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1. BEVEZETES

Az érsebészetben a keringés javitasat célzo miitétek soran az ereken végzett beavatkozdsok
idejére a végtagot kirekesztjiik a keringésbdél. Az érpalya rekonstrukcidja utan az addig
iszkémids szoveteket egy megnovekedett volumenii €s nyomasu keringés terheli meg, amely a
kirekesztés idejétdl, az elzarodas magassagatol és szovetek altalanos allapotatdl (endothel
diszfunkcio, diabetesz mellitusz) fiiggden reperfuzios karosodast idézhet eld. Ezek a klinikai
szinten kevésbé monitorozhatd folyamatok dontéen befolyasoljak a miitétek eredményeit és a
posztoperativ id0szak lefolyasat, ezért a csokkentésiikre, vagy mérséklésiikre iranyulo
torekvések mindenképpen alapvetd fontossaguak a sebészi kutatasokban.

A reperfuzioés karosodas alapvetd oka, hogy a korai reperfuzio alatt keletkezd oxigén
szabadgyokok, reaktiv oxigén intermedierek (ROI) mennyisége meghaladja az endogén
antioxidans rendszer (EAR) (antioxidans enzimek, szabadgyokfogd vegyiiletek, lipolitikus és
proteolitikus enzimek, protedzok, foszfolipazok, hdsokk fehérjék) kapacitasat és kialakul az
oxidativ stressz. Ennek ismert celluldris kovetkezményei: a membran lipid peroxidacid
fokozddasa, membran fehérje szerkezeti elvaltozasok, kiilonboz6 ioncsatorndk €s receptorok
kérosodasa, valamint DNS denaturacié. Mindezen patoldgias elvaltozasok az intracellularis
ion homeosztazis megvaltozdsadhoz, a sejtmembran permeabilitas fokozodasahoz, a
kalciumion kontrollalatlan intracellularis bearamléshoz és sejthaldlhoz vezetnek.

Az iszkémia-reperfuzid (IR) hatdsdra a karosodott endothelsejtekbdl nitrogén monoxid,
endothelin, citokinek (TNF-alfa, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10) és egyéb kemotaktikus anyagok
szabadulnak fel. Ezen faktorok, és maga az IR hatdséara aktivalodo leukocitak a felsziniikon
adhéziés molekuldkat expresszalnak, amelyek a fehérvérsejtek az endothelsejtekhez
kapcsolodasat iranyitjak, és az endothelen valo Aatjutdst és az extravazalis migraciot
szabalyozzdk. Az endothelen valé kitapaddsban és a transzmigracidban az integrinek
jatszanak dontd szerepet, mint a leukocita funkciondlis antigén-1 (LFA-1) amely a CD11a és
CD18 komplexe ¢és az endothelsejtek altal prezentalt intracellularis adhéziés molekula-1
(ICAM-1) komplementere. Az aktivalt és az extracelluldris térbe keriilt leukocitak oxigén
szabadgyokoket, proteolitikus enzimeket, hisztamint termelve gyulladdsos folyamatokat
alakitanak ki ¢és tartanak fenn, kovetkezményes lokalis ¢és szisztémds szovet- ¢&s
mikrocirkulaci6 karosodast, a sejtek ¢és a szovetek necrosisat okozva. Mindezekbdl
kovetkezik, hogy a reperfuzios karosoddsok kivédése alapvetéen fontos a teljes klinikai
restitlicio eléréséhez.

2. CELKITUZESEK

Elsoé vizsgalatsorozatunkban az iszkémids posztkondicionadlds védd hatasat kivantuk
vizsgalni, iszkémia-reperfuzidt kovetden periférias szoveteken allatmodellben.

Infrarenalis aorta okkluziot kovetden iszkémias posztkondicionaldst alkalmaztunk, ¢és
vizsgaltuk a kialakul6 oxidative stressz és gyulladasos valaszreakciok mértékét. Az oxidativ
stressz mértékét a lipidperoxidacid (szérum peroxid szint) mérésével kivantuk jellemezni. A
reperfizid indukalta gyulladasos valaszreakciot a citokin (TNF alfa) szint meghatarozasaval,
a leukocita aktivacid, a szérum myeloperoxidaz (MPO) valtozasaval, és a fehérvérsejtek
indukalt szabadgyoktermelésével jellemeztiik.

Tovabba vizsgaltuk az intracellularis pro-, és antiapoptotikus jelatviteli utvonalak (pGSK,
pAKT, pERK1/2, pp38MAPK) aktivacigjat a korai reperfuzid soran.

A masodik vizsgilatsorozatunkban az iszkémias posztkondiciondlds humén klinikai
hatékonysagat kivantuk jellemezni revaszkularizacios miitétek soran. Célunk az aorto-
bifemoralis bypass miitéteket kovetden alkalmazott iszkémias posztkondicionalas protektiv
hatdsainak megfigyelése volt.



Az oxidative stressz jellemzésére vizsgaltuk a szérum malondialdehid szint valtozasait és az
antioxidans enzimek (SOD, GSH, SH) mennyiségét, aktivitasat. Az inflammatorikus valaszt
jellemeztik: a szerum MPO szintjének meghatarozasaval, a fehérvérsejtek indukalt
gyOktermelésének, ¢és a leukocita sejtfelszini adhéziés molekuldk expresszidjanak
megfigyelésével.

Harmadik vizsgalatsorozatunk célkitiizése volt a kontrollalt reperfuzié védd hatdsainak
megfigyelése kisérletes allatmodellen. Hosszu iszkémiat kovetden 30 perces krisztalloid
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kisebb mértékli oxidative stressz és gyulladasos reakciok kialakulasat és kdvetkezményesen
kisebb mértékli reperfiizidos karosodéast indukal. Mérni kivantuk az indukélodé oxidative
stressz és inflammatorikus valasz mértékét, valamint a higitott vér kovetkeztében 1étrejovo
rheologiai valtozasokat.

3. AZ ISZKEMIAS POSZTKONDICIONALAS HATASAI A LIPIDPEROXIDACIO,
A CITOKIN EXPRESSZIO, ES A FEHERVERSEJT AKTIVACIO MERTEKERE
REPERFUZIO SORAN HASI AORTAMUTETET KOVETOEN
ALLATMODELLBEN

3.1.BEVEZETES

Vinten-Johansen és munkacsoportja kozolte eredményeit, hogy a tartoés iszkémiat kovetéen
alkalmazott révid IR ciklusok hatékonyan csokkentik a reperfiziés kéarosodasokat, a
jelenséget iszkémias posztkondiciondldsnak nevezték el. Az iszkémias posztkondicionélés
citoprotektiv szerepét szdmos szerzé kiilonbozo kisérletes modelleken igazolta a miokardium
posztkondicionédlasa esetében. A jelenség mechanizmusa még kevésbé ismert. A jelenség
mechanikai magyarazata szerint a posztkondicionalas csokkenti a reperfizid soran az
intravazalis nyomast, ezaltal csokken a folyadék érpdlyabol torténd kidramldsa, és a
kovetkezményes 6déma, mikrovascularis kdrosodas. A posztkondicionalas csokkenti a
keletkez6 adenozin, valamint az aktivalodd leukocitak és az endothel altal termelt
szabadgyokok kiaramlasat a szovetekbdl, igy ezek az adenosinerg G-protein kapcsolt
receptorokon keresztiil a mitokondridlis K-ATP csatorndk aktivalasat, igy kovetkezményes
citoprotekciot eredményeznek. A celluldris magyarazat szerint a posztkondicionalas
csokkenti az intracellularis oxidansok és kalcium szintjének megemelkedését, meggatolva
ezzel a mitokondrialis permeability transition pore (mPTP) nyitdsat, igy gatolja mind az
apoptozis, mind a sejtnekrozis kialakulasat. A molekularis magyarazat szerint a tulélést segitd
(survival) jelatviteli utak (PI3 kindz, p-Akt, ERK 1/2) valamint az antiapoptotikus enzimek
(Bcl2/Bax ardny) aktivalasaval csokkentik az apoptozist. Kisérletes koriilmények kozott a
posztkondicionalassal azonos mértékii védelmet mutattak ki inzulin, glukagon-like peptide-1,
erythropoietin és statinok adasaval is.

3.2.ANYAG ES MODSZER

3.2.1.Allatkisérletes modell

24 db Whistar patkanyt (200-250 g) hasznaltunk fel a vizsgalatsorozathoz. Az altatott
allatokon median laparotomiat végeztiink, izolaltuk az infrarenalis aortaszakaszt, és 60 percre
leszoritottuk az aortat. Az iszkémiat kovetdéen a leszoritas felengedésével 120 perces
reperfuziot alkalmaztunk.

Az éllatokat harom csoportra osztottuk. Az elsd csoportban (iszkémia-reperfuzié IR) a 60
perces iszkémiat teljes nyomasu és megszakitas nélkiili 120 perces reperfuzid kovette. A



masodik csoportban (iszkémias posztkondicionédlds PostC) a 60 perces iszkémiat 4x15
masodperces posztkondicionalas kovette, majd ezutdn inditottuk a 120 perces teljes
reperfiziot. A harmadik csoportban almiitétet végeztiink az aorta leszoritasa nélkiil.

A véna cava inferior kaniilalasaval vérmintavételek torténtek a miitét eldtt, majd a reperfuzid
5; 10; 15; 30; 60 és 120 percében.

3.2.2. Laboratériumi vizsgalatok

legérzékenyebb komponens az LDL (low density lipoproteins). Az LDL oxidacidja a
bioldgiai rendszerekben elsdsorban az oxigén eredetli szabadgyokok kovetkezménye, mely
soran az LDL tobbszorosen telitetlen zsirsavlancai (PUFAS) atalakulnak a lipid peroxidacio
soran lipid hidroperoxidokkd. A szérum peroxid szint kvantitativ mérésére Oxystat
colorimetrids assayt (Biomedica Medizinprodukte Gmbh, Wien, Austria) alkalmaztunk,
kovetve a gyartd protokolljat. Az eredmény direkt Osszefiiggést mutat a keringd lipid
peroxidok és a szabadgyokok mennyisége kozott, ezzel kovetkeztetni enged a reperfuzio alatti
oxidativ statusz valtozasaira.
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koncentraci6 mérésére Rat TNF-alpha/TNFSFIA ELISA kitet (R&D Systems, Inc.
Minneapolis, USA) alkalmaztunk, kovetve a gyartod cég utasitasait.
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munkaoldathoz (tartalmaz: 10.9 ml Na-citrat 0.1 M, pH: 5.5; 100 pl o-Dianisidin; 1 ml H202;
5 ul Triton-X 0.05%) 200 pl szérumot adva, majd 37°C-on inkubalva 5 percre. 1 ml 35 %-os
perklérsavat adva a mintdhoz 10 perc centrifugalas kdvetkezett 2500/perces fordulatszamon.
A feliiluszo6 fotometrias értékelése 560 nm-en tortént, vak mintaként munkaoldatot hasznalva.

Leukocyta aktivaciéo - leukocytak PMA indukalt gyoktermelése: A leukocytdk indukalt
szabadgyok (ROS) termelésének detektdlasa teljes vérbdl tortént. A szuperoxid-anion
termelés indukcidjara 0.2 pg/ml phorbol 12-miristat 13-acetat (PMA) szolgalt (Sigma-Aldrich
Kft, Budapest). A detektalds 3.33 pg/ml luminollal (Boehringer Gmbh Mannheim, Germany)
tortént egy Chrono-log 560-VS lumino-aggregométerrel (Chrono-log Corp., USA). A
szabadgyok termelést regisztraltuk.

Jelatviteli utvonalak vizsgalata szovetmintdkbol: A szovetminta vétel a 2. 6ra utan tortént a
kovetkez0 helyekrdol: izom, maj, sziv, tiido, vese. A mintdkat -78°C-on tarolva a
feldolgozasig.

A pAKT, a pGSK, a pERK valamint a pp38 fehérjék detektalasdra és mennyiségének
meghatarozdsdra Western-blot (immunoblot) moddszert hasznaltunk. A fehérjekeveréket
poliakrilamid gélelektroforézissel frakcionaltuk, majd a fehérjéket blotting technikaval
nitrocelluloz filterre vittiik 4t. A membrant ezutan a keresett fehérje elleni antitesttel kezeltiik,
majd az elsO antitest ellen termelt masodik ellenanyaggal reagaltattuk. A masodik antitest
specidlis enzimmel konjugalt, majd fényreakcioval detektaltuk a végeredményt.

3.3. EREDMENYEK

A lipid peroxidok szérum koncentraciojanak meghatarozasa: A lipid peroxidok szérum
szintjét in vivo dallatmodellen mértiik. A nulla idépont az infrarendlis aortdn a clip
felengedését jelzi, a koncentraciokat a reperfuzid 120 perce alatt kovettiik. A szérum peroxid
szint mindkét csoportban egy tipikus gorbét ir le: meredek emelkedés latszik az oxidalt LDL
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csokkenés mérhetd (eliminacios fazis). Az eredményeink szignifikans kiilonbséget igazoltak a
két csoport kozt a korai emelkedés fazisdban: a peroxid koncentracié szignifikdnsan
alacsonyabb a PS csoport esetén az 5. és 15. percben vett mintdkban. Az eliminacids
periddusban nincs jelentds kiilonbség a csoportok kozott.
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szinteket a mitét elott és a reperfuzid 2. orajaban mértiikk. Az iszkémia eldtti (kontroll)
értékhez viszonyitva mindkét kisérleti csoportban szignifikansan emelkedett szintek lathatoak
a vartnak megfeleléen. Viszont a PS csoportban detektalt koncentracié szignifikansan kisebb
az IR csoporthoz képest.

A TNF-a gyulladdsos citokin, a szisztémas gyulladasos folyamat kialakitdsdban jatszik
szerepet. A receptordhoz koétdédve az apoptozis extrinsic Utjat inditja be. Az aktivalt
makrofdgok és T-sejtek termelik. Ismert hatdsai: az érendothel aktivacid, az érfali
atjarhatosadg fokozésa illetve adhéziés molekuldk expresszidja az érfalon és a ldz, mint
szisztémas hatds. Szoveti tarolasat a hizosejtek végzik. Kisérletes adatok alapjan a TNF-a
reperfuzid alatti szekrécidja az iszkémids inzultus id6tartamaval szoros osszefiiggésben all.
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reaktiv  oxigén gyokok lipid medidtorokon keresztiil kemotaktikus hatasuak a
fehérvérsejtekre. A neutrofil aktivacid, vagy amplifikacidé a reperfuzid korai szakaszaban
beindul és egy 6nmagat erdsitd folyamat. Az Gin. oxidativ burst soran a sejtek NADPH-oxidéaz
enzime a molekuldris oxigénbdl 90%-ban szuperoxidot képez. A neutrofil aktivalodas és
kitapadas markere a mieloperoxidaz (MPO).

A neutrofil aktivacié meghatarozasara igy a szérum mieloperoxidaz szint kovetése megfeleld
marker. A reperfuzid két 6rajat kovetden a kisérletes csoportok értékei kozott szignifikans
kiilonbség mutathatd ki: a nem-kondicionalt csoportban szignifikdnsan magasabb a szérum
MPO koncentracioja.

Leukocita aktivacio- a leukocitdk PMA indukdlt gyoktermelése: A fehérvérsejtek
aktivacigjanak objektiv jellemzdje a gyoktermelés fokozoddsa. A PMA indukalt maximalis
szabadgyok termelés a leukocitdk aktivacids szintjét mutatja. A nem kondicionalt (IR)
csoportban a miitét elétti idéponthoz képest szignifikans emelkedés mérhetd a reperfuzié 2.
orajaban. A PS csoportban ellenben nem detektalhatd jelentds kiilonbség a két idépont
Osszehasonlitasakor.

A PMA a leukocitak gyoktermelésének jellemzésére hasznalatos. Annak mutatoja, hogy a
keringésben mennyi gyulladdsos medidtor van jelen, vagyis mennyire vannak érzékenyitve a
keringé granulocitak. Mechanizmusat tekintve a PMA nem jelatviteli uton aktivalja a
granulocitdkat, hanem intracellularisan, mivel szabadon diffunddl a sejtmemranon. Ha
nincsenek aktivalva a keringésben jelenlévd granulocitak, lapos, elhuzodd gorbét kapunk. Az
aktivacio esetén detektalt paraméterek a gérbe meredeksége és a gydktermelés maximuma.
Minél nagyobb a meredekség, annal inkabb érzékenyitettek a granulocitak.

Jelatviteli utvonalak vizsgalata szovetmintakbol: Az AKT fehérje foszforilalt allapotban
fehérje mennyisége mind az IR mind a PS csoportban. A vézizom, a sziv, a tidé €s maj
mintak esetben is erdteljesebb az emelkedés a posztkondiciondldson atesett allatok mintaiban.
A vese esetén nem latszik jelentds valtozas.

Az antiapoptotikus hatdssal is bird pERK ' foszforilaltsadga is fokozodik mindkét csoportban.
Az emelkedés szintén jelentésebb a PS csoportban.



Mind az AKT mind az ERK fehérjék aktivalodasanak kovetkezménye lehet a GSK
foszforilacigja. A pGSK esetén az IR csoportban nincs jelentés emelkedés, ellenben a PS
mintakban fokozott foszforilaciot észleliink.

A p38MAPK egyike a stresszkinazoknak. Atmeneti aktivacidja tobbek kozott a sejt oxidativ
stresszre adott valaszanak része, tartds aktivacidja apoptdzishoz jarulhat hozza.

A reperfundalt csoportban emelkedik a pp38 mennyisége minden vizsgélt szévetben. A
posztkondicionalt sziv, madj, vazizom mintdkban a kontrollhoz képest emelkedett a
foszforilacié, de az emelkedés kisebb, mint a csak reperfundalt csoportban. A
posztkondicionalt tiidoben a kontrollal 6sszevethetd értéket kaptunk, mig a vesében az IR és a
PS csoportban azonos mértékii, a kontrollhoz képest magasabb a foszforilacio.

4. AZ ISZKEMIAS POSZTKONDICIONALAS HATASAI HUMAN ERSEBESZETI
MUTETEKBEN

4.1.BEVEZETES

Az iszkémids posztkondicionalds nemcsak allatkisérletes modelleken, de human kardioldgiai
intervencidk sordn is hatékonynak bizonyult a reperfuzids karosodasok csokkentésében. Az
elsd vizsgalatsorozatunkban igazoltuk a posztkondicionalds protektiv szerepét periférias
szoveteken allatkisérletes modellben. A human érsebészeti klinikai hatékonysdg igazolasara
aorto-bifemoralis bypass miitétet kovetden alkalmaztunk iszkémids posztkondicionalast, és
vizsgaltuk a reperfuzids folyamatok intenzitasat.

4.2.BETEGEK ES MODSZEREK

A vizsgalatban résztvevo betegek atherosclerosis miatt kialakult distalis aorta, illetve aorto-
biiliacalis occlusio miatt keriiltek elektiv mitétre, és aorto-bifemoralis bypass miitétet
végeztiink.

A posztkondicionalt csoportban (10 beteg) a disztalis anasztomozis elkészitése utan a teljes
reperfuzid meginditasa eltt 2x30 masodperces posztkondicionalast végeztiink a graftszarak
felengedésével-leszoritasaval.

Az iszkémia-reperfiizios csoportban (10 beteg) a disztalis anasztomozisok elkészitése utan
teljes €s folyamatos reperfuziot biztositottunk.

4.2.2.Vizsgalt paraméterek meghatarozasa

Az oxidativ stressz paraméterek koziil a lipidperoxidacié mértékét jelz6 malondialdehid
plazmaszintjét vizsgaltuk, illetve az antioxidans statusz meghatarozasat végeztiik (GSH, total-
SH csoport, SOD). A gyulladdsos valaszreakciok mértékét a fehérvérsejtek aktivaciojat
jellemzé indukalt gyoktermelés meghatdrozasaval, a plazma myeloperoxidase (MPO)
aktivitds vizsgalataval, illetve a leukocyta adhéziés molekuldk (CDl1la ¢és CDI8)
expressziojanak monitorozasaval jellemeztiik.

4.2.3.0xidativ stressz paraméterek vizsgalata

Malondialdehid meghatarozas: Mintaelokészités: thiobarbitursav (TBA, Renal) 10%-os
perklorsavban (Reanal) készitett tualtelitett oldatdt haromszoros mennyiségli 20 %-os
triklorecetsavval (TCA, Carbo Erbe) elegyitettiikk Az igy kapott 1:3 ardnyu elegy 4,5 ml-¢hez
0,5 ml alvadasban gatolt vért (EDTA) adunk. A keletkezett mintat forrasban levé vizflirddben
20 percig foztiik, majd jégben gyorsan hiitéttilk és 4000 rpm-en 15 percig centrifugaltuk
(Universal 3RF, Hetterich Zentrifugen). A feliiluszot 532 nm-en, a TBA-TCA elegy ellenében
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(nmol/ml) standardgdrbe alapjan hataroztuk meg.



Redukalt glutation (GSH) meghatarozas teljes vérbol: Alvadasgatolt vér (EDTA) 1 ml-
¢hez 4 ml 10%-os triklor ecetsavat (TCA, Carbo Erbe) adtunk. Az elegyet 15 percig 4000
rpm-en centrifugaltuk. A feliilusz6 2 ml-¢hez 4 ml 0,4 M-os (pH 8,7) Trisz-(hidroximetil)-
amino-metan (TRIS, Reanal) puffert adtunk. Az igy kapott elegyet 100 ul 5,5-Dithiobisz-2-
nitrobenzoesav (DTNB, SERVA) hozzdadasa utan 5 percen beliil, 412 nm-en fotometraltuk
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alapjan hatéroztuk meg.

Total —SH csoport meghatarozas: Bizonyos plazmafehérjék jelentds antioxidans
kapacitassal rendelkeznek. A plazma-albumin fdleg thiol csoportjai révén a legjelentdsebb
extracellularis antioxidans molekula, melynek antioxidans kapacitdsat szamos koriilmény
befolyasolhatja. A plazmafehérjék antioxidans kapacitasat jellemeztiik a totdl —SH csoportok
mérésével. A mérésekhez Ellman’s reagenst (99 mg 5,5’-dithiobis-2-nitro-benzoesav
(DTNB); SERVA) hasznaltunk. A 0,1 ml plazmat 0,8 ml TRIS pufferhez adtuk (2,3723 g
EDTA 50 ml vizben oldva, melyhez 12,1 g TRIS-t adtunk, és 500 ml-re egészitettiink ki;
0,2M TRIS, pH: 8,2) és 0,1 ml Ellman’s reagenst adtunk hozza ¢s 412 nm-en, 0,9 ml TRIS
puffer + 0,1 ml Ellman’s reagenssel szemben Milton Roy Spectronic 6001
Spektrofotométerrel mértiik. A koncentraciot standard-gorbe alapjan hatarozzuk meg.

Szuperoxid dizmutiz enzim aktivitds mérése mosott vorosvérsejtbdl: A mérés alapelve,
hogy a szovetekben, vérben, plazmaban taldlhato SOD enzim gatolja az adrenalin atalakulasat
adrenochromma (szines, fotometralhato komplex). A gatlds mértékébol (optimalisan 50%-0s)
a benne levd enzim mennyisége kiszamithato.

Minta elokészités: Alvadasgatolt vérhez (EDTA) haromszoros mennyiségli hideg fiziologids
sooldatot adtunk, 2000 rpm-en 3 percig centrifugaltuk. A feliiluszot elontottiik, majd a
miveletet addig ismételtiik, mig attetszd feliiluszot nem kaptunk. Az iiledékbdl 10-szeres
higitast készitettiink, melynek 500ul-éhez kloroform-etanol (1:2) elegy azonos mennyiségét
adtuk. Az igy kapott mintdt alapos keverés utdn 15000 rpm-en 5 percig centrifugaltuk
(Hettich Zentrifugen Universal 3RF) 4C°-on. A feliiluszot hasznéltuk a fotometrias méréshez
(Hitachi U-2001 tipust spektrofotométer). Adrenalin standard (ASTD): 1,6488 mg/ml 0,1N
sosavban. Reakcioelegy: Na,COs, NaHCO;, Na-EDTA; 0,05M, pH: 10,2., melyhez 100 pl-t
adtunk az ASTD-bdl. A minta mennyiségét ugy valtoztattuk, hogy lehetdleg 50%-os gatlast
kapjunk. A végso térfogat mindig 3 ml. Aktivitasmérés: Az abszorbanciat 480 nm-en 3 percig
folyamatosan mértiik és regisztraltuk. A kontroll gorbe és a minta jelenlétében kapott gorbe
felszallo szaranak meredeksége kozotti eltérésbdl szamitottuk ki a gatlas mértékét, az alabbi
modon:

((Kontroll meredekség-minta meredekség)/kontroll meredekség)) x 100=A

1/A=B-0,010989 (konstans) =C

0,009011/C=D

D x a higitds mértéke= U/ml

4.2.4.Gyulladasos valaszreakcio jellemzése

Fehérvérsejtek szabadgyok termelésének meghatarozasa teljes vérbol: A teljes vérben
1évé fehérvérsejtek szabadgyok termelését luminometrids modszerrel vizsgaltuk. A
szuperoxid anion képzddést 0.2 pg/ml phorbol 12-miristate 13-acetat-tal (PMA) (Sigma-
Aldrich Kft, Budapest), indukaltuk. A keletkezett szabadgyokoét luminol (Boehringer
MannheimGmbh, Germany; 3,33 pg/ml) hozzdadasaval tettiik mérhetévé. A méréseket
Chrono-log 560-VS tipust lumino-aggregométerrel mértiikk (Chrono-log Corp. USA),
kétcsatornas direktird segitségével. A kapott diagrammok alapjan az indukcidt kdvetd



szabadgyok termelés idejét (,,lag time” (sec)), a szabadgyok termelés sebességét (arbitralis
egység/sec) és a szabadgyok termelés fehérvérsejt szamra vonatkoztatott csucsértékét
hataroztuk meg (arbitralis egység/mm’-enkénti fehérvérsejt szam).

A myeloperoxidaz (MPO) szérum koncentraciojanak meghatarozasa: Neutrophyl
granulocyta aktivacio jellemzésére hasznalt modszer. 1ml munkaoldathoz (tartalmaz: 10.9ml
Na-citrat 0.1M, pH:5.5; 100ul o-Dianisidin; 1ml H202; 5ul Triton-X 0.05%) 200ul szérumot
adva, majd 37°C-on inkubdlva 5 percre. 1ml 35%-o0s perklorsavat adva a mintdhoz 10 perc
centrifugélds kovetkezett 2500/perces fordulatszamon. A feliiliszé fotometrias értékelése 560
nm-en tortént, vak mintaként munkaoldatot hasznalva.

Leukocyta adhéziés molekuliak expressziojanak vizsgalata: Az adhéziés molekulak
expresszidjat flowcitometrids modszerrel hataroztuk meg. Natrium-citrattal alvadasgatolt
teljes vért fluoreszcein izotiocianattal (FITC) jelolt human felszini adhézidés molekula
(CDl11a, CDI11b, CD18, CD49d, ¢s CD97) ellenes antitesttel (BD Biosciences, Pharmingen,
USA) 15 percen at szobahdmérsékleten inkubaltuk. A monocita populacié elkiilonitésére
human CD14 ellenes antitestet (BD Biosciences, Pharmingen, USA) hasznaltunk az elébb
emlitett antitestekkel egyiitt. A vorosvérsejtek lizdldsa utdn a mintékat centrifugéltuk (7 perc,
200 g), a pelletet foszfat pufferben (PBS) ijra higitva mostuk és ismét centrifugaltuk (7 perc,
200 g). Az izolalt és jelolt sejteket 0,5%-0s formaldehid oldatban higitottuk, fixaltuk. A
mintdkat 4°C-n taroltuk, és 5 napon beliil BD FacsCalibur (BD, USA) flowcitométerrel
végeztik a méréseket. A mérési eredményeket Cellques szoftverrel analizaltuk, az egyes
fehérvérsejt tipusok felszini adhézios molekuldk festédését arbitralis egységben (AU) adtuk
meg.

4.3. EREDMENYEK

A plazma MDA koncentracid a miitét elott megegyezett a két csoportban. Mindkét
csoportban jelentds emelkedést talaltunk a reconstructiot kovetéen, de a nem-kondicionalt
csoportban szignifikdnsan magasabb volt a posztkondicionalt csoporthoz képest. Hasonld
valtozast mértiink a 24. o6raban, és a 7. napra az MDA plazma cc. a kiindulasi értékre
csokkent.

A thiol csoport koncentracidja a nem-kondicionalt csoportban szignifikdnsan csokkent a korai
reperfuzioban. A 24 oras értékek nem mutattak szignifikans kiilonbséget a kontrolhoz képest.
A nem-kondicionalt csoportban egy hét mulva ismét enyhe csokkenést mértiink.

A redukalt glutathion plazmaszintje mindkét csoportban szignifikdnsan csokkent a korai
reperfuzioban. Az elsé naptdl folyamatos emelkedést tapasztaltunk a hetedik napig, ahol
mindkét csoportban a miitét el6tti szintet mértiink.

A szuperoxid dizmutaz aktivitasa mindkét csoportban a miitét elétt alacsonyabb volt mint a
kontroll csoportban, ¢s kozvetlen a reconstructido utdn nem tapasztaltunk valtozast. 24 éraval
kés6bb a nem-kondicionalt csoportban szignifikans csokkenést mértiink, amely a hét végére
eltlint.

A leukocita aktivaci6 a nem-kondicionalt csoportban szignifikdnsan megemelkedett
kozvetleniil a miitét utdn, és ezt az emelkedést a posztkondicionalt csoportban nem
tapasztaltuk. A késdi reperfuzid sordn a leukocitdk indukalt gyoktermelésének maximuma
mindkét csoportban jelentésen emelkedett, a két csoport kdzott azonban statisztikai
kiilonbséget nem mértiink.

A MPO koncentracid6 mindkét vizsgalati csoportban magasabb volt, mint a kontroll
(egészséges véradok) mintdkban. A hetedik napig nem mértiink valtozast. Az utolsé napon a



plazma MPO szint a nem-kondicionalt csoportban szignifikansan megemelkedett, amely
valtozast a posztkondiciondlt csoportban nem lattuk.

A granulocita felszini adhéziés molekuldk expressziojat flowcytométerrel detektaltuk. A
CDl1a expresszioja a miitét utani mintdkban szignifikansan alacsonyabb volt, mint a miitét
elott. A két csoport kozott azonban kiillonbséget nem lattunk. A 24 6ras mintdkban azonban a
nem-kondicionalt csoportban szignifikans fokozddast mértiink, amelyet a posztkondicionalt
csoportban nem tapasztaltunk. A vizsgalt periodus végére a mért értékek megegyeztek a
kiindulasi értékekkel.

4.4. OSSZEFOGLALAS

A posztkondicionalas jelensége, technikai egyszerlisége, gyorsasaga és hatékonysaga miatt
felveti a klinikai alkalmazhatosiag lehetdségét. Atmeneti iszkémiaval jard tervezett
beavatkozasok soran lehetdséget biztositana a szovetek iszkémids tolerancidjanak
megnovelésére, a mitétet kovetd lokdlis ¢és szisztémas reperfuziés karosoddsok
csokkentésére.

5. A KONTROLLALT REPERFUZIO HATEKONYSAGANAK VIZSGALATA A
REPERFUZIOS KAROSODASOK CSOKKENTESERE

5.1. BEVEZETES

Akut iszkémids korképek sebészeti megoldasat kovetden, fliggden az iszkémia idétartamatol,
a kollateralis keringést6l, mindig szdmolnunk kell reperfizidos karosodassal, melyek
sulyosabb esetekben revaszkularizaciés szindrémahoz vezethetnek. A reperfuzios folyamatok
indukciogjat elsésorban az iszkémids intimarendszerben, és anaerob anyagcserére atallt, anerg
szovetekben megjelend oxigén okozza, melybdl a sériilt mitokondrialis 1égzési lancban nagy
mennyiségli oxigén eredetii szabadgyok keletkezik.

A kontrollalt reperfizid soran az iszkémias iddszakot egy atmeneti, kontrollalt perfuzid
koveti. Ennek sordn a végtagot krisztalloid oldattal erdsen higitott, alacsony oxigén

cre

terhelését.

5.2. ANYAG ES MODSZER

Vizsgalatainkat altatott Yorkshire sertéseken végeztiik. Az allatokat két csoportra osztottuk. A
kontroll (5 allat) csoportban az infrarendlis aortat 4 orara leszoritottuk, majd felengedést
kovetden teljes nyomasu, és volumenti vérrel inditottuk meg a reperfuiziot (teljes reperfuzio /
TR csoport).

A kontrollalt reperfiiziés csoportban (5 allat) a 4 oras kirekesztést kovetden 30 percig
kontrollalt reperfuziot végeztiink, majd ezt kovetden engedtiik a teljes nyomasu, €s volument

crer

crer

az aortaba, és egy masik ugyanilyen kaniilt a disztalis irdnyba. Mindkét kaniilt egy k6zos, 200
ml krisztalloid oldatot tartalmazo6 zsakba vezettiik. Elsé 1épésben proximalis irdnyba nyitottuk
meg a zsakot, és 200 ml vért engedtiink az oldathoz. Ezt kovetden proximalis iranyba zartuk,
majd disztalis iranyba nyitottuk a zsdkot, és a higitott vérrel, maximum 60Hgmm-es
nyomassal perfundaltuk a perifériat. Az eljarast 30 percig folytattuk. Ezt kovetden az
arteriotomiat zartuk, és a normal keringést helyreallitottuk.



Vérmintavétel idépontjai:

Mitét eldtt (periférids vér fiillvénabol), iszkémia végén, 15 perccel, majd 60 perccel a
reperfuzidt kdvetden (véna cava inferiorbol), 24 ora elteltével és a 7. napon (periférias vér
fiilvénabol).

Az oxidativ stressz paramétereket és a gyulladdsos valaszreakcid mértékét az el6z6 fejezetben
emlitett modszerekkel hataroztuk meg.

Hisztologiai vizsgalatok
Az éllatokat a beavatkozast kovetden egy héttel anesztéziaban terminaltuk, és szovetmintat
vettlink a quadriceps femoris izomzatbdl, majbol, vesébdl, tiidébol, szivbdl és vékonybélbol.

5.4. EREDMENYEK

Hemodinamikai paraméterek

A szivfrekvencia, szisztolés, diasztolés nyomds eredményei nem mutattak szignifikans
kiilonbséget a két csoport kdzott.

Oxidativ stressz paraméterek

A plazma MDA cc a TR csoportban a reperfiizié megkezdését kovetéen megemelkedett, majd
a 24. oOraban lecsokkent. Ez a korai reperfuzioban mért emelkedés a CR csoportban
szignifikdnsan kisebb volt. A vizsgalt periddus végén a TR csoportban ismét emelkedést
mértiink, de ez kisebb mértékii volt.

A TR csoportban az —SH csoport szignifikans csokkenést mutatott a reperfzid els6 6rajaban.
A CR csoportban ezt a csokkenést nem tapasztaltuk.

kozott statisztikai kiilonbséget nem talaltunk.

A SOD aktivitas az iszkémia alatt €s a korai reperfuzioban nem mutatott jelentds valtozast. A
TR csoportban a 24. 6raban lattunk szignifikdns csokkenést, amelyet a CR csoportban nem
tapasztaltunk. Az utols6 mérési idopontban mindkét csoportban az iszkémia el6tt mért
értekeket talaltuk, a két csoport kozott nem volt kiillonbség.

A fehérvérsejtek indukalt szabadgyoOktermelésének sebessége, és maximuma a korai
reperfuzio szakdban a CR csoportban alacsonyabb mértékli volt, mint a TR csoportban. A
késoi reperfuzioban nem mértiink statisztikai kiilonbséget a két csoport kozott.

Hisztologiai eredmények

A harantcsikolt izomzatbol készitett metszeteken a CR csoportban kisebb mértéki
harantcsikolt izomrost degeneracio, kisebb mértékii leukocitas infiltracio figyelhetd meg.

A tavoli szerveken szintén jellemzd a TR csoportban lathatdo fokozott leukocita infiltracio,
azonban markéns kiilonbségek sejtnekrozis megitélésében nem lathatok.

5.5. OSSZEFOGLALAS

Eredményeink alatdmasztjdk a hipotézist, mely szerint a kontrollalt reperfuzidval
csokkenthetok a kritikus iszkémiat kovetd reperfizios karosodasok. Méréseink igazoltak,
hogy a kontrollalt reperfuzié csokkenti a kialakuld oxidativ stressz mértékét, és mérsékli a
gyulladasos véalaszfolyamatokat a reperfuzié korai idészakéaban.

tlinik a kritikus végtagiszkémiak ellatdsaban.
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6. UJ EREDMENYEK

Elsé vizsgalatsorozatunkban az iszkémids posztkondicionalds protektiv hatasat figyeltiik
meg aorta okkluziot kovetd reperfuzios folyamatokban kisérletes allatmodellben.

1. Eredményeink igazoltdk, hogy az iszkémias posztkondicionalas szignifikdnsan
csokkenti a reperfuzid indukalta korai oxidativ stressz és gyulladasos folyamatok
(leukocyte aktivacio, citokin expreszio, myeloperoxidaz) mértékét periférias iszkémiat
kovetden.

2. Molekuléris biologiai vizsgalataink kimutattdk, hogy a harantcsikolt izomzat
iszkémia-reperfiizio egyarant proapoptotikus és antiapoptotikus jelatviteli utakat
aktival az iszkémia altal kozvetleniil nem érintett szervekben is (sziv, tiido, vese, és
maj).

3. Periférias iszkémidt kovetd posztkondicionalds szignifikansan csokkentette a
proapoptotikus, és fokozta az antiapoptotikus (védd) szignal aktivaciot tavoli
szoveteken is. Ezen eredmények alapjan feltételezziik, hogy az iszkémids
posztkondicionédlads nemcsak a lokalis reperfuzids karosodast csokkenti, hanem védi a
tavoli szoveteket, szerveket is a reperfuzios folyamatoktol.

Masodik vizsgalatsorozatunkban leirtuk az iszkémids posztkondiciondlds védé hatasat
human revaszkularizaciés miitétek sordn. Eredményeink igazoltak, hogy aorto-bifemoralis
bypasst kovetden korai reperflizidban szignifikansan csokkentette oxidativ stressz mértékét,
megolrizte az antioxidans kapacitast, és csokkentette a lokalis és szisztémas gyulladasos
folyamatokat.

A posztkondicionalas hatékony, ¢és alkalmas modszernek tlinik viszonylagosan hosszabb
1szkémiat kovetd reperfiizids szovodmeények kivédésére human érsebészeti miitétekben.

Harmadik vizsgalatsorozatunkban a kontrollalt reperfuzio haté¢konysagat vizsgaltuk hosszu
idejli aorta okkluzidt kovetd reperfuzids folyamatokban allatkisérletes modellben.

Igazoltuk, hogy a krisztalloid oldattal higitott, alacsony nyomdsu vér perfazidja
szignifikansan csokkenti az oxidativ stressz és fehérvérsejt aktivacio mértékét, és megdrzi a
plazma antioxidans kapacitasat.

Hisztologiai vizsgélataink csokkent sejtnekrozist és intracellularis 6démat mutattak a
harantcsikolt izomban a kontrollalt reperfuzi6 alkalmazasa esetén.

Kontrollalt reperfiizié tovabba csokkentette a tiido, vese, m4j, €s miokardium reperfuzid
indukalta karosodasat.

A kontrollalt reperfuié hossza - kritikus - iszkémiat kdvetden hatékonyan csokkenti a lokalis
¢s szisztémas reperfizids karosodasokat, hatékony terapias protokollnak tiinik akut végtagi
iszkémias korképek terapias protokolljanak.
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