertiil emlitésre.

A TNF-a az I-R kérosodas egyik legfontosabb szignalmolekulaja, melynek f6
forrasai az aktivalt Kupffer-sejtek. Szamos mas citokin fejti ki hatasat azaltal, hogy a
TNF-o termelését serkenti, vagy mérsékli. A madjsejtek felszinén specifikus
receptoraihoz (TNF-R csalad tagjai) kotddik, melyek a halalreceptorok kozé tartoznak
és a kordbban bemutatott modon az apoptozis extrinzik Gtjdnak aktivalasara képesek. A
TNF-R ugyanakkor specidlis helyet foglalnak el a halélreceptorok kozétt, mivel az
apoptozison kival komplex mddon moduldljdk a majsejtek génexpresszidjat es
megteremtik a direkt sejtkdrosodas lehetdségét is.** A TNF-R altal aktivalt jelatviteli
utak kozott szerepel az NF-kB, a MAPK- és a JNK-kaszkad. Ezek valamelyikének
modulélasan keresztil fejti ki hatdsat a tobbi gyulladasos citokin is a sejtek
fehérjeszintézisére. A szabalyozott gének kozott szerepelnek kiilonbozd transzkripcios
faktorok, hésokk fehérjék, az AP-1 és STATs molekulék, antioxidans molekuldk (SOD,
glutation), gyulladasos enzimek (pl. COX-2, iNOS, HO-1), adhéziés molekuladk
(ICAM-1, E-szelektin), antiapoptotikus fehérjék (Bcl-2, Bcl-x), valamint tovabbi
szignalmolekulak.?

Az |I-R kérosodas altal indukalt gyulladasos lancreakcié végigterjed az egész
sejten és tobb ponton magdban hordozza a pozitiv visszacsatolds lehetdségét. A
proinflammatorikus citokinek a komplement rendszerhez hasonléan az érpalyaba jutva

tavoli szervekben is képesek méasodlagos karosodas indukalasara.

22



DOI:10.14753/SE.2014.1877

1.1.3. Tavoli szervi hatasok
A reperflzio végzetes kdvetkezménye lehet a kezdeti iszkémia altal nem érintett

1,%8 m4j™® és vazizom® I-R-kérosodasa

tavoli szervek masodlagos karosodasa. VVékonybé
kovetkeztében egyarant kialakulhat SIRS (systemic inflammatory response syndrome),
ami toébbszervi diszfunkciéhoz (MODS, multi organ dysfunction syndrome), majd
elégtelenséghez (MOF, multi organ failure) vezethet, mely szamos egyéb kérosito hatas
végso allomasa is lehet.

valasz jelenti a kozds nevezdt. Ilyenkor a szplanchnikus teriileten 1étrejovo
vazokonstrikcio és relativ mezenterialis iszkémia aran rendezédik at a keringés. A
sulyos szplanchnikus iszkémia kdvetkeztében, a bélrendszer nyalkahartya barrierje
elégtelenné valik, megteremtve az alapot a SIRS kialakulasahoz. A mukdza
integritdsdnak megbomlasdhoz mar révid iszkémias periddusok is elegendéek. Ilyenkor
bakterialis transzlokéacié kovetkezik be, minek kovetkeztében a mezenterialis
nyirokcsomok és a véna porté vére egyarant lipopoliszacharidokkal, valamint
bélfléraval kontaminalédik és aktivalodnak a bélrendszeri makrofagok.®* A bélrendszeri
makrofagokat stimulalhatjak olyan mediatorok is, melyek mas szervek I-R karosodasa
soran keriilnek a keringésbe. Aktivalodasukat kovetden nagy mennyiségben
szabaditanak fel gyulladésos citokineket (pl.: TNF-a), melyek ekkora koncentracioban
gyakorlatilag barmely szervben képesek az endotél sejtek adhézios képessegének
fokozésara. A vékonybél ilymdédon mintegy a ,,MOF motorjavd” valhat, amikor az
els6dlegesen karosodott szervbdl felszabadulod gyulladdsos mediatorok mennyiségének
sokszorosat juttatja a keringésbe.®® Ilyenkor a keringd fehérvérsejtek is aktivalédhatnak
és hatasaik szisztemasan is érvényesulnek.

A SIRS elméletileg barmely szerv karosodasahoz vezethet a fenti mechanizmus
alapjan. A legérzékenyebb ezekre a hatasokra a tiid6, ezért az els6 24-72 Ordban
altalaban 1égzési elégtelenség alakul ki. A tlidokarosodas mértéke az enyhe
diszfunkciotol az akut légzési elégtelenségig (ARDS) terjedd skalan barmilyen
sulyossagu lehet. A kdrosodas meghatarozo eleme a kisér permeabilitas fokozodasa, ami
neutrofil granulocitdkban gazdag alveolaris folyadék kialakulasahoz —vezet.®
Progresszio esetén a légzési elégtelenséget maj-, vese- és emésztérendszeri-mikodési

zavar, illetve elégtelenség koveti, majd a kdzponti idegrendszer is érintetté valhat,
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valamint szivelégtelenség alakulhat ki. Ilyenkor az alvadasi kaszkad és az
immunrendszer funkciéja is kérosodik, minek eredményeképpen disszeminalt
intravaszkularis koagulacié (DIC), trombozis és immundeficiencia is tarsul a MOF-hoz.

A vekonybeél-asszocialt immunrendszer kozvetitd szerepe mellett, az I-R
karosodas sulyossagatol, kiterjedésétdl, illetve az érintett szerv immunogenitdsatol
fliggd mértékben, a lokalisan felszabaduld mediatorok is szerepet jatszanak a tavoli
szervi diszfunkcid létrehozasaban. M4aj esetében ez a mechanizmus az elsédleges, a
mezenterialis immunrendszer inkabb a szisztémas karosodas sulyosbitdsaban valhat
jelentéssé. Az I-R ké&rosodas szisztémés hatasainak mediéldsaban szamos faktor jatszik
kozre. A SIRS soran a keringésbe keriil6 gyulladasos citokinek altaldnosan hoznak létre
fehérvérsejt aktivaciot és adhézidt, valamint vaszkularis diszfunkciét.

Allatkisérletek és emberi mérések alapjan is, a TNF-a-t tartjak az egyik kézponti
jelatvivé molekulanak ebben a folyamatban.*® Kisérletes eredmények és klinikai
megfigyelések alapjan feltételezhetd, hogy a trombocita aktivald faktor (PAF: platelet
activating factor) is fontos endogén mediatora a MODS soran kialakuld szervi
szerepet jatszik az endotélsejt aktivacio és a trombocita aggregécid kialakuldsaban a
mikrocirkulacio teriiletén, kozvetitd szerepet tolt be a miokardidlis depresszid
kialakulasaban és fokozza a gyulladasos citokinek (pl.: TNF-a) termel6dését. Szintén
mediator szerepet toltenek be a karosodott sejtekbdl felszabaduld ,,vészjelz6” molekulak
(DAMPs), melyek a gyulladasos valasz generalizdlodasaban és az elsddlegesen
karosodott szervtdl tdvol esd szovetekben apoptozis indukéldsaban egyarant szerepet
jatszhatnak.®

A lokalis oxidativ stressz egy bizonyos mertéket meghaladva, szisztémas karositd
hatasokkal is bir. Maj I-R karosodasat kovetden a xantin-oxidaz keringésbe jutasa is
tovabbi alapot teremt a szabadgyokok tavoli szervekben valé termelédésének.”® A
keringd xantin-oxidaz képes az endotélsejtek gluk6z-amino-glikdn molekuldihoz
kitapadni, mialtal plazma-féléletideje, valamint toxicitasa is megnd. A mikrocirkulacios
karosodéassal kapcsolatban emlitett NO/ET aranytalansag, illetve a NO relativ hianya,
tavoli szervek karosodasanak kialakulasaban is szerepet kap. NO-donor vegyiletek
adasaval csokkenthetd a humordlis gyulladdsos medidtorok mennyisége, enyhiil az

endotél diszfunkcio, csokken a leukocita adhézid és a ROS-termelédés mértéke.®’” Az
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iszkémias szovettel kapcsolatba keriilt és aktivalt fehérvérsejtek a reperflizié soran Gjra
beléphetnek a szisztémas keringésbe. Tavoli szervekben val6 kitapadasukat segiti a
gyulladasos mediatorok kovetkeztében az altalanosan fokoz6dd ICAM-1 és VCAM-1
expresszio. A fent emlitettek alapjdn késobb a keringd fehérvérsejtek masodlagos
aktivalddasa is sulyosbitja a szisztémas karosodast. A humoralis immunvalasz részeként
indukalodd komplement rendszer elemei szintén hamar eljuthatnak barmely tavoli
szervbe a reperfizio soran, ahol direkt és masodlagos sejtkarosodas létrehozasaban
egyarant részt vesznek.>” A gyulladasos valasz tehét egy kritikus mértéket meghaladva

az egész szervezeten végigterjedhet.

1.2. Az I-R karosodas mérséklésének lehetoségei

Az iszkemids-reperfuzids karosodas mérséklésére két alapgondolataban eltérd
stratégia létezik: az egyik a karosodas direkt csokkentését célozza meg kiilonb6zo
tamadasi pontokon a reperfzi6 soran, mig a masik az iszkémiaval szembeni tolerancia
fokozasara torekszik a sejtekben kodolt endogén vedelmi mechanizmus indukalésa altal.
A kiilonb6z6 technikdk kombinalasi lehetdségeit illetéen egyelére nagyon kevés
tapasztalat all rendelkezésre. Az I-R patomechanizmusanak 0sszetettségébdl adodik,
hogy a ,kezelés” illetve a ,,megel6zés” nem minden esetben kiilonithetd el élesen
egymastol. A kovetkezokben mégis a két megkdzelitési stratégia néhany fontosabb

aspektusa kerul bemutatéasra egy-egy fejezetben.

1.2.1. Direkt karosodas-csokkenté kezelések

Az el6z6 fejezetbdl kitlinik, hogy a karosodas létrehozasaban szamos sejt- €S
szervezetszintli jelatviteli kaszkad bonyolult halozata vesz részt, mely tobb ponton
rendelkezik Onerdsitd és Onfékezé mechanizmusokkal. Megfeleld idében alkalmazott
kiilonbozd vegyiiletekkel a rendszer gatlas iranyaba tolhatd el, mindazonaltal egy-egy
farmakon hatasanak teljes korti megismerése a folyamat Osszetettsége miatt majdnem
hogy lehetetlen. Ebbdl adoddan a legtobb elfogadottan hatdsos molekula esetében
léteznek ennek ellentmond6 irodalmi adatok is.

A reperfuzid korai szakaszaban hatasosak mindazon kezelések, melyek az MPT-
csatornak megnyilasat akadalyozzak. A legismertebb ilyen gatl6 molekula a

ciklosporin-A.°® A mitokondriumok jelentik ugyanakkor a legfontosabb kapcsol6dési
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pontot az endogén védelmi mechanizmus indukéldsa felé, ezért a prekondicionalas
folyamatat indukalni képes vegyuletek is nagyobbrészt az MPT-csatornak
szabalyozasan keresztll hatnak. Ide sorolhatd tovabba, a reperfizios pH-emelkedés
lassitasara iranyulo kezelés is, melynek legtdbbet vizsgalt és igen hatékony forméaja a
posztkondicionalas.®

A nekrézisra jellemzd sejtduzzadast és sejtszétesést képes megakadalyozni a
glicin a sejtmembran aspecifikus (,,halal”) anion csatornainak gatlasaval, melyek a
membrankiboltosulasok atszakadasat kozvetleniil megel6z6 gyors térfogat ndvekedést
idézik e18.%° Az adott sejtre nézve ekdzben ugyan nem javul a metabolikus allapot,
ugyanakkor kisebb masodlagos karosodas indukalédik. Az apopt6zis direkt gatlasa
elvben a kaszpaz-kaszkad gatlasan keresztiil megvalosithatd, de nem jar szamottevd
haszonnal az I-R karosodas végsé kimenetele szempontjabol. ™

Szamos ponton nyujt lehetdséget beavatkozasra az I-R karosodas korai
szakaszaban is fontos szerepet jatszo, majd a késéi szakasz sulyossagat alapvetden
meghatarozé immunvalasz. Gatolhatd egyrészt a sejtek kdzti kommunikacioban fontos
szerepet jatszo szigndlmolekuldk, a citokinek termelddése, vagy funkcidja. TNF-a
ellenes antitestekkel példaul kisérletesen csokkenthetd az I-R karosodas.”* Ehhez
hasonld hatés szarmazik a reperfizi6 korai szakaban a TNF-a-termel6dés legfontosabb
forrasat jelenté Kupffer-sejtek pentoxifillinnel torténd gatlasabol is.”” Allatkisérletes
modellekben a karosodas mérséklésére képes tovabba kiilonb6z6 interleukin- (pl.: IL-1,
IL-12) ellenes antitestek adésa is.”*"* A gyulladasos folyamatok ilyetén gétlasa maga
utdn vonja a neutrofil granulocitdk mikrocirkulécids kitapadasanak és aktivacidjanak
csokkent mértékét, igy az altaluk létrehozott masodlagos karosodas is kisebb mértékd.
A fehérvérsejtek szoveti migracidja ezen kivil direkt médon is gatolhatd, az adhézidban
résztvevd molekulak ellen képzett antitestek beadasaval.” Szintén az immunrendszer
kisebb mértékii indukcidja miatt lehet jotékony hatast elsésorban a komplement
rendszer gatlasa is.”” Mindezen tamadaési pontok esetében jelentkezik tovabba bizonyos
mértéki direkt sejtkarosodast, illetve tavoli szervi karosodast mérsékld hatas is.

A reperflzids oxidativ stressz csokkentésének szintén igen szertedgazo irodalma
van. Eredetileg ebbe a csoportba soroltak a glutamint is, bar ma mar tudjuk, hogy tébb
ponton is képes interferalni az I-R karosodas patomechanizmusaval és nem kizarélag a

szabadgyokok toxicitasat mérsékelve fejt ki protektiv hatast. "
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A mij esetében kiemelkedd jelentdséggel bir tovabba a korai reperfuzids
mikrocirkulacios elégtelenség, mely egyarant mérsékelhetd endothelin-receptor (ET-R)
antagonistaval (bosentan), vagy ET-ellenes antitestekkel, valamint a NO termel6dését
fokozo (L-arginin), vagy direkt NO-donor molekuldk (L-NAME) altal. Tekintve, hogy a
NO szignalfunkcioéval is rendelkezik, hozzaférhetdségének fokozdsa a reperfiizid

kezdetén kifejezettebb karosodéascsokkenést eredményez, mint az endotelingétlas.*®

1.2.2. Az iszkémia-tolerancia javitasa: prekondicionalés

Prekondiciondlds alatt az iszkémids eseményt megel6zden alkalmazott kezelést
értjuk, mely mintegy felkésziti a sejtet az ezt kovetden fellépd I-R karosodasra. Murry
és munkatarsai kutyak szivenek iszkémias toleranciajat vizsgalva, lIényegében nem vart
eredményként figyeltek fel az infarktusméret csokkentésének ezen egyszerli modjara.
Azo6ta hiressé valt kisérletikben a bal korbefutdé koronaria ag 5 perces leszoritasat
vegezték négy ciklusban, majd 40 percig tartd iszkémiat hoztak létre ezen ér ellatasi
terilletén.”” A rendkiviil hatékonynak igérkezd eljarasban rejlé lehetdségek sokak
feltételezett endogén védelmi mechanizmus lépéseinek részletes feltérképezésével.
Tradicionalisan rovid iszkémias-reperfizids epizodokat alkalmaztak triggerkent.
Lehetséges azonban ezen adaptacios Utvonal aktivalasa bizonyos farmakonok altal is,
ami az oxidativ stresszt, illetve a gyulladasos valasz mérséklését célz6 gyogyszeres
kezelések mellett, szintén alkalmas lehet az I-R karosodas csdkkentésére bizonyos

klinikai szituacidkban.

1.2.2.1. A prekondicionalasrol altalaban

Az iszkémias prekondicionalas (IP) ma is a leghatékonyabb ismert
prekondiciondldsi modszer. Ez annak koszonhetd, hogy a sejtek komplex
valaszmechanizmusait aktivélja, és nem csak bizonyos kiragadott Gtvonalakon keresztil
hat. Az elmult 20 év széleskori kisérletei soran a modszer jelatviteli mechanizmusanak
egyre tobb apro részletére derult feny. Ezek az ismeretek teremtenek alapot az 6sszes
tobbi prekondicionalési technikahoz. Az IP csak meghatarozott roévid iszkémias-
reperflzios ciklusok &ltal hozhatd létre, melyet az adenozin és a xantin szdveti
koncentracidja hataroz meg. Az iszkéemianak egyreszt elég hosszinak kell lenni (5-10

perc), hogy a termel6d6 adenozin indukalhassa a NO-szintézist, mely ugyanakkor nem
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haladhatja meg az eliminalasahoz sziikséges xantin széveti koncentraci6jat (15 perc).”
Masik fontos szempont a kinetikat illetden, hogy csak bizonyos iddablakon beliil
bekdvetkezd I-R karosodassal szemben érvényesiil a protektiv hatas. Az IP elso,
ugynevezett ,,korai” idéablaka azonnal aktivalodo adaptacios mechanizmuson keresztil
nytjt védelmet az egy oran belill kovetkezd hosszabb iszkémids periodus karosito

hatasaval szemben.”® A

100 masodik, ugynevezett késoi
—. 80 idoéablak 24 oraval az IP
=
» 60 utén kezddédik és jelen van
i o ,
£ 40 még mintegy két napon
2 20 "
@ keresztil. A
0 védémechanizmus ekkor az
Q AV ad> D A b oM N . .
N L RN IP kovetkeztében modosult
IDO (6ra) fehérje-expresszion
5. 4bra Az iszkémias prekondicionalas két idéablaka. keresztul valosul meg és

(Van Winkle, Coron Artery Dis, 1991 alapjan) hatésossaga valamelyest

Az IP-t kdvetd néhdny draban jelenik meg a maximadlisan elérhetd elmarad a korai id6ablak
védohatas, melynek a mintegy 24 oraval késobb kialakuld elhuzodo
védelem korilbelll 70%-4t teszi ki. hatasa m(jg(jttlso (5. &bra)

1.2.2.2. Az IP folyamata

Az IP altal létrehozott ,,jelzésnek” el kell jutnia bizonyos sejtalkotd(k)hoz és
mintegy raktarozodnia kell ahhoz, hogy az iszkémia soran ,.el6hivhatd” legyen. A
vérellatas tartdés megsziinése ,,idézi fel” a jelzést, mely az effektor(ok) aktivaldsan
keresztil csokkenteni kepes az I-R karosodast. A folyamat azonban korantsem ennyire
egyszeri. A sejtben szadmos jelatviteli utvonal bonyolult kapcsolata sziikséges az
informécid feldolgozasahoz és raktarozasahoz, valamint a protekciohoz transzkripcios
és transzlacios modosulasokra is sziikség van. Ez az egyszeriisitett séma lényegében
arra szolgal, hogy rendszerezze eés atlathatobba tegye az IP altal indukalt molekularis
mechanizmusokat.®'-%2

Az egyes lépések maig sem pontosan tisztazottak, és az ismereteink allanddan
béviilnek a részleteket illetben. A szivizomban, ahol a prekondicionalés tiszta formajat

latjuk, nagy vonalakban a kovetkezd folyamat megy végbe: az iszkémias stimulus
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hatdsara stressz-mediatorok (adenozin, bradykinin, opioidok, noradrenalin, ROS)
szabadulnak fel a sejtekb6l, mely molekulaknak iniciator szerepe van. Intracellularis
szignéltranszdukcios utvonalakat aktivalnak G-fehérjéken és mas receptorokon
keresztil. A protein-kinaz-C (PKC) aktivalodasa fontos keresztez6dési pont a
folyamatban, melynek egyik feltételezett végpontja a mito-K*atp-Csatornak nyitasa.
Kisérletesen bizonyitott, hogy az IP protektiv hatasanak kialakuldsdhoz szlikség van a
mitogén-aktivalt protein kinaz- (MAPK-) kaszkad aktivalddasara, mely feltételezetten a
PKC-tdl ,,disztalisan” vesz reszt a folyamatban, de a kapcsolodasi pontok nem kellden
tisztazottak.

A legvitatottabb kérdés az egész elméletben a mito-K*arp-csatornak nyitasanak
szerepe: Ujabban pozitiv visszacsatolasi pontnak és végso effektornak tartjak dket, mig
egyes szerz6k megkérddjelezik kozponti helyzetiiket. A mitokondrialis K arp-csatornak
nyitdsdhoz kapcsolddd antiiszkémids védelem hatterében tobb mechanizmust
feltételeznek: a mitokondrialis matrix mérsékelt duzzadasat eldidézve segitik a kiils6 és
belsé membran kozti kapcsolddasi helyek és ezaltal az elektrontranszport integritdsanak
megtartasat.?* Tovabba az I-R kérosodast megel8z$ csatornanyitds mérsékelt ROS
termelést hoz létre, ami a protein-kinaz C kaszkadon keresztill az endogén védelmi
rendszert aktivalja, mely mintegy felkésziti a sejtet a kovetkezd iszkémias periodusra
megelézve ezaltal a nagy mennyiségli reperfuzios ROS-képzddését. Ezen utdbbi
mechanizmus tekinthetd a wvalddi prekondicionalasnak. A szarkolemmalis K a1p-
csatornak szintén hozzajarulnak a citoprotektiv hatashoz a K*-kiaramlas fokozasa altal.
Ennek kovetkeztében csokkentik az akcids potenciél idejét és a fesziiltség-fiiggé Ca®*-
csatorndkon bearamlé Ca®* mennyiségét,®> mely az alacsonyabb intracellularis Ca?*-
szinten keresztill csokkentheti az iszkémias karosodast. Vegul mindharom hatas részt
vesz a mitokondridlis permeabilitasi pdérusok tartos nyitasanak megakadalyozasaban,
tehat a mitokondriumok integritdsinak megdrzésében és a sejt kedvezdbb energetikai
allapotanak biztositasaban.

Az IP tervezett sebészi kirekesztést megelézéen indukalhat6 az adott szerven,
illetve létrehozhato indirekt Gton, dgynevezett tavoli prekondicionalas formajaban, ahol
példaul valamely végtag véraramlasanak intermittald leszoritdsanak segitségével
szisztémas hatést is kivaltd medidtorok felszabadulasat idézziik eld, vagy bél iszkémids

prekondicionalasa révén a szivizomban hozunk létre protekci6t.®®
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1.2.2.3. Farmakoldgiai prekondicionélas

Az TP jelatviteli kaszkadja kiilonb6z6 pontokon gatolhatd ¢és stimuldlhato
farmakonok segitségével, mely megteremti a lehetdségét a nem csak operativ
szituacidban hasznalhatd gydgyszeres beavatkozasnak és 0j tavlatokat nyit a
farmakoterapiaban.

A legtdbb esetben olyan gyogyszerekrdl van szo, melyek képesek a mito-K* atp-
csatornak nyitasat létrehozni és a fent emlitett mechanizmuson keresztill citoprotektiv
hatast fejtenek ki. Példaként emlitheték az inhaldcids anesztetikumok, valamint az
opioidok, melyek szivizom I-R karosodasat csokkentd hatasa szamos vizsgalatban
igazolést nyert klinikailag relevans dézistartomanyban is.®”#8 Ugyanakkor maig sem
pontosan tisztazott, hogy sziikség van-e a klinikai gyakorlattol eltéré adagolasi séma
alkalmazéasara (és ha igen, milyen forméban) ahhoz, hogy optimalis protektiv hatas
alakulhasson ki. Ez a kérdés minden potencialisan alkalmas vegytilettel kapcsolatban

felmerul és szamos tovabbi vizsgalatot tesz szlikségesse.

1.3. Glutamin

Egyre tobb klinikai vizsgélat tamasztja ald, hogy intenziv osztalyon kezelt,
kritikus allapott betegekben, amikor a glutamin konstituciondlisan esszenciélis
aminosavva Vvalik, pétlasdval a morbiditas és mortalitas javithatd. Pozitiv korrelaciot
mutattak ki ugyanis a glutamin hiany mértéke és az intenzivosztalyos mortalitas kozott
szeptikus €s traumds betegeknél egyarant. A felsorolt korképekre jellemzo, hogy a
mortalitas f6 forrasa a generalizalt gyulladasos valaszreakcio talajan kialakul6 sokszervi
elégtelenség. A glutamin tdébb molekularis mechanizmus egyuttes hatasanak
koszonhetden, antiinflammatorikus ¢€s citoprotektiv hatast fejt ki, csokkenti a
vekonybélben lezajlo bakterialis transzlokaciot és javitja az anyagcsere allapotat az
inzulinrezisztencia mérséklése altal. A szervezet antioxidans rendszerét timogato hatasa
szintén hozzajarul a létrehozott protekciéhoz. Mindezen tulajdonsagai révén a glutamin
az immunmodulalo6 nutriensek kdze sorolhato, melyekkel jelenleg is tdbb multicentrikus
vizsgalat foglalkozik annak érdekében, hogy elfoglalhassak méltd helyiiket a sulyos
allapotu betegek kezelési palettajan.”® Ennek potenciélisan részét képezheti iszkémias-
reperflzios korképek terdpidja is, ahol tervezett mitétek esetében, akar sulyosabb

karosodas megel6zésére is lehetdség nyilhat.
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1.3.1. A glutamin hatasai a szervezetben

A glutamin (GIn) a nem esszencialis aminosavak kozé tartozik, szervezetiinkben
az L-GIn konformécidban hasznosul és megtalalhato minden emberi fehérjében. A
legtébb sejtink képes tapanyagforrasként is hasznositani és bar O6nmaga nem
rendelkezik antioxidans potencidllal, a szervezet antioxidans rendszerének
kulcsfontossagi molekulaja.

Katabolikus allapotokban — mint amilyen a mitéti stressz is — csokken a szervezet
Gln szintje.> A perioperativ ellatds soran a taplalasterapia részeként nagyobb
mennyiségben, parenteralisan bevitt glutaminnak antiinflammatérikus  hatast
tulajdonitanak: a glutamin képes csokkenteni a gyulladds sordn keletkez6 ROS
mennyiségét.®> Ennek kovetkezménye lehet az a tény, mely szerint a vénasan

alkalmazott glutamin szupplementacié mérsékli a posztoperativ szovodmények szamat.

1.3.1.1. A glutamin élettani és biokémiai vonatkozasai

A glutamin a szervezetiink legnagyobb mennyiségben el6forduld szabad
aminosava ¢és foként a vazizomban raktarozodik, ahonnan sziikség esetén felszabadul.
Fontos szerepet tolt be a sav-bazis homeosztazis szabalyozdsaban, valamint a sejtekben
biztositja az 6sszekottetést a szénhidratok és proteinek metabolizmusa kézott. Szerepet
jatszik a fibroblasztok, a limfociték és az enterocitak novekedésében, illetve a szervezet
nitrogén-egyenstlyanak fenntartasaban.®® Glutaminhoz kotétt az amménia-, és az
ureaszintézis, a vesében és a majban lejatsz6dd glukoneogenezis, a glutation-szintézis és
a kozponti idegrendszer neurotranszmitter-szintézise.* Sziikséges tovabba a nukleotid
szintézishez is, féleg a gyorsan proliferald sejtekben,®® mely ténnyel magyarazhaté az
immunrendszer sejteinek fokozott glutamin igénye. Hiadnydban a DNS- és a
fehérjeszintézis egyardnt gatlas ald kerll. Intracellularis  koncentrdcidja a
mitokondriumok ATP-szintézisét stimulalja, ezért alacsony glutamin tartalom esetében
a mitokondrialis 1égzési lanc aktivitasa lassul.®

Bar a glutamin nem esszencialis aminosav, nagy trauma, jelentds sebészeti
beavatkozas, szepszis, csontveld transzplanticid, intenziv kemo- vagy radioterdpia
soran atmenetileg kiilsé bevitel valhat sziikségessé, hiszen ilyen esetekben a de novo
szintézis nem képes a szervezet val6s Gln sziikségletét fedezni.”

A glutation bioszintézis alapanyagaként hatassal van az antioxidans védekezési

rendszer miikodésére és kapacitasara, s6t mi tobb esszencidlis szerepe van a sejtek
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redox homeosztazisanak fenntartasaban.”” A redox statusz befolyésolasan keresztiil
képes kozvetett mddon hatéast gyakorolni a sejtek szignaltranszdukcids Utjaira, valamint
a sejtproliferaciora.

A glutation az egyik legfontosabb antioxidans molekula a szervezetben.
Szabadgyokok hatasara két redukalt glutation (GSH) molekula kovalens kénhidon
keresztil (S-S-hid) létesit kapcsolatot, oxidalt glutationt (GSSG) hozva létre. A GSH
oxidacioja sordn a glutation-peroxidaz hidrogén-peroxidot és egyéb organikus
peroxidokat bont el, amelyek egyébként potencialis veszélyt jelentenek a sejt fehérjéi és
lipidjei szaméra. Oxidativ stressz nélkil, a GSH/GSSG egyensuly a redukalt forma
irdnydba van eltolva 500:1 aranyban. A GSH fizioldgids korulmények kozott
meglehetésen magas koncentraciéban van jelen a sejtekben és a szabadgyokokkel
szembeni védelem elsé 1épcsdjét képezi. A glutation oxidaciojabol szarmazo
antioxidans kapacitds megévja az érzékeny proteineket az oxidativ karosodastol,

meg@rizve ezaltal az intracellularis enzimrendszerek megfeleld miikddését.*®
1.3.1.2. A glutamin szerepe a sejtmiikiodés szabdlyozdasaban

A) Sejtproliferaciora gyakorolt hatés

A glutamin kozvetett vagy kozvetlen modon befolyast gyakorol a
sejtproliferaciora, a sejtdifferenciaciora, eés a sejthalalra. Fobb hatasaira vonatkozo
ismereteink nagyrészt transzformalt sejtvonalak vizsgalatdbol szarmaznak: elsdsorban
apoptozist modulald effektusairdl szamolnak be a nemzetkdzi irodalomban.

A legtobb sejtnek sziiksége van novekedéséhez glutaminra, valamint a
proliferacio kepessége is fligg a glutamin-felvételtdl, amely effektust a Gln glutationna
alakulasaval és purin szintézisben valé reszvételével magyardzzak (lasd fenn).
Meghataroz6 szerepét indirekt médon bizonyitja, hogy in vitro a glutamin-szintetaz
enzim metionin-szulfoximinnel torténd gatlasa, jelentds proliferacio csokkenést idéz eld
a sejttenyészetben. Parhuzam vonhato tovabba a glutamin sejtekbe valo felvételét
mértéke kozott.*® Az exogén glutamin szupplementacié a kiilénféle sejtvonalakban
proliferaciot serkentd hatassal bir, mig a glutamin megvonas differencialtabb fenotipusu

sejteket eredményez.'®
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Az intracelluléris GlIn koncentracié egy bizonyos kritikus szint alad csokkenése

101

apoptozist indukalhat,”™ a megfeleld glutamin tartalom ugyanakkor fontos protektiv

tényezéként lehet jelen kiilsé karositd stimulusokkal szemben. Igy hatasara csokken

példaul a sejtpusztulas mértéke extrém hdhatast, valamint besugarzast kévetden.

B) Szignaltranszdukcidra gyakorolt hatas

A glutamin-kezelés extracellularis kinazokat eés Jun tipusd nuklearis kinazokat
aktivalva hozza lendiletbe a celluléris proliferaciés kaszkadot. Az emlitett kindz utak
indukcidja ugyanis feler6siti az activating protein-1 (AP-1) &ltal moduldlt
géntranszkripciot és a fontos ndvekedeési faktorkent megismert EGF (epidermal growth

factor) hatasét is.'%

A csak részben ismert, 0sszetett jelatviteli utakat a glutamin tobb
metabolikus forméban és tobb szabalyozasi ponton is befolydsolhatja. Glutamat
alakjaban stimulalja a Ca®*-influxot és el8segiti a protein kinaz c transzlokéci6jat, mely
aktivalja a PKC-kapcsolt foszforilaciés kaszkadot.'® A MAPK-kaszkad alteralaséaval
elosegiti a sejtek tulélését glukdz-depléciora visszavezethetd sejthaldl esetén, tovabba
frukt6z-6-foszfattal kapcsolddva, glukdzamin forméajaban a c-Jun-N-terminalis kinaz
(JNK) aktivitast serkenti. Mindkét utobbi UGtvonal részt vesz az intesztinalis sejtek

Glutamin hianyaban az apoptézis Fas altal medialt extrinzik Gtja indukalodik. A
Fas-ligacié az ASK-1 (apoptosis signal-regulating kinase-1) es JNK/SAPK (c-Jun-N-
termindlis kinaz/ stress activated protein kinase) kindzokat aktivalja, mely utvonalak
programozott sejthalalt hoznak 1étre a sejtben. A glutamin transzlacidja sordn miikodo

glutaminil-tRNS-szintetdz ugyanakkor gatlé hatassal van az ASK-1-re, ezaltal

végeredményben antiapoptotikus hatasu. %

C) Poszttranszkripcios hatasok

A szerveink mikodését szabalyozd szubcelluldris mechanizmusokat valtozatos
maodon befolyasolhatja a glutamin. Fibroblaszt sejtvonalban példaul fokozott kollagén

szintézist eredményez,'®’

ami hatassal van tobbek kodzott parenchimas szervek és
kotoszoveti  elemek  szerkezetére is. A glutamin-szintaz  poszttranszkripcios
szabalyozasan keresztul modulélja a sajat szintézisének mertékét. Metabolizmusa soran

tovabba befolyast gyakorolhat kiilonb6z6 homeosztazist szabalyozé folyamatok
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mitkodésére. Erre egy példa, hogy megndvekedett rendlis glutamin-katabolizécié esetén

acidozis generéalodik, mely véltozasokat eredményez a veseszdvet génatirasaban.'%®

1.3.1.3. Glutamin és a ROS mennyiségének 6sszefliggéseli

A glutaminnal kapcsolatban régota ismert, hogy a glutation prekurzoraként fontos
szerepet jatszik az oxidativ stresszel szembeni egyik legfontosabb endogen védekezési
mechanizmus fenntartasdban. Fokozott ROS-termeléssel jard korallapotokban ez a
funkci6 létfontossagiva valik.'® Képes tovabba az iNOS-expresszié gatlasan keresztill
a szisztémés gyulladasos valasz és az ezzel 6sszefuggeésbe hozhatd szervkarosodasok
(0.m. szeptikus tiidékarosodas) mérséklésére.™'® Ezen hatésa hozzéjarulhat a toxikus
nitrozativ gyokok keletkezésének csokkentéséhez is az I-R kés6i szakaban. A

szabadgyok termelésre gyakorolt gatld hatasénak, illetve az antioxidans kapacitas

. javulasanak egyarant szerepet
tulajdonitanak az iszkémias szivbetegek

makromolekulak I glutaminban gazdag diétaja kovetkeztében

karosodasa pTiERans -

tapasztalt kardioprotekci6 kialakuléasaban. ™

Az oxidativ kérosodds csokkenesét
segiti eld tovabba indirekt moddon a
glutamin altal kivaltott gyulladascsokkentd
hatds is, melynek hatterében részben a

HSP70-termelés fokozddasa éallhat. Ez a

hésokkfehérje képes fontos

- LY |
A 4 YWY

@ proinflammatorikus transzkripcios faktorok,

) _ o mint az NF-xB, vagy az AP-1 gatlasara és
6. &bra A glutamin szerepe az apoptozis és az

oxidativ stressz befolyasolasaban. ezaltal potens antiinflammatorikus hatast
(Roth E, Nutrition, 2002 alapjan) 112 i
fejt ki.** (6. abra)

1.3.2. A glutamin szerepe a taplalasterapiaban

1.3.2.1. Glutamin elokezelés dallatkisérletekben

Altalanosan ismert és kisérletesen is bizonyitott tény, hogy az alultaplaltsag,
valamint a tapanyaghidnyos allapot a posztoperativ mortalitds emelkedéséhez vezet a
normal taplaltsagi allapothoz képest. A kisérletesen glutamin adésaval a malnutricio
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kedvezdtlen hatasa részben felfiiggeszthetd: parcialis hepatektomiat kovetden a kezelt
allatokban javul a majregeneracié mértéke. ™

M4j iszkémia-reperfuzio allatkisérletes modelljében, glutamin parenteréalis
alkalmazasa emeli a GSH és az antiapoptotikus Bcl-2 koncentraciojat, mig a majsejt
karosodasra utalé laktat-dehidrogendz, aszpartat-aminotranszferdz és alanin-
aminotranszferdz enzimek, valamint a proapoptotikus hatdstu Bax-fehérje szérumszintje
csokken,

A glutamin jotékony hatasa azonban nem minden Kkisérleti elrendezésben
jelentkezik. Noh és mitsai. szerint az el6kezelés hatasara a HSP-szint nem emelkedik
jelentésen, illetve alig csokken a neutrofil bedramlés és a nekrézis mértéke I-R
kérosodast kovetben.™™ A posztiszkémias glutamin kezelés pedig Fukatsu és mtsai.

szerint kifejezetten stlyosbitja az I-R karosodést.**®

1.3.2.2. A glutamin klinikai alkalmazasa

A szamos korallapotban megemelkedd oxidativ stressz karos hatasainak
ellensulyozasa az antioxidans statusz javitasan keresztil lehetséges. Ennek fontos eleme
a glutation koncentracié emelése, mely a glutamin, mint prekurzor molekula
adagolasaval valosithatd meg. Ha figyelembe vessziik, hogy betegseg soran a glutamin
esszencialis aminosavva valhat, klinikai diétak soran adasa feltétlenil indokolt."
Csontvel6-transzplantacion atesett betegcsoportban végzett vizsgélatok alapjan a
glutamin enteralis alkalmazésa hatdstalan, tovabba kellemetlen mellékhatdsai (pl.
hasmenés) is vannak, ezért ilyenkor parenterélis adagolést javasolnak.'®

Parenterdlisan alkalmazva a glutamin monoamin formaban csekély
oldékonysaggal és stabilitassal rendelkezik. Alanil-glutamin (Ala-GIn) dipeptidkent
(Dipeptiven®, Fresenius Kabi) ezzel szemben sokkal jobb farmakokinetikajd
vegyiiletnek bizonyult.**%2°

Intravénas kezelés soran gyulladascsokkenté és kozvetett antioxidans hatasanak
kdszonhetden, a glutamin képes csokkenteni az oxidativ stressz mértékét. A jelenség
szubcellularis magyarazata az elézéekben emlitett szignaltranszdukcios utvonalakra
gyakorolt modulalé hatés, valamint a GSH-szintézisben betdltott szerepe. Kisérletesen a
glutamin adasa javitja a gasztrointesztinalis- és az immunrendszer miikodését. Stimulald

hatassal rendelkezik a leukocitakra, noveli a neutrofil granulocitak és a makrofagok
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fagocita funkciojat és RNS-szintézisét, valamint véd bizonyos szisztémas fertézések
ellen, anélkiil, hogy emelné a keringd fehérvérsejtek szamat, "1

Szamos klinikai vizsgalat erdsiti meg a glutamin parenterdlis alkalmazasanak
indokoltsagat a miitét utani, metabolikus szempontbdl is kritikus napokban, amikor az
immunstatusz és a nitrogén-egyensuly javitasara egyarant szilkség van, 212412

A glutamin inflammatorikus molekuldkra kifejtett moduldlé hatdsa szamos
koréllapot kezelésében kihasznalhato: gyulladasos bélbetegségekben csokkenti a
proinflammatorikus interleukinek (az akut fazis fehérjék génexpresszidjat noveld 1L-6,
és a neutrofil granulocitak kemoattrakcidjat serkenté IL-8) szintjét, mig a
gyulladasellenes IL-10 koncentracidjat emeli. Pankreatitiszben és szeptikus allapotban,
az intravénasan adott glutamin csokkenti az IL-8 mennyiségét. Ezen kivill enteralis
glutamin alkalmazasakor indukalddik a hem-oxigenaz-1 nevii hésokk protein (HSP) a
human duodenum nyéalkahartyajaban. Kritikus Aallapoti betegeknél az egyik
legfontosabb dajka-fehérje, a HSP70 is indukalddik altala, amit a szérumban mérhetd
immunfolyamatok regulaldsaban is részt vevé NF-kB szintjét és allatkisérletek alapjan a
gyulladasos folyamatokban kulcsszerepet betdlté TNF-o szintjét is csokkenteni.*?’

A glutamin jétékony hatést fejt ki a bélnyalkahartyéara nézve. Kisérletesen noveli a
jejunélis fehérjeszintézis mértékét, ami a bélhamsejtek jobb miikddésére, illetve
stimulalasara utal. Kritikus allapot( betegeken a Dipeptiven® adaséval meg@rizhetd volt
a bél felszivo képessége, megelézhetd a nyalkahértya atrofia és a kovetkezményes
malnutrici6.'?® Alkalmazésakor tovabba in vivo és in vitro egyarant csokken a
nyalkahartya 1L-6 és IL-8 termelése, mialtal gyulladascsokkentd hatasi.'® A
bélnyalkahartya citokin termeléséneck modulalasa valosziniileg poszttranszkripcios
szinten valosul meg.

A posztoperativ glutamin kezelés javitja a nitrogén egyensulyt, serkenti a
fehérjeszintézist, védi a gasztrointesztinalis rendszer miikodését ¢és mindezek
eredéjeként csokkenti a hospitalizaciét, valamint a mortalitast. Egy prospektiv
randomizalt vizsgalat adatai alapjan, 9 napos glutamin kezelés utan a fél éves talélés
66,7%-ra nbtt a 40%-os kontroll értékkel szemben szovédményes, intenziv terapids

kezelésben részesiil6 betegek esetén, bar a korhazban toltott id6 és a korhazi mortalitas
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nem volt szignifikansan alacsonyabb. Ez arra utalhat, hogy a protektiv hatasok
elsésorban hosszii tavon nyilvanulnak meg.**

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

1.4. Levosimendan

A levosimendan dekompenzalt szivelégtelenség kezelésére hasznalt inodilatator
hatast molekula. A szivizom kontraktilis elemeinek Ca?* iranti érzékenyitésén keresztiil
fejt ki pozitiv inotrop és anti-stunning hatést, valamint a vaszkularis simaizomzat
szarkolemmalis K*arp-csatorndit nyitva hoz létre vazodilataciot. Ujabb vizsgalatok
igazoltak, hogy a mitokondrialis K*arp-csatornak nyitasara is képes.™*! Ez a felismerés
kiindulasi pontot jelentett a vegyulet anti-iszkémias hatasat vizsgald in vitro és in vivo
vizsgélatok szamara, melyek alapjan ma a levosimendant kardioprotektivnek tartjak.'*?
Tobb eredmény is aldtdmasztja tovabba, hogy mas pozitiv inotrop vegyiletekkel
ellentétben nem hoz létre aramlas-csokkenést a szplanchnikus teruleten, inkabb
kedvezden befolyasolja a vékonybél,**? illetve a m4j*** ' keringését, valamint protektiv
hatast képes kifejteni a szeptikus akut veseelégtelenséggel szemben.*® Mindezen
tulajdonsagai potencialisan képessé tehetik a maj I-R karosodasanak mérséklésére is. A
kovetkezOkben a levosimendan farmakologiai hatasai és klinikai tulajdonsagai keriilnek

bemutatasra.

1.4.1. A levosimendan farmakoldgiai hatasai

1.4.1.1. Ca** érzékenyitd hatds

A levosimendan pozitiv inotrép hatasat a sziv kontraktilis elemeinek Ca*'-
érzékenyitésén keresztil hozza létre, tobb kiilonbozd tamadéasi pontot érintve. N-
terminélis vége Ca** jelenlétében kotédik a troponin-C-hez, néveli annak Ca*-iranti
affinitasat, és stabilizalja Ca®*-kotott formajat. Disztalisan mintegy helyettesiti a
troponin-C-t, azaz képes az aktivéalt molekula feliiletét névelni kontrakcié soran.®” Az
ily modon 1étrejovo pozitiv inotrop hatas nem befolyasolja a diasztolés telodést, illetve
mivel a Ca’"-bedramlas dinamikajatol fiiggetlen, nem jar intracellularis Ca®'-
koncentracié emelkedéssel.*3% 13

Mint a celluléris ionegyensuly eltolodasaval foglalkozé részben, az I-R

karosodassal kapcsolatban is lathattuk, az intracellularis (ic.) Ca®*-koncentracié talzott
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emelkedése sulyos sejtkarosodas forrasa lehet. Az ATP-termelés fokozasaval
egészséges, jO vérellatasu szovetben a kompenzacids képesség igen széles hatarok
kdzott mozog. Mindazonaltal a sejtek O,-igénye jelentésen megnd, melyet a vérellatas
fokozodéasa, a sziv pumpafunkcidjanak tdmogatasat igénylé korallapotokban, nem
feltétleniil tud kelld mértékben kovetni. Ennek kdvetkeztében relativ hipoxia johet 1étre,
mely a szivizomsejtek diszfunkciojat, illetve szélséséges esetben azok elhalasat vonja
maga utdn, valamint szivritmuszavarok kialakulasara hajlamosit. A szivizomsejtek
Ca®*-terhelését nem fokozé hatdsmechanizmus miatt, a levosimendan kiilénleges helyet
foglal el a pozitiv inotrop molekulak kdzott.

A Ca**-érzékenyitd vegyiiletek alkalmazasaval kapcsolatban gyakran megjelend
probléma, hogy mig a sejtek Ca**-tulterhelése tekintetében kedvezéek, diasztolés
diszfunkciot idéznek el6 azaltal, hogy szisztoléban ¢és diasztoléban egyarant kotddnek a
troponin-C-hez."® A levosimendan ezzel szemben, Ca’*-fiiggé modon létesit
kapcsolatot a troponin-C-vel, minek készonhetéen a kotédés dontéen a szisztolé alatt
valésul meg. A diasztolé soréan, az ic. Ca®*-koncentréaci6 csokkenésével parhuzamosan,
a levosimendan és a troponin-C kozti kotés valosziniisége is folyamatosan csokken.
Ennek kovetkeztében, a kontraktilitas fokozasahoz csak minimalis O,-igény emelkedés
és jo diasztolés bal kamra funkci6 tarsul.**®

A levosimendan metabolizmusa sordn egy hosszu felezési idejii aktiv metabolit
keletkezik (OR-1896), mely Kkorilbelul 72 oOran keresztil van jelen hatasos
koncentracioban a keringésben. In vitro €s in vivo Kkisérletek eredmeényei egyarant arra
engednek kovetkeztetni, hogy az OR-1896 a levosimendanhoz hasonlé Ca®'-
érzékenyitd hatassal és famakodinamids tulajdonsagokkal bir. Egyszeri 24 6rés infuziot
kovetden, a levosimendan elhuzodo pozitiv inotrop hatasat ezen hosszu felezési ideju

aktiv metabolitjaval magyarazzak.*°

1.4.1.2. Foszfodiészteraz gatlo hatas

A foszfodiészteraz (PDE)-gatlas, a levosimendan pozitiv inotrop hatasanak
tovabbi, jelentéségében a kontraktilis elemek Ca”*-érzékenyitése mogott szamotteven
elmarad6 eleme. A PDE enzim gatlasaval, a B-ardenerg hatdshoz hasonloan,
intracellularis CAMP-szint emelkedés érhetd el, mely fokozza a sejtek Ca?*-felvételét az
L-tipusii Ca®*-csatorndk aktivalasan keresztiil. Ellentétben mas PDE-géatlé pozitiv

inotrop vegyiiletekkel, levosimendan esetében nem mutathat6 ki egyértelmii dozis-hatés
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Osszefliggés a kontraktilitas fokozodasa és az intracellularis cAMP-koncentraciod
emelkedése kozott.!*1*° Tovabba a levosimendan hatdsos koncentracidja nem
feltétlenll jar egyiitt az ic. Ca**-szint emelkedésével sem, tehat ddzis-hatas 6sszefiiggés
Ca®*-ra vonatkozéan sem allithatd fel.****' Ezek értelmében nem teljesen tisztazott,
hogy mennyiben jarul hozza a PDE-gatlas a pozitiv inotrop hatés létrehozasahoz.

Az emberi szivben a PDEy;; izoenzim fordul el6é legnagyobb koncentracidban, de
Ujabb vizsgalatok alapjan a PDE,, aktivitasanak csokkentése is jelentdsen fokozza a
katekolamin-indukalt cAMP-szint emelkedést. Kisérletesen igazolast nyert, hogy mind
a levosimendan, mind az OR-1896 képes szelektiven gétolni a PDEy-as tipusat.™®” A
hatasos gatlo koncentracié (ECso) levosimendan esetében 2,5 nM, OR-1896-ra
vonatkozoan 94 nM. A PDEy-es tipusanak gatlasahoz a 24 oras levosimendan infaziot
kovetden 1étrejové 6 nM-0s levosimendan, illetve 12 nM-o0s OR-1896 koncentracional
szignifikansan magasabb koncentracio sziikséges, mely mindkét molekula esetében
bdven az in vivo toxikus tartomdnyba esne, tehat ez a folyamat klinikai jelentdséggel
feltételezhetGen nem bir. Valosziniinek tartjak, hogy az ic. cAMP-szint emelkedéséhez,
valamint a Ca*"-bedramlds fokozodasahoz, tobb PDE izoenzim egyidejii gatlasa
szlikséges. Kisérletesen egy izoforma szelektiv aktivitdscsokkenését a tébbi izoenzim
jelentds mértékben képes kompenzalni, megakadalyozva ezaltal a cAMP-koncentracio
talzott emelkedését.**?

A Klinikai alkalmazéasban a levosimendan PDE,;-gatlé hatasa nem hoz létre
kritikus mértékti cAMP-szint emelkedést a szivizomsejtekben. Az in vitro vizsgalatok

azt is igazoltak tovabbé, hogy az OR-1896 terapiasan elért koncentracidja nem kozeliti
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1.4.1.3. Vazodilatator hatas

Az el6zbéekben bemutatott pozitiv inotrop hatason tulmenden, a levosimendan
artérias és vénas vazodilataciot is létrehoz kiilonbozé K'-csatornakon keresztiil. Az
érfali simaizom szarkolemmalis K*atp-csatorninak nyitasa, mind a rezisztencia-, mind

k.1 A simaizomrelaxaciohoz az artérias

a kapacitaserek esetében fontos szerepet jatszi
oldalon, a Ca’*-aktivalt K'-csatornak, valamint a fesziltség fiiggd K'-csatornak
aktivalasa is hozzajarul."***® A K*-bearamlas a membranban hyperpolarizaciét valt ki,
mialtal géatolja a befele iranyul6 Ca®*-aramot és miikodésbe hozza a Na'/Ca®'-
antiportert. Mindezek ereddjeként csokken az intracellularis Ca®*-koncentréacio, tehat a
simaizomsejtek relaxacioja jon létre.

A vazodilatacié létrehozasanak két masodlagos Utja a K*-aram valtozasaitol
fliggetlen. Egyrészt a szivizommal ellentétben, az érfali simaizom kontraktilis
elemeinek Ca®*-érzékenysége levosimendan hatésara csokken, miéltal azonos Ca®'-
tartalom mellett kisebb lesz az 6sszehlzédasok ereje.**’ Masrészt a PDEj-gatlés
kovetkeztében kialakul6 cAMP-koncentracid emelkedés, a simaizomsejtekben
relaxaciot valt ki. Bar nem teljesen tisztazott, hogy a vaszkularis PDE,;, gatlasa terapias
szérumkoncentraciok mellett 1étrejon-e, valoszintsitik, hogy a klinikai gyakorlatban ez
is a vazodilatator hatés egyik elemét képezi.**’

A levosimendan simaizom relaxald hatasat szamos érteriilet vonatkozasaban
igazoltak. Létrejon emberi és éllati koronéria erekben, a pulmonalis artériaban,'*®14°
illetve a kis- és nagyvérkor artéridiban és vénaiban egyarant.™®® Hemodinamikailag a
kontraktilitas fokozodasaval parhuzamosan megjelené vazodilatacio, mind a pre-, mind
az afterload csokkentésére képes, jelentésen redukalva ezaltal a sziv terhelését. A
koronériaperfuzidé javuldsdval parhuzamosan megjelend alacsonyabb oxigénigény,
egyértelmiien antiiszkémias hatsu a szivben. ™

A levosimendan aktiv metabolitjanak, az OR-1896-nak is relaxalé hatasa van az
érfali simaizom sejtekben. Vazodilatator hatdsa mind a sziv-, mind a vazizomzat ereiben
megnyilvanul, de az el6bbi érteriileten érvényesiil kifejezettebben.™ Terépiés
tartomanyba es6 10 nM-0s OR-1896 koncentracional, in vitro szignifikansan nagyobb
mértékii relaxacio mutatkozik a koronaridkban, mint a vazizom erekben, mely

kiilonbség a koncentracié emelésével csokken, majd megsziinik. (8. abra)
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8. dbra A levosimendan vasodilatator hatasa. (Forras: Tatrai Miklés: Rektori Palyazat, 2008)

1.4.1.4. Antiiszkémias hatas

A levosimendan antiiszkémids hatasdhoz alapvetden két kiillonbozo
mechanizmus jarul hozza: a szivizom oxigénigényének csokkentése, illetve a
mitokondrialis K*arp-csatornakon keresztiil érvényesiild protektiv hatas. A miokardialis
oxigénigény csOkkentésérdl az el6zo fejezetrészekben részletesen volt szo. A koronéria-
dilatacio egyik tovabbi fontos aspektusa ebben a vonatkozésban, hogy a szarkolemmalis
K* atp-csatornak nyitasa a rosszul oxigenizalt, alacsony ATP/ADP-aranyu teriileteken
jon létre jelentésebb mértékben. ™

Més plazmamembran K arp-csatornakat nyitd vegyiiletekrdl szintén ismert,
hogy képesek a mitokondrialis belsé membran hasonl6 csatornainak nyitasara is. Az I-R
karosodds merséklésének lehetdségeivel foglalkozo fejezetrészben bemutatottak
alapjan, a mitokondriumok dontd szerepet jatszanak a sejt tulélése szempontjabol és
szamos protektiv mechanizmus kozos taldlkozasi pontjat képezik. A bels¢ membran
K*atp-csatornainak nyitasa, védi a mitokondriumot a Ca®*-tdlterheléssel szemben,
szabalyozza a matrix térfogatat, stabilizalja a membranpotencialt, segiti a 1égzési lanc
integritdsanak megdrzését, valamint a magas energidji foszfatok megtartasat.
Levosimendannal kapcsolatban igazolast nyert, hogy képes ezen csatorndk nyitasara
mind szivizombdl, mind hepatocitdkbdl izolalt mitokondriumok esetében. Ennek
alapjan valdsziniisitik, hogy célzott sejtszintli protektiv hatas 1étrehozésara is képes az I-
R kérosodassal szemben.'*"***Jelenleg ezen direkt antiiszkémias hatés vizsgalata képezi
a levosimendannal kapcsolatos kutatasok f6 iranyvonalat.

A K'ap-csatornak aktivalasa a szivben egy fontos mellékhatas forrasa lehet,

amennyiben a szivizomsejtek kiilsé membranjaban elhelyezkedd K arp-csatornakat is
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érinti. A kifelé iranyuld K*-aram ndvelése hiperpolarizélja a sejtmembrant réviditve
ezaltal az akcios potencial idejét, ami végsé soron csokkenti a refrakter periodus
id6tartamat és proarritmogén hatasu lehet. A klinikai vizsgalatok erre vonatkozéan nem
egységesek (lasd alabb), de izolalt szivizomsejtek in vitro tanulmanyozasa alapjan, a

levosimendan direkt arritmogenitdsat nem valdszintsitik.

1.4.2. A levosimendan a klinikai tapasztalat tikrében

1.4.2.1. Szisztémas hemodinamikai hatas

A levosimendan az elézdek értelmében tobb farmakologiai hatdsmechanizmus
eredbjeként idéz el6 mintegy 0,4-0,8 liter/perces perctérfogat novekedést mind az
0sszehuzddasonkeént kilokott vermennyiség, mind a frekvencia névekedése altal. Ennek
kovetkeztében a pulmonalis kapillaris eknyomas 4-6 Hgmme-rel csokken, de mivel
csokken a szisztemas érellendllas is, a transzpulmonalis gradiens nem valtozik. Szintén
a kardialis teljesitmény javulasara utal a keringé pro-atridlis natriuretikus peptid
koncentraciojanak csokkenése, mely 24 ords levosimendan infaziot kovetden
jelentkezik idilt szivelégtelenségben szenvedd, atlagosan 25%-0s bal kamrai ejekcios
frakcioval rendelkez6 be‘[egeknél.l‘r’4

A szivfrekvencia emelkedésének el6idézése egyel6re nem pontosan tisztazott, de
részben kompenzatorikusnak tekinthetd, és a vazodilatacio altal aktivalt baroreceptor
reflexeken keresztiil valésul meg.’® Mindazonaltal a szivfrekvencia valtozasa az
ajanlott dozistartomanyban klinikai koriilmények k6zott nem jarul hozza szamottevéen
a perctérfogat novekedéséhez.

A szivelégtelenseg standard terdpigjdban  alkalmazott dobutaminnal
0sszehasonlitva, a levosimendan kifejezettebb perctérfogat emelkedést és pulmonalis
éknyomascsokkenést hoz létre sulyos, alacsony perctérfogatu szivelégtelenségben. A
szisztolés vérnyomascsokkenés és a vazodilatdcié mértéke szintén a levosimendan-
kezelt csoportban volt nagyobb. Hemodinamikai hatésait, eltéréen a dobutamint6l, B-
blokkolok egyittadasa nem csokkentette. Mivel a sulyos kardiadlis dekompenzacio
kezeléseben egyre tobb evidencia tamasztja ala a R-blokkold kezelés hasznossagat, ez a
megfigyelés nem elhanyagolhatd. Egy kiillonb6z6 doézisokat is vizsgdld tanulmany

kimutatta, hogy a levosimendan &sszes jelenleg hasznalt doézisa nagyobb foku

pulmonalis éknyomascsokkenést eredményez, mint a placebo vagy a dobutamin.
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Magasabb levosimendan dézisoknal jelentdsebb volt a perctérfogat novekedés, de
kifejezettebbé valt a tachikardizalé hatds is, valamint atlagosan 5-10 Hgmm-es
szisztolés vérnyomaseses mutatkozott.

Osszegzésként elmondhatd, hogy a levosimendan javitja a hemodinamikat
szivelégtelenségben, és ez a hatds hosszabb idén keresztiil fennall az infuzié beadéasat

. " 155
kovetden.

1.4.2.2. Arritmogenitas

A PDE-gatlok és a dobutamin alkalmazhatdsagat sok esetben arritmogenitasuk
limitalja.**® Kiilénosen a PDE-inhibitorok indukélnak sustained kamrai tachycardiat,
ezaltal ndvelve a mortalitast.

k" a klinikai

Bar az Allatkisérletes adatok részben ellentmondésosa
tapasztalatok alapjan, a standard levosimendan infGzié nem emeli a kamrai arritmiak
eléfordulasat, vagy a szivelégtelenség kialakulasdnak kockazatat, bar a szivfrekvencia
mérsékelten novekedhet az influzié kezdetén. A QT-tavolsagban nem jon létre

, - . 158
szamottevd novekedés.

A pitvar- és kamraizomzat, valamint a sziv ingeriiletvezetd
rendszerének kiilonb6z6 mértékii refrakteridé csokkenése ismert, de jelenleg ugy
tartjdk, hogy jelentés mértékii kamrai arritmiadt eléidézé hatassal nem kell

szamolni '147,150,159

1.4.2.3. Kardioprotekcio

Miokardialis iszkémiat kdvetden, az irodalomban miokardialis ,,stunning”-ként,
vagy hibernacioként emlegetett jelenség figyelhetd meg a reperfuzio kezdeti szakéban.
Okozéjanak a kontraktilis elemek csokkent Ca**-érzékenységét tartjak, mely a
reperfiziod sordn keletkezett oxigén tartalmu szabadgyokok mennyiségének, illetve az
intracellularis Ca?*-koncentraciénak az emelkedése kovetkeztében johet létre.*®
Klinikailag ilyenkor a szisztolés diszfunkcidéhoz tarsuld diasztolés relaxacids zavar
figyelhet6 meg az echokardiografids vizsgalat soran. Stunning-ban a levosimendan
Ca®*-érzékenyité hatasa, direkt javitja a pumpafunkciot a diasztolés diszfunkcid
sulyosbitasa nélkal.

A fentiekben emlitésre Kkerllt tovabba, hogy a levosimendan javitja a
koronariakeringést €s ezaltal csokkenti az infarktus méretét, valamint nem idéz el6

oxigénigény-ndvekedést, mely tovébbi kérosodas forrasa lehet a posztiszkémias
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szovetben. Placebohoz képest nem idéz el emelkedést az aritmidk gyakorisdgaban a
korai posztinfarktusos iddszakban €s a bypass miitéteket kovetd posztoperativ szakban

sem.

1.4.2.4. Antiapoptotikus és antiinflammatdrikus hatas

A gyengiilt szivizomban, nagy mennyiségben termelddnek proinflammatorikus
jatszanak. Emelkedett koncentracidjuk eldsegiti a szivelégtelenség szimptomatikussa
valésat, csokkenti a szivizom kontraktilitdsat, apoptozist indukal a miocitdkban és a
szoveti struktura atszervezOdéséhez vezet. Levosimendan infuzidt kovetden egy
honappal, szignifikdnsan csékkent a keringé proinflammatérikus citokinek (pl.: IL-6),
valamint szolubilis apoptotikus mediatorok (pl.: FASL) koncentracioja dekompenzalt
szivelégtelenségben szenvedd betegekben.'®t® Ennek hétterében a kedvezébb
hemodinamikai paraméterek kdvetkeztében csdkkent kardidlis citokintermelés és a jobb
periférias szoveti perfizi6 egyarant allhat.*®® Ezen immunmodulalé hatas hozzajarul a

tlnetek tartds enyhlléséhez és javitja az echokardiografias képet.
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2. Célkitiizések

Az |. sz. Sebészeti Klinika kisérletes munkacsoportja évek 6ta foglalkozik az
iszkémias-reperfuziés majkéarosodas témakorével, illetve mérséklésére iranyuld
technikéak vizsgalataval. A kisérletek alapjaul egy sebészi beavatkozas altal eléidézett
iszkémias-reperfizios majkarosodast létrehozd patkanymodell szolgal, melyet jelen
Kisérletek esetében is hasznaltunk. Az értekezésben bemutatott munka tehat alapvetéen
az eddigi kutatdsok folytatdsat képezi, még inkabb klinikum-orientélt irdnyba
tovabbgondolva azokat. A megvizsgalt farmakologiai kezelések jelentéségét az adja,
hogy olyan a klinikai gyakorlatban més indikacids tertleten eredményesen hasznalt
vegyiiletekrdl van szo, amelyek potencidlisan 0j alkalmazasi teriilettel bdviilhetnek a
preoperativ alkalmazas altal. Mint farmakoldgiai kezelések, magukban hordozzak annak
lehetdségét, hogy olyan miitétek esetében is noveljék a maj iszkémia tolerancidjat,
amikor mas szerven végzett miitét soran I1ép fel hipoperfuziés majkarosodas veszélye

fokozott kockazatl betegek esetében.

2.1. Hosszu latenciaju glutamin elékezelés

Ez a kisérlet munkacsoportunk egy korabbi vizsgalatdnak tovabbvitele, ahol a
kozvetlenil miitét elott adott glutamin elokezelés protektiv hatasat sikeriilt igazolni
(Iasd az ,,elokisérlet” fejezetben). A dolgozatban bemutatott elsé kisérlet célkitiizéseit az

alabbi kérdesek forméajaban lehet megfogalmazni:

1) Képes-e a 24 oraval miitétet megeldzéen adagolt glutamin el6kezelés a definitiv
majszoveti iszkémias-reperfizids karosodas csokkentésére?

2) Javul-e ,,hosszu latenciaju” glutamin elékezelést kovetden a maj korai reperfizios
mikrocirkulacidja?

3) Milyen hatassal van a ,hosszu latencidji” glutamin elékezelés az antioxidans

statusz (elsdsorban lokalis) alakulasara?
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2.2. Rovid és hosszu latenciaju levosimendan elékezelés

A levosimendan a bevezetés részben 0Osszefoglalt tulajdonsagai alapjan, tébb
tamadasponton is befolyasolhatja a maj I-R karosodasanak alakulasat. Jelen kiseérleti
elrendezés egy kozvetleniil miitét elotti és egy 24 oraval korabban alkalmazott
elokezelést tartalmaz, mely a prekondicionalas két iddablakanak vizsgalatara is

alkalmas. A dolgozat masodik kiserletében az alabbi kérdésekre kerestik a valaszt:

1) Csokken-e levosimendan kezelés hatasara a 60 perces iszkémia talajan kialakuld
definitiv majszoveti karosodas mértéke?

2) Javul-e a maj korai reperfzios mikrocirkulacioja a kezelés hatasara?

3) Van-¢ hatassal a levosimendan el6kezelés a majszoveti antioxidans statusz
alakulaséra reperfuziot kovetden?

4) Valoszintsitheté-e direkt hepatoprotektiv protektiv hatds szerepe jelen kisérleti
elrendezésben?

5) Mutatkozik-e kiilonbség kozvetleniil mitét elbtt, illetve 24 oOraval korabban

alkalmazott levosimendan kezelés hatésai tekintetében?

A direkt hepatoprotektiv hatas iranyaba mutatd tajékozodd jellegli vizsgalatok
ellenére jelen kisérleti elrendezésben nem volt elsddleges cél a szisztémas, valamint
lokélis hatdsok kozti differencidlds. Ennek érdekében a két vonal kilon-kilon célzott

vizsgalatéra lenne sziikség, adott esetben mas-maés allatmodellen.
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3. Mddszerek
3.1. Kisérleti elrendezés

3.1.1. Torvényi hatter

Az allatkisérletek soran kovettilk az 1998. évi XXVIII. sz. allatvédelmi torveny
eldirasait, valamint betartottuk a 243/1998 (XII. 31) Kormanyrendelet szerint elvart
kdvetelményeket. Kisérleteinket a 1858/000/2004 szaml engedély alapjan, a
Semmelweis Egyetem EAB 4altal kiéllitott, allatkisérletek végzésre feljogositd 27/2000

sz. bizonyitvany birtokaban végeztik.

3.1.2. Allatok

A Kisérleteket 250-280g sulyu, spf (specified pathogen free), him Wistar
patkdnyokon végeztiik (Charles River Magyarorszag Kft.). Elhelyezésiik 22-24°C-os
hémérsékleten tortént, taplalékhoz és vizhez vald szabad hozzaférés biztositasa mellett,
melyet a mitét elétti 12 ordban taplalékmegvonas kovetett. A cirkadian ritmus
befolyasold hatasanak kizarasa érdekében a kisérletek reggelente azonos iddben

kezd6dtek.

3.1.3. Altatas és monitorozés

Intraperitonealis bolus injekcioval (75 mg/kg ketamin + 7.5 mg/kg xylasin)
végzett indukciot kovetden, az anesztézia fenntartasa a jobb juguldris vénan keresztil
folyamatos perfuzoros adagolassal (25 mg/kg/h ketamin + 2.5 mg/kg/h xylasin),
intravénas formaban tortént. A vérnyomas az azonos oldali artéria karotisz-ban invaziv
modszerrel kertlt monitorozasasra. A testhémérséklet kovetésére a majaramlas
vizsgalatdhoz kapcsoltan a laser Doppler aramlasmérd késziilék nyujtott lehetéséget. A

normotermia intraoperativ fenntartasa fiitheté miitGasztal segitségével tortént.

3.1.4. Miitéti modell

A méj iszkémids-reperfazios karosodasanak vizsgalatat munkacsoportunk
kordbban is alkalmazott, standardizalt mtéti modelljén Végeztl'ik.164'165’166 Ennek
anatomiai alapja, hogy a kiilonallo lebenyekre tagolodd patkdnymdj lehetdséget nytjt
bizonyos teriiletek I-R karosodasanak vizsgalatara a szplanchnikus keringés folyamatos
fenntartdsara mellett. Ily modon elkeriilhetd a teljes anhepatikus fazis altal okozott

multiviszceralis pangas, melyet a patkanyok csak igen rovid ideig toleralnanak.
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9. dbra Az iszkémias maj fényképe

X,

common bile

hepatic artery duct

A portal vein

10. dbra A Kkisérletekhez hasznalt miitéti modell.
(Rajz: Mihaly Zoltan)

Az 4brén lathatd a patkanymaj szerkezete (I11-1V-V
lebeny: jobb és bal lebeny; I-11: lobus quadratus; VI-
VII: lobus caudatus), a majkapu képletei, valamit
pirossal az iszkémiat létrehoz6 mikroklipp helyzete.
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Median laparotomiat kovetden,
els6ként mobilizaltuk a majlebenyeket,
majd a lll-as, 1V-es, V-6s lebenyekhez
futd biliovaszkularis nyélre helyezett
atraumatikus  mikroklipp segitsegével
ezek 60 perces iszkémidjat hoztuk létre.
A zsigerek emlitett sdntkeringését ezen
id6 alatt a ,lobus quadratus”-nak
megfelelé I-1l-es, valamint a ,lobus

caudatus”-nak  megfelelé  VI-VII-es

lebenyek tartottdk fenn. Mindezen
sontlebenyek kozvetlenil a reperfazio
elott eltavolitdsra keriiltek, igy a
reperfizi6 csak a korabban iszkémizalt —
a maj 0ossz-tomegenek korllbelul 65-
70%-at kitevo — terlletét érintette. (9. és
10. abra)

A mj mikrocirkulaciéjanak
kovetése az V-0s lebenyre helyezett 1ézer
Doppler flowmeter (LDF) méréfej
segitségével  tortént. Az  iszkémiat
megelézéen 5 perces alaparamlést
mértiink, majd folytattuk a regisztrélast a
kirekesztés idOtartama alatt és a
reperfuzio elsé orajdban. Az exploralt
haslireget mindvégig nedves lappal
fedtik a folyadékvesztés minimalizalésa
érdekében.
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3.1.3. Elokezelések

3.1.3.1. Kisérlet I: Glutamin

Mint a fentiekben mar emlitésre kerilt, a jelen dolgozatban bemutatott glutamin
elokezelés korabbi kisérleteink folytatasanak tekinthetd, ezért az aldbb kovetkezd
levosimendan eldkezeléssel ellentétben itt csak egy iddablakot vizsgaltunk. A kezelt
csoportban 24 o6raval a maj iszkémidjat megelézéen 500 mg/ttkg Dipeptiven®
inflzidban részeslltek az (altatott) allatok 5 odra alatt, 1 ml/h sebességgel. A
Dipeptiven® oldatbél (4,1 g L-alanyl + 6,73 g L-glutamin/ 50 ml) hidrolizaciét kovetéen
ekvimolaris mennyiségli alanin és glutamin szabadul fel a szérumban. A Dipeptiven®
valasztott dézisa megegyezik a kisérlet idejében ajanlott (és jelenleg is érvényben 1évo)
Klinikai ddzissal, viszont az ajanlas valtozasat kovetve eltér a munkacsoportunk korabbi
vizsgalatban adott (400 mg/ttkg) mennyiségtol (lasd ,,elékisérlet”).

Az aloperalt és az I-R kontroll csoport esetében 1 ml/h sebességgel kevert
aminosav (Aminoven®) oldatot infundaltunk 5 oran keresztiil az iszkémia elétt 24

oraval.

3.1.3.2. Kisérlet 11: Levosimendan

Az alabb kovetkezd vizsgalati csoportoknak megfelelden, az eldkezelést szintén
altatdsban vagy kozvetleniil a miitét el6tt, vagy az iszkémia el6tt 24 oraval, a bal
femoréalis vénan keresztiil végeztik 5 ciklusban. A levosimendan (Simdax®,
OrionPharma Kft, Magyarorszag) 75 perc alatt adhato testtémegre szamitott dozisat
(kalkulacios sema: 24 pg/kg bdélus + 0,4 pg/kg/h infazid) 5x5 perc alatt infundaltuk
perfazor segitsegevel. Az infazios ciklusok kozétt 10-10 perc szinetet tartottunk, igy
hozva létre a sebészi iszkémias prekondicionalashoz hasonlé kezelési mintazatot.
Szintén az iszkémias prekondicionalast — illetve annak elsé ¢és masodik védelmi
id6zonajat (,.first and second window of protection”) — modellezi a kezelés altalunk
valasztott két iddablaka, igy téve Iehetdvé az esetlegesen fellépd kémiai
prekondicionalas vizsgalatat. A valasztott dézis megfelel a gydgyszer bevezetése soran
emlitett legmagasabb human ddzisnak mely a kisérlet idejében a klinikai gyakorlatban
alkalmazott dozis dupléja volt. Mivel azonban az adagolasi séma is jszerli ¢és ismert a
gyogyszer j6 tolerdlhatosaga, allatkisérletes adatokra tamaszkodva a magasabb dozis
mellett dontottunk.
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Az I-R kontroll és az egyszerti aloperalt csoportokban a vegyulet olddszereként
hasznalt 5%-0s gluk6z oldatot kaptak az allatok azonos volumenben, valamint azonos

modszerrel.

3.1.5. Kisérleti csoportok

3.1.5.1. Kisérlet I: Glutamin (1. tblazat)

A Kiserletet csoportonként 10-10 allaton végeztiik, 3 vizsgalati csoportban.

A mitéti stressz modellezésére szolgalo aloperalt (a tovabbiakban ,,Sham”)
csoportban a maj I-R karosodasanak létrehozasan kiviill mindazon mitéti
beavatkozasokat végrehajtottuk, mint a masik két csoportban, beleértve a Kkis
majlebenyek (1., II., VI., VIL) rezekciojat is. Az el6zdekben részletezett elsd napi
aminosavinfuziot kovetden, a kisérlet masodik napjan Osszesen 120 percen keresztiil
egybekotve terminaltuk a kisérletet.

Az |I-R kontroll (a tovabbiakban roviditve ,,I1-R”) csoportban, 24 éraval az
aminosavinfuziot kovetden a fent bemutatott elrendezésben hoztunk 1étre 60 perces
részleges majiszkémiat, valamint teljes reperfuziot. Ennek 24 6ras idétartamabol az elso
oraban végeztiink dramlasmérést, majd a reperfuzid hatralevd része zart hasiireg és a
narkézis felfliggesztése mellett tortént.

Az L-alanyl-L-glutamin (glutamin) eldkezelésben részesiild (a tovabbiakban
roviditve ,,GIn”) csoport esetében az eljaras az elé6z6ekkel megegyezé volt, csak az
elokezelés aminosav Osszetételében volt kiilonbség az I-R kontroll csoportnél
alkalmazotthoz képest.

1. Tablazat Vizsgalati csoportok: Kisérlet I.

, VIZSGALATI CSOPORTOK
ALKALMAZOTT KEZELES
Sham I-R Gln
Aloperacio + - -
Ma3j I-R - + +
Glutamin - - +
EGYEDSZAM 10 10 10

Kereszt (+) jeldli a tablazatban az adott csoportban végzett beavatkozast/ beavatkozasokat, vonal (-) azok
hianyat. Az als6 sorban ddlten szedve a csoportok egyedszama lathato.
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3.1.5.1. Kisérlet I1: Levosimendan (2. tablazat)

Az el6z0 kisérlet elrendezéséhez képest itt az alapvetd kiilonbség a kettds
idéablak parhuzamos vizsgalata volt. 55 allatot osztottunk 6sszesen hét vizsgalati
alcsoportra, melyeket a kdzvetleniil miitétet megel6z6, valamint a 24 6éraval kordbban
alkalmazott eclékezelésnek megfeleléen ,,rovid latenciaju” (A), illetve ,,hosszu
latenciaju” (B) kategodriaba soroltunk. A kdzvetlen preoperativ bélusok és a 24 draval
korabban végzett eldkezelés a fent emlitetteknek megfeleléen az iszkémias
prekondicionalas két idéablakat modellezi.

A miitéti stressz modellezését biztositd egyszerii dloperalt (1) csoportban (n=5) az
el6z6 kisérletez hasonloan iszkémiat nem hoztunk 1étre és minden tekintetben pontosan
gy jartunk el, mint a kozvetleniil miitét elétt elokezelt ,,rovid latenciaju” csoportokban.
Preoperativ gliikozinfiziot kovetéen a méjaramlas 2x60 perces mérése kovetkezett,
melyet a kis majlebenyek rezekcioja szakitott meg.

Az aloperalt + levosimendan (A/1 és B/1) csoportokban (n=5-5), szintén nem
indukaltunk I-R kéarosodast, hanem levosimendan adott id6kategorianak megfeleld
adagoldasa mellett végeztiik a mitéti stressz modellezését az egyszerli aloperalt
csoporthoz hasonléan. Ez a két vizsgalati csoport elsdsorban a vegyiilet hemodinamikai
hatasainak izolalt vizsgalatara szolgalt.

Az I-R kontroll (A/2 és B/2) és a levosimendan (A/3 és B/3) csoportokban (n=10-
10) a fent részletezett sémaju elékezelést kovetéen 60 perces méjiszkémiat, majd 24

oOras reperfuziét hoztunk létre a ,révid” és ,,hosszi latencidju” kategoridban kulon-

kilon.
2. Tablazat Vizsgalati csoportok: Kisérlet I1.
VIZSGALATI CSOPORTOK
ALKALMA,ZOTI- e »rovid latenciaju” el6kezelés shosszu latenciaju” elSkezelés
KEZELES glaperalt
i A/l A2 B/1 B/2 B/3
Aloperécié + + - + - -
M3j I-R - - + - + +
Levosimendan - + - + - +
EGYEDSZAM 5 5 10 10 5 10 10

Kereszt (+) jel6li a tablazatban az adott csoportban végzett beavatkozast/ beavatkozasokat, vonal (-) azok
hianyat. Az als6 sorban délten szedve a csoportok egyedszama 1athato.
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3.1.6. Mintavétel

A nyitott hasiireget feltételezd, LDF-fel monitorozott elsd reperflzios oOra
elteltével, zartuk a hasiireget és felfliggesztettiik a narkézist a kovetkez6 23 ora idejere.
A kisérletek mintavétellel egybekotott terminalasat 24 oras reperfuziot kovetden altatott
allatokon végeztik. Szternotdmiat kdvetGen a jobb szivkamra kdzvetlen punkcidjaval
nyert vérmintak centrifugalasaval készilt szérummintakat folyékony nitrogénben
fagyaszottunk le, majd tovabbi vizsgalatig -80°C-on taroltuk. Az I-R karosodason
atesett Ill-as, 1V-es, és V-0s méjlebenyekbdl szovettani vizsgalathoz 3 mm vastag
szeleteket fixaltunk 4%-os formalinban. Fagyasztashoz a szomszédos teriiletekr6l 5x5
mm-es szovetdarabokat vettiink. A lebenyek fennmaradd részébdl Potter-Elvehjem
késziilékkel jeges htités mellett (0-4°C) majhomogenizatumot keszitettiink, melyet

szintén -80°C-on taroltunk minden tovabbi vizsgalatig.

3.2. Vizsgaloeljarasok
A ket Kisérlet eredményeit kozel azonos modszerrel értékeltik ezert a

kovetkezbkben az 6sszes alkalmazott vizsgaldeljaras egy helyen keriil bemutatasra

3.2.1. Hemodinamikai monitorozas

Az allatok artérids vérnyomasat és szivfrekvencidjat a jobb oldali artéria
karotiszban invaziv vérnyomasmérével (Dasy Lab V9.00.02., National Instruments
Corporation, Austin, TX, USA) regisztraltuk.

3.2.2. A maj mikrokeringesenek vizsgalata

A m3aj mikrocirkulacdjat felszini mérofejjel ellatott lézer Doppler monitor
(MOOR Instruments Ltd., London, Egyesiilt Kiradlysag. DRT4; kétcsatornas; A=632,8
nm; monokromatikus 2 mW Helium-Neon lézer) segitségével monitoroztuk. Az eszkdz
altal mért flux fligg a mérdfej altal vizsgalt szovetvolumenben mozgd vordsvértestek
mennyiségétol és atlagsebességétol. A 0,5 cm atmérdjii felszini méréfejet az egyes
allatoknal, az V-0s lebenynek mindig azonos pontjara helyeztilk. Méréseink eredménye
a homérsékletre, a vorosvértest koncentraciora és szovetvastagsagra korrigalt flux, mely
a vizsgalat soran grafikusan folyamatosan kovethetd adatsor. A mért értékek

regisztralasa, grafikus abrazolasa GraphPad Software (GraphPad Software Inc, La Jolla,
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CA) alkalmazésaval tortént. Tovabbi feldolgozas céljabol a flux adatsorbdl 4
masodpercenként vett mintak kerlltek elmentésre.

Az aramlési gorbéek osszehasonlithatosaga érdekében a munkacsoportunk altal
korabban publikalt matematikai korrekci6t végeztiik,** mely az adott gorbére vonatkozo
atlag iszkémias flux minden egyes flux-értékbdl torténd kivonasabol és az individualis
aramlési gorbék relativ skalaba valot atszamitasabol &ll. A korrigélt &ramlasi
értéekpontok (Trux) abrazolasara szolgald relativ skala maximumahoz (100%) az
iszkémia el6tt regisztralt aramldsi alapérték (baseline) kozelit legjobban, mig az
iszkémia alatti érték (biological zero - bz) az elérheté minimum és 0%-nak felel meg. A
korrigalt &ramlasi érték (Trux) szamitasa a kovetkezé képlet szerint torténik: Tqux =
(flux-bz)/(baseline-bz) x 100. Ezen matematikai korrekcionak koszonhetéen az egyedi

aramlasi gorbek 6sszehasonlithatova valnak.

3.2.3. Aramlasi gorbék elemzése és értelmezése
A reperflzios aramlasi gorbék Gsszehasonlitasara a gorbe alatti tertilet integralja
(RT, reperfuzids terllet) és a maximdlis aramlasi platé (PM, plat6 maximum - a
reperfizio utolsd 10 perce) szolgalt.

p\a""“”‘“@ _ _ faparne : Az egyes gorbék esetében szamitott

két értéket egy hipotetikus idealis

g M reperfizios gorbe  szazalékaban

- fejeztik ki, ahol a reperf(izié mér az

. RT elsé pillanatban 100%-0s. Ez a

- transzformacio konnyen atlathato

Iszkémia Osszehasonlitdst  és  statisztikai

11. abra Az aramlasi gorbék értelmezése. analizist tesz lehetdvé egyes allatok,

(Forras: Szijartd Atile) illetve allatcsoportok kozott. (11.
A kiilonb6z6 reperfuzios gorbék dsszehasonlitasa a abra)

reperfuzios terllet (RT) és platdé maximum (PM) alapjan
egy hipotetikus reperfuzios gorbével 6sszevetve (RTO,
PMO) teriiletaranyokkal végezhet? el.

3.2.4. Szovettani elemzés

Minden allat majabol a korabban leirtak szerint 3 mintat vettiink azonos anatomiai

helyr6l, melyeket 4%-os formalinban fixaltunk 24 ¢éran at, majd dehidraltunk és
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paraffinba agyaztunk. 3-5 pum vastag, hematoxilin-eozin (HE) festett metszeteken,
fénymikroszkoppal (Olympus BX mikroszkop) az aldbbi patologias jelek eléfordulasat
vizsgaltuk: sejtduzzadas, lipoid degeneracio, szinuszoidalis pangas, szoveti bevérzés,
leukocita infiltracio, nekrozis jelei (vakuolizacid, kariolizis, kariorrhexis, eozinofilia),
apoptozis jelei (sejtzsugorodas, kromatin-marginizacio, -kondenzacio, -fragmentacio,
»apoptotic bodies”). A fenti eltérések az alabbiak szerint keriiltek pontozasra: 0: nincs
valtozas, +: a latotér sejtjeinek kevesebb, mint 10%-a érintett, ++: 10-50 %, +++: tébb
mint 50% érintett. A maximalis pontszam a fentiek értelImében 21 volt. 7 pont alatt a
karosodas mértékét enyhének, 7-14 kozott kozepsulyosnak, 14 pont felett sulyosnak
véleményeztik.

A lipoid degeneracio tovabbi verifikdlasa Sudan I1V-gyel festett fagyasztott
majmintakon tortént hematoxilines hatterfestés mellett. A metszeteket fénymikroszkop
alatt elemezve szemikvantitativ értékelést végeztiink.

Két patologus egymastol fuggetlenul elemezte a metszeteket. A rendelkezéstikre
bocsatott lista alapjan nem derdilt ki szdmukra, hogy az egyes metszetek mely vizsgalati

csoportba tartozo allatokbol szarmaznak.

3.2.5. Immunhisztokémiai vizsgalatok

TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick End
Labeling) assay: A DNS-fragmentacié detektalasara a TUNEL reakciét hasznaltuk,
melyet kereskedelmi forgalomban 1évé kit-tel végeztiink (Chemicon International Inc,
Temecula, CA, USA) a gyarto protokolljat kovetve. A szoveti struktira megjelenitésére
hematoxilin-es  hattérfestést (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)
alkalmaztunk. A metszeteket fénymikroszkoppal értékeltiik két 1épésben. ElGszor a
demarkalt teriiletek aranyat hataroztuk meg egy adott metszetben, majd 100x-0s
nagyitason tiz egymast at nem fedo latotérben, 1000 sejtet szdmoltunk meg, a TUNEL
pozitiv sejtek szaméat az 6sszes sejt ezrelékében fejezve ki. Az els6 aranyszam az
irreverzibilis szoveti karosodas mértékének lehet mutatdja, mig a kulénall6 TUNEL-
pozitivitas apoptozis jelenlétére utalhat.

PARP (Poly(ADP-Ribose) Polymerase) aktivitas: A PARP enzim aktivitasat a
termék poly(ADP-Ribose) (PAR) molekuldk kimutatdsan keresztul végeztik az
irodalomban koz6lt médszer alapjan.’®” A formalinban fixalt majszovetet paraffinba

agyaztuk és 4 pum vastag metszeteket készitettiink. A deparaffindlt metszeteket 0,6%
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hidrogénperoxiddal kezeltiik, hogy az endogén peroxidaz aktivitast gatoljuk, majd 0,2
M-os citrat pufferben (pH 3,0) végeztiink antigén feltarast melegités segitségével. Ezt
kovetden 1,5%-o0s 16 szérummal blokkolt a mintakat 6ran keresztiil szobahomérsékleten,
majd 1:1000 titerben poliklonalis egér PAR-ellenes antitesttel (Calbiochem) inkubaltuk
egy éjszakén &t 4°C-on.™®® PBS-sel valo bdséges mosast kdvetden, biotinizalt 16 anti-
egér szekunder antitesttel (1:200) és advin-biotin-peroxidaz komplexszel (Vector ABC
Elite kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) végeztiink kezelest. A peroxidaz
aktivitast DAB (3,3’-diaminobenzidine-tetrahydrochloride) kromogennel detektaltuk,
majd hematoxilines hattérfestést alkalmaztunk. A metszetek értékelése fénymikroszkop
segitségével tortént. A TUNEL aktivitds vizsgalatahoz hasonldan szamszerisitettiik az
Osszefiiggd PAR-pozitivitdst mutatd terlletek aranyat, majd 1000 kilénallé sejtet

megszamolva, a kornyez6 terliletek PAR-pozitivitasat fejeztik ki szazalék formajaban.

3.2.6. Szérum nekroenzim mérések

Az alvadasgatolt vérmintakat centrifugaltuk (3000 rpm 10 percen keresztil), majd
a feliiluszot elvalasztottuk a sejtes elemektdl. Az igy nyert szérumot folyékony
nitrogénbe helyezve lefagyasztottuk, majd -80°C-on téroltuk. A spektrofometrian
alapulé enzim meghatarozasokat 24 ¢ran belll, standard laboratériumi automatan
(Hitachi 747) végeztik. Rutin laboratoriumi tesztek felhasznalasaval szérum alanin-
aminotranszferdz (ALAT, a majkéarosodas specifikus markere) és aszpartat-
aminotranszferdz (ASAT, nem-specifikus markere a majkarosodasnak) szintet mértink.

3.2.7. Az antioxidans statusz vizsgalata

Az alkalmazott eljarasok kozil, a luminometrias 0ssz-scavanger kapacitas
meghatarozas a legérzékenyebb, mivel a mintdban 1év0 szabadgyokok mennyiségét
nmol/l-es nagysagrendben képes kimutatni. Ezzel a metddussal, mind a szérum, mind a
majhomogenizdtum mintadkban végeztink méréseket. A vizsgalathoz hasznalt
reakcioelegy hidrogen-peroxidot, luminolt és mikroperoxidazt tartalmaz. A mintaban
jelenlévd szabadgyokok hatasara a luminol gerjesztett allapotba kertil és fényt bocsat ki,
melyet luminométerrel (Lumat LB9051; Lumat Bertold, Windbad, Németorszag)
detektaltunk.’® A mért fényintenzitds aranyos a mintaban talalhaté szabadgyokok
koncentracidjaval és gydkfogd vegyiletek jelenlétében csékken. A Relative Light Unit

(RLU) egységben megjelend eredmények a hattér aktivitas szazalékaban is kifejezhetok
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(RLU %, vagy hattér %, Il. kisérlet). Majhomogenizatum mintak esetében, a mintak
fehérjetartalmat 10 mg/ml-re allitottuk be és a mérést 0,06 ml-es térfogatbdl végeztik.
A fehérjetartalmat Lowry szerint hataroztuk meg.*”® A luminol, a mikroperoxidaz és a
hidrogén peroxid beszerzése, a SIGMA cégtél (St. Louis, MO, USA) tortént. A tobbi
reagenst a Reanal Chemical Co. (Budapest, Magyarorszag) szallitotta.

Az antioxidans statusz részletesebb elemzésére tovabbi harom spektrofotometrias
modszerrel vegeztink méréseket Jasco V-550 tipusu spektrofotométer segitségével. A
redukald képesség szintén a minta globalis antioxidans tulajdonsagat vizsgalja.

171 o . ., RPN ¥
A mérés sordn a reakcioelegyben 1évé Fe™ -

Meghatarozasa Oyaizu szerint tortént.
Fe?*-atalakulast kisérd abszorbancia valtozast 700 nm-en detektaltuk. A redukald
képesseget aszkorbinsav ekvivalensben (ASE) fejeztiik ki. A szabad SH-csoportok a
fehérjékhez kotddo redukald képességet jelenitik meg. Kimutatasukra az Ellmann
reakcion alapulé Sedlack médszert hasznéltuk.'”® Az eredményeket mmol/l-ben adtuk
meg. A H-donor kapacitas meghatarozasa fehérjekicsapast kovetéen torténik, igy ez a
fehérjéktol fiiggetlen antioxidans tulajdonsagra utal. A mérést a Blazovics és mtsai. altal
madositott Blois mddszerrel végeztik,*”™ 1,1-difenil-2-pikril-hidrasil (DPPH) gyok
jelenlétében. Spektrofotométerrel mérve a DPPH abszorpciés maximuma 517 nm-en
van. H-donor vegyiletek jelenlétében, a molekula regenerdlodik és a reakcioelegy

abszorbancidja csokken. Az eredményt gatlas %-ban fejeztik ki.

3.2.8. NADH-tetrazolium enzimhisztokémiai reakcio

A NADH-tetrazolium reakcio soran a mitokondriumban talalhatd NADH-
dehidrogenaz enzimkomplex altal katalizalt reakcioban a NADH molekulardl egy H*
ion keriil a jelenlévo akceptor nitroblue-tetrazolium-kloridra, mely a redukcid
kovetkeztében kék szinti formazan terméket képez. A szines reakciotermék jol
detektalhatd, abszolut szoveti mennyisége a jelen 1évé mitokondriumok funkcionald
enzimeinek abszolUt szdmaval hozhato egyenes aranyba. Intenzivebb festddés tobb
funkcionalé mitokondrium jelenlétére utal, ezért a sejtek életképességének mérdszama
lehet.

A majszévetbdl 5 pm vastag fagyasztott metszetek késziiltek, melyek a
forgalmaz6 (Sigma-Aldrich Inc., Miinchen, Németorszag.) altal biztositott nitroblue-
tetrazolium (NBT) és NADH 0,05 M-os TRIS pufferes (pH 7,6) oldataban, fénymentes
korilmeények kozott 30 percig 37°C-on kerlltek inkubaldsra. Desztillalt vizes mosast
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kovetden, a reakcid soran fel nem hasznalt NBT reagenst aceton-oldat (30, 60, 90%)
felszallo, majd leszalld koncentracidiban tavolitottuk el a metszetekbdl, majd vizbazisu
fedés kovetkezett.!™

A szoveti eletképesség (viabilitds) meghatarozasa a reakcido kvalitativ
kiértékelésével, Leica Qwin Pro morfometrias szoftver (Leica Microsystems GmbH;
Wetzlar, Németorszag) segitségével tortént, mely egy adott szintartomény terilet-
nagysaganak meghatarozasara kepes. A szintartomany pontos beallitasat egészseges
allatok metszetei alapjan a szoftvert professzionalisan hasznalo patologus végezte. Az
igy kapott érték és szovetrészlet teljes tertiletének hanyadosa jol korreldl a reakcidval
pozitivnak abrazol6dé mitokondriumok szamaval és ezen keresztil a szdveti
életképesseéggel. Ezen hanyados tovabba kikiszoboli az egyes allatok kozott fellépd
egyeni kilénbségeket, igy az egyéni értékek objektiven Osszehasonlithatova valnak.
Minden dallat majmintajabol 10 kiilonbozé  latotér keriilt  véletlenszertien
kifényképezésre, majd latéterenként meghatarozésra kertiltek a fent ismertetett tertilet-
hanyadosok, melyeket allatonként, majd vizsgalati csoportonként atlagolva kaptuk a
csoportra jellemzd pozitivitasi értéket, melyet az egészséges allatok NBT-pozitivitasi

értékének szdzalékaban fejeztiink ki. Ez a hanyados a szoveti viabilitasra utal.

3.2.9. HSP72 expresszid (Western blot analizis)

Az aldbb kidlén ki nem emelt reagensek a Sigma-Aldrichndl (Mdinchen,
Németorszag) keriiltek beszerzésre. Az 5x5 mm-es fagyasztott majszévet darabokat
haromszoros mennyiségii, 10 mM HEPES (pH 7.9), 1.5 mM MgCI2, 10 mM KCI, 1
mM DTT, 1 mM PMSF, 4 mM benzamidin és 100 U/ml aprotinin (Richter Gedeon
PLC, Budapest, Magyarorszag) tartalmu jéghideg puffer oldatban homogenizaltuk 5x10
méasodpercen keresztul szonikator (Cole-Parmer Instrument Co., Chicago, IL, USA)
segitségével. A majszéveti HSP72 expresszio Western blot analizise az igy nyert
majhomogenizatumbdl  toértént. Bradford szerint meghataroztuk a  mintak
fehérjekoncentraci6jat.’”™ Mintanként 40 pg fehérje elektroforézisét, 8%-os Na-

dodecylszulfat-polyakrilamid gélen Laemmli szerint végeztiik,'™

majd 100 V feszultség
mellett 1 éran keresztll vittik at a fehérjéket nitrocellul6z membranra. A membranokat
5%-0s zsirmentes szaraz tejben (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) blokkoltuk
1 6ran keresztil, majd tovabbi 1 6ran at 1:10.000 higitast nyal anti-HSP72 szérummal

77

inkubaltuk szobah8mérsékleten.””” Végul 1:10.000 higitasti torma-peroxidazhoz
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kapcsolt kecske anti-nyul szekunder antitesttel (Dako A/S, Glostrup, Déania) 1 6ran &t
hibridizaltuk a membrant, majd felerdsitett kemiluminescencias modszerrel vizsgaltuk a
megjelend csikokat. A szamszerlsités érdekében az el6hivott membrant Image software
segitségével (NIH, Bethesda, MD, USA) analizaltuk. A fehérjetartalom kontrolljaként a
gliceraldehid 3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH) gén expressziojat is vizsgaltuk egyazon
membranon. A GAPDH kimutatasa egér anti-GAPDH antitest (1:10.000 higités, 1 h;
Biodesign International, Saco, ME, USA) torma-peroxidazhoz kapcsolt kecske anti-egér
szekunder antitest (1:10.000 higitas, 1 h; Dako A/S, Glostrup, Déania) segitségével
tortént.

3.2.10. Statisztikai elemzés

A tablazatban a mérések eredményét a mért értékek atlagaval és a standard
deviaciéo megadasaval (+ S.D.) fejeztik ki. Az adatok statisztikai elemzését kétmintas t-
probaval végeztik (Statisoft Hungary Ltd, Budapest, Magyarorszag), a grafikus
megjelenitéeshez a Microsoft Office 2007 Excel programot hasznaltuk. Az atlagértékek
kozotti kilonbségeket p<0,05 konfidencia intervallum esetén szignifikdnsnak, p<0,01

konfidencia intervallum esetén erésen szignifikansnak tekintettiik.
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4. Eredmenyek

4.1. Elokisérlet: Rovid latenciaju glutamin elokezelés

Az el6zOekben emlitésre keriilt, hogy a mutét elott 24 oraval végzett glutamin
elokezelés egy korabbi vizsgalat kozvetlen folytatasat képezi. E témakort érintdé elso
Kisérletboen a m@j I-R karosodasat kozvetleniil megel6zéen (,rovid latenciaval’)
végeztiink parenteralis glutamin el6kezelést. Tekintve, hogy a két vizsgalati protokoll
jelentOs eltéréseket mutat, eredményeik nem vetheték 6ssze kozvetleniil, mint az alabb
kovetkez0 levosimendan eldkezelés esetében. A kisérlet Osszefoglaldsa ¢és a
felismerések rovid bemutatasa ugyanakkor ide kivankozik, mivel hozzésegit ahhoz,
hogy teljesebb kép alakulhasson ki a preoperativ glutamin-adagolas hatasair6l a két

kezelési id6ablak ismeretében.

4.1.1. Kisérleti elrendezés és elokezelés

A miitéti modell, valamint az iszkémia idGtartama a ,,hossza latencidju” glutamin
¢s a levosimendan eldkezelések fent ismertetett protokolljaval megegyezett. Az
elékezeléshez szintén Dipeptiven® oldatot hasznaltunk, az akkor érvényben 1évé
ajanlashoz igazodva 400 mg/kg dozisban, melyet 3 dra alatt infundaltunk. Az aloperalt
és az I-R-kontroll csoportban fizioldgias sdoldatot kaptak az allatok azonos térfogatban.
60 perces iszkémias id6t 6 Ora reperfizio kovetett, melynek elsé ordjaban kovettiik a
maj mikrocirkulacidjanak alakulasat. Az altatdst a reperfuzid teljes ideje alatt
fenntartottuk, majd mintavétellel egybekdtve terminaltuk a kiserletet.

Osszesen 45 allatot osztottunk harom vizsgalati csoportba (n=15/csoport). A jelen
kisérletekb6l mar ismerds aloperat csoport a miitéti stressz modellezésére szolgalt.
Ebben a csoportban a méjiszkémia kivételével azonos modon jartunk el a miitét t6bbi
része és az el6kezelés tekintetében, mint az I-R kontroll csoport esetében. Az iszkémias-
reperfuzio kontroll (I-R kontroll) csoport allatai a glutamin elékezelt (Gln) csoporthoz
hasonléan 60 perces majiszkémiat szenvedtek el, mely az alkalmazott modellnek

megfeleléen a maj 2/3-at érintette.

4.1.2. Eredmények
A laser Doppler flowmeter-rel detektalt majaramlas kiindulasi értékei

(alaparamlés) tekintetében nem volt kiilonbség az egyes csoportok kotott. Az iszkémia
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soran mind az I-R kontroll, mind a GlIn-elékezelt csoportban szignifikans
aramlascsokkenést tapasztaltunk, mely az iszkémia végére elérte az adott allatnak
megfeleld ,,0” értéket. A reperflzid soran a glutamin el6kezelt csoport aramlasa,
szignifikans javulast mutatott az 1-R kontroll csoporttal szemben az aramlasi gorbe
utolsé 10 percének platé maximuma és a gorbe alatti teriilet tekintetében egyarant (PM:
p=0,047; RT: p=0,041). A szignifikans kilonbség elsésorban a vizsgalt id6tartam
masodik felében tapasztalhatdo folyamatos lassu aramlasjavulasnak koszonhetéen jott
létre, mely glutamin el6kezelés hianyaban elmaradt.

A fénymikroszkdpos vizsgalatnak aldvetett HE-festett szOvettani metszetek
alapjan az aloperat csoport majaban karosodasra utalo eltéréseket nem talaltunk. Az I-R
kontroll csoportban 60 perces iszkémiat és 6 Oras reperfuzidt kovetden vénatagulat,
periportalis neutrofil infiltracio, valkuolds degeneracid ¢és foleg centrilobuléris
lokalizacigju fokalis nekrozis jelei voltak megfigyelhetdek. A csoport atlaga 19 pontnak
adodott, ami a hasznélt szemikvantitativ pontrendszer alapjan sulyos karosodasnak felel
meg. A Gln csoportban csokkent a gyulladasos sejtes besztirddés €s a szoveti destrukciod
mértéke. Nekrozisra utald jelek gyakorlatilag nem mutatkoztak a metszeteken, inkabb
apoptotikus Councilman-testeknek imponalé zsugorodott sejtek jelentek meg a
stlyosabban karosodott terlileteken. A csoport atalagban 14 pontot ért el, mely az I-R
kontroll csoporthoz képest szignifikdnsan Kisebb, mérsékelt szdvetkarosodast jelent.

Az apoptozis €és nekrdzis differencidlasa érdekében elséként TUNEL-
immunhisztokémia segitségevel vizsgalodtunk tovabb. Az aloperalt csoportban
tapasztalt 1,6 %o megfelel érintetlen szovetek vizsgalata soran detektalt adatoknak. Az I-
R kontroll csoportban a nekrotikus terliletek kihagyasaval a megszamolt sejtek 26,5 %o-
e mutatott TUNEL-pozitivitast, a Gln-el6kezelt csoportban ez az arany valamelyest
magasabb: 31,9 %.. A TUNEL-pozitiv sejtek lokalizacidjukat tekintve az iszkémias
karosodasra jellemz6en mindkét utdbbi csoportban tilnyomorészt centrolobulérisan
jelentek meg. Szignifikans kilonbség nem alakult ki a csoportok kozoétt, ami arra az
emlitett tenyre utal, hogy a TUNEL-reakcio I-R-karosodas esetében nem specifikus
markere az apoptozisnak. Az apoptozis specifikus markereként hasznalt aktiv kaszpaz-3
immunhisztokémia alapjan ezzel szemben, szignifikdnsan tobb apoptotikus sejt
valdszintsitheté a glutamin-el6kezelt csoportban (28,9 %o), az I-R kontroll csoporthoz
(15,4 %o) képest.
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A szérumban detektalt TNF-a-szint Gln-kezelést kovetéen alacsonyabb volt, mint
az I-R kontroll csoport esetében, mely a nagyobb aranyban megjelené apoptotikus
sejthalal kovetkeztében kialakulo kisebb gyulladasos valaszra utalhat.

A Gln-el6kezelt csoport kisebb iszkémias-reperfizids karosodasat tamasztottak
ala tovabba az I-R kontroll csoporttal szemben szignifikansan alacsonyabbnak
mutatkoz6 szérum nekroenzim szintek is (p=0,045).

A globalis majszdveti antioxidans statuszt vizsgalo luminometrias 6ssz-scavenger
kapacitas glutamin el6kezelést kovetden szignifikansan javult az I-R kontroll
csoporthoz  képest (p=0,03). A GIn csoport majhomogenizatum mintaiban
szignifikdnsan kisebb ardnyban kimutatott szabadgyokok hatterében elsdsorban a
a H-donor kapacitas és a redukald képesség tekinteteben javulé tendenciat
tapasztaltunk. valosziniisitettiik. A szérum mintdk antioxiddns kapacitdsat vizsgald
paraméterek kozil a redukald képesség (p=0,042) és a szabad SH-csoportok (p=0,037)
tekintetében szignifikans javulast tapasztatunk a Gln-elékezelt csoportban, mig a H-
donor Kkapacitds esetében javuld tendenciat lattunk. Az antioxidans statuszrol
Osszefoglaléan elmondhatd, hogy glutamin kezelést kovetden (részben szignifikédns)

javulést tapasztaltunk az I-R kontroll csoporthoz képest.

4.1.3. Osszefoglalas

A fenti eredmények alapjan a ,rovid latencidju” glutamin el6kezelés hatasos
antioxidans elOkezelés lehet majrezekciora keriild betegek szamara a mg I-R
karosodasanak mersékleése érdekében. Irodalmi adatok alapjan, a szabadgyokokkel
szembeni hatékonyabb védekezés befolyast gyakorolhat redox-szenzitiv kinazokra,
melyek a citokintermelés csokkenését vonjak maguk utan és apoptdzis iranyaba terelik a
sejteket.!’”® A TNF-o szint csokkenését és az apoptozis aranyanak fokozodasat mi is
tapasztaltuk a glutamin elékezelt csoportban. Mindezek kovetkeztében csokkent a
posztiszkémias majszovet gyulladasos sejtes beszlirddése (mely szintén az egyik
legfontosabb szabadgydk-forrds a reperfizié soran) és szignifikansan javult a
reperfuzios majszdveti mikrocirkulacio. A majkarosodas mertékére utalé szérum

ALAT-aktivitas szintén szignifikansan csokkent a GlIn-elékezelt csoportban.
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Mindezen eredményeket biztatonak tartottuk a témakdr tovéabbi vizsgélata
szempontjabol egy olyan Kkisérleti elrendezésben, mely a Kklinikai gyakorlatra

vonatkozoan elvben jobban megvaldsithatd glutamin elékezelési protokollt vizsgal.

4.2. Kisérlet I.: Hosszu latenciaju glutamin elokezelés

4.2.1. Hemodinamika

Az aloperalt csoport esetében a vérnyomas és a szivfrekvencia nem mutatott
szamottevd ingadozast a vizsgalt idGszakban, tehdt konstansnak mondhaté. Az I-R
kontroll és a Gln csoportban az iszkémia el6tti vérnyomasérték, valamint szivfrekvencia
az aloperalt allatokéhoz hasonld értéket mutatott. Az iszkémia soran sem jott létre
szignifikdns valtozds az artéria karotiszban mérhetd szisztémas hemodinamikai
paraméterekben, bar annak kezdetén valamelyest magasabb, végén valamelyest
alacsonyabb artérias kozépnyomas-eértéket tapasztaltunk a kiindulasi értékhez képest és
az allatok szivfrekvenciaja emelkedett. A reperfuzio kezdetén mindkét csoportban
szignifikdns vérnyomasesés volt tapasztalhatd (p..r=0,035; pcin=0,039), melyet a
szivfrekvencia tovabbi emelkedése kisert. 5-10 perces reperfiziot kovetéen, az artérias
kozépnyomas folyamatos lassi emelkedésnek indult. Ertéke az elsé ora végére
megkdzeliti, de nem éri el a kiindulasi kozépnyomas értékét. Az I-R kontroll és GIn-

kezelt csoport kozott e tekintetben szamottevo eltérés nem mutatkozott.

4.2.2. Mikrocirkulacios valtozasok

Az abrazoléashoz és a statisztikai értékeléshez csoportonkenti atlagot szdmitottunk
a modszerek kozott bemutatott matematikai transzformacioval elokészitett individualis
aramlasi gorbékbol. Az iszkémia el6tti alaparamlas (baseline) tekintetében nem
tapasztaltunk kulonbséget az egyes csoportok kozott. Ugyanez mondhatd el az
iszkémias aramlasrdl (biological zero) az I-R kontroll és a GIn csoportok esetében. Az
aloperalt allatok majanak mikrocirkulacidja a vizsgalat egész iddtartama alatt
konstansnak mutatkozott.

Az iszkémia-reperfizion atesett csoportok reperfizios gorbeit a gorbe alatti terulet
(RT) és a vizsgalati periddus utolsé 10 percében elért maximalis aramlasi platd (PMig)
alapjan 6sszehasonlitva, a Gln csoportban javul6é tendenciat lattunk az I-R-kontroll

csoporthoz képest (RT: p=0,096; PM1o: p=0,084). A reperfizio elsé orajanak végére a
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vartnak megfeleléen bekovetkezett a mikorcirkuldcid stabilizdlodasa. Az eddigre elért
értékek az aloperélt csoport 100%-ot kozelitd értékéhez képest erésen szignifikansan
alacsonyabbnak adddtak (p <0,01). (12. &bra)
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12. &bra A méaj mikrocirkulacidja: Kisérlet I.

A glutamin-el6kezelt allatok korai reperfizidos mikrocirkulacidja (RT: 30,8%, PM: 40,9%) javulo
tendenciat mutat a kontroll csoporthoz képest (RT: 19,3%, PM: 23,%), de szignifikansan alacsonyabb
marad, mint az aloperalt csoportban (RT: 98,7%, PM: 97,4%).

4.2.3. Szbvettani értékelés

A fent ismertetett szempontok alapjan vizsgalva, az aloperalt csoport szdvettani
metszetei karosodast nem, vagy csak igen enyhe szinuszoidalis tagulat formajaban
mutattak. Az [-R kontroll csoportban jelentés mértékii szoveti degeneracio volt
megfigyelhetd, melyek f6 jellemzdiként intracellularis vakuolizacidt, periportalis
neutrofil infiltraciot, szOveti bevérzést, valamint nekrozist figyeltink meg. A
legsulyosabb nekrozis centrolobularisan jelent meg, mely lokalizaciéban az enyhébben
karosodott teriiletek esetében lipoid degeneracio volt valdsziniisithetd. A szamszeriisités
alapjan a csoport atlaga 12,4 pontnak adddott, tehat a kéarosodas kozépsulyosnak
véleményezhetd. A glutamin el6kezelt csoport esetében, a karosodas egyes elemei
hasonloak, de ©sszességében kevésbé sulyosak voltak. A szdveti kép integritasa
megtartottabbnak mutatkozott az I-R kontroll csoporthoz képest és csokkent a
gyulladasos sejtes besziirddés mértéke is. Szoveti bevérzést ebben a csoportban nem
tapasztaltunk. Szamszertisitve a csoport atlaga 10,2 pont volt, mely szintén kdzépstlyos
karosodasnak felel meg, de szignifikdnsan alacsonyabb, mint a kontroll csoport
karosodéasa (p = 0,047). (13. abra)
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13. dbra Hematoxilin-eozin festés: Kisérlet I.
Glutamin kezelést kovetden kevesebb 0sszefliggd nekrotikus teriilet talalhatdé a majszovetben.

24 oras reperfuziot kovetden, mindkét I-R karosodott csoportban megjelent a
nekrotikus teriiletek demarkacioja, mig apoptdzis a HE-festett metszetek alapjan egyik
csoportra sem volt kifejezetten jellemz6. Ezen a vonalon az alabb kovetkez6 TUNEL
immunhisztokémia segitségével vizsgalddtunk tovabb.

A HE-festett metszetek értékelése soran felmerilt sulyos hepatocita karosodasra
utald zsiros degeneraci6 megjelenése. Ezen elvaltozast igazold lipidtartalom
kimutatasara Sudan IV festést végeztiink. A Gln csoportban jelentsen kisebb teriiletek
mutattak érintettséget az I-R kontroll csoporthoz képest, mig az &loperélt csoportban

pozitiv festddést csak elszortan lattunk. (14. abra)

14. dbra Sudan 1V festés
Glutamin eldkezelést kovetden szamottevéen kevesebb pirosas festddésli lipidcsepp abrazolodik a
fagyasztott metszetekben. (hattérfestés: hematoxilin)

4.2.4. Immunhisztokémiai vizsgalatok

A TUNEL reakci6 altalanossagban a DNS lanctorések kimutatasara alkalmas és
ennek megfeleléen mutat pozitivitast majszoveti I-R kérosodas esetében is, ahol a
demarkalodott terlletekre nem kizardlag a nekrézis tiszta formaja jellemz6, hanem
szdmos nekrozis — apoptozis kozti atmeneti forma is megjelenik. Ennek értelmében itt a

TUNEL-reakci6 utalhat ugyan apoptézis jelenlétére, de specifikusnak nem mondhat6.'"
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A TUNEL pozitivitasnak megfeleléen jol elkilonilé demarkalt tertiletek
kiterjedése szamitogépes analizis segitségével szdmszerlisithetd: méretiiket a vizsgalt
teljes lebenyterilet szazalékos aranyaban fejeztiik ki. Mig az aloperalt csoportban nem
jott l1étre demarkéacio, az I-R kontroll csoport és a Gln csoport kdzott szignifikans
kiilonbség mutatkozott (p=0,023). A kiilonallé sejtekben megjelend pozitiv festédés
tekintetében nem talaltunk szignifikdns kilonbséget az egyes csoportok kozott. (15.

abra)
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15. dbra TUNEL-immunhisztokémia: Kisérlet I.
Glutamin el6kezelést kovetden szignifikansan kevesebb (4,2%) a demarkaldédott TUNEL-pozitiv terlletek
aranya az I-R kontroll csoporthoz képest (14,9%).

E helyen sziikséges megemliteni, hogy sajat vizsgélataink soran is tapasztaltuk a
TUNEL-reakcid bizonyos mértékii megbizhatatlansagat — kivaltkepp a kilonallo
pozitivitas értékelésére nézve — tekintve, hogy ugyanezen mintak egy masik Kittel
tortént koradbbi értékelése soran jelentsen eltéré eredményt kaptunk. Mivel az itt
bemutatott adatok a DNS-karosodast indirekt modon szintén jelzd PAR-
immunhisztokémiai reakcidval is korrelalnak, ezeket tartjuk elfogadhatonak.

A mintakban detektalt poly-ADP-rib6z polimeraz (PARP) aktivitds a lokalis
majkarosodas egy masik aspektusara vilagit rd. A markansan pozitiv festédés az esetben
jelenik meg, ha a karosodott DNS-t javité enzimrendszer ,tulzott” aktivalédast mutat.
Ez esetben a fokozott lokalis ATP-felhasznalas és romlo energetikai egyensuly
kovetkeztében tovabbi szOvetkarosodas kialakulasaval kell szamolni. A PARP-
tulaktivalodas jellemzOen stlyos DNS-karosodas kovetkezménye, ezért a jelenség
kialakuldsaval I-R esetében is szamolhatunk.

A TUNEL-reakciéhoz hasonléan, PAR-immunhisztokémia esetében s
demarkalddott tertileteken, illetve elkiiloniilt sejtekben megjelend pozitiv festdédés

kiilonithet6 el. A GIn-kezelt csoportban ezen reakcioval is szignifikansan kisebb volt a
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demarkalddott tertiletek mérete (p=0,027). Az aloperalt csoportban a kuldnallo

sejtekben is igen ritkan jelent meg PAR-pozitivitas, mig az I-R karosodason atesett két
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16. &bra PAR-immunhiszokémia: Kisérlet I.

A Glutamin-el6kezelt csoportban szignifikdnsan cs6kken a
PARP-reakcidval pozitivan festodé demarkalodott teriiletek
mérete az I-R kontroll csoporthoz képest (4,8% vs.16,9%). A
kiilonallé sejtekben megjelend PAR-pozitivitas csdkkend

tendenciat mutat (16,6% vs. 20,1%).

csoport esetében nagyobb
gyakorisaggal mutatkozott. A GIn
csoport esetében eléfordulasa,
nem statisztikailag szignifikans
mértekben, de  alacsonyabb
aranya volt az [I-R kontroll
csoporthoz kepest (p=0,166). A

vizsgalt teljes szovetrész

szazalékaban kifejezett 0Osszes
szOveti PARP aktivitds — mit a
fentiek 0sszegzése -

mindazonaltal szignifikansan

csokkent a glutamin elékezelt csoportban (p=0,013). (16. abra)

A PAR-pozitiv terlletek mérete jol korrelal a TUNEL reakcidval kapott

eredményekkel.

4.2.5. Nekroenzimek

Az alanin-aminotranszferdz szérumaktivitisa a glutamin el6kezelt és az I-R

kontroll csoportban egyarant erdsen szignifikans emelkedést mutatott az aloperalt

csoporthoz képest (p=0,0004, illetve p=0,00009). A GlIn csoportban mindazonaltal

un

szignifikansan alacsonyabb
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17. &bra Szérum nekroenzimek: Kisérlet I.

Glutamin elokezelést kovetoen mind az ALAT, mind az ASAT

aminotranszferaz szérumszintje
szintén szignifikansan

alacsonyabbnak  mutatkozott

glutamin elékezelést kovetden,

mint az I-R kontroll csoportban

aktivitasa szignifikansan alacsonyabb, mit az I-R kontroll esetében.

* p<0,05
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(p=0,044). Figyelemre méltd, hogy amennyiben a GIn és a Sham csoportot vetettiik
Ossze, aktivitadsa nem emelkedett szignifikdns mértékben a GIn csoportban (p=0,112).
(17. abra)

4.2.6. Antioxidans statusz

A globalis antioxidans statuszt leir6 paraméterek kozil a luminometrias 0ssz-
scavenger kapacitas az érzékenyebb, ezért ezzel a moddszerrel 24 6ras reperfiziot
kovetden parhuzamosan vett szérum ¢és majhomogenizatum mintdkat egyarant
megvizsgaltunk. Azt tapasztaltuk, hogy a Kkibocsatott fenyintenzitds, glutamin
elékezelés hatasara mind a szérum-, mind a majhomgenizatum-mintakban
szignifikdnsan alacsonyabb volt az I-R kontroll csoporthoz képest. Az RLU értékek
kozotti kulonbség mértéke szérum esetében szignifikansnak (p=0,0496), mig a
majhomogenizatumban mérve erdsen szignifikansnak (p=0,0003) mutatkozott.

A maj antioxidans statuszanak tovabbi vizsgalatara homogenizatum mintakban
végeztiink harom kiilonboz6 spektrofotometrias mérést, melyek mas-mas aspektusra
vilagitanak ra. Osszefoglaléan elmondhaté, hogy glutamin eldkezelés hatdsara
szignifikansan javult a szoveti redox homeosztazis. Az I-R kontroll csoporthoz képest a
GIn csoportban, erésen szignifikans emelkedés volt megfigyelheté a szabad SH-
csoportban mért értéket kozelitette (p=0,7675) és szignifikdnsan magasabb volt, mint az
I-R kontroll csoport esetében (p=0,0205). A majszdveti redukald képesség nem mutatott
ugyan szignifikans javulast az I-R kontroll csoporthoz képest (p=0,0878), de szintén az
aloperalt csoportban mert értéket kozelitette (p=0,9082), mig el6kezelés nélkiil a Sham-

hez képest csokkent értéket adott. (3. tAblazat)
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. Tablazat Antioxidans vizsgalatok: Kisérlet I.

VIZSGALATI CSOPORTOK 0"
MERES MINTA
Sham I-R Gin ERTEK
, 564219,9 2698404,9 11028545 i
Luminometrids szerum +230552,1 +1300564,1 | +362887,8 ’
dssz-scavenger kapacitas
.. 545082,3 4806672,5 1906994,0
(RLU) maj 0,0003
42589245 | +647777,5 +206511,0
S ry -
g tetukaln . 385,4 320,6 382,1
£ Kepess=g maj +47,2 +55,9 +41,9 B Ho78
c (umol AS/g prot) - T -
s
R
2 bad
F szaba 0,069 0,026 0,079
o] SH-csoportok maj . é 013 . (') 005 . é 011 0,0001
T (mmol/1) =t = =
o
M
E
T c
H-donor kapacitas = 42,2 34,3 41,4 "
T (gdtlas%) may £50 +45 £21 0,0205
A

A ,p” érték minden mérés esetében az I-R kontroll és a GIn csoport statisztikai Osszevetésének
eredményét mutatja. A szignifikans kiilénbségeket vastagon szedtiik és piros keretezéssel emeltiik ki.

4.3. Kisérlet I1.: Levosimendan elokezelések

4.3.1. Hemodinamika

Az egyszerii aloperalt csoportban, az artéria karotiszban mért vérnyomas értékek,
valamint a szivfrekvencia nem valtozott szamottevéen a monitorozott iddszakban.
Levosimendan adagolas sordn fokozatos szisztolés és diasztolés vérnyomascsokkenes,
valamint a szivfrekvencia emelkedése volt megfigyelhet6 az egyszert aloperalt, illetve a
glukoz infazidban részesiil6 kontroll allatokhoz képest. Az el6kezelés végére, mindkettd
szignifikanssa valt (prr=0,044, pyr=0,049). A ,rovid latenciaval” el6kezelt aloperalt
csoportban (A/1), az el6kezelést kdvetéen monitorozott tovabbi 2 déra soran — tehat a
lapatotomia idején — ez a killénbség megtartott maradt.

A 60 perces iszkémia alatt a vizsgalt hemodinamikai paraméterek egyik
csoportban sem valtoztak szignifikansan az azt kozvetleniil megel6z6 értékekhez képest.
A reperflzio kezdetén a kontroll csoportokban szignifikans vérnyomasesés (pa=0,047;
ps=0,033) és reflektdrikus tachikardizaldédas volt megfigyelhet. Ezek mélypontja kb.
5-10 perccel a reperfizio kezdete utanra tehetd, majd a vérnyomas lassu
normalizalodasnak indult, de egy 6ran belul nem érte el teljesen az iszkémia el6tti

értékeket. A ,,hosszu latenciaju” I-R kontroll csoport (B/2) hemodinamikai paraméterei
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valamelyest rosszabbnak adddtak, mint a ,,rovid latenciaval” el6kezelt kategoria azonos
csoportjaban (A/2) mért értékek, de a kiillonbség statisztikailag nem valt szignifikans.

A levosimendan Kkezelt csoportokban a reperfizio kezdetén tapasztalhatd
vernyomasesés nem volt szignifikans a mikroklipp felhelyezése elétti ertékekhez képest
¢s a reperfuzid elsd oOrajanak végére ismét elérte azt. A kiilonboz6 latencidjd
elokezelések tekintetében ezen dinamikat illetéen nem mutatkozott kiillénbség, de fontos
megemliteni, hogy a ,hosszu latenciaju” elékezelés esetében (B/3) a kozvetlenil
iszkémia el6tt mért vérnyomasértékek megkozelitették az allatok Kkiindulasi
vérnyomasat, tehat — nem szignifikdnsan ugyan — de magasabbak voltak (p=0,11), mint
a ,,rovid lateciaval” elékezelt (A/3) csoport esetében. Ez korrelélt a két elékezelési ablak
aloperalt csoportjai kozott mutatkozo vérnyomaskulonbséggel is, ahol a 24 draval a
miitét el6tt levosimendan kezelésben részesiilt csoport (B/1) vérnyomaseértékei a kezelés
elétti értékekhez kozelitenek a laparatdmia alatt, mig a kozvetleniil miitétet megel6z6

elokezelés (A/1) esetében a szignifikans kiilénbség megtartott.

4.3.2. Mikrocirkulacios valtozasok

A reperfuzid elsd oOrajanak csoportok szerint atlagolt aramlasi gorbéi alapjan,
mind a mitét el6tt kozvetleniil, mind a 24 oraval korabban végzett levosimendan
a reperfazios tertlet (RT: pa=0,0012; pg=0,0010), valamint az aramlasi platd6 maximum
(PMyo: pa=0,0019; pg = 0,0007) tekintetében a megfelelé I-R kontroll csoporthoz
képest. (18.abra)
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18. dbra A maj mikrocirkulécidja: Kisérlet 11, Rovid latenciaji levosimendan el6kezelés
A levosimendan-kezelt csoportban (A/3) szignifikansan javult a maj korai reperfziés mikrocirkulacioja
az I-R kontroll csoporthoz képest (A/2). (RT: 47,2% vs. 23,9%; PM: 66,8% vs. 37,9%)
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A ,hosszi latencidaval” elékezelt aloperalt allatok (B/1) esetében a
mikrocirkul&cié alacsonyabb szinten stabilizalodott, mint a masik két aloperalt
csoportban. Az aramlas csokkenése statisztikailag egyik vizsgalt paraméter tekintetében
sem volt szignifikans, a jelenség mindazonaltal utalhat az egész kategériara jellemz6
nagyobb miitéti megterhelésre is. Ezen megfigyeléssel Osszhangban all a ,,hosszu
latencidju” kategoria I-R kontroll csoportjanak (B/2) alacsonyabb RT és PM értéke a
Lrovid latenciaju” kezelésben részesiilt azonos csoporthoz (A/2) képest. Erdekes
megfigyelni, hogy a ,,hosszu latenciaval” kezelt kategoridban a levosimendan csoport
(B/3) mikrocirkulacioja tendencidjaban még kifejezettebben javult az I-R kontroll

csoporthoz képest. (19. abra)
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19. 4bra A maj mikrocirkulacidja: Kisérlet II, Hosszu latencidji levosimendan elokezelés

A levosimendan kezelés (B/3) szignifikans javulast eredményezett a hepatikus mikrocirkulacioban az I-R
kontroll csoporthoz (B/2) képest. (RT: 55,6% vs. 22,8%; PM: 67,1% vs. 28,4%) A 24 o6raval kordbban
elokezelt, majd aloperat csoport (B/1) aramlésa a vizsgalt idétartam végére alacsonyabb, mint az egyszeri
aloperalt allatok esetében (1). (RT: 81,3% vs. 95,7%; PM: 81,8% vs. 95,6%)

4.3.3. SzOvettani értékelés

A ,rovid latenciaval” el6kezelt aloperalt (A/1) csoportban, az egyszerii aloperalt
allatokhoz (1) hasonldéan, normal szoveti kép volt megfigyelhet6, helyenként enyhe
szinuszoidalis tagulattal. Az I-R kontroll (A/2) csoportban 24 6ras reperfiiziot kovetden,
Osszefliggd teriileteket érintd, jelent6s mértékii nekrozis jott létre — lokalizacidjat
tekintve foleg az 4atmeneti (II.) zdénaban. Jellemzd volt ezen teriiletek kifejezett
leukocitas beszlir6dése és helyenként beverzések is mutatkoztak (11,6 pont). A

levosimendannal kezelt allatok (A/3) esetében ehhez képest latvanyosan kevesebb,
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karakterét tekintve inkabb fokalis nekrotikus terllet mutatkozott a reperfazié 24.
ordjanak végén. Ennek megfelelden szoveti bevérzés nem volt jellemzd és a leukocités
besziirddés is kisebb mértékli volt (7,8 pont). Az iszkémia-reperflziot 24 Oraval
megelézé  el6kezelést kovetben az aloperédlt (B/1) csoportban kissé fokozottabb
szinuszoidalis tdgulat volt megfigyelhetd a masik két aloperalt csoporthoz képest és
helyenként perivaszkularis 6déma is megjelent. A karosodds mértéke mindazonaltal
ezen csoportban is enyhének mondhat6 (4,8 pont). A ,,hosszu latenciaju” 1-R kontroll
(B/2) csoport metszeteiben nagy Osszefliggd teriileteket érint6, szamos helyen bevérzett,
sokszor panlobularis nekrézis mutatkozott, szamottevé leukocitas beszlirédés
Kiséretében (12,3 pont). A kategoria levosimendan kezelt (B/3) csoportjdban egy-egy
nagyobb kiterjedésti nekrotikus teriilet mellett inkabb fokalisan megjelend sejtelhalas
volt jellemz6. Az I-R kontroll allatokhoz képest Kisebb mértékii szoveti bevérzés és
enyhébb gyulladasos besziirddés alakult ki, bar a kozvetleniil mitét eldtt eldkezelt
kategdria azonos csoportjaval Osszevetve, itt is valamelyest sulyosabb a karosodas

mértéke (7,9 pont).

20. &bra Hematoxilin-eozin festés: Kisérlet I1.

Levosimendan kezelést kdvetden (A/3, B/3) csokken a majszoveti karosodas mértéke az azonos kategoria
I-R kontroll csoportjahoz képest (A/2, B/2). A B/1 aloperalt csoportban enyhe kérosodas mutatkozik a
normal szoveti képhez képest (A/1).

A szubjektiven jelentdsnek imponald kiilonbségek ellenére, az értékeléshez
hasznalt szemikvantitativ pontrendszer alapjan, a karosodas mértéke iszkémia-

reperfuziot kovetéen minden csoportban kozépsulyosnak adodott, bar az 1-R kontroll
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csoportok ezen besorolas felsd, mig a levosimendan kezelt csoportok ennek also
hatardhoz kozelitettek és a k&rosodas tipusa is figyelemremélto eltérést mutatott.
Statisztikailag a ,hossza latenciaval” elOkezelt csoportok kozott mutatkozott
szignifikdns kulonbség a levosimendan-kezelt csoport javara (pg=0,021), mig a
kozvetleniil miitét elott adott levosimendan esetében javuld tendenciat lattunk

(pa=0,089). (20. 4bra)

4.3.4. Immunhisztokémiai vizsgalatok

TUNEL immunfestéssel vizsgaltuk a sejtmagban el6forduldé DNS-téredezettség
mértekét 100x-os féenymikroszkdpos nagyitas mellett. Az I-R karosodott csoportokban
kiilonboz6 kiterjedésben, de mindentitt megjelentek diffuz pozitivitdst mutat6 teriiletek,
melyek elhelyezkedésiuket és morfologidjukat tekintve a hematoxilin-eozin-festett
metszetekben latott nekrotikus terlletekkel mutattak kongruenciat. Mind a ,,révid”,
mind a ,,hosszu latenciaji” levosimendan elékezelést kovetéen megfigyelhet6 volt ezen
demarkalddott terlletek szignifikans méretcsokkenése az adott kategoria I-R kontroll
csoportjaval szemben (pa=0,05; pg=0,034). Az aloperalt allatok esetében demarkaciéra
utalo fest6dést nem talaltunk. Kiilonall6 TUNEL-pozitivitast mutatd sejtek a miitét elbtt
24 oraval el6kezelt (B/1) csoportban nagyobb aranyban jelentek meg a masik két
aloperalt csoportra jellemzonél. El6fordulasuk tovabba minden I-R karosodast
elszenvedett csoportban szignifikans mértékben emelkedett az aloperalt csoportokhoz
képest. Ezen bellil a levosimendan-kezelt allatok mintaiban voltak jelen nagyobb
aranyban, mely kilonbség a ,hossz( latencidval” el6kezelt csoportok esetében

statisztikailag is szignifikansnak adodott (pa=0,09; pg=0,04). (21. abra)
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21. dbra TUNEL-assay: Kisérlet II.

Levosimendan kezelést kdvetéen (A/3, B/3) az 6sszefiiggé TUNEL-pozitivitast mutato terliletek mérete
szignifikansan csokkent mindkét iddablak esetében (A: 1,2% vs. 5,7%; B: 1,2% vs. 15,7%). A kiilonallo
TUNEL-pozitivitadst mutatd sejtek aranya ugyanakkor ndvekedett (A: 9,5%o vs. 5,4%0; B: 13,7%o Vs.
6,2%o)

A PAR immunfestés a PARP enzim produktumat festi meg, ezert utal annak
aktivitasara. Pozitiv festédés ebben az esetben is az Osszefiiggd karosodast mutatd
tertleteken, illetve azok széli részén, valamint kilénallo sejtekben jelenhet meg. PARP
aktivitas szempontjabdl csak az I-R karosodott csoportok 6sszehasonlitisat végeztik,
mivel az aloperélt allatokban aktivalodasa varhatoan nem szamottevé mértéki (lasd I.
kisérlet). Mindkét kezelési idéablak esetén, az Osszes PAR-pozitivitas szignifikans
csokkenését lattuk a levosimendan kezelt csoportokban (pa=0,02; pg=0,04). Kildn-
kilon értékelve a demarkalodott teruletekben, illetve kiilonallo sejtekben megjelend
pozitiv festédést, érdekes killonbséggel talalkoztunk a két idéablak eredményei kozott.
Levosimendan adasat kovet6en a ,,rovid latencidval” el6kezelt kategoriaban a kilonallo
sejtekben megjelend PAR-pozitivitds (pa=0,02; pg=0,15), mig a ,.hosszu latenciaval”
elokezelt kategoriaban a demarkalodott teruletek mérete csokkent szignifikéns
mértéekben (pa=0,06; ps=0,04). Ennek hatterében a 24 oraval korabban elGkezelt
csoportokban manifesztalodo sulyosabb karosodas allhat, mely levosimendan kezelést
kovetden kevésbé kifejezett. Ha az alabb kovetkezd diagramokon a két idéablak azonos
csoportjait hasonlitjuk 6ssze megfigyelhet6, hogy az 6sszes PAR-pozitivitas és ezen
beliil a demarkalodott teriiletek mérete egyarant jelentésebb emelkedést mutat a ,,hossza

latenciaju” I-R kontroll csoport, mint a levosimendan-kezelt csoport esetében. A
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kilonalld PAR-pozitivitds mértéke ugyanakkor parhuzamosan emelkedik a kezelt és
nem-kezelt csoportban a két idéablak viszonylatdban. (22. abra)

Osszegezve a két immunfestési eljaras eredményét megallapithatd, hogy a

demarkalddott  terliletek
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22. dbra A+B PARP-immunhisztokémia: Kisérlet 11 0sszehasonlithato. Utalhat
A demarkalodott PAR-pozitiv teriiletek mérete kifejezettebb
emelkedést mutat a két kezelési idéablak kézott I-R kontroll ugyanakkor arra, hogy 24
csoportok esetében (A/2: 6,3%; B/2: 17,3%), mint a levosimendan- , L., o
kezelt csoportokban (A/3: 1,5%:; B/3: 1,6%). oras reperfiziot kévetéen a

PAR-festés nagyobb

érzékenységgel jelzi a folyamatban 1évo sejtkarosodast, illetve megjeleniti azokat a
sejteket, melyekben aktiv a DNS-repair. TUNEL-reakcidval ugyanakkor a mar elhalt
sejtek festédnek meg. Ez Osszhangba hozhatdo azzal a megfigyeléssel is, hogy
hematoxilin-eozin festés alapjan a levosimendan-kezelt csoportokban lattunk nagyobb

aranyban pontszerii nekrozist az I-R kontroll csoportokhoz képest.
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4.3.5. Nekroenzimek

Az alanin-aminotranszferaz szérumszintje az aloperalt csoportok esetében a

BT normal  tartomanyon  beldl
20 ALAT mozgott, mig I-R karosodast
0 kovetden szignifikansan
o magasabb  értékeket ért el
- Szérumban  mért  aktivitasa,
—_— levosimendan kezelést koveten
il mind a két kezelési idéablakban
o szignifikdansan ~ csokkent a

1 A1 A2 Af3
23. &bra Szérum ALAT: Kisérlet I1.

A levosimendan-kezelt csoportok (A/3, B/3) majkarosodasa

B/L B2 B/3

megfeleld I-R kontroll

sziginfikansan kisebb mértékii, a kontroll csoportokhoz képest  csoportokhoz képest (pa=0,02;

(A2, BI2).

pe=0,005).(23. abra)

Az aszpartat-aminotranszferdz szérumszintje minden csoportban a meghaladta a

normal értéket. Feltlin, hogy a mitét elétt 24 oraval elékezelt 1-R karosodott

csoportokban elért szérumszintek joval magasabbnak adodtak a ,,rovid latenciaval”

elékezelt csoportokhoz képest. A két kezelési idéablak I-R kontroll csoportja kozott az

ASAT-értékekben statisztikailag erésen szignifikans killonbség mutatkozott (p,=0,009).

Ez szintén utalhat a 24 Odraval korabban el6kezelt csoportok nagyobb szisztémas

karosodasara, mely az el6z6ekben bemutatott eredmények alapjan is felmertiilt. Ezzel

19/
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ASAT
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24. dbra Szérum ASAT: Kisérlet II.

A szérum ASAT értékek alapjan a miitét elétt 24 oraval

el6kezelt csoportokban (B) az I-R karosodas
szamottevéen sulyosabb.

B/L B/2 B3
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4.3.6. Antioxidans statusz

A kiilonboz6 mérési technikakkal a redox-homeosztazis mas-mas aspektusat
kivantuk vizsgalni. Globalis paraméternek leginkdbb a luminometrias 6ssz-scavanger
kapacitas meghatarozasa tekinthetd, mely érzékenységét illetden kitlinik a tobbi eljaras
koziil. A vartnak megfeleléen mind szérum, mind majhomogenizdtum mintakbdl
veégzett vizsgalatok eredményei a szabadgyok koncentracio szignifikdns emelkedésere
utalnak az I-R karosodott csoportokban az aloperalt csoportokhoz képest. Az I-R
kontroll csoprtokkal Osszevetve, levosimendan adasat  kovetben  a
majhomogenizatumban mérhetd szabadgyokok mennyisége mind a két kezelési
idéablakban csokkené tendenciat mutat (pa=0,06; ps=0,07). A szérummintékban
,h0sszU latenciaju” el6kezelés esetében szintén csokkend tendenciat latunk (pg=0,06),
mig a ,,rovid latenciaju” elékezelést kovetden szignifikansan jobb antioxidans kapacitas
valosziniisitheté a levosimendan csoportban az I-R kontroll csoporthoz képest
(pa=0,03).

A szintén globalis antioxidans statuszra utalo redukalé kepesség érteke a
szérumban levosimendan kezelést kdvetéen szignifikansan javult az I-R kontroll
csoportokhoz képest mindkét id6ablakban (pa=0,01; pg=0,03). A majhomogenizatum
mintdk vonatkozsdban a javulds csak a ,rovid latenciaval” adott elékezelésre nézve
mutatkozott szignifikansnak (pa=0,01; pg=0,06).

A fehérjékhez kotott antioxidans tulajdonsagra utalé szabad SH-csoportok
esetében a majhomogenizatum mintadkban tapasztaltunk szignifikans javulast a
levosimendan-kezelt csoportokban az I-R kontroll csoportokhoz képest (pa=0,02;
pe=0,03), mig a szérummintakban javulé tendenciat lattunk (pa=0,06; pg=0,07).

A fehérjéktol fliggetlen antioxidans kapacitast jelzé H-donor aktivitas ,,révid
latencigju” levosimendan kezelést kovetden mutatott szignifikans javulast a szérumban
(pa=0,04; ps=0,08), mig a majhomogenizatumban, illetve a ,,hosszl latenciaju” kezelés
esetében javuld tendenciat lattunk (pa=0,06; pg=0,07). (4. tblazat)
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4. Tablazat Antioxidans vizsgalatok dsszefoglalasa: Kisérlet I1.

VIZSGALATI CSOPORTOK .
D
MERES MINTA »ROVID LATENCIAIO” » HOSSZU LATENCIAIO”
ERTEK
1 Af1 Af2 Af3 B/1 Bf2 B/3
mivametiés | sram | 435, | 400 | 20| ss s sss e moss
Ossz-scavenger *1, i 12 12, 3, +2 + 3 10,
kapacitds i 21,25 28,35 82,15 66,73 24,39 75,12 56,34 A: 0,06
(hatter %) : +1,95 | *1855 +13,24 +4,63 +6,74 +17,15 + 7,34 B:0,07
S szérum 0,38 0,54 0,79 1,13 0,66 1,08 A: 0,01
P dukslé (umol AS/mi) +0,23 +0,13 +0,20 +0,53 +0,34 + 013 B: 0,03
E o .
c Mopessag maj 3936 | 2664 148,6 220,1 317,8 207,4 2487 A: 0,01
T (umol As/g prot) | *45,3 +34,0 +41,1 +22,5 + 16,6 +27.5 + 36,4 B: 0,06
R
o szabad szérum 0,043 0,023 0,030 0,045 0,023 0,034 A: 0,06
E 40,018 40,007 +0,007 + 0,006 +0,009 + 0,019 B:0,07
4 SH-csoportok
T . 0,077 0,063 0,041 0,061 0,055 0,043 0,051 A: 0,02
(mmaol/l) madj
o +002 | +0015 +0,011 +0,018 40,008 +0,016 + 0012 B: 0,03
M szérum 64,01 40,66 51,28 58,01 18,75 47,83 A: 0,04
E H-donor +895 +9,38 +7,03 +9,20 +802 + 11,05 B: 0,08
; kapacitas
' e 44,35 40,94 14,77 18,68 4537 18,74 2313 A: 0,06
A (gatias%) J 495 | £633 42,61 £3,52 +6,96 £2,49 + 4,48 B:0,07

A ,p” érték alatt minden mérés esetében az I-R kontroll és a megfelel6 levosimendan-elékezelt csoport
statisztikai dsszevetésének eredményét mutatjuk be. A szignifikans kiilonbséget vastag betiis kiemelés és
piros keretezés jeldli.

4.3.7. NADH-tetrazolium enzimhisztokémiai reakcio

Az NADH-tetrazolium enzimhisztokémiai reakcio, vagy NBT-enzimhisztokémia,
a szoveti életképességre utal a funkcionalé mitokondriumok kimutatasan keresztil.
Mivel korabbi vizsgalataink alapjan az egyszerli aloperalt allatokban megjelend NBT-

pozitivids nem kilonbdzik

i+ az  egészseéges  allatok
o0 | & értékeitol, a jobb
szemléltethetdség

*7 érdekében ezen csoport

60 1 . szédzalékaban adtuk meg a

i tobbi  vizsgélati csoport
értékeit. A ,»hosszu

?] latenciaval” elokezelt
de . B EE aE W BE aloperalt (B/1) csoportban
25. abra NBT-enzimhisztokémia: Kisérlet I1. szignifikansan

Az egyszerl aloperalt csoportot (1) tekintve 100%-nak, a miitét elott 24
oraval kezelt aloperalt csoport (B/1) festédése szignifikansan csokken
(76,8%). Ezen id6ablakban levosimendan kezelést kdvetben (B/3: 42,9%)  ygltak jelen funkcionéld
szignifikansan kisebb csokkenést latunk az 1-R kontroll csoporthoz (B/2:

23,4%) képest. mitokondriumok, mint az

alacsonyabb aranyban
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egyszeril aloperalt allatok esetében (p=0,024), mig a ,,révid latenciaju” &loperalt (A/1)
csoport csak csokkend tendenciat mutatott (p=0,104). Ezen tilmenden, minden ,,hosszu
latenciaju” I-R karosodott csoport szignifikansan alacsonyabb festédést mutatott az
azonos kezelésben részesilt ,rovid latencidja” csoporthoz kepest (p.=0,0001;
p3=0,015). Ez direkt mddon utal a csokkent majszOveti viabilitdsra a ,,hosszl
latenciaval” kezelt csoportokban, igy alatdmasztja az eddigiek alapjan is felmeril6
sulyosabb szovetkarosodast ezen kategoridban. Az [I-R kéarosodott csoportokat
Osszehasonlitva azt talaltuk, hogy a mutét elott 24 6raval adott levosimendan kezelést
kovetben (B/3) szignifikansan nétt az NBT-pozitiv teriiletek ardnya (pg=0,003) az I-R
kontroll csoporthoz képest (B/2), mig a kozvetlenil mitét el6tt alkalmazott
levosimendan el6kezelés esetében (A/3) javulé tendencia volt megfigyelheto
(pa=0,14).(25. &bra)

4.3.8. HSP72 expresszio

Iszkémias prekondicionalas eseteben a HSP72 részt vesz a hepatoprotektiv hatas
létrehozasaban. Az iszkémia-reperfuzion atesett csoportok mindegyikében a HSP72
expresszio szignifikans — &loperdlt csoportokhoz képest 2-3x-0s — emelkedését
tapasztaltuk. A levosimendan kezelés sem ©nmagaban, sem I-R karosodas el6tt

alkalmazva nem eredményezett valtozast a HSP72 expresszidé mértékében. (26. abra)

HSP72 EXPRESSZIO GAPDH-VAL SZEMBEN

%

5 -

1 A/l A/2 A/3 B/1 B/2 B/3

26. Abra HSP72 expresszio: Kisérlet I1.
Az aloperalt csoportokhoz képest minden I-R karosoddson atesett csoportban szignifikinsan nd a
GAPDH-val szemben vizsgalt HSP72 expresszié mértéke.
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5. Megbeszélés

Az iszkémias-reperfizids karosodas szamos sebészi és nem-sebészi korképpel
Osszefiiggésbe hozhatd, napjainkban szertedgazoan vizsgalt patofizioldgiai jelenség.
Mérséklésére tobb modszert prébaltak alkalmazni jelentésebb siker nélkiil, mig a Murry
altal kézolt prekondicionalas’” alapvetd valtozast nem hozott. Az ennek hatterében 4llo
feltételezett endogén védelmi mechanizmus vizsgalata 0j lendiletet adott mind az
iszkémias-reperfuzids szindrobma mélyebb megértésere, mind a potencidlis kezelési
lehetéségek megismerésére iranyuld kutatdsoknak. Ennek ellenére, igazédn hatékony
modszerek csak korlatozott szamban ismertek, és meg ennél is kevesebb alkalmazhatd
ténylegesen a betegagy mellett, a mindennapi klinikai gyakorlatban.’

A mi I-R Kkarosodasa transzplantacion talmenden megjelenik portalis
Kirekesztésben operalt kiterjedt majrezekciok, valamint traumas majléziok ellatasa
soran. Hozzajarul tovabba szeptikus betegek allapotanak sulyosbodasahoz, illetve
szamottevéen rontja karosodott mdjfunkciéval miitétre keriild betegek posztoperativ
kimenetelét is. Szertedgazo jelentOségére valo tekintettel szdmottevd igény all fenn a
hepatoprotektiv intervenciok palettajanak bovitésére, az adott klinikai szituacidnak
leginkéabb megfeleld technika biztositasa érdekében.

Az I-R kérosodas minden részlete a mai napig nem ismert, de dsszefoglaléan a
kovetkez6 sarokpontokkal jellemezhet6: hipoxias sejtkarosodas, intracellularis kalcium
felszaporodas és sejtduzzadas, reaktiv oxigén szabadgyokok (ROS) direkt toxikus,
valamint lokalis és generalizalt gyulladast indukalo szerepe, illetve sejtes gyulladasos
vélaszreakci6.'® Bar az alapmotivumok azonosak, maga az I-R karosodas igen eltérd
megjelenésii lehet az egyes szervekben, szovetekben. A m4j esetében kiemelkedd
szerephez jut: (1) az oxigénellatas helyreallasaval Gsszefliggésben megjelend massziv
szabadgyok (ROS) termelés, mellyel a szdveti antioxidansok egy bizonyos hataron tul

nem tudjék felvenni a harcot és a maj antioxidans kapacitasa kimertil,**

(2) valamint a
nagy szdmban jelen 1év0 rezidens szdveti makrofagok (Kupffer sejtek) aktivacidja. Az
elébbi indirekt, az utdbbi direkt uton vezet jelentés mennyiségii proinflammatorikus
citokin (TNF-o, IL-1, IL-8) felszabadulasahoz.'®* A szabadgyokok, citokinek, valamint
proteazok tultermelédése és felszabadulasa a parenchimalis és nem-parenchimalis
sejteket egyarant karositja, mely végil a majfunkcié kéarosodasahoz vezet. Emellett

mindezen parakrin mediatorok olyan nagy mennyiségben keriilhetnek a keringésbe,
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hogy szdmos esetben karos szisztémas hatdsok megjelenésére is szamitani lehet. Ennek
egyik eleme a szeptikus szivizom karosodashoz hasonld kardialis diszfunkcié, mely
mintegy circulus vitiosusszerti allapoton keresztiil globalis iszkémias-reperfizids
karosodast eredményezhet.

Az elmalt 15-20 év kiserletes eredményei és szdmos kisebb klinikai vizsgalat
tdmasztja ald, hogy a glutamin — praktikusan mellékhatasok nélkul — kritikus allapotu
betegek esetében a kimenetel javitasara képes, €s eldsegiti a gy(’)gyulétst.182 Annak
tisztazasara, hogy a glutamin potlas valamely formaja sulyos gyulladasos korallapotok
esetében standard részévé vélhat-e a terdpias palettdnak, tébb nagy multicentrikus
Klinikai vizsgalat indult vilagszerte. Azon orszagok, ahol helyi ajanlasokra és guideline-

okra tadmaszkodva elterjedtebb a glutamin klinikai alkalmazasa,'®®

szamos Uj
kozleménnyel bovitik e témahoz kapcsolddd nemzetkdzi ismeretanyagot. A perioperativ
alkalmazas tekintetében a legtdbb tapasztalat posztoperativ adagolassal kapcsolatos,
mig a preoperativ kezelésre vonatkozéan joval kevesebb adat all jelenleg rendelkezeésre.

Munkacsoportunk tobb korabbi vizsgalatban foglalkozott a maj iszkémias-
reperfiziés karosodasanak mérséklésével.''®* Az I-R kéarosodas patomechanizmusat
figyelembe véve érdemesnek tartottuk megvizsgalni, hogy rejlik-e protektiv potencial
parenteralis glutamin preperativ — mintegy profilaktikus — adasaban, mivel szdmos
olyan molekularis, valamint génszintli hatassal bir, mely pozitivan befolyasolhatja a
kérlefolyast tobb sarkalatos timadasi ponton.*®® Ide sorolhaté a teljesség igénye nélkiil,
kilonbdz6 hosokk fehérjék aktivalasa, mely megelGzheti az akut 1égzési elégtelenség
(ARDS) kialakulasat,'®® az iszkémias prekondicionalashoz hasonlé jelatviteli utak

8

indukélasa,®®” valamint az immunmodulaci6.’®® Toébb kisérletes eredmény is

alétdmasztja a glutamin antiinflammatérikus tulajdonsagét,*****

melyet Kiegészit és
tdmogat az antioxidans statuszra gyakorolt szupportiv hatasa.'” Reperfzi6é sorén a
majban hirtelen nagy mennyiségli szabadgyok semlegesitésére van sziikség, és a
karosodott szbvet antioxidans kapacitdsa hamar kimeril. Ennek egyik fontos eleme,
hogy a kialakul6 relativ glutamin hiany kovetkeztében a glutation szintézise nem tud
Iépest tartani a fokozott oxidacidval. A glutamin potlasa tehat, a szoveti antioxidans
barrier erésitésén keresztiil megelézheti a lokalis gyulladas progressziojat.'®®

A preoperativ glutamin kezeléssel végzett elokisérlet soran, a kdzvetleniil miitét

®

elétt infundalt Dipeptiven™ oldat segitségével javulo reperfuzidés mikrocirkulaciot,
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kedvezObb szdveti antioxidans statuszt és szignifikansan kisebb ardnyu nekrozist
tapasztaltunk. A Kkezelt Aallatok esetében — a Kkisebb szoveti kérosodas és
valdszintisithetéen jobb energetikai statusz kovetkeztében — az apoptozis valt dominans
sejthalalformava. Mindezek ereddjeként csokkent a lokalis és szisztémas gyulladasos
valaszreakcio mértéke.

A jelen dolgozatban bemutatott elsd kisérletben vizsgaltuk, hogy 24 oraval a
miitét elétt adott Dipeptiven® képes-e hasonld mértékben csokkenteni a majkéarosodas
mértekét. Az alkalmazott dozis tekintetében igazodtunk a klinikai ajanlas valtozasahoz,
mig a patkdnymdj esetében kritikusnak mondhaté 60 perces iszkémids 1dot
megtartottuk. A reperfuziés idét 24 oranak valasztottuk, ami az eddigre definitivnek
mondhat6 majkéarosodas elemzését tette lehetové. A vizsgalat eredményei ismét egy
Iépeéssel kbzelebb vihetnek a klinikai alkalmazas felé, hiszen az itt bevezetett adagolasi
séma potencialisan helyet kaphat Kiterjedt majrezekciora vard betegek preoperativ
elokészitésében.

A reperfuzid korai szakaban detektalhaté —mikrocirkulacio alapvetden
meghatarozza az I-R karosodas mértékét. Elégtelen volta képes prolongalni az
iszkémias id6t és novelni az irreverzibilisen karosodd teriiletek Kiterjedését, illetve
fontos kiindulasi pontja a szisztémas valaszt generald gyulladasos sejtes reakcioknak is.
Chun ¢és mts. kimutattdk, hogy a méjszovet lokalis vérellatasanak miel6bbi helyreallasa
— a no-reflow jelenség mertékének csokkenése — kedvezden befolyasolja a sejtek
életképességét, megakadalyozza a sejtelhalast.®® Az I-R patomechanizmusa szdmos
ponton érinti a majszinuszoidok hemodinamikai tulajdonsagait, ezért a szoveti
mikrokeringés alakulasa a karosodas sulyossaganak, illetve a vizsgalt beavatkozas
effektivitasanak fokmérdje is lehet. A mikrocirkulacid ezen kritikus iddtartamanak
vizsgalatdt munkacsoportunk korabban publikalt mddszerére tdmaszkodva végeztiik
1ézer Doppler aramlasmérd segitségével. A reperflzio kezdeti 60 percében detektalt
majaramlas értékelése szintén a mar bevezetett metodika szerint tortént. Glutamin
kezelés hatasara javulé tendencidt tapasztaltunk a majszoveti korai reperfizids
aramlasban. A 24 oraval korabban adott el6kezelés e tekintetben elmaradt a kozvetlen
preoperativ eldkezelési formatol, ahol a reperfuzid elsd ordjanak végére szignifikans
javulds volt tapasztalhato az I-R kontroll csoporthoz képest. Mikrocirkulacio

tekintetében sajnos igen nehéz 6sszehasonlitasra alkalmas publikéciot talédlni az
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irodalomban. Schauer és mtsai. glutamin posztiszkémias adasa mellett intravitalis
mikroszkopias vizsgdlattal a szinuszidalis 4ramlds majdnem teljes rendezddését
talaltak.’®* Ezzel parhuzamosan a fehérvérsejtek kitapadasanak csokkenését figyelték
meg a majszinuszoidok és a posztszinuszoidalis venulak terdletén.

A mikrocirkulacié javuldsa részben visszavezethetdé a lokalis gyulladasos
valaszreakcio és a leukocita-kitapadas csokkenésére, ezért elvben kapcsolatba hozhat6 a
glutamin gyulladascsokkenté és az antioxidans statuszt javitdo hatasaival. A szoveti
redox homeosztazisra gyakorolt kedvezd hatast jelen kisérlet eredményei is
alatdmasztjdk: a majhomogenizatum mintak luminometrids 6ssz-scavenger kapacitasa
szignifikansan javult a GIn csoportban. Ennek hatterében a szabad SH-csoportok szdveti
nagyobb mennyiségben hozzaférhetd glutation jelenlétére utal a majban. A szoveti H-
donor kapacitds és redukaldo képesség aloperalt csoportét kozelité —értékei
Kiegyensulyozott lokalis redox homeosztazisra utalnak. Mindezek az eredmények
Osszhangban vannak a kozvetleniill mutét elott adott glutamin kezelés soran
tapasztaltakkal. Elmondhato tovabba, hogy 24 oras reperfuziot kovetéen a kezelt és az |-
R kontroll csoport kozotti kilonbségek még ink&dbb markénssa valtak. A luminometriés
Ossz-scavenger kapacitds plazma mintakban detektalt szignifikans javuldsa elvben
magyarazhaté lehet a kisebb lokalis karosodasra visszavezethetd alacsonyabb
szisztémas gyulladasos valasszal, de ezen hipotézis igazolasa celzott vizsgalatot igényel.
Az elokisérletben szintén tapasztaltuk a plazma antioxidans kapacitdsanak javulasat,
valamint a TNF-a szint csokkenését a reperfuzio egy korabbi idépontjaban, ami szintén
tamogatja az esetleges antiinflammatdrikus  hatds  részletes  vizsgalatanak
megalapozottsagat.

Jelen Kkisérleti elrendezésben mi sokkal inkdbb a glutamin I-R karosodott
majszovetre gyakorolt lokalis hatasara koncentraltunk. HE-festett metszeteket vizsgalva
a glutaminkezelt csoportban nem Iépett fel szdveti bevérzés, valamint altalaban
megfigyelhetd volt a szovetkarosodas és a gyulladasos sejtes besziirdédés mérséklddése,
mely jol korrelal a szoveti mikrocirkulacio fent emlitett javulasaval. Kihasznalva a 24
oras reperfuzié alatt jol demarkéalodo szovetkdrosodas nyujtotta lehetéséget, TUNEL-
reakcioval vizsgaltuk ezen terliletek méretét. A glutamin kezelt csoportban

szignifikansan csokkent az Osszefiiggd TUNEL-pozitivitast mutatd teriiletek aranya az
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I-R kontroll csoporthoz képest, ami szamszertien is alatimasztja a szignifikansan kisebb
mértékli nekrozis jelenlétét. Az ugyancsak sulyos sejtkdrosodasra utald zsiros
degeneracio eldforduldsa, Sudan IV festéssel igazolva, glutamin kezelés hatdsara
szintén csokkent.

A nekrotikus teriiletek méretének csokkenése tikrozodik a PAR-
immunhisztokémat kovetden kimutathatd szignifikansan alacsonyabb szoveti PARP-
aktivitdsban is. Mivel a glutamin kezelt csoportban a kiilonallé sejtekben megjelend
PAR-pozitivitas is alacsonyabb aranyu, felmeriil, hogy a sejtek kedvezdbb energetikai
allapota is szerephez jut. A PARP enzim lokalis aktivitasa és a szdvet energetikai
allapota kozott ugyanis kétiranyu kapcsolat all fenn: a PARP enzim U(gynevezett
Hulaktivalodasa” az eleve sulyosabban karosodott sejtekben jon létre, ahol fokozza a
fennalld6 ATP-hianyt és a sejtet energetikai kriziséllapotba sodorhatja.!®? Az
energiatermelésikben kevéshé kéarosodott sejtek ezzel szemben biztosithatnak a PARP
szamara elegendé ATP-t az orokité anyaguk javitasahoz. Amennyiben a DNS olyan
sulyos karosodast szenvedett, hogy javitdsara nincsen lehetdség, az elégséges ATP-
termeléssel bird sejtek valaszthatjadk az organizmus szempontjabol kedvezdébb
energiaigényes sejthalalformat, az apoptozist. A nekrozissal ellentétben a pusztul6 sejt
ilyenkor nem indukdl gyulladasos valaszt és kornyezetét nem Kkérositja. Az
irreverzibilisen karosodott sejtek apoptodzissal torténd elhalasat tapasztaltuk glutamin
elokezeléssel végzett eld6zd kisérletiink sordn is 6 ords reperfuziot kovetden. A
kiegészitésként végzett aktiv kaszpaz-3 immunhisztokémia is alatamasztja, hogy az
elokezelt csoport esetében az apoptozis valt vezetd sejthalalformava, mig az I-R kontroll
csoportban a nekrozis dominalt. Az 1-R karosodas altal kozvetlenul indukalt apoptozis
vizsgalatara a 24 Oras idéablak talsagosan hosszunak bizonyult. Az I-R kontrollhoz
képest alacsonyabb PARP-aktivitas lehet azonban a szdvet jobb energetikai allapotanak
kdvetkezménye is és utalhat indirekt modon a nagyobb aranyban lezajlott apoptozisra.
Jelen kisérleti elrendezésben, a szdveti PARP-aktivitds csokkenéséhez hasonldan, a
TUNEL-pozitivitas kisebb aranyu el6fordulédsa is a glutamin eldkezelt allatok majanak
fokozott iszkémia-toleraciajara utal.

A glutamin kezelés szovet-, illetve sejtk&rosodast csokkent6 hatasat, a
szérummintakban mért nekroenzimaktivitasok szignifikansan alacsonyabb szintje is

mindkét kezelési idéablak esetében aldtdmasztja.
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A dolgozatban szerepld masodik kisérlet szintén a mdj iszkémias tolerancidjanak
novelésére iranyuld kisérletsorozatba illeszkedik. Felépitését tekintve itt is egyazon
molekula kiilsnbdz6 latenciaval valé preoperativ alkalmazéasat végeztiik, a Dipeptiven®-
hez hasonldan. Az el6z6éekben mar emlitésre keriilt a stlyos I-R karosodas
kovetkeztében is kialakul6 szeptikus kardiomiopatiahoz hasonlé allapot, mely tovabbi
szervkarosodasok forrasava valhat. Figyelembe véve a madjszovet jelentds
makrofagtartalmat, I-R karosodasanak szisztémas kovetkezmenyei azon esetben sem
hanyagolhatdak el, ha jo regeneracids kepességének koszonhetéen a maj funkcidja
késébb teljesen rendezddne.

A levosimendanrdl kimutattdk, hogy szeptikus kardiomiopatia esetén kedvezd
hatas(: mind a szisztolés, mind a diasztolés funkci6 javitasara képes.*®® A rendelkezésre
allo pozitiv inotrop molekulak kozott egyedilallova teszi tovabba, hogy nem okoz

véraramlas csokkenést a szplanchnikus teriileten,*

illetve, hogy a mitokondrialis
K* ap-Csatornak nyitasan keresztiil antiiszkémias hatassal is rendelkezik.**? Figyelembe
véve, hogy mindezen hatasok kedvezéek Ilehetnek a maj I-R karosodasanak
mérseklésében, illetve kdvetkezmeényeinek kezelésében, érdemesnek tartottuk hatasanak
vizsgalatat méj iszkémias-reperfazios modellben.

A szoveti mikrokeringés 1ézer Doppler dramlasmérdvel torténd vizsgalata és a
reperf(zio korai szakaszanak részletes elemzése itt is a metodika fontos részét képezi,
hiszen a karosodas sulyossagara és a vizsgalt beavatkozas hatasossagara egyarant utal.
Azt tapasztaltuk, hogy mind a mitét elott kozvetleniil, mind a 24 o6raval korabban
végzett levosimendan eldkezelés erdsen szignifikans javulast eredményezett a
jelenség lehet hemodinamikai hatas kovetkezménye, de megjelenhet farmakologiai Gton
indukalt prekondicionalds eredményeként is. Az elébbire utalhat, hogy a majaramlasra
gyakorolt pozitiv hatast mas szerzok is leirtdk szeptikus diszndk vizsgalata soran,'®
ahol a pulmondlis vaszkularis ellenallas csokkenése mellett a portalis aramléas és
mukozalis oxigénellatds formajaban vizsgalt szplanchnikus keringés javulasat és a
noradrenalinra adott vazokonstrikcios valasz fokozodasat figyelték meg. Az utdbbi
mellett szdl, hogy a levosimendan farmakoldgiai prekondiciondld hatasat mediald
szignaltranszdukcié kovetkeztében tobbek kozott az endotelidlis NO-termelés is

fokozodik a koronariakban.'** Az eNOS indukci6ja méj esetében szintén csokkentheti a
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kialakul6 NO/ET-aranytalansag mértékét ¢és jelentdsen javithatja a szdveti

mikrocirkuléaciot.**8

Vizsgalatunknak nem volt elsddleges célja, hogy e két hatas
kozott differencialjon, illetve jelentdségiik ardnyardl informécidt adjon. A hangsulyt
elsGsorban a majszoveti karosodas alakulasara fektettiik — mintegy tajekozodo jelleggel
vizsgalva, hogy szerepet kaphat-e a levosimendan a hepatoprotekcio teriletén.

Annak ellenére, hogy az értékelésre hasznalt szemikvantitativ pontrendszer
alapjan minden I-R k&rosodason atesett csoportban kézépsulyosnak mondhatjuk a
destrukcid mértékét, jelentds kiilonbségek mutatkoztak az egyes csoportok kozott a
hematoxilin-eozinnal festett szovettani metszeteken annak karakterét illetden. Mig az I-
R kontroll allatok esetében nagy, sokszor Osszefiiggd teriileteken jelent meg nekrozis
szamottevd szoveti bevérzés €s gyulladasos valasz kiséretében, a levosimendannal
elokezelt csoportokban latvanyosan kevesebb, karakteret tekintve inkabb fokalis
sejtelhalas mutatkozott. A levosimendan kezelt csoportok kisebb mértéki
majsejtkarosodasat tamasztja ala tovabba a szérum ALAT aktivitasanak szignifikans
csokkenése is mindkét kezelési idbablakban. Ezzel 6sszhangban szoveti bevérzés nem
volt jellemzd és a leukocitas besziirddés is kisebb mértékiinek bizonyult. A gyulladasos
valasz mérséklddését tapasztaltdk levosimendan intraperitonedlis adasat kovetden egy
ezen témakor vizsgalatara gyakran hasznalt, patkanyok talpaban gyulladast indukalo
modellben.’®™ A levosimendan a kezelést kovetSen vizsgalt 4 oéra soran idS- és
dozisfiiggé modon egyre kifejezettebben csokkentette a TNF-o, az IL-1 és IL-6
szinteket és gatolta az 6déma képzddést. Ezzel parhuzamosan a szuperoxid-dizmutaz
aktivitasanak fokozddasat és a glutation szintjének emelkedését is megfigyelték, mely a
redox-homeosztazis kedvezé alakulasara wutal. Kisérletiinkben ez utobbit a
luminometriaval meért szabadgyok-szint csokkenés, valamint a spektrofotometrias
mérések alapjan is javuld tendenciat mutatd antioxidans statusz tukrozi. Jelen
Kisérletben a kezelt csoport kedvezObb antioxidans statuszat inkdbb masodlagosnak
tartjuk, melyet a nekrozis és a gyulladasos valaszreakcié csokkenése von maga utan.
Ehhez hasonlé jelenséget dekompenzalt szivelégtelenséget kovetden is megfigyeltek.*®
Hogy a gyulladéascsokkentd hatas idofiiggése mennyiben marad meg 24 o6ra elteltével,
direkt erre vonatkozo6 vizsgalati végpontok hianydban, kisérletlinkben nem allapithato6
meg. Utalhat erre a ,,hosszu latenciaju” eldkezelést kovetéen megjelend kifejezettebb

(szignifikans) javulas az I-R kontroll csoport szoveti karosodasaval szemben. Az
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antioxidans statusz javulasa ezzel szemben ,,rovid latencidju” elékezelést kovetden javul
nagyobb mértékben. Mivel ez egy igen dsszetett modon befolyasolt vizsgalati paraméter
elképzelhetd, hogy a jelenség magyarazata az ezen iddablakban 0Osszességében
kisebbnek mutatkozo szisztémas karosodasban keresendd (lasd alabb).

TUNEL immunfestéssel minden I-R karosodott csoportban megjelentek diffuz
pozitivitast mutatd teriletek, melyek a hematoxilin-eozin festéssel is detektalhato
nekrotikus szovetrészeknek felelhetnek meg. Levosimendan kezelést kdvetden, mind a
,rovid”, mind a ,hosszt latencigju” idékategoria esetében szignifikans csokkenés
mutatkozott a demarkalddott teriiletek méretében. Az Osszefiiggd teriileteket érintd
karosodas aranya PAR-immunhisztokémiaval vizsgalva is igen hasonléan alakul és
mindkét festési eljaras esetében a zondlis sejtelhalast reprezentalja. Elmondhatd
tovabba, hogy az 06sszes PAR-pozitivitas alapjan mindket levosimendan-kezelt
csoportban szignifikansan kisebb sejt-, illetve DNS-karosodas jott létre. Erdekes
eredmény, hogy mig a ,hosszi latenciaju” el6kezelést kovetéen a demarkalodott
terlletekkel osszefiiggésben megjelend PAR-pozitivitas csokkenése volt szignifikans
mértékii, a ,rovid latenciaju” eldkezelés esetében a kiilonallo PAR-pozitivitas
szignifikans csokkenését tapasztaltuk. Ennek hatterében a két kezelési iddablak
karosodasanak mértékében tapasztalhaté kiilonbség valdsziniisithetd. A 24 oraval
korabban elékezelt csoportokban egységesen sulyosabb majszoveti destrukcio jon 1étre,
melyet a levosimendan kezelés hatékonyan csokkenteni képes. Erre utal tobbek kozott,
hogy az 6sszes PAR-pozitivitas és ezen belil a demarkalodott terliletek mérete egyarant
jelentdsebb emelkedést mutat a ,hossz latenciaja” I-R kontroll csoport, mint a
levosimendan-kezelt csoport esetében. A kulonallé PAR-pozitivitdas mértéke
ugyanakkor parhuzamosan emelkedik a kezelt és a nem-kezelt csoportban a ,,révid
latencidju” idéablakhoz képest.

LatszOlagos diszkrepanciat szdl, hogy a kulénallé pozitivitds TUNEL-
immunhisztokémiaval vizsgalva, a levosimendan-kezelt csoportokban jelenik meg
nagyobb aranyban. Emelkedése a ,hosszu latenciaju” elékezelés esetében az I-R
kontroll csoporthoz képest szignifikans mértékli. Mindezt magyarazhatja, hogy a PAR-
festés 24 orés reperfuziot kdvetden is megjeleniti mindazon sejteket, melyekben még
aktiv a DNS-repair, mig TUNEL-reakcidéval a mar elhalt sejtek festédnek meg. Ez

0sszhangba hozhat6 azzal a megfigyeléssel is, hogy hematoxilin-eozin festés alapjan a
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levosimendan-kezelt csoportokban lattunk nagyobb aranyban pontszert nekrozist az I-R
kontroll csoportokhoz képest. A kilonallé PAR-pozitivitds ugyanakkor a
szOvetkarosodas sulyossagaval parhuzamosan emelkedik minden vizsgalati csoportban.

A kulénall6 TUNEL-pozitivitassal kapcsolatban mindenkor felmeril a kérdés,
hogy apoptotikus sejthalél jelenlétére utal-e? A ,rovid latenciaju” glutamin el6kezelés
esetében az aktiv kaszpaz-3 immunhisztokémia is aladtamasztotta, hogy igen. Fontos
azonban figyelembe venni, hogy azt a vizsgalatot 6 6ras reperfuziot kovetéen végeztiik,
mig jelen kisérleti elrendezésben a reperfuzié idétartama 24 6ra volt. Irodalmi adatok is
alatamasztjak, hogy ilyen hosszu id6 elteltével nem fordul eld nagyobb aranyban
apoptozis az 1-R-karosodott majszévetben, mint a karosodas nélkuli kontroll méajszévet
esetében.’® Ezen id8ablakban apoptozis jelenléte inkdbb masodlagos sejtkarosodas
manifesztalodasara utalna, mely ugyanakkor a tobbi eredményt is figyelembe véve nem
valoészinii. A pontszerli nekrdzis ilyetén festddési megjelenését valosziniisiti az is, hogy
a levosimendant vese és szivizom I-R ké&rosodésa esetében anti-apoptotikus hatastnak
tartjak. 198,199
Ezen anti-apoptotikus, tovabba az anti-iszkémiads hatas hatterében allé egyik
tényezoként azonositott kinaz-kaszkad, a (reperfusion injury salvage kinase) RISK-
(tvonal, az iszkémias prekondicionalas folyamatéaban is fontos szerepet jéatszik,'*® ami
felveti annak lehetdségét, hogy a levosimendan kezelés direkt hepatoprotektiv hatéssal
(is) bir. Ezen hipotézis alatdmasztasa reményében végeztik a HSP72 expresszio
meghatarozasat, melynek emelked6 szintje iszkémids prekondiciondlas soran
bizonyitottan hozzajarul a sejtprotektiv hatas kialakitasahoz.”® Ebben a vonatkozasban
azonban a levosimendan-kezelt csoportok nem mutattak kilonbséget az 1-R kontroll
csoportokhoz képest. Tekintve, hogy a folyamat egy kiragadott elemér6l van szo,
elhamarkodott lenne kimondani, hogy farmakologiai prekondicionalas egyaltalan nem
jatszik szerepet a majkarosodas csokkentésében. Felmeril ugyanakkor, hogy a méj
esetében elsOdlegesen szisztémas keringési valtozasokra visszavezetheté hatasrol van
sz0.

Jelen kisérlet hemodinamikai mérési adatai nem nyujtanak elegendd informaciot a
szisztémas Kkeringési hatdsokra vonatkozdan. A vérnyomas- és szivfrekvencia
regisztratumok alapjan csak az mondhaté ki, hogy a levosimendan jelen adagolasi

formajaval a tipusos kardialis hatas indukalhato. Az infGzio alatt és azt kévetden is
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fennmaradd szivfrekvencia emelkedés, illetve vérnyomas csokkenés jol korreldl az
irodalmi adatokkal.™ A szervi keringés szempontjabdl azonban sokkal fontosabb
paraméterek, példaul a perctérfogat, illetve a pulzustérfogat, valamint a beldliik
szarmaztatott paraméterek meghatarozasara lenne sziikség. Fontos lenne tovabba lokalis
gasztrointesztinalis paraméterek, im. a mukozalis pH meghatarozasa is. Annak alapjan,
hogy a reperfuzids vérnyomasesés kisebb mértékii volt levosimendan kezelést kdvetden,
illetve hogy ezen csoportokban jobb hatasfokkal rendezddtek a vérnyomasértékek, arra
lehet kovetkeztetni, hogy a célzott hemodinamikai vizsgalat tovabbi kisérletek szamara
igéretes lehet.

Tovabbi vizsgalatot igényel a funkciondlé mitokondriumok nagyobb aranyd
jelenléte is, mely NBT-enzimhisztokémiaval vizsgalva a levosimendan-kezelt
csoportokban megfigyelheté és ,hosszu latenciaju” elékezelés esetében szignifikans
mértékii. Ennek hatterében egyrészt a mitokondridlis K'atp-csatornakra Kifejtett
kdzvetlen hatas &llhat, masrészt megjelenhet masodlagosan a kdrosodas merséklésének
kovetkeztében is. A mito-K*arp-csatornak direkt nyitasa az irodalombdl is ismert a
levosimendannal kapcsolatban,® és mint més hasonlé hatast kifejtd molekulak
esetében, itt is prekondicionalas szerli anti-iszkémias hatassal hozhat6 6sszefliggésbe,
mely a csatornak specifikus  gatloszerével  felfiiggeszthets.”” Az  NBT-
enzimhisztokémidval levosimendan kezelést kdvetben tapasztalt jobb szoveti viabilitas
tehat, lehet farmakologiai prekondicionalas eredmenye is, melyre vonatkozoan
ugyanakkor jelen kisérlet nem szolgaltat elegendd bizonyitékot. A HSP72 expresszio
alapjan inkabb el kell vetnilink ezt a hipotézist, bar a két tvonal kézvetlen kapcsolatban
nem A&ll egymassal. A levosimendan jelen Kkisérletben tapasztalt hepatikus I-R
karosodast mérséklé hatasanak mito-K'atp-csatornak specifikus gatlasa mellett vald
valtozatlan fennallasa illetve csokkenése, ezt a kerdést eldonthetné.

A kezelés két iddablakban torténd vizsgdlata elsddlegesen az iszkémids
prekondicionalassal kapcsolatban leirt két fazis modellezésére szolgalt. A kisérleti
eredmények alapjan azonban Ujra és ujra felmerl, hogy a ,,hosszu latenciaval” végzett
kezelés esetén sulyosabb karosodas jelent meg, mint a ,rovid latenciaval” kezelt és
operdlt allatok azonos vizsgalati csoportjaban. E tekintetben egyarant korrelalnak
egymassal a szovettani és az immunhisztokémiai vizsgalatok eredményei, valamint a

mikrocirkulaciés aramlasi paraméterek. A ,rovid latencidval” kezelt csoportokhoz
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képest megjelend szignifikans ASAT-szint emelkedés eés az NBT-pozitivitas
szignifikans csokkenése szintén ezt tdmasztjak ala. A glutamin kezelések ilyen iranyl
Osszevetése az eltérd reperfuzios idok kovetkeztében csak az 4ramlési paraméterekre
korlatozodhat, mindazonaltal itt is megfigyelhetd. A jelenség hatterében az allatokat ért
nagyobb perioperativ stressz allhat, mely a két fazisban torténd kezelés, illetve miitét
velejardja és ragesalok esetében jelentds lehet. Erdekes azonban megfigyelni, hogy a
levosimendan kezelés ebben a kategdriaban még kifejezettebb javulast eredmenyezett
az I-R kontroll csoporthoz képest. Magyarazatként szolgalhat erre, hogy a levosimendan
kezelést kdvetd maximalis perctérfogat emelkedés és hemodinamikai vélasz a kezelést
kévetd elsd és masodik napra tehet6.'®’

A két vizsgalt elokezelés eltéré tamadasi pontja felveti kombinacidjuk lehetdségét
is. Erdemes lehet megvizsgalni, hogy elérheté-e nagyobb mértékii karosodas-csokkenés
»,hossz( latencidju” levosimendan és ,rovid, vagy hossz( latencidju” glutamin
elékezelés esetében. Ez a kombinacidé kedvezd a levosimendan makrohemodinamikai
hatasanak maximalis kihasznalasa szempontjabol. Amennyiben abbdl indulunk ki, hogy
az esetlegesen a maj esetében is szerepet jatszé farmakologiai prekondicionald hatasa
elsddlegesen a mito-K " atp-csatornak nyitasan keresztiil érvényesiil, elképzelheté hogy a
parhuzamosan adott glutamin kezelés a bevitt antioxidansok miatt csokkenti azt. Ennek
megfelelden valoszinli, hogy a ,rovid latenciaju” glutamin eldkezeléssel valo
kombinaci6 az eldnydsebb. Mindazonaltal felmeriil az is, hogy a farmakonutrici6 elvét
kovetve eleve glutamin hianyban szenveddé betegek esetében, tobbnapos perioperativ

terapidval biztosithatunk leginkabb optimalis feltételeket a gyogyulashoz.
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6. KOovetkeztetések

A vizsgalatok tervezésénél feltett kérdésekre az alabbi valaszok adhatok:

6.1. HosszU latenciaju glutamin elokezelés

1. A szoOvettani metszetek értékelése alapjan, a 24 oraval a miitét elott adott L-
alanil-L-glutamin el6kezelés képes a maj I-R kadrosodasanak csokkentésére,
tervezetten kirekesztésben operalt majrezekciok esetén.

2. A mgj korai reperfuzids mikrocirkulacidjdban — a mitét el6tt kozvetleniil adott L-
alanil-L-glutamin elékezeléssel ellentétben — nem jott létre szignifikans
javulas a kezelt csoport esetében.

3. A glutamin kezelt csoportban a majszOveti antioxidans statusz szignifikansa
javulasa tapasztalhatod, minek alapjan valoszinii, hogy elsésorban ezen hatas

vezet a szOvetkarosodas csokkenéséhez.

6.2. Rovid és hosszu latenciaju levosimendan elokezelés

1. 24 oras reperfuzidt kovetden vizsgalva a levosimendan kezelés mindkét forméja
markansan képes csokkenteni az I-R talajan kialakulé majkarosodas mértéket.

2. A korai reperfizios majszdveti mikrocirkulaciot mindkét eldkezelési protokoll
képes szignifikans mértékben javitani.

3. Az Kkezelt csoportokban a majszdveti antioxidans statusz javuld tendenciaja
figyelhetd meg.

4. Jelen kisérleti elrendezésben direkt hepatoprotektiv hatas jelenléte nem valészinti,
a levosimendan kezelés pozitiv hatasa inkabb hemodinamikai eredetii lehet.

5. A mutét eldtt 24 oraval alkalmazott levosimendan eldkezelés Osszességében
kifejezettebb védohatast képes létrehozni a majszoveti iszkémias-reperfizids

karosodéssal szemben, mint a kdzvetlen miitét elott végzett elokezelés.
6. Metodikai jelentdséggel bir inkabb az a felismerés, hogy a 24 oraval korabban

végzett elokezelés jelentOsen képes novelni a mitéti stressz mértékét patkanyok

esetében.
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7. Osszefoglalas

Bevezetés: Az egyre nagyobb aranyban csokkent kompenzacids képességgel miitétre
keriil6 sebészi beteganyaggal parhuzamosan a m4j iszkémids tolerancidjanak novelése is
fokozodo mertékben valik szlikségesse. A portalis kirekesztésben operalt majrezekciok
mellett, kisebb mértékii majkarosodas egyéb atmeneti hemodinamikai megingast okozé
beavatkozdsok esetében is kialakulhat, és meghatarozéva vélhat a posztoperativ
kimenetel szempontjabol. Célkitiizés: Kutatocsoportunk kordbbi munkajara alapozva,
antioxidans hatassal rendelkezd glutamin, valamint pozitiv inotrop és farmakologiai
prekondiciondld hatassal egyarant rendelkez6 levosimendan elGkezelések protektiv
hatasat vizsgaltuk maj iszkémias-reperfizios kisallatmodellben. Anyag & Modszer:
Két kiilon kisérlet soran him Wistar patkanyokon, alkalmaztunk 24 6raval a miitét elott
intravénds glutamin, illetve 1 vagy 24 oraval a miitét el6tt levosimendan eldkezelést. A
kezelések hatasat aloperalt és I-R-kontroll csoportokkal szemben vizsgaltuk. A
majszoveti iszkémids-reperflzios karosodast 60 perces szegmentdlis Kirekesztéssel
hoztuk létre, majd elsésorban a lokalis valtozasokra koncentralva vizsgaltuk a korai
reperfuzios mikrocirkulaciot, valamint a 24 oras reperfiziot kovetéen manifesztalddo
szOveti karosodas meértékét és az antioxidans statusz valtozasait. Eredmények: A
reperfuzios mikrocirkulacido elsé o6rdjat leird értékek (platdé maximum, reperfuzios
teriilet), glutamin kezelést kovetéen javuld tendencidt, mig a levosimendan-elékezelt
csoportokban szignifikans javulast mutattak. A hematoxilin-eozin festett szOvettani
metszetek alapjan mind a glutamin, mind a levosimendan szignifikansan csokkentette a
majkarosodas mértekét. Az immunhisztokémiai vizsgalatok eredményei €s a szeérum
nekroenzim szintek alapjan szintén szignifikdnsan csokkent a majszoveti karosodas
glutamin ¢és levosimendan elOkezeléseket kovetden egyarant. Glutamin kezelést
kovetden szignifikans javulas mutatkozott az antioxidans statuszban, mig levosimendan
hatdsara inkabb javulo tendencia volt megfigyelheté a kontroll csoporthoz képest.
Megbeszélés: Eredményeink alapjan mind a parenteralis glutamin, mind a
levosimendan elékezelés helyet kaphat potencialisan maj iszkémias-reperfuzios
karosodast eredményezé mitétek el6készitésében. A protekcio hatterében glutamin
esetében az antioxidans statuszra gyakorolt kedvezd hatas allhat, mig a levosimendan
valdsziniileg pozitiv makrohemodinamikai tulajdonsagai révén masodlagosan javitja a

majszovet allapotat.
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8. Summary

Background: Increasing number of patients with comorbidities resulting in reduced
healing capacity is undergoing major surgery. Therefore the impact of warm liver
ischemia-reperfusion (I-R) injury on the postoperative outcome in general is even
greater, than the number of hepatic operations would suggest. Great research work has
been done to invent possible protective techniques — to increase the ischemic tolerance
of the liver. Aim of our study was to investigate potential protective effects of the
antioxidant glutamine and the positive inotrope and cardioprotective drug
levosimendan, applied as parenteral pretreatment in a rodent model of hepatic I-R
injury. Materials & Methods: Two separate experiments were designed to investigate
the effects of glutamine pretreatment given 24 hrs. Prior to liver I-R and levosimendan
applied 1 h, or 24 hrs. before the operation. Results of the pretreatment groups were
compared with sham-operated and I-R-control groups, respectively. Hepatic I-R injury
was induced by 60 minutes normothermic, segmental liver ischemia on male Wistar
rats. Concentrating mainly on local effects, we followed hepatic microcirculation during
the 1% hour of reperfusion and analyzed the characteristics of liver tissue damage along
with the changes of antioxidant state after 24 hrs. of reperfusion. Results:
Microcirculatory parameters describing the 1% h of reperfusion showed improving
tendency after glutamine pretreatment, while there was significant improvement in the
levosimendan groups. Both drugs were able to significantly reduce histological damage
according to hematoxilin-eosine stained liver samples. Immunohistological analysis and
necroenzyme measurements also showed significant beneficial effects of all
pretreatment protocols. Glutamine pretreatment resulted in significant improvement of
the hepatic redox homeostasis, while there was improving tendency in the levosimendan
pretreated groups. Conclusions: Our results suggest that parenteral glutamine and
levosimendan pretreatments may find clinical application, when preparing patients for
major operations, potentially resulting in hepatic ischemic-reperfusion injury. The
protective effect of glutamine is likely to be based on advantageous changes of the
hepatic antioxidant state, while levosimendan is more likely to have secondary
protective effect on the liver, resulting from primary improvement of the systemic

circulation.
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