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1. BEVEZETES

A vesék ischaemia-reperfusio (I/R) okozta karosodasa az akut veseelégtelenségek
gyakori oka. Szdmos sziv-, és érrendszeri miitét soran sziikséges az aorta arteria renalisok feletti
szakaszan tOorténd beavatkozds, emiatt annak részleges vagy rovid idej, teljes kirekesztése,
mely miatt a vesék vérellatasa, és ezaltal oxigén ellatasa karosodast szenvedhet. A renalis
perfusio csokkenése egyéb miitétek soran is bekdvetkezhet, mely kronikus veseelégtelenség
esetén fokozza a karosodas esélyét. A karosodas mértékétdl fliggden vesetranszplantacid lehet
sziikséges. A szervatiiltetés soran fellépd hypoxaemids allapot, majd hirtelen visszatérd
keringés szintén I/R karosodast okoz, ami ronthatja az atiiltetett vese funkcidjat, késoi graft
elégtelenséghez vezethet.

Az ischaemias allapotok a csokkent vagy teljesen megsziint oxigén és tapanyag
ellatottsag, illetve az elégtelen sejtanyagcsere mellektermékek eltavolitasa miatt a sejtek
karosodasahoz, elhalasahoz vezethetnek. A keringés helyreallitasa, azaz a reperfusio mielébbi
megkezdése a sejtek tilélése szempontjabol kiemelkedd fontossagl, azonban paradox modon
a sejtek karosodasat is okozza. A megvaltozott sejtanyagcsere miatt a sejtek nagyobb eséllyel
vannak kitéve oxidativ karosodasoknak, mely a frissen megjelend, oxigénben gazdag vér
megjelenésével be is kovetkezik. Ezt a két folyamatot egyiittesen ischaemia-reperfusios
karosodasnak nevezziik, és szamos valtozo befolyasolja a mértékét.

Ischaemia-reperfusios karosodast kovetden nem csak a karosodott szervben, hanem
szisztémasan is szamos valtozas figyelheté meg. Rovid-, illetve hosszatavon haté mediatorok
szabadulnak fel és kiilonboz0 idegi palyak aktivalodnak. A keringési rendszer, azon beliil is a
vér és annak dramlésa jelentOsen érintett. A véraramlassal €s annak befolyasolo tényezdivel
foglalkozé tudomanyteriilet a haemorheologia. A haemorheologiai valtozasok jobb megértése

az I/R karosodas alatt jelentds mértékben segithet a karosodds mértékének megitélésében,



illetve pontosabb monitorozasaban, befolyasolasukkal lehetdség nyilhat a karosodas
meérséklésére.

Az ischaemia-reperfusios karosodas megel6zése lenne a legidealisabb, mely csak ritkan
megoldhat6. Szamos farmakologiai, illetve sebészi modszer ismeretes, melyek a karosodast
mértékét mérsékelik. A kondicionalason alapul6 eljarasok Iényege a sejt ,,hozzaszoktatasa” az
I/R kérosodashoz, rovid, ischaemias és reperfusios szakaszok egymast kovetd valtakozasaval.
Ismeretes a célszerven, illetve attdl tavolabb esé teriileten végzett kondicionalas, valamint az
az I/R kérosodas eldtt, kozben vagy utan végzett beavatkozas is. A tavoli szervi ischaemias
preconditionalas (RIPC) a kisérletes sebészetben kedvezdnek bizonyult az I/R karosodas
mérséklésében szamos szerv esetén, mig a klinikumban kevésbé egyértelmii a hatasossaga.

A tavoli szervi ischaemias preconditionalas hatdsmechanizmusa és idedlis protokollja
nem ismert. A beavatkozds kapcsan két iddablak is van, melyek eltérd mechanizmuson
alapulnak. Vese ischaemia-reperfusio kapcsan kevés irodalmi adat all rendelkezésre az
ischaemia-reperfusios karosodas kapcsan bekovetkezd haemorheologiai és microcirculatios

valtozasokrol.
2. CELKITUZESEK

1. Létrehozni egy patkanymodellt 45 perces unilateralis veseischaemia, illetve az azt
kovetd 120 perces reperfusio hatasainak vizsgalatara.

2. Az ischaemia-reperfusios karosodds mértékének megitélése haemorheologiai,
haematologiai, mikrokeringési, vitalis, illetve sav-bazis paraméterek és szovettani
vizsgalat alapjan.

3. Az ischaemia-reperfusio okozta karosodas mérséklése korai, 1 oras (RIPC-1), illetve
késleltetett, 24 oras (RIPC-24) tavoli szervi preconditiondlési technikak segitségével.

4. A korai és a késleltetett tdvoli szervi preconditonalasi protokollok hatasossaganak

Osszehasonlitasa a fenti paraméterek segitségével.



3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Kisérleti allatok, kisérleti csoportok, miitéti technika

Kutatasunkat a hazai (1998. évi XXVIIL. - Az allatok védelmérdl és kiméletérdl, a
40/2013. kormanyrendelet), valamint az Eurdpai Unio altal kiadott (2010. évi EEC 63 direktiva)
szabalyozasokat betartva, a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsag (DE MAB)
altal nyilvantartdsba vett, a Hajdu-Bihar megyei Allategészségiigyi- és Elelmiszer Ellendrzési
Allomas altal kiadott hatosagi engedély birtokaban (engedély nyilvantartasi szam:
25/2016/DEMAB) végeztiik. A kisérleti allatokat szobahdmérsékleten, konvencionélis
ketrecekben tartottuk, szaraz tapot €s ivovizet ad libitum biztositottunk.

Huszonhét him, Crl:WI, outbred patkanyt (Toxicoop Kft., testtomeg: 301.6 + 38.6 g)
vontunk be a kutatasba, melyek kora 12-14 hét volt. A kisérleti allatokat véletlenszeriien 4
csoportra osztottuk, a kezelési protokolloknak megfeleléen. A miitét el6tt 24 6raval minden
allat altalanos aneasthesidban részestiilt (40 mg/ttkg Thiopental 1.p.), valamint a miitét napjan
1,5 oraval a beavatkozds eldtt ismételten altalanos anaesthesiat végeztiink (60 mg/ttkg
Thiopental i.p.) az adott csoportokban tervezett preconditionalds, illetve miitét miatt.
Valamennyi beavatkozast flithetdé padon végeztiik, az éllatokat szupinalt testhelyzetben,
végtagjaiknal kirdgzitettiik.

A Kontroll csoport esetén (n=7) a miitétet megel6zd napi altatas sordn beavatkozas nem
tortént. A miitétet kozvetleniil megel6z6 altatds soran a bal inguinofemoralis, valamint
abdominalis régio leborotvalasat kovetden egy ora varakozas utan Braunol-oldattal szabalyosan
dezinficialtuk, steril gézlapokkal izolaltuk, majd a bal femoralis artériat egy kb. 1 cm hossz
metszésbdl felkerestiik és kaniilaltuk (BD Neoflon™, 26 G) operalé mikroszkop segitségével
(Leica Wild M650). A sebészeti beavatkozasokat steril, standard mikrosebészeti eszkdzok
segitségével végeztilk. A kaniilalast kovetéen medidn laparotomiat végeztiink, a processus

xiphoideustol a pecten ossis pubisig. Felkerestiik a bal vesét, illetve atraumatikusan



kipreparaltuk annak ereit. A beleket a preparalds idejére testmeleg, fizioldgias sooldattal
atitatott gézlappal izolaltuk, majd visszahelyeztiik a hasiiregbe és hasonléan fedtiik azt. A
megfigyelési id6 alatt méréseket végeztiink, a kaniilalt artériabol vért vettiink. A kontroll
csoportban egyéb sebészeti, vagy ischaemia-reperfusios beavatkozas nem tortént.

Az Ischaemia-reperfusios csoport (I/R, n=7) protokollja a bal vese kipreparalasaig
megegyezett a kontroll csoportéval. A bal vese ereinek atraumatikus kipreparalasa utan az a.
renalis sinistra-ra egy mikrosebészeti klippet helyeztiink, igy létrehozva unilateralis
veseischaemiat, melyet a makroszkdpos szinvaltozas is igazolt. 45 perc ischaemiat kovetden a
klippet eltavolitottuk, és 120 perces reperfusios idészak utan az allatokat exsanuginaltuk.

A téavoli szervi precondicionalt csoportokban 4ltalanos anaesthesidban a jobb hatsé
végtagot leszoritottuk a ligamentum inguinaliS magassagaban atraumatikus tourniquet
segitségével 3x10 percre, az ischaemias szakaszok utdn 10 perces reperfusios idészakokkal. A
korai tavoli szervi precondiciondlt csoportban (RIPC-1, n=7) a miitétet megel6zden 1 oraval
végeztiik el a precondiciondlast, mig a késleltetett tdvoli szervi precondiciondlt csoportban
(RIPC-24, n=6) a mitétet megel6zGen 24 oraval torténtek a leszoritasok. A preconditionalt
csoportok protokollja a preconditionalasok kivételével megegyezett az I/R csoportéval.

3.2. Mérési protokoll

A miitét kezdetén (alap), valamint a reperfusio 30., 60. és 120. percében (R30, R60,
R120) vérvétel tortént (0,3-0,5 ml) a kaniilalt bal artéria renalisbol K3s-EDTA (1,5 mg/ml)
antikoagulanst tartalmazd vérvételi csovekbe, melyekbdl laboratériumi vizsgalatokat
végeztiink. Vérvételeket kovetden a levett volumennel azonos mennyiségi, testhomérsékleti,
fiziologias sooldattal potoltuk a keringd térfogatot. Méréseket a vérvételi idépontokban,
valamint az ischaemids iddszak végén (I145) végeztiink.

A 120 perces reperfusios iddszak leteltével a szovettani vizsgalat céljabol mintavétel

tortént a majbal, illetve eltavolitasra keriiltek a vesék, majd az allatokat exsanuginaltuk.



3.3. Vitalis paraméterek

A pulzust, valamint az artérias kozépnyomast invaziv moédon mértiik a kantilalt
artériahoz csatlakoztatott HaemoSys rendszer (Experimetria Kft., Magyarorszag) segitségével.
A légzésfrekvencia meghatarozasa 60 masodpercen keresztiili direkt szamlalassal tortént. A
testhdmérsékletet a rectumban mértiik digitalis hdmérd (Rudolf Riester GmbH, Németorszag)
hasznalataval, mig a szervfelszini hdmérsékletet a majon, illetve a veséken kijeldlt anatomiai

pontokon hataroztuk meg.

3.4. Microcirculatio

A vizsgalt szervek mikrokeringésének vizsgalata 1ézer Doppler effektus alapjan
miikodo eszkozzel (LD-01 Laser Doppler szoveti aramlasmérd, Experimenta Kft.,
Magyarorszag) standard pencil fej (MNP100XP, Oxford, Optironics Ltd., Egyesiilt Kiralysag)
segitségével az operalo orvos altal, megtamasztott kézzel tortént.

Lézer-Doppleres mérés soran az adott szovet perfuzidjarol, vagyis egy, az
¢letképességet jelentdsen befolyasold microrheologiai paraméterrdl kapunk wvalds idejd,
szamszerlsithetd informaciot. A modszer alapja a Doppler-shift jelenség, melynek lényege,
hogy az emittalt, koherens 1ézer sugarnyalab egy része a mozgo vorosvértestekrol visszaverddik
¢és hulldmhossz valtozdson megy keresztiil. A valtozas mértéke a mozgasban 1évo erythrocytak
szdmaval és sebességével egyenesen aranyos, azonban nem korreldl a mozgés iranyaval. A
visszaverddd lézerfényt az eszkoz detektilja és a frekvencidban bekovetkezett eltolodas
S.P.E.L. Advanced Kymograph szoftver (Experimetria Kft., Magyarorszag) segitségével
grafikusan abrazolhat6 a mikrokeringésre jellemzd paraméter, amit a rendszer relativ aramlasi
egységben (blood flux unit, BFU) ad meg. Az alkalmazott frekvenciatol fliggéen
nagysagrendileg 1 mm? feliileten 1-1,5 mm mélyre hatol a 1ézernyalab, igy a vizsgalt szovet

mintegy 1-1,5 mm?3-ének keringését vizsgalhatjuk



A mérést befolyasolhatja az adott szerv hdmérséklete, a szovet oxigenizaciodja, a 1¢gz0o-
¢€s izommozgasok, az esetleges kozeli nagyerek pulzacioja, az emelkedett szérum lipid szint, a
heamolysis, a kiilsé zavar6 fényforrasok, illetve a mérést végzé személy kezének tremorja

A befolyasolhatd paraméterek lehetdség szerinti standardizalasat kovetden egy kb. 40
masodperces szakasz keriilt rogzitésre a majon, illetve a vesék anterior felszinének k6zépso
harmadaban. A szervre jellemz0 jellegzetes mintazata gorbékbdl késobb 10 masodperces

intervallumok kertiiltek ,,0ff-line” analizisre a gérbeszakaszok parametrizalasat kovetden.
3.5. Laboratériumi paraméterek

3.5.1. Vérgaz analizis

Az ischaemiat megel6zden, illetve a 120 perces reperfusios iddszak leteltével artérias
vérvizsgalatot végeztiink EPOC Blood Analysing System (Siemens Healthcare GmbH,
Németorszag) késziilék segitségével. A késziilék 100-200 pl antikoagulans nélkiili vérbol
hatarozza meg a sav-bazis paramétereket, az elektrolit-, valamint a metabolit értékeket (pH,
pO2 [Hgmm], pCO2 [Hgmm], HCO3z" [Hgmm)], bazis hiany (BE(ecf)) [mmol/L], O szaturacio
[%], natrium (Na*) [mmol/L], kalium (K*) [mmol/L], kalcium (Ca?*) [mmol/L], klorid (CI")
[mmol/L], laktat [mmol/L], kreatinin [mg/dL], gliik6z [mmol/L]).
3.5.2. Haematologiai paraméterek

Mennyiségi és mindségi haematologiai paramétereket: vorosvérsejtszam (Vvs) [T/L],
haemoglobin koncentracidé (Hgb) [g/dL], haematocrit (Htc) [%], atlagos vorosvérsejt térfogat
(MCH) [pg], atlagos vorosvérsejt térfogat (MCV) [fl], MCHC [g/dL], fehérvérsejtszém (Fvs)
[G/L], Vérlemezkeszam (Thr) [G/L] hataroztunk meg Sysmex K-4500 (TOA Medical

electronics Corp., Ltd., Japan) haematologiai automata hasznalataval.



3.5.3. Vorosversejt deformabilitds

LoRRca MaxSis Osmoscan ektacytometer (Mechatronics BV, Hollandia) segitségével,
1ézer diffrakciés modszerrel mértiikk a vorosvérsejtek deformablitasat, azaz nyirdfesziiltség
(shear stress, SS [Pa]) hatasara bekovetkezd elnyujthatosagat. A mérésekhez 10 pl vérmintat
szuszpendaltunk 2 ml izotonias polyvinylpyrrolidone (PVP) — foszfat puffer (PBS) oldatban
(Sigma-Aldrich Co. USA; PVP-PBS viszkozitas: 33,6 mPas, osmolalitas: ~300 mOsmol/kg,
pH = 7.3), majd a szuszpenzidt a mérékamraba pipettaztuk. A Couette-rendszerti mérékamra
egy egyenes fali, forgathatd, cilindrikus hengerkdpenybdl (cup) és egy beleilld statikus
hengerbdl (bob) all. A ,,bob” és a ,,cup” kozott egy kortilbeliil 0,3 mm széles, gytrh alaki rés
talalhato a minta szamara. A mérés kezdetekor a ,,cup” a henger koriil forogni kezd, ezaltal
nyiroer6t fejt ki a sejtekre, melynek kovetkeztében a vordsvérsejtek megnytlnak. A mérés az
alacsonyabb nyirofesziiltség fel6l a magasabb nyirofesziiltség iranyaba torténtek (0,5-30 Pa)
temperalt koriilmények koézott (37 °C). Forgas kdzben az elongalodott vordsvérsejtekre 1ézer
vetiil (hulldmhossz: 670 nm). Az elnyulas mértékétdl fiiggden a diffrakcid szoge valtozik,
melyet egy CCD kamera rogzit, majd egy kapcsolt szoftver elemzi. A diffrakcidos minta
hosszabol (A) és szélességébdl (B) szamithatjuk a dimenzid nélkiili elongatids indexet (EI) a
(A-B) / (A+B) képlet alapjan. Ha koordinata rendszerben abrazoljuk az EI értékeket a hozzajuk
tartozd SS értékekkel megkapjuk a vordsvérsejtek deformabilitdsat leird gorbét. Minél
magasabb az EI értéke adott SS mellett, annal jobb a sejtek elnyujthatosaga, azaz jobb a
deformabilitasuk. A kapott gorbe Linewaver-Burke analizis segitségével (1/EI = SS1/2/ Elmax %
1/SS + 1/ Elmax) szamithaté a maximalis EI (Elmax), illetve ezen érték feléhez tartozo
nyirofesziiltség (SS12) [Pa], melyek a deformabilitas jellemzésére tradicionalisan hasznalt
mutatok. Az illesztéshez linearis transzformaciot alkalmaztunk.3.5.4. Vorosvérsejt ozmotikus

gradiens deformabilitas



A vorosvérsejtek ozmotikus gradiens deformabilitasanak (osmoscan) meghatarozasa a
LoRRca MaxSis Osmoscan ektacytometer (Mechatronics BV, Hollandia) segitségével tortént.
Mérésenként 250 ul vérmintat szuszpendaltunk 5 ml PVP-PBS oldatban. Az osmoscan mérés
elve a hagyomanyos vordsvérsejt deformabilitasi méréssel megegyez6, azonban ilyenkor az
alkalmazott nyirofesziiltség konstans (pl.: SS=30 Pa), mig a szuszpendal6 kozeg osmolalitasat
(O) [mOsm/kg] a késziilék 0-t6l 500 mOsm/kg-ig noveli. Koordinata rendszerben abrazolva az
EI-O értékparokat, jellegzetes gorbét kapunk a voOrdsvérsejtek ozmotikus gradiens
deformabilitasat jol leird, és pontosan definialhatd paraméterekkel: a legkisebb elongatios
index, melyet alacsony osmolalitast kozegben mértiink (EI min), a maximalis elongatios index
(EI max, mely nem azonos a fentebb leirt Elmax-xal), az EI max érték fele, hyperosmolalitasu
kozegben (EI hyper), valamint az ezekhez tartozo osmolalitas értékek (O min, O(EI max), O
hyper, [mOsm/kg]) és a szamitott gorbe alatti teriilet (AUC). Fenti paraméterekbdl tovabb
szamithat6 az El min és EI max kiilonbsége (AEI),) a hozzajuk tartozd osmolalitas értékek

kiilonbsége (AO), valamint ezek hanyadosa (AEI/AO).

3.5.5.Vorosveérsejt aggregatio

A voOrosvérsejt aggregatio meghatarozdsa Myrenne MA-1 fénytranszmisszios elven
mikodé aggregométer hasznalataval tortént (Myrenne GmbH, Németorszag). 20 pl
anticoagulalt vérmintat egy 2° domborulata lencsére vittiink fel, majd a mintatér fedelén 1évo
iiveglap a vércseppet lehajtaskor széttériti a lencsén. A mintéra a targylemez felett 1év6 dioda
infravords fény bocsajt ki, mikozben a késziilék 600 s sebesség-gradiens forgomozgassal
disaggregalja a mintat. A rotacié leall (M moéd), vagy 3 s sebesség-gradiens értékre csokken
(M1 mod), majd az aggregatios folyamat 5. (5s) vagy 10. masodpercében (10s) a lencse alatt
elhelyezkedd detektor érzékeli az atengedett infravords fény intenzitdsat, és a késziilék
meghatarozza az aggregatios index értékét. Az aggregatids index annal magasabb, minél tobb

fény jut at a mintan, vagyis minél fokozottabb az aggragatio, hiszen az aggregatio



kialakulasaval a sejtek és aggregatumok kozotti tér kiszélesedik, ezaltal a fény-transzmisszid
fokozodik. Egy mintabdl 6sszesen négyféle aggregatios index hatarozhat6 meg (M 5s, M 10s,
M1 5s, M1 10s). Az indexszamok meghatarozasahoz 4-4 parhuzamos mérést végeztiink, és

ezek atlagait hasznaltuk statisztikainkban.

3.6. Szovettan

Szovettani vizsgalat céljabol mintavétel tortént a majbol, valamint eltavolitasra keriilt
az ischaemias és az ép vese is, melyeket parafin oldatos fixalast kovetéen perjodsav-Schiff
(PAS) festéssel vizsgaltunk. A vesébdl késziilt metszetek szovettani értékelésekor vizsgaltuk a
tubularis hamsejtek (TH) sejtmagjanak fest6dését, a hyalin globulusok mennyiségét a TH-ben,
a hydropicus degeneratiot a TH-ben, a tubularis necrosist, a glomerularis pangast, a
peritubularis kapillarisok pangésat, vasa recta pangdsat, valamint a kefeszegélyek allapotat,
minden paramétert 0-3 ponttal értékelve, Gigy, hogy a magasabb pontszam, a kedvezdtlenebb
szOvettani képhez tarsul. A maj mintdk metszetei a maj sinusokban észlelt pangas, a sejt
necrosis, illetve a vacuolisatio alapjan keriiltek értékelésre, paraméterenként 0 és 3 pont kozti

értekkel, igy hogy a 0 a legkedvezdbb, a 3 a leginkabb kéarosodott értéket jeldli.

3.7. Statisztika

Eredményeink atlag + szoras (SD) formaban Kkeriiltek feltiintetésre. A statisztikai
elemzéshez GraphPad Prism szoftvert (GraphPad Software Inc., California, USA) hasznaltunk.
Az adatok eloszlasanak fiiggvényében két csoport adatainak dsszehasonlitasara Student féle t-
prébat vagy Mann-Whitney tesztet hasznaltunk, mig tobb csoport kozti, valamint csoporton
beliili adatok Osszehasonlitdsat egyirdnyl, vagy ismétléses varianciaanalizissel (ANOVA)
végeztilkk, Dunn, Bonferroni, vagy Student—Newman—Keuls ellen6rz6 modszereket

alkalmazva. A szignifikancia szintet p<0,05 értéknél allapitottuk meg.
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4. EREDMENYEK

4.1. Vitalis paraméterek

4.1.1. Pulzusszam

Az /R csoportban mértiik a legalacsonyabb pulzusszamot, mely az ischaemia végére
szignifikansan megemelkedett az alaphoz képest (p=0, 0112), és tovabb fokozodott a reperfusio
alatt (p<0,0001 vs. R30, R60, R120). A Kontroll csoportban is megfigyelhetd volt egy enyhébb
emelkedés a reperfusio 60. percétdl (p=0,096 vs. R60, p=0,0085 vs R120). A preconditionalt

csoportok értékei a kisérlet ideje alatt nem valtoztak.

4.1.2. Artérias kozépnyomas

Az artérids kozépnyomas stabil volt a miitét ideje alatt az RIPC-1 csoport kivételével
mindhdrom masik csoportban. A korai preconditionalt csoport értékei emelkedtek a kisérlet
alatt, a reperfusio végére szignifikansan a legmagasabbak voltak. (145: p=0,0154 vs. I/R; R30:
p=0,0074 vs. Kontroll, p=0,0013 vs. I/R, p=0,0228 vs. RIPC-24, p=0,0262 vs. alap; R60:
p=0,036 vs. RIPC-24; R120: p=0,0115 vs. I/R, p=0,0153 vs. RIPC-24, p=0,0139 vs. alap).
4.1.3. Légzésszam

A legalacsonyabb 1égzésszamot végig az RIPC-24 csoportban mértiik (alap: p<0,0001
vs. Kontroll, RIPC-1, p=0,0003 vs. I/R; 145: p=0,0012 vs. Kontroll, p=0,0359 vs. I/R, p=0,0048
vs. RIPC-1; R30: p=0,0006 vs. Kontroll, p=0,0487 vs. RIPC-1; R60: p=0,0006 vs. Kontroll,
p=0,0279 vs. I/R; R120: p=0,0046 vs. Kontroll, p=0,0149 vs. I/R). Csekély mértéki emelkedés
volt megfigyelhetd a Kontroll, illetve az RIPC-24 csoportokban. A masik két csoport értékei

stabilak voltak.

4.1.4. Homérséklet
A rectalis homérséklet stabil volt a kisérlet alatt a Kontroll és az I/R csoportban, mig az

RIPC-24 csoport értékei a reperfusio 30. percéig szignifikansan alacsonyabbak voltak a tobbi

csoportnal (alap: p=0,0073 vs. Kontroll, p=0,0057 vs. I/R, p=0,0053 vs. RIPC-1; 145: p=0,0388
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vs. I/R; R30: p=0,016 vs. Kontroll, p=0,0033 vs. I/R, p=0,0141 vs. RIPC-1). A reperfusios
idészak végére az RIPC-1 csoportnak voltak a legalacsonyabb értékei (p=0,0071 vs. alap,
p=0,0002 vs. 145, p<0,0001 vs. R30, Kontroll, p=0,0179 vs. R60, p=0,0008 vs. I/R, p=0,0139
vs. RIPC-24).

A szerv felszini homérsékletekben nem talaltunk szignifikans eltérést a csoportokon
beliil, vagy a csoportok kozott egyik mért szerv esetén sem. Csekély, de folyamatos emelkedés
megfigyelhet6 volt az RIPC-24 csoportban, mig az I/R és az RIPC-1 csoport értékei mindvégig

stabilak voltak.

4.2. Microcirculatio

A m3j mikrokeringését leiré6 BFU értékek relativ véltozasai tekintetében a Kontroll és
az /R csoportok kozott kiilonbség mutatkozott, mely R30 iddpontban szignifikans volt
(p=0,0205), mig a preconditiondlt csoportok értékei nem valtoztak.

Az ischaemia-reperfusioés karosodasnak ki nem tett, jobb oldali vese esetén nem
mértiink szignifikans valtozast egyik csoportban sem. A bal, ischaemiés vesében az I/R és az
RIPC-24 csoportokban, mérsékelt emelkedés volt észlelhetd a reperfusio alatt. Az RIPC-24
csoportban a BFU érték emelkedése a reperfusio 60. percéig tartott (p=0,0085 vs. 145), majd
kozel az alap értékre csokkent, mig az I/R csoport értékei tovabb emelkedtek a reperfusio

végéig (p=0,0011 vs. 145, p=0,0322 vs. RIPC-1).
4.3. Laboratériumi paraméterek

4.3.1. Vérgaz analizis

A Kontroll csoport alap- és reperfusio leteltével mért pH értékei kozott nem szignifikans
talaltunk eltérést. Az alap értékekhez képest R120 iddpontban mérsékelt csdokkenés volt
megfigyelheté az I/R csoportban, illetve jelentésebb az RIPC-1 esetén (p=0,014), mig az
RIPC-24 csoportban szignifikans emelkedés latszott (p=0,024). A pO. értékeiben szignifikans

eltérést nem tapasztaltunk, csupan az I/R és RIPC-1 csoportokban mértiink kis mértékii
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csokkenést, illetve az RIPC-24 csoportban enyhe emelkedést. Ezzel megegyezben a késleltetett
preconditionalt csoportnak volt a legmagasabb a respiratorikus kompenzacidja, a respiratios
rata 120-140%-ra nétt az allatok alap értékeihez képest. A pCO: értékek koziil az RIPC-24
csoport alapértéke emelkedett volt mas csoportokhoz képest (p=0,028 vs. Kontroll, p=0,014 vs.
IR), mig a kisérlet végére az RIPC-1 csoport kivételével minden csoportban csdkkenés
mutatkozott az alapértékekhez képest (Kontroll: p=0,004; I/R: p<0,001; RIPC-24: p<0,001). A
bikarbonat szint alaphoz képest mért csokkenése minden csoportban megfigyelhetd volt
(Kontroll: p=0,003; I/R: p<0,001; RIPC-1: p=0,011; RIPC-24: p<0,001), legenyhébb
mértékben az RIPC-24 csoportban (p=0,041 vs. Kontroll, p=0,014 vs. I/R, p=0,019 vs. RIPC-
1). A legnagyobb mértékii bazishiany az I/R és az RIPC-1 csoportokban mutatkozott.

A reperfusio 120. percében mért elektrolitokszintek alapértékhez viszonyitott relativ
valtozasokat vizsgaltuk. A Na* értékekben jelentds valtozas nem mutatkozott, azok fiziologias
tartomanyban maradtak. A K* szint ezzel szemben minden csoportban megemelkedett,
legjelentdsebb mértékben az I/R csoportban (p<0,001 vs. alap), a legalacsonyabb emelkedés
pedig az RIPC-24 csoportban volt megfigyelhet6 (p=0.008 vs. alap, p=0.03 vs. /R). A mért
Ca?* értékek enyhén csokkentek minden csoportban, a legalacsonyabb adatokat az I/R
csoportban mértiik (p<0,001 vs. alap), mig az RIPC-24 csoportban ehhez képest szignifikdnsan
magasabb maradt a kalcium ion szintje (p=0,015 vs. I/R). A CI" szint szignifikansan emelkedett
az alapértékekhez képest az I/R (p<0.001) és az RIPC-1 (p<0,001) csoportokban, mely nem
mutatkozott az RIPC-24 protokollal kezelt csoportban (p=0,005 vs. I/R, p=0,007 vs. RIPC-1).

Az R120 méréskor kapott metabolit szintekben tapasztalt alapértékekhez viszonyitott
relativ valtozasokat a 2. abraban tiintettiik fel. A laktat koncentracid szignifikdns mértékben
emelkedett az I/R (p<0,001 vs. alap, p=0,011 vs. Kontroll), az RIPC-1 (p=0,013 vs. alap, p=0,03
vs. Kontroll) és legkisebb, de még mindig szignifikans mértékben az RIPC-24 (p=0,013 vs.

alap, p=0,03 vs. Kontroll) csoportokban is. A Kreatinin koncentracio szignifikdnsan emelkedett
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mindharom ischemia-reperfusioés karosodasnak kitett csoportban (I/R: p=0,008; RIPC-1:
p=0,021; RIPC-24: p=0,014). A gliikoz koncentraci6 emelkedése csupan az RIPC-24

csoportban volt megfigyelhetd (p=0,016 vs. alap).

4.3.2. Haematologiai paraméterek

A legmagasabb vordsvérsejtszamot az RIPC-24 csoportban mértiik (alap, R30, R60,
R120: p<0,0001 vs. Kontroll, I/R; R30, R60: p<0,0001 vs. RIPC-1), mig a Kontroll csoportban
voltak a legalacsonyabbak az értékek (alap, R30, R60, R120: p<0,0001 vs. RIPC-24; R30, R60:
p<0,0001 vs. RIPC-1; R30: p=0,0003 vs. I/R; R60: p=0,0002 vs. I/R).

A haematocrit értékek hasonléan valtoztak, a RIPC-24 csoportban voltak a
legmagasabbak az értékek (alap: p=0,0053 vs. I/R; R30: p<0,0001 vs. /R, p=0,0011 vs. RIPC-
1, R60: p<0,0001 vs. I/R; R120: p=0,0010 vs. I/R, p=0,0339 vs. RIPC-1).

A legstabilabb fehérvérsejtszamot a preconditionalt csoportokban mértiik, mig egy-egy
kiugras volt megfigyelheté a Kontroll (R60: p=0,0307 vs. alap, p=0,039 vs. RIPC-1), illetve az
I/R csoportokban (R30: p=0,0102 vs. alap, p=0,0006 vs. R120, p=0,0004 vs. Kontroll,
p<0,0001 vs. RIPC-1, p=0,0005 vs. RIPC-24).

A legalacsonyabb vérlemezke értékeket az RIPC-24 csoportban tapasztaltuk (alap:
p<0,0001 vs. I/R, p=0,0416 vs. RIPC-1; R30: p=0,0043 vs. I/R, p=0,0279 vs. RIPC-1; R60:
p=0,0161 vs. I/R). Az I/R csoportbon is megfigyelhet6 volt egy csékkend tendencia, mely a
reperfusio végére szignifikanssa valt (p=0,0465 vs. alap).

4.3.3. Vorosversejt deformabilitds

A 3 Pa nyirofesziiltségen mért elongatios indexet, valamint a deformabilitast jol
jellemzo SSi1/2 és Elmax hanyadosat (deformabilitas index) a 3. abran abrazoltuk. A 3 Pa-on mért
EI értékekben esetén mar az alapméréskor is mutatkozott szignifikans eltérés a csoportok
kozott. Az RIPC-1 csoport értékei szignifikansan alacsonyabbak voltak a Kontroll csoporthoz

képest (p=0,002), és a megfigyelt idoszak végére egy szignifikans emelkedést észleltiink az
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alap értékhez képest (R120: p=0,013). Az RIPC-24 csoportban ezzel szemben csokkenés
mutatkozott a tobbi csoport értékeihez képest, mely R60-t6] szignifikans volt a Kontroll
csoporthoz viszonyitva (p=0,043). Ez a differencia tovabb fokozddott az R120 id6épontra
(p=0,001 vs. Kontroll; p=0,015 vs. RIPC-1).

Az SS1/2/Elmax hanyadosok elemzésekor a valtozasok jelentésebbek voltak. A kezdeti
értékek koziil a preconditionalt csoportok értékei magasabbak voltak a Kontroll csoport
értekeinél (RIPC-1: p<0,001; RIPC-24: p<0,00), illetve a korai preconditiondlt csoport esetén
az I/R csoportétol is (p=0,014). A kezeletlen ischaemias csoport értékei emelkedtek a kontroll
csoport értékeihez képest a reperfusio ideje alatt, mely szignifikans volt a reperfusio 60.
percétdl (p=0,041). A preconditionalt csoport értékei szintén emelkedtek a reperfusio alatt.
R120 méréskor a legmagasabb értékeket az RIPC-24 csoportban kaptuk (p<0,001 vs. alap;

p=0,001 vs. I/R; p=0,002 vs. RIPC-1.

4.3.4. Vorosvérsejt ozmotikus grddiens deformabilitds

Az osmotikus grandiens ektacytometria (osmoscan) értékei koziil jelentds eltérés kevés
paraméterben mutatkozott. Az O (EI max), az O hyper és az AUC alap értékekben szignifikdns
eltéréseket taldltunk a Kontroll és az RIPC-24 csoport kozott. Ezek a kiilonbségek
megfigyelhetoek voltak a reperfusids iddszak végén is, az AUC esetén szignifikanssa valt a
tobbi csoporthoz képest is. (p=0,004 vs. Kontroll; p=0,026 vs. I/R; p=0,017 vs. RIPC-1).

A AO értékek a reperfusio végén szignifikdnsan alacsonyabbak voltak az RIPC-24
csoportban az I/R csoport értékeihez képest (p=0,019), mely kiilonbség a AEI kapcsdn nem
mutatkozott szignifikansnak.

4.3.5. Vordsveérsejt aggregatio

Az aggregatids index valtozasai a kiillonbozd beéllitasok hasznalatakor (M 5s, M 10s,
M1 5s, M1 10s) a 4. abran lathatéak. M 5s moéd esetén a legalacsonyabb alapértéket az

RIPC-24 csoportban kaptuk (p=0,008 vs. Kontroll), ezzel szemben a reperfusio ideje alatt ebben
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a csoportban voltak a legmagasabbak az értékek. (R30: p<0,001 vs. alap, p=0,004 vs. I/R,
p=0,003 vs. RIPC-1; R60: p<0,001 vs. alap, p=0.03 vs. Kontroll; R120: p<0,001 vs. alap,
p=0,0027 vs. Kontroll, p<0,001 vs. RIPC-1).

M 10s beadllitds esetén szintén az RIPC-24 csoport alapértékei voltak a
legalacsonyabbak (p<0,001 vs. Kontroll, I/R, RIPC-1), azonban szignifikansan emelkedtek
reperfusio alatt (R60: p=0,004 vs. alap; R120: p<0,001 vs. alap; p=0,013 vs. R30).

Az M1 5s mérések koziil is az RIPC-24 csoport értékei voltak a legmagasabbak a
reperfusio alatt (R30: p=0,0018 vs. alap, p<0.001 vs. Kontroll, I/R; R60: p=0,0018 vs. alap,
p=0,0022 vs. Kontroll, p=0,0007 vs. I/R; R60: p=0,008 vs. alap, p=0,0022 vs. Kontroll,
p=0,0007 vs. I/R; R120: p=0,0008 vs. alap, p=0,015 vs. Kontroll, p=0.046 vs. I/R).

Az M1 10s értékek a reperfusio masodik felében az RIPC-24 csoportban voltak a
legmagasabbak (R60: p=0,0024 vs. Kontroll; R120 p=0,0003 vs. alap, p=0,0073 vs. Kontroll).
Szignifikans emelkedés mutatkozott az I/R csoportban is a 120 perces reperfusio végére

(p=0,027 vs. Kontroll, p=0.042 vs. R30).

4.4. Szovettani vizsgalatok

A bal, ischaemids vese esetén szignifikansan magasabb pontszamokat kaptunk az
ellenoldali, ép veséhez képest az I/R (p<0,0001) és az RIPC-1 (p<0,05) csoportok esetén. A
legalacsonyabb pontszamot a bal, ischaemias vese adatai koziil a Kontroll csoportban talaltuk
(p<0,0001 vs. I/R and RIPC1, p=0,0025 vs. RIPC-24), mig az I/R csoportban pontszamai voltak
a legmagasabbak (p=0,0017 vs. RIPC-24). Az I/R karosodasnak Kkitett csoportok koziil az
RIPC-24 csoportnak voltak a legalacsonyabb pontértékei (p=0,0025 vs. RIPC-1).

A tubularis hamsejtek legnagyobb mértékli hyalin degradacioja és a legtobb hyalin
globulus, illetve sériilt glomerulus az I/R csoportban volt. A vasa rectaban tapasztalt pangas az
RIPC-1 csoportban volt kifejezettebb, mig pathologias kefeszegélyt mindharom I/R

karosodasnak kitett csoportban megfigyeltiink. A tubularis hamsejtek magfestddése csokkent,
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mig a tubularis nekrozis fokozodott az I/R hatasara, mig ezen valtozasok kisebb mértékben
voltak megfigyelhetok az RIPC csoportokban. Az ischaemidnak kitett vesékben fokozodott a
hyalin degradacidja és habos 1ézidk jelentek meg a tubularis hamsejtek citoplazmajaban,
melyek az RIPC csoportokban enyhébb mértékben jelentek meg. A Kontroll csoportban nem
volt jelentdsebb glomerularis, peritubularis kapillaris, illetve vasa recta pangas egyik oldali
vesében sem, mig az I/R csoport metszeteiben enyhe, illetve kdzepes mennyiségli pangas
mutatkozott az ischaemias vesékben. Az ép vese eltérés nélkiili volt. Az RIPC-1 csoportnal
ezzel szemben jelentds pangast észleltiink mindkét oldali vesében, mig az RIPC-24 csoportban
alig volt detektalhato pangas. A proximalis hamsejtek kefeszegélye teljesen ép volt a Kontroll
csoport mindkét oldali veséjében, mig az I/R és az RIPC-1 csoportokban subtotalisan, illetve
intermittaloan hianyzott a kefeszegély az ischaemias vesében. Az RIPC-24 csoportban csupan
kisebb gap-eket talaltunk az ischaemias vese kefeszegélyének folytonossagaban.

A legmagasabb szdvettani pontot a maj metszetei koziil az RIPC-1 csoportban talaltuk,
ahol a legkifejezettebb eltérés a hepaticus sinusoidokban észlelt pangés volt. A legalacsonyabb

pontszamot az RIPC-24 csoportban kaptuk.
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5. FOBB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

1. Az altalunk alkalmazott vese-ischaemia modell alkalmas volt az ischaemia-reperfusio
okozta karosodas rovidtavu vizsgalatara, valamint a kiillonb6z6 alkalmazott tavoli szervi
preconditionalasi protokollok dsszehasonlitasara a vizsgalt paraméterek segitségével.

2. A 45-perces vese ischaemia hatasara jelentés mértékii romlast észleltiink a vorosvérsejtek
deformabilitasdban, a sav-bazis, illetve metabolit értékekben, valamint szignifikdns
leukocytaszam emelkedés alakult ki az I/R csoportban a Kontroll csoporthoz képest.
Szovettani vizsgalat alapjan ezen csoportban volt legnagyobb a karosodas. A
mikrokeringés az ischaemias, bal vesében fokozoddott. A vordsvérsejt aggregatioban,
illetve a vitalis paraméterekben szdmottevd eltérést nem észleltiink.

3. A precondiciondldsi protokollok valamennyi I/R hatasara bekovetkezd valtozast
mérsékelték. A haematologiai paraméterek koziil a thrombocytaszdmban csokkenést, mig
az erythrocyta szamban emelkedést okoztak, a leukocytaszam ezen csoportokban nem
valtozott jelentésen. A deformabilitasi értékeket a preconditionélasi protokollok nem
javitottdk, mig a szdvettani pontszamok kedvezdbbnek mutatkoztak az I/R csoporthoz
képest. A bal vesében megfigyelhetd fokozott keringést mindkét RIPC protokoll
mérsékelte.

4. A két preconditionalasi protokollt Osszehasonlitva szdmos paraméter esetén mindkét
eljards kedvezden hatott. A haemorheologiai paraméterek esetében a korai protokoll
bizonyult kedvezdébbnek, mig a metabolit értékek €s szovettani vizsgalatok esetén a
késleltetett preconditionalt csoport eredményei voltak jobbak.

A vese-ischaemia reperfusio soran alkalmazand6 optimalis tavoli szervi ischaemids

preconditionalasi protokoll meghatarozasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek, melyek

hosszabb tavu utan kovetést tesznek lehetové.
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A kozl6 folydiratok osszesitett impakt faktora: 14,031

A kozl6 folyoiratok osszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kozleményekre):
3,482

A DEENK a Jelolt altal az iDEa Tudostérbe feltéltott adatok bibliografiai €s tudomanymetriai

ellendrzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan
elvégezte.

Debrecen, 2021.03.09.
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7. KOSZONETNYILVANITAS

Koszonettel tartozom témavezetémnek Prof. Dr. Németh Norbert Tanszékvezetd Urnak,
aki batoritott, hogy merjek belekezdeni a PhD képzésbe, tamogatott a kutatasom alatt, valamint
tiirelemmel és megértéssel allt hozzam a nehezebb iddszakokban. Szakmai tudasa és segitsége
nélkiil aligha johetett volna létre ezen értekezés. Professzor Ur segitségével lehetéségem volt
eljutni szdmos hazai és nemzetkozi konferencidra, ahol mind szakmai és barati kapcsolatok is
kotédtek. Koszonom, hogy bizalommal fordulhattam Professzor Urhoz barmikor!

Oszinte koszonet illeti Prof. Dr. Mdtyus Ldszlé Dékan Urat, aki tamogatott és
tanacsokkal latott el képzésem megkezdésétdl.

Szeretném kifejezni koszonetemet Prof. Dr. Miko Irénnek és Prof. Dr. Furka Istvannak,
akik mindig joszandékkal alltak hozzam képzésem alatt, segitettek tanacsaikkal.

Kosz6nom a segitséget Dr. Peté Katalin egyetemi docensnek, valamint Dr. Dedk Addm
adjunktusnak, hogy segitettek kutatasomban.

Szeretném megkdszonni Dr. Szabé Baldzsnak és Dr. Souleiman Ghanemnek, hogy részt
vettek a kisérletekben és segitettek mikrosebészeti ismereteim elmélyitésében.

Ko6szonom Dr. Somogyi Viktorianak, Bardth Barbardnak, Tdnczos Bencének a
laboratoriumi mérésekben valo segitséget, illetve tamogatd hozzaallasukat.

Koszonettel Tartozok Dr. Bidiga Laszlonak és Dr. Matolay Orsolyanak a szdvettani
vizsgalatokért, és a szovettani képekért!

Halaval tartozom tovabba Mdndy Zsuzsanndnak, és Dr. Sasi Szabo Laszlo Osztalyvezetd
Urnak, hogy tamogattak PhD képzésem megkezdésétol.

Ko6szonom csaladomnak, és bardtaimnak, hogy kitartottak mellettem ¢€s tlirelmesek
voltak velem és tdmogattak, hogy elérjem a kitlizott célt.

Végiil, de nem utolso sorban koszondm a Sebészeti Miitéttani Tanszék korabbi és jelen

munkatarsainak, hogy befogadtak €s részese lehettem a csaladias kozosségiiknek.
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