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Bevezetés

Az utoébbi néhany évtized soran progressziv csokkenés volt
megfigyelhetd a major majreszekciokat, transzplantaciokat és mas
kirekesztés mellett végrehajtott majsebészeti beavatkozasokat kdvetd
morbiditasi és mortalitdsi mutatok tekintetében. A major reszekciokkal
kapcsolatos mortalitas az 1990-es évekhez képest a felére csokkent, igy ma
mintegy 3-7% os mortalitasrol beszélhetiink tanulmanyoktdl fiiggéen.

Megjegyzendd ugyanakkor, hogy a cirrdzis vagy egyéb kronikus
maj- vagy kisérobetegségek mellett végrehajtott major reszekciok még ma
is szignifikans mortalitassal jarhatnak (akar 16%). A majkirekesztés
iddtartama az egyik legmeghatarozobb faktor lehet a major majsebészeti
beavatkozasban részesiilé betegpopulacioban. Ebb6l kdvetkezden szdmtalan
sebészeti €s gyogyszeres modszer keriilt kidolgozasra a maj iszkémias-
reperfuzids (IR) karosodasanak mérséklésére.

A klasszikus lokalis kondicionalasi eljarasok, ugymint az
iszkémias pre- és posztkondicionalas, hatékonysagat szamtalan kézlemény
bizonyitotta kiilonbozé szervek, igy a maj esetében is. 1993-ban egy uj
elmélet jelent meg a sebészeti kondicionalasok terén: a tavoli szervi
kondicionalas gondolata. Az elképzelés alapjat a megfigyelés adta,
miszerint a célszervi protektiv hatas elérheté nem csak lokalisan, de egy
tavoli szerven létrehozott rovid IR ciklusok alkalmazasaval is.

A tavoli szervi iszkémids perkondiciondlds (RIPER) egy tdvoli
szerven, a célszervi iszkémia kezdete utdn, de még a reperfuzio eldtt
létrehozott rovid iszkémids-reperfiizios ciklusok alkalmazdsat jelenti.

Tobb kisérletes és klinikai vizsgalat tanisaga szerint ezen ujszer(
technika képes a miokardialis és agyi IR karosodas csokkentésére. Ugyan a
perkondicionalas tobb vizsgalatban hatékonynak bizonyult, mindazonaltal a
modszer hatterében all6 mechanizmusok egyeldre nagyrészt feltaratlanok.

A jelent doktori munka soran két kisérleti modellt terveztiink a
RIPER patkanymaj iszkémias-reperfuzios karosodasra kifejtett hatasainak,
tovabba a tavoli szervi kondicidnalas hatterében 4allo neuralis
mechanizmusok jelenlétének vizsgalatara.



Célkitiizés
Vizsgalataink 6 célja egy Ujszeri technika patkdnymaj
karosodasra kifejtett hatasainak elemzése volt. A perkondicionalas

hepatoprotektiv hatasait igazold kisérletek utan célul tiiztik ki a RIPER
indukalta védo hatas hatterében allo idegelemek szerepének vizsgalatat.

A jelen doktori munka soran az alabbi kérdésekre kerestiink valaszt:

1. Alkalmas-e az altalunk hasznalt patkanymdj iszkémias-reperfuzio
¢és tavoli szervi iszkémias perkondicionalas modell a tavoli szervi
iszkémias perkondicionalas hatasainak vizsgalatara?

2. Képes-e a hasznalt tavoli szervi iszkémias perkondicionaldsi
protokoll hatast kifejteni
a, a majszoveti kdrosodas
b, a szisztémas hemodinamika valamint a maj és végtagi
mikrocirkulacié
c, tovabba a redox-homeosztazis és szisztémas gyulladas
tekintetében?

3. Képes-e a bal femoralis artérian alkalmazott perkondicionalas
ugyancsak hepatoprotektiv hatast kifejteni, és ha igen, milyen
hatast gyakorol a perkondicionalas indukalta hepatoprotekciora a
tavoli szerv denervalasa?

4. Alkalmas-e a csempe alapu (“tile-based”) automatizalt szovettani
analizis egy wvalds kisérleti elrendezés keretében torténd
alkalmazasra?



Anyagok és modszerek

A vizsgalat a Semmelweis Egyetem Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsag engedélyével tortént. Az allatkisérletek a 40/2013. (II. 14.) kor-
manyrendelet eldirasainak megfelelen zajlottak.

A vizsgalatban 200-250g tomegli him Wistar patkanyok (Xn=114)
keriiltek felhasznaldsra (Semmelweis Egyetem Kozponti Allathaz,
Budapest, Magyarorszag). Az allatok elhelyezése az eldirt kisérletes
allattartasi koriilményeknek megfelelden tortént.

Kisérletes beavatkozasainkat altaldnos anesztézidban végeztiik
ketamin (Calypsol®) és xylazin (Xylasin®) felhasznaldsaval.

Miitéti protokoll

Az intraperitonedlis anesztézia indukciojat kovetden a jobb vena
jugularis (anesztézia) és a jobb arteria carotis (hemodinamikai mérés)
kaniilalasara keriilt sor 22-G polyethylene kaniil felhasznalasaval.

Median laparotomiat kovetden a majat mobilizaltuk. A kisérlet
soran a kozéps6és a bal lateralis lebenyek biliovaszkularis nyelére
atraumatikus mikroklippet helyezve a majban 60 perc iddtartamu iszkémiat
hoztunk létre. A munkacsoportunk altal kifejlesztett modellben a ma4j
mintegy kétharmadat érintd iszkémiat indukaltunk, mialatt a jobb lateralis
¢és kaudalis lebenyek vérellatasa intakt maradt. Az iszkémia és reperfuzid
periddusa alatt a hasi metszés miianyag foliaval kertilt fedésre az evaporacio
utjan torténd folyadékvesztés megakadalyozasara.

A sontolé lebenyek (jobb lateralis és caudalis lebenyek)
eltavolitasat (30% majreszekcio) az iszkémia utolsd 10 percére idozitettiik.
Az iszkémia végeztével a majrol a mikroklipp eltavolitasra keriilt.

Vizsgalatok és kisérleti csoportok

1 vizsgalat

Az allatokat (¥n=72) harom kisérleti csoportba randomizaltuk:
Aloperalt, IR, IR-RIPER (n=24/csoport). 20 perc, az anesztézia indukciéjat
és a laparotomiat kovetd felépiilési szak utan minden allatban 60 perces
részleges majiszkémiat vagy annak megfelel6 obszervacidos peridodust
hoztunk létre. Ezt a csoportbeosztastol fiiggden 1, 6 vagy 24 ora reperfizid



kovette. A RIPER kezelést az infrarenalis aorta kirekesztésével hoztuk 1étre
(5§ perc iszkémia és 5 perc reperfizié 4 ciklusban a m4j iszkémia utolso 40
perce alatt). Az elsé posztiszkémias ora soran az allatokat folyamatosan
megfigyeltiik, vérnyomas és a mikrocirkulacios valtozasok Kkeriiltek
regisztralasra. 1, 6 vagy 24 ora reperfuziot kovetden az allatokat tulaltatasos
anesztéziaban terminaltuk vér ¢és szOvetmintdk gyijtése céljabol
(n=8/idépontonként).

11. vizsgdlat

A kisérleti allatokat hat csoportba osztottuk (En=42): Aloperalt,
Aloperalt-N, IR, IR-N, IR-RIPER, IR-RIPER-N (n=7/csoport). Minden éllat
esetében elvégeztiik a bal nervus femoralis €s ischiadicus reszekciojat, vagy
a femoralis és ischiadicus anatomiai képletek preparalasat (aloperalt). Ezt
20 perc, az iszkémiat megel6z6 felépiilési szak kovette. Az allatokban 60
perc parcidlis maj iszkémiat, vagy az Aloperalt és Aloperalt-N csoportokban
60 percnek megfeleld megfigyelési szakot hoztunk létre, melyet 24 ora
reperfuzié kovetett. A perkondicionalasi kezelést a bal arteria femoralison
alkalmaztuk (5 perc iszkémia és 5 perc reperfuzidos 4 ciklusban a maj
iszkémia utolos 40 perce alatt). A reperfuzio elsé 60 percében az allatokat
szorosan kovettiik a vérnyomas és mikrocirkulacios értékeket regisztraltuk.
A 24 6ra reperfuzios iddtartam végén az allatokat tulaltatasos anesztézidban
terminaltuk vér és szovettani mintavétel céljabol.

Szisztémas hemodinamikai valtozasok és mikrocirkulacio

A hemodinamikai és mikrocirkulaciés mérések 125 perces
iddtartamban folytak a laparotomiat és 20 perces felépiilési szakot kdvetden
(5 perc alaparamlas, 60 perc iszkémia, 60 perc reperfuzid).

Hemodinamika

A vérnyomas  valtozdsok  regisztralasara egy  invaziv
vérnyomasméré rendszer segitségével keriilt sor (Kent Scientific
Corporation, Torrington, CT).
I. Vizsgalat: A csoportok kozotti kiilonbségek vizsgalatara a reperfuziods
artérias kozépnyomasértékek (mean arterial pressure — MAP) platofazisra
es6 20 percének atlagat szamoltuk.



II. Vizsgalat: A masodik vizsgalatban a korai reperfuzié legkritikusabb
idépontjai keriiltek 6sszehasonlitasra (Repefiizio 0., 30., 60. perc).

Mikrocirkulacio

A mikrocirkulacié mérését 1ézer Doppler aramlasmér6 és felszini
mérbfej segitségével végeztiik (DRT4 device with DP1T surface probe;
Moor Instruments Ltd, London, Egyesiilt Kiralysag).

A 1ézer Doppler méréfej a maj bal lateralis lebenyén keriilt
elhelyezésre és rogzitésre. Az 1. Vizsgalatban egy masik méréfejet a bal
musculus biceps femoris felszinén rdgzitettink, a ma IR és a
perkondicionalasi kezelés als6 végtagi mikrocirkulaciora gyakorolt
feldolgozas kapcsan keriilt sor. A reperfuziés mikrocirkulaciot jellemzé
szamolt paraméterekként a reperfuzios gorbe alatti teriilet integraltja
(reperfuzids teriilet: RT) és a platé maximum (PM) keriilt bevezetésre.

Fénymikroszkopia és automatizalt képanalizis

Szévettani analizis — 1. Vizsgalat

A szovettani mintdk minden allatban identikus anatomiai helyrél
torténtek kimetszésre. A majszovetet paraffinba agyaztuk, majd a 3 um
vastagsagi metszetek hematoxillin-eosinnal keriiltek megfestésre. A
vizsgald patologus a kezelés tipusa és a csoportbeosztas ismerete nélkiil
végezte a mintdk szovettani értékelését. A metszetek szemikvantitativ
értékeléséhez a Suzuki pontrendszert hasznaltuk. A mintdkon a
szinuszoidalis pangas, hepatocyta nekrozis, illetve hepatocyta degeneracio
jelenlétét értékeltiik 0-4 ig terjedd skalan. Ezen Osszetett pontrendszer
egyszeriisétésére egy Osszpontszam (az el6bb emlitett paraméterek
eredményeinek Gsszege) keriilt bevezetésre. fgy minden éllat esetében
maximalisan 12 pont volt adhato. Metszetenként 10 random latotér keriilt
vizsgalatra.

Szévettani analizis — 1. Vizsgalat

Az els6 vizsgalattal kapcsolatban részletezett mintafeldolgozast
kovetéen a metszetek Panoramic 250 metszet digitalizalo berendezés
(3DHISTECH Ltd, Budapest, Magyarorszag) segitségével keriiltek



szkennelésre. Kisérleti allatonként két metszet keriilt digitalizalasra. A
nekrozis kvantifikalast egy a kollaboracios partneriink (Fraunhofer Mevis
Institute, Bréma, Németorszag) altal biztositott kisérleti képanalizald
szoftver segitségével végeztik.

Egy sziikséges tanulasi fazist kovetden a jelen vizsgalat metszeteit
a program automatikus analizis funkcidja segitségével vizsgaltuk. Az
automatikus kvantifikacié eredményeinek validalasat és a tovabbi patologiai
elvaltozasok értékelését két fliggetlen vizsgald végezte. A metszeteken
lathatdé ~ nekrozis  kiterjedése  szazalékban  keriilt = megadasra
(nekrézis%=nekrotikus teriilet/[nekrotikus teriilet+ép teriilet] * 100%)

Biokémiai vizsgalatok

A kisérletek végén az allatok a jobb kamra punkcidjanak utjan
keriiltek kivéreztetésre. Ezt kovetden a vérmintakat centrifugaltuk (3000
rpm, 2x10 perc, szobahdmérséklet). A mintak folyékony nitrogénben
torténd gyorsfagyasztast kovetden keriiltek tarolasra (-80°C). A plazma
aszpartat aminotranszferaz (AST), alanin aminotranszferdz (ALT) és
Osszbilirubin (tBi) szintjeinek meghatarozasa laboratériumi autématan
tortént (Beckman Coulter AU480/2011; Beckman Coulter Inc, Brea, CA,
USA).

Redox-homeosztazis vizsgalatok

A rezidudlis majszovet 4°C keriilt homogenizalasra Potter-
Elvehjem késziilék segitségével. A mintdk fehérjetartalmat (10 mg/mL)
Lowry modszere szerint standardizaltuk.

Széveti szabadgyok koncentrdcio és antioxidans kapacitds mérése

A szoveti reaktiv oxigén gyokok mérése chemi-luminescensz
modszerrel tortént. A méréseket Blazovics és mtsai. modszere szerint
végeztik Lumat LB 9051 Iluminométer felhasznalasaval (Berthold
Technologies Kft., Bad Wildbad, Németorszag). A fényintenzitas, mely a
hattérhez viszonyitott relativ intenzitds szazalékban keriilt kifejezésre,
egyenesen aranyos a minta szabadgydktartalmaval.

Az  antioxiddns  kapacitds =~ mérésére = harom  tovabbi
spektrofotometrias mérési protokoll keriilt felhasznalasra. A méréseket



Hitachi U-2000 (Hitachi High- Technologies Corporation, Tokio, Japan)
berendezés segitségével végeztiik. A minta globalis antoxidans képessége
aszkorbinsav ekvivalensben keriilt kifejezésre (mgAS/mL). A Hidrogén
donor kapacitas mérését Blois Blazovics altal mddositott modszere szerint
végeztik. A gatlas szazalékban kifejezett eredmények a minta nem
fehérjefiiggd antioxidans kapacitast tiikkrozik. Szoveti Tiol (SH) csoportok
meghatarozasa Sedlak és Lindsay modszerének megfeleléen tortént. Az
eredmények a fehérje kotott szdveti antioxidans kapacitast jellemzik
(umol/L).

Szérum TNF-a szintek

A szérum TNF-a szinteket kereskedelmi forgalomban kaphato
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) kittek segitségével végeztiik
a gyartd altal biztositott protokoll alapjan (Quantikine Rat TNF-a
Immunoassay kit; R&D Systems Inc, Mineapolis, MN, USA). Minden
minta duplan keriilt meghatarozasra. A TNF-o koncentraciok szamitasa
pg/mL mértékegységben, a gyarto altal biztositott standard gorbék alapjan
tortént.

Statisztikai analizis

Az értékeket atlag + standard deviacié formaban fejeztiik ki. A
statisztikai értékelés egyutas ANOVA teszt és Scheffe post-hoc test
segitségével tortént. A hisztologiai értékeles eredményei esetében Kruskal-
Wallis H test keriilt felhasznalasra. p < 0.05 kiilonbség esetén a csoportok
kozti kiillonbségeket szignifikansnak értékeltiik. A szamitasokat IBM SPSS
Statistics 20 szoftver segitségével végeztik (IBM Corporation, Armonk,
NY, USA).

Eredmények — I. Vizsgalat
Szisztémas hemodinamika és mikrocirkulécio
Hemodinamika
Az iszkémiat megel6z0 artérias kozépnyomas (MAP) értékekben

nem volt szignifikans kiilonbség a csoportok kozott. A reperfuzié kezdetén
mindegyik IR karosodott csoportban jelentés MAP csokkenés volt



megfigyelhetd. A késéi repefiizio tekintetében, ahol az artérids
kozépnyomas platofazist ért el (a 60 perces reperfuzid utolsé 20 perce),
szignifikins kiilonbség volt felfedezheté az Aloperalt és IR-RIPER
csoportok és az IR csoport kozott (Aloperalt vs. IR: 80,6£1,9 Hgmm vs.
67,8+7,6 Hgmm, p=0,026; IR-RIPER vs. IR: 80,9+6,2 Hgmm vs. 67,8+7,6
Hgmm, p=0,012).

Mikrocirkulacio

Az aloperalt csoport allatainak maj mikrocirkulacidja a kisérlet
teljes idGtartama alatt az alaparamlas értéke koriil maradt. A reperfuzios
teriilet és platd maximum szignifikans javulasa volt tapasztalhaté az IR-
RIPER csoportban Osszehasonlitva az IR csoporttal (RT: p=0,005; PM:
p=0,0002).

Az als6 végtagi reperfuzios mikrocirkulaciot  illetden
szignifikdnsan magasabb PM értéket regisztaltunk az IR-RIPER csoportban
az IR csoporthoz képest (PM: p=0,038).

Szovettani analizis

Az aloperalt csoport metszetein emlitésre méltd patologiai
elvaltozasok nem voltak fellelhetéek. Egy ora reperfiziot kdvetden az IR 4,
csoportban jelentds szinuszoidalis pangas volt lathatd. Ezzel szemben
kifejezetten kedvezébb szovettani képet talaltunk az IR-RIPER4,
csoportban. Hat 6ra reperfuzid jelent6s dsszefolyd centrilobularis nekrotikus
zonak megjelenését eredményezte az IRg4, csoport metszetein, mig az IR-
RIPERgs, csoportban csupan kisebb nekrotikus teriiletek voltak
észlelhetdek. A 24 ora reperfuzionak kitett allatok metszetei esetében
kifejezett nekrotikus zoénakat detektaltunk az IRp44, csoportban. Hasonlo
patologiai eltéréseket lattunk az IR-RIPERj4¢, csoportban. Mindazonaltal
elmondhato, hogy a teljes karosodas tekintetében a kezelt csoport elmaradt
az IRp44ra csoporthoz képest. Ennek megfeleléen a szovettani dsszpontszam
értéke szignifikansan alacsonyabb volt az IR-RIPER csoportban az IR
csoporthoz képest, minden vizsgalt reperfizids id6tartamot kdvetden.



Biokémiai mérések
A mért AST és ALT értékek szignifikdnsan alacsonyabbnak
mutatkoztak az IR-RIPER csoportban az IR csoporthoz képest minden

vizsgalt id6tartamot kovetden, csdkkent hepatocita karosodast jelezve a
perkondicionalt csoport esetében.

Redox homeosztazis

Hat és 24 ora reperfuzidt kovetden a majhomogenizatum chemi-
luminescensz intenzitas szignifikdnsan csékkent az IR-RIPER csoportban az
IR csoporthoz képest, ugyanakkor az 1 6ras reperfiiziés csoportban mindez
nem volt megfigyelhetd (IR-RIPERg4;, vSs. IR, p=0,046; IR-RIPER 544, Vs.
IRp46ra p=0,049).

1. TABLAZAT
Redox statusz mérések eredményei
Aloperalt IR IR-RIPER
Szabadgyok (RLU%) 1h 0,05+0,02 0,14+0,02 a 0,16+0,05 a
6h 123.8+16.6 162,3£10.9 b 133.5£11,0 ¢
24h 137,3423,6 182,0414,0 a 141,7+18,7 ¢
Red&"gﬂ‘:‘/ﬁ;sseg 1h 144,9+39,0 106,4+£14.2 a 116,6£17,5
6h 102,945 4 76,4480 a 86,4+4,6 a
24h 90,6+6,8 552+11,8b 76,1+11,9 ¢
SH-csoportok (umol/L)  1h 815,9+1382  493,4+100,4 b 622,7+40.4 a
6h 456,1497,7 249,7482,6 a 455141014 ¢
24h 523,1425.4 34924549 a 499,9+112,4 ¢
H'd"('g“;i’l;‘;‘/g“tas 1h 84,6+8.8 68,8+10,3 84,1118
6h 43,6430 29,5448 a 41,8564 ¢
24h 46,4+19,7 16,4+73 a 37.95.1 ¢

p<0,05 vs. Alop; "p<0,01 vs. Alop; °p<0,05 vs. IR; (4tlag+standard deviacid, n=8/csoport)

A majszoveti globalis antioxidans kapacitast jellemzd redukald
képesség  megorzottnek  bizonyult az  IR-RIPER,4.,  csoportban
Osszehasonlitva az IRp44r, csoporttal (IR-RIPER p46r, VS. IR246r p=0,025). Az
1 oras reperizids id6tartam kivételével minden idépontban szignifikansan
magasabb proteinhez kotott (SH-csoportok) és protein fiiggetlen (H-donor
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kapacitas) antioxidans kapacitas értékeket mértiink az IR-RIPER csoportban
az IR csoporthoz képest (1. Tablazat).

Szérum TNF-a szintek

A TNF-a szintek meghatarozasara végzett szendvics ELISA
mérések szembetling kiilonbségeket mutattak. Szignifikans csokkenés volt
megfigyelhetd a TNF-a szintjében az IR-RIPER4, csoportban az IR 4,
csoporthoz képest (p<0,001). Ugyancsak statisztikai szignifikanciat elérd
eltérést lattunk a két IR karosodott csoport (IR-RIPERg, vs. IRgr,) értékei
kozott 6 ora reperfuziot kdvetden (p<0,05). Egy nappal a maj repefuzidja
utdan nagymértékben lecsokkent TNF-o szinteket mértiink mindegyik
kisérleti csoportban.

Eredmények — II. Vizsgalat

Szisztémas hemodinamika és mikrocirkulacio

Hemodinamika

Az iszkémiat megel6z6 artérias kozépnyomasértékek tekintetében
nem volt szignifikans kiilonbség a kisérleti csoportok kozott. Az iszkémias
szakasz alatt nem talaltunk érdemi eltéréseket a csoportok kozott, az allatok
kozépnyomas értékei 76-86 Hgmm kozotti enyhe fluktuaciot mutattak. A
reperfuzidt kovetben egy jelentés vérnyomasesés (~35-40 Hgmm) volt
lathatdo mindegyik IR karosodott csoport esetében (p<0,001 IR, IR-N, IR-
RIPER, IR-RIPER-N vs. Aloperalt and Aloperélt-N), a csoportok kozotti
feltiind kiilonbségek nélkiil.

A reperfuzio alatt az artérias kozépnyomas ugyan emelkedett az IR
csoportokban, de a 60 perces megfigyelés alatt nem érte el az Aloperalt és
Aloperalt-N csoport értékeit. A reperfizio kezdete utan 30 perccel a
perkondicionalt csoport (IR-RIPER) kozépnyomas értékei szignifikansan
(p<0,05) magasabbak voltak az IR ¢és IR-N csoporttal torténd
Osszeahasonlitasban.

Egy oraval a reperfuziot kovetéen az IR-RIPER csoport artérias
kozépnyomasa szignifikanssan magasabbnak mutatkozott a tovabbi harom
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IR karosodott csoport értékeihez képest (p<0,05 IR-RIPER vs. IR-RIPER-
N; p<0,01 IR-RIPER vs. IR and IR-N).

Mikrocirkulacio

A kisérletek soran nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az
aloperalt  csoportok  (Aloperalt, Aloperalt-N)  mikrocikulaciéjanak
tekintetében.

A négy IR csoport vonatkozasaban szignifikanssan csokkent
mikrokeringési paramétereket detektaltunk az &loperalt csoportokhoz
képest. Mindazonaltal a perkondicionalasi kezelés képes volt a reperfiizios
teriilet és a platé maximum értékek szignifikans javitasara az IR csoporttal
torténd Osszehasonlitasban (p=0,034, p=0,041; IR-RIPER vs. IR).

Ezen elonyds valtozas nem volt megfigyelhetd az IR-RIPER-N
csoportban. A perkondicionalt csoport allatainak mikrokeringése a kontroll
csoport értékeinek kornyékén maradt. Az IR, IR-N, és IR-RIPER-N
csoportok kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbségeket.

Szovettani analizis

Felting szovettani eltérések az aloperalt csoport (Sham, Sham-N)
allatainak metszetein nem voltak megfigyelhetéek. A  nekrozis
morphometria tanusaga szerint a perkondicionalas képes volt csokkentetni a
szoveti nekrozis mértékét az IR és IR-N csoportokkal Osszehasonlitva
(p<0,01). A kondicionalast megel6z6 idegatmetszés (IR-RIPER-N)
szignifikdnsan magasabb majszoveti karosodast eredményezett az IR-
RIPER csoporttal Osszehasonlitva (p<0,01 IR-RIPER vs. IR-RIPER-N).
Ezen csoport (IR-RIPER-N) és az IR, IR-N csoportok kozott nem volt
szignifikans kiilonbség.

Biokémiai mérések

24 ora reperfuziot kovetéen az IR karosodott csoportok szérum
transzaminaz értékei szignifikansan emelkedettek voltak. Az ALT
vonatkozasaban szignifikdnsan magasabb (p<0,01) szinteket mértiink az IR,
IR-N, és IR-RIPER-N csoportban a Sham és Sham-N csoportokkal
Osszehasonlitva. Az IR-RIPER csoport tekintetében a szérum ALT
emelkedése szignifikansan enyhébb volt mint a tovabbi harom IR
karosodott csoport esetében (p<0,05 IR-RIPER vs. IR, IR-N, IR-RIPER-N).
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Az AST felszabadulasi karakterisztikaja mindettdl eltérének
bizonyult. Az aszpartdit aminotranszferaz tekintetében egy szignifikans
emelkedés (p<0,01) volt lathatdé mindegyik IR karosodott csoportban az
aloperalt csoportokhoz képest. Mindazonaltal a perkondicionalasi
kezelésnek nem volt hatasa az AST szintekre.

Az 0Osszbilirubin vonatkozasaban 60 perc iszkémia és 24 ora
reperfuzié utan nem talaltunk jelentdsebb eltérést egyik kisérleti csoportban
sem. Enyhe, de szignifikans tBi emelkedés volt megfigyelhetd az IR, IR-N,
IR-RIPER-N csoportokban az Aloperélt csoportokkal 6sszhasonlitva.

Redox homeosztazis

A chemi-luminescensz intenzitds és ezzel aranyosan a szoveti
szabadgyok tartalom 24 ora reperfuziot kovetden szignifikansan
emelkedettnek bizonyult mindegyik IR-ben részesiilt csoportban az
aloperalt csoportokhoz képest (p<0,001 IR, IR-N, IR-RIPER, IR-RIPER-N
vs. Aloperalt and Aloperalt-N), mindazonéltal a perkondicionélasi kezelés
képes volt erételjes csokkenést elérni a majhomogenizatumban mért
szabadgyok szintek tekintetében a tovabbi harom IR csoporthoz képest
(p<0,01 IR-RIPER vs. IR, IR-N, IR-RIPER-N) (2. Téblazat).

Egy bonyolultabb mintazat volt lathaté a kiilonbozd szoveti
antioxidans kapacitasrol tajékoztatd paraméterek tekintetében. A globalis
redukaloképesség értéke szignifikansan lecsokkent az IR, IR-N, IR-RIPER-
N csoportokban az aloperalt allatok értékeihez képest (p<0,01 IR, IR-N, IR-
RIPER-N vs. Aloperalt and Aloperalt-N) (Tablazat 2.). Az IR-RIPER
csoportban egy megdrzottebb globalis antioxidans védelmi vonal volt
megfigyelhetd a tovabbi harom IR csoporttal dsszehasonlitva (p<0,01 IR-
RIPER vs. IR and IR-RIPER-N; p<0,05 IR-RIPER vs. IR-N).
Megjegyzendd, hogy a szoveti redox-homeosztazisrdl globalisan tajékoztatd
paraméterek (luminometria, redukaloképesség) tekintetében nem taldltunk
szignifikans kiilonbséget az IR-RIPER-N és az IR, IR-N csoportok kozott
(Tablazat 2.).

A fehérjéktdl fiiggetlen antioxidansok szintjén egy szignifikans
(p<0,01) H-donor kapacitas csokkenés volt lathato az IR és IR-N
csoportokban az Aloperalt és Aloperalt-N csoportokhoz képest (Tablazat
2.). Az IR-RIPER csoportra jellemzd H-donor kapacitas értékek
szignifikansan (p<0,05) magasabbak voltak az IR-N csoporthoz képest, az
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IR csoporttal dsszevetve viszont nem volt szignifikans az eltérés (p=0,062
IR-RIPER vs. IR). Az IR-RIPER és IR-RIPER-N csoportokra jellemzé H-
donor kapacitas értékek nem kiilonboztek szignifikansan sem egymastol,
sem pedig az aloperalt csoportok értékeitél. Részben hasonld mintdzat volt
lathaté a thiol-csoportok mérése kapcsan is. A végtagi denervalas nem
eredményezett szignifikdns csokkenést a thiol-csoportok értékeiben
(p=0,079, IR-RIPER vs. IR-RIPER-N). Mindazonalatal elmondhato, hogy
az IR-RIPER-N csoport értékei nem tértek el jelentdsen (p>0,05) az IR és

IR-N csoportra jellemz6 atlagtol (Tablazat 2.).

A kisérletek soran nem igazoltunk szignifikans kiilonbséget az
Aloperalt és Aloperalt-N vagy az IR és IR-N csoportok kozott egyik redox-

statuszrol tajékoztatd paraméter vonatkozasaban sem

2. TABLAZAT

Redox homeosztazis

Aloperalt Aloperlt-N IR IR-N IR-RIPER  IR-RIPER-N
Szabadgyok 229,2+16,1 202,3£20,3 131,8+20,8  194,9+16,7
(RLU%) 6,4+10,5 6,9+11,7 A . b .
Redukaloképesség 128,8+11,9 134,6£9,0 163,4+12,8  131,3£13,6
+ +
(ugAA/ml) 181,3£20,3 171,6+9,2 d d of d
SH-csoportok 964.6£1083  927.9489.7 480,9+80,9  486,8+138,5  768,8492,8  594,3£74,9
(numol/L) a a gh a
H-donor
kapacitas 65,7+5,2 63,9+£9,4 47,4+6,5d 45,749,6 d 59,8+7,5 f 56,4+6,7
(gatlas%)

*p<0,001 vs. Aloperdlt, Aloperdlt-N; "p<0,01 vs. IR, IR-N, IR-RIPER-N; °p<0,05 vs. IR, p<0,01 vs. Aloperalt,
Aloperalt-N; p<0,01 vs. IR, IR-RIPER-N; 'p<0,05 vs. IR-N; £p<0,05 vs. Aloperalt; "p<0,01 vs. IR, IR-N

(atlagtstandard deviaci6, n=6-7/csoport)
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Kovetkeztetések

1.

3.

Hatvan perc id6tartamu pacialis majiszkémia (70%) patkanyban
alkalmas modell a maj iszkémids-reperfuzios kéarosodas
kovetkezményeinek és karakterisztikajanak, tovabba a tavoli szervi
iszkémias perkondicionalds hatasainak vizsgalatara. Ebben a
kozepes stlyossagli maj iszkémas-reperfiizios modellben a
perkondicionalds alkalmazasra jelent$ eltéréseket okozott szamos
paraméter vonatkozasaban.

a, Hatvan perc parcialis majiszkémiat kovetden a 4 ciklusban 5
perc iszkémia és S5 perc reperfuzidos formajaban alkalmazott
iszkémids  perkondicionalds  erOteljesen  csokkentette a
majkarosodast, a poszt-reperfizidés transzamindz szintek és a
szemikantitativ szovettani értékelés alapjan.

b, A perkondicionalas pozitivan befolyasolta az allatok szisztémas
hemodinamikajat (artérias kozépnyomas) és a mikrocirkulaciot
(m3j és alsé végtag), mely pozitiv hatas szignifikans kiilonbségként
mutatkozott meg a kezelt és nem kezelt csoportok makro- és
mikrocirkulacios paramétereiben.

c, Hat és 24 ora reperfuziot kovetden szignifikansan megdrzott
szoveti antioxidans szinteket talaltunk a perkondicionalas
alkalmazasanak koszonhetéen. Ezzel parhuzamosan a reperfuzid
korai szakaszaban feltiind csokkenés volt tapasztalhatdé a pro-
inflammatorikus citokin, TNF-a, szérumszintjében.

A masodik vizsgalatban a bal arteria femoralison alkalmazatott
perkondicionalds ugyancsak képest volt erételjes protektiv hatast
kifejteni a majkirekesztés és reperfuzié karosité hatasaval
szemben. A kisérlet soran szignifikans eltéréseket talaltunk a kezelt
és nem kezelt csoportok kozott a szoveti karosodas (ALT,
nekrézis%), a maj mikrocirkulacié és szisztémas hemodinamika,
tovabba a majszoveti redox-statusz tekintetében.
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A perkondicionalas indukalta hepatoprotekcid6 nem  volt
megfigyelheté a kondicionalt éragy eldzetes denervalasat
kovetden.

4. Az alkalmazott automatizalt képanalizis pontos és hasznos eszkoz
egy valos kisérlet szovettani mintainak értékelésére. Az algoritmus
tanitasa konnyen kivitelezhetd, a metszetek értékelése gyors és
megbizhato.
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