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1. BEVEZETES

Az akut mesenterialis ischaemia egy életveszélyes siirgdsségi korkép, amely
akut has formdjaban jelentkezik. A mesenterialis ischaemia szdmos betegség,
allapot soran el6fordulhat, mint példaul az ujsziildtteket érintd enterocolitis
necrotisans, a gyermekkorban eléfordulé volvulus, a mesenterialis ereket érintd
thrombosis vagy embolia, shock, cardiopulmonalis betegségek, trauma, valamint
a vékonybél transzplantacio. Habar a gastrointestinalis betegségek minddssze 1-
2%-aért felelds, jelentdségét mégis az adja, hogy mortalitdsa ma is kiemelkedden
nagy, eléri a 60-80%-ot. Ennek oka egyrészt, hogy a korai diagnosztikai markerek
hianya miatt a korkép tovabbra is kihivast jelent a klinikusok szamara, melynek
kovetkeztében gyakran késik a diagnozis felallitasa. Masrészt, a kevés preventiv
¢s terapias lehetdség, illetve a nem minden részletében tisztazott patofizioldgia is
hozz4jarul a magas haldlozasi ardnyhoz.

Az ischaemia-reperfusio soran zajlo torténésekrdl rengeteg informaciéd gytlt
O0ssze napjainkra. Az ischaemia alatt a sejtekben kialakuldo energiahidny
metabolikus valtozasokhoz vezet, majd a vérkeringés visszatérése soran reaktiv
szabadgyokok képzddnek, amely nagyobb szovetkarosodast okozhat, mint az
oxigénhidnyos allapot Onmagaban. A folyamat sordn a vordsvérsejtek is
karosodnak, melynek kovetkeztében romlik a deformabilitasuk és fokozodik az
aggregatios készségiik, ami emelkedett vérviszkozitdshoz ¢&és &ramlasi
ellenéllashoz vezet. Tovabba a vorosvérsejt aggregatio mas sejtek funkciojat is
befolyasolhatja, példaul eldsegiti az endothel sejtek aktivaciojat, illetve a
thrombocytédk és a fehérvérsejtek érfalhoz torténd kitapadasat. A reperfusio karos
hatasa elsdsorban a microvasculatura teriiletét érinti, mikrokeringési zavar alakul
ki az adott szdvetben, szervben. A j6 microcirculatio fenntartasdban az erek
megfeleld dallapota mellett elengedhetetlen a vér optimalis 4ramlasi
tulajdonsagainak megléte, ezért koéros koriilmények kozott a vorosvérsejtek

rheologiai jellemz6inek kiemelkedd szerep jut.
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Az Oregedés az ischaemids rendellenességek — stroke, ischaemids
szivbetegség, mesenterialis ischaemia és szamos sebészeti beavatkozas — egyik {6
rizikofaktora, illetve az I/R karosoddsok gyakrabban fordulnak eld az idésebb
populdcioban. Nem elhanyagolhatd jelentdségli tény, hogy a népesség
oregedésével ¢€s az 1dds betegek aranyanak novekedésével a mesenterialis
ischaemia eléforduldsa is varhatéoan emelkedni fog. Az idésebb betegek esetén
azonban a halalozas szignifikdnsan magasabb, igy a mortalitas csokkenésére sem
szamithatunk a jovOben.

Fontos megjegyezni, hogy a cardiovascularis rizikd férfiakban magasabb,
mint a ndkben. Ennek hatterében feltételezhetd egyrészt az 6sztrogének protektiv
hatasa, amely komplex mechanizmusok kovetkezménye: az Osztrogének részt
vesznek géntranszkripcios folyamatokban, az intracellularis jelatvitelben, a
vasoregulatioban, emellett anti-inflammatorikus €s anti-oxidans hatasuk is van.
Masrészt, a nék kedvezébb haemorheologiai tulajdonsagokkal rendelkeznek:
ndkben alacsonyabb a vérviszkozitds, a haematocrit, a vorosversejt aggregatio,
illetve jobb a deformabilitas a férfiakhoz viszonyitva.

A nagymennyis€gii tudasanyag ¢€s a jelenleg is folyamatban lévd kutatasok
ellenére szamos kérdés tovabbra is tisztdzatlan. A haemorheologiai paraméterek
In vivo valtozasanak jelent0sége a korfolyamatokban, illetve hogy ezek az
eltérések mikor érnek el olyan mertéket, amely mar thromboticus szovédmények
kialakuldsahoz vezet, tovabbra is kérdéses. A prevencios ¢€s terapias lehetdségek
vizsgalata tovabbra is sziikséges, mivel a haemorheologiai terapia nem elterjedt a
gyakorlatban, habar a véraramlasi tényezOk figyelmen kiviil hagyasa az orvosi

gyakorlatban korszertitlen szemléletet tiikroz.



. CELKITUZESEK

. Patkanyban 30 perces vékonybél ischaemia, illetve az ezt kovetd 120 perces
reperfusio szisztémas haematologiai €s micro-theologiai paraméterekre
kifejtett, valamint lokalis microcirculatids hatasainak szimultan vizsgalata.

. Patkanyban 30 perc id6tartamu intestinalis ischaemia €és 120 perc hosszusagu
reperfusio tavoli szervekre kifejtett hatdsanak elemzése mikrokeringési €s
szovettani vizsgalatok segitségével.

. A 30 perces vékonybél ischaemia €s 120 perces reperfusio haematologiai €s
micro-rheologiai eltéréseinek dsszehasonlitasa him és ndstény, illetve fiatal és
1ddsebb patkanyokban.

. Vékonybél ischaemia-reperfusio okozta szovettani eltérések vizsgalata soran a

korfliggd és nemi kiilonbsegek kimutatasa patkanyban.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

A Kkisérletek a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsag
(DEMAB) engedélyével torténtek (engedélyszam: 20/2011 DEMAB) az 1998.
évi XXVIIL. ,,Az allatok védelmérol és kiméletérol” szolo torvény, a 40/2013-as
Kormanyrendelet az allatkisérletekrdl és az eurdpai unids (Europai Parlament €s

a Tanécs 2010/63/EU iranyelve) szabalyozasoknak megfelelden.

3.1. Korai micro-rheologiai és mikrokeringési eltérések mesenterialis

ischaemia-reperfusio soran

3.1.1. Kisérleti allatok és anaesthesia

Noéstény Crl:WI outbred patkanyokat (4 honapos, testtomeg: 265,5+26,7 g)
random moédon Kontroll (n=7) és Ischemia-reperfusio (I/R, n=7) csoportokba
soroltunk. Az allatokat konvencionalis allathazban, standard méretii ketrecekben
tartottuk, és ad libitum hagyomanyos ragcsalo tapot, illetve vizet biztositottunk
szamukra. Minden kisérlet altalanos anaesthesidban zajlott (Thiopental, 60
mg/ttkg, 1.p.), premedicatioként az dllatok atropin-szulfat injekcidban részesiiltek
(0,06 mg/ttkg, s.c.). Az allatokat melegitd parndra helyeztik, elOsegitve a

testhomérsékletiik fenntartasat.

3.1.2. Miitéti technika és vérvételi protokoll

A has koz€pso részének ¢és a bal inguinalis teriilet fertdtlenitését (Betadine)
kovetden kaniilalasra (BD Neoflon™, 26G) keriilt a bal oldali arteria femoralis
operaldo mikroszkop segitségével (LeicaWild 64 M650). Median laparotomiat
végeztiink és Ovatos preparalassal kozelitettilk meg az a. mesenterica superiort. A
Kontroll csoportban mds beavatkozds nem tortént. Az I/R csoportban az a.
mesenterica superiort atraumatikus microvascularis klip segitségével 30 percre
leszoritottuk, majd 120 perc reperfusios 1ddszak megfigyelése kovetkezett. A

hasfali és inguinalis sebeket nedves gézlappal fedtiik a kisérlet soran.



Az ischaemia el6tt (Alap), kozvetleniil a klip eltavolitasa utan (I-30), a
reperfusio 30. (R-30), 60. (R-60) és 120. (R-120) percében végeztik a
hémérséklet és a mikrokeringés vizsgalatat, illetve vért vettlink a kaniilalt
artériabol (~0,3 ml minden alkalommal, anticoagulans: 1,5 mg/ml K3-EDTA). A
mintavételek utdn azonos mennyiségi fiziologias sdéoldatot adtunk az allatoknak.
A Kontroll csoportban azonos idépontokban torténtek a vérvételek és a mérések.
A kisérletek végén szdvettani mintavétel tortént a vékonybélbdl, a majbol, a
vesébol, a hasnyalmirigybdl és a tlidébdl, majd exsanguinatioval exterminaltuk az

allatokat.

3.1.3. Laboratoriumi vizsgalatok

3.1.3.1.Haematologiai paraméterek

A haematologiai paraméterek mérését Sysmex F-800 késziilékkel (TOA
Medical Electronics Corp., Japan) vegeztiikk. A teszt elvégzeséhez koriilbeliil 70
ul vér haszndlata sziikséges. Az automata a kvantitativ értékeket (vorosvérsejt
szam (Vvs) [x10%ul]), fehérvérsejt szam (Fvs) [x10%/pl], thrombocyta szam (Thr)
[X10%/ul]) pedig apertura-impedancia elven méri, amelyekbdl tovabbi

szarmaztatott értékeket (Htc [%]) szamol.

3.1.3.2.Vérosvérsejt aggregatio

A vOrésvérsejt aggregatiot Myrenne MA-1 erythrocyta aggregometer
segitségeével meértiik (Myrenne GmbH, Németorszag). A technika a fényateresztd
képesség novekedeésén alapszik, ami akkor alakul ki, amikor az egyedi
vorosvérsejtek aggregatumokat képeznek, és csak az ezek kozotti réseken tud
atjutni a fény. A gép egy atlatszo kap-sik kamrat tartalmaz, ahova 20 pl vért kell
helyezni, majd a késziilék nagy sebességgradienssel (600 s1) rovid ideig (10 sec)
forgd mozgéssal disaggregalja a mintat. Ezutan a sebességgradiens 0-ra (M mod)
vagy 3 s t-re (M1 méd) csokken. Az aggregatios index értékeket az automata a
mérés 5. (M 5 s, M1 5 s) vagy 10. masodpercében (M 10 s, M1 10 s) szdmitja a
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minta fénytranszmisszidjdnak megvaltozasa alapjdn. A magasabb index értékek

fokozott aggregatiot tiikroznek.

3.1.3.3.Vorosvérsejt deformabilitas

A vorosvérsejt deformabilitds méréséhez a LoRRca MaxSis Osmoscan
rotacios ektacytometert (Mechatronics BV, Hollandia) hasznaltuk.

A minta elokészitése soran 10 ul vért Osszekeveriink 2 ml magas
viszkozitast polyvinylpyrrolidon (PVP) oldattal (viszkozitds: 27 mPas,
ozmolaritds: 300mOsm/kg, pH: ~7,3). A szuszpenzid a késziilék transzparens
fali hengerébe keriil, amibe egy atlatszo6 henger meriil (a cilinderek kozotti
tavolsdg 0,3 mm). A kiilsé henger egy meghatarozott sebességgel forogva
nyirder0t ad at a vérmintanak, amire ekozben lézernyalab vetiil. Az elnytlo
vorosvérsejtekrdl visszaverddd fényt egy kamera rogziti, és egy szamitdogép
elemzi. Az igy keletkezett lézerdiffrakcios kép egy ellipszis, amelynek a hosszanti
(A) és harant atmérdjebdl (B) szamolhatdo az elongatidés index (EI): EI=(A-
B)/(A+B). A mérések 37°C fokon torténnek.

A vorosvérsejtek  folyamatosan novekvé (0,3 és 30 Pa kozott)
nyirofesziiltségnek (shear stress [SS]) vannak kitéve, ami egy S-alaku
deformabilitasi (EI — SS) gorbét eredményez. Mivel a hagyomanyos EI-SS gorbék
morfologiailag kiilonbozdek lehetnek, sziikség van egy globalis paraméterre, ami
az egész goOrbét jellemzi, igy azok jobban Osszehasonlithatok. Ennek a
problémanak a megoldasara haszndlhato a Lineweaver-Burk analizis
(L/E1=SS1/2/ElnaxX1/SS+1/Elmax), amelynek segitségével a gorbékbol kalkulalhato
a maximalis elongatiés index (Elmax) €s ennek feléhez tartozd nyirdfesziiltség

érték (SSip), illetve a két paraméter aranya (Elmax/SS1/).

3.1.4. Mikrokeringési vizsgalatok
A mikrokeringés vizsgalatara 1ézer Doppler-es szoveti aramlasmérét (LD-01

Laser Doppler Tissue Flowmeter Experimetria Kft.; standard pencil probe
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MNP100XP, Oxford Optronix Ltd., Egyesiilt Kiralysag) alkalmaztunk egy
jejunum kacs antimesenterialis sz€lén, a ma;j és a jobb oldali vese eliilsd felszinén.

Ez egy non-invaziv modszer, ami a perfusio mérésére szolgal a szdvetek
karositasa nélkiil. Az eljards a Doppler-jelenségen alapszik. A késziilék altal
kibocsatott 1ézernyaldb a szévetben taldlhatdé mozgd és nyugalomban [évo
sejtekrél 1s visszaverddik, azonban a mozgasban [évd partikulumokrol
visszaverddo lézerfény frekvencia-eltolodason megy keresztiil. A visszaverddo
1ézer Doppler jel intenzitdsa a mozgo sejtek szamatdl és sebességétdl fiigg. A jel
Osszetettsége nem teszi lehetdve a vér aramldsi sebességének mérését ml/s
meértékegységben, igy a késziilék relativ aramlasi egységet (blood flux unit, BFU)
ad meg.

A 1ézer Doppler jelet 20 masodpercig rogzitettiik, majd az adatokat ,,offline”
elemeztiik, 10 mdasodperc hosszl, stabil, melléktermék mentes periddusok
atlagértekeit hasznalva. A mikrokeringés mérése mellett, a vekonybél felszinének
homeérsekletét is vizsgaltuk egy digitalis, infravoros hdmerd segitségevel, illetve

a rectalis homérsékletet is monitoroztuk (Experimetria Kft.).

3.1.5. Szovettani vizsgalatok

Az utolso vérvételt kovetden szovettani vizsgalat céljabol mintavétel tortént
a vékonybélbdl, a majbol, a hasnyalmirigybdl, a jobb vesébdl és a tiidébol. A
vékonybel, a maj €s a vese esetén a szovettani mintavetel arrdl a szakaszrol
tortént, ahol a 1ézer Doppler-es mérési pont volt. A mintak 5%-0s formaldehid
oldatban lettek fixalva, felszallo alkoholsorban dehidralva és paraffinba agyazva.
Microtommal 3-5 um vastagsagu metszetek késziiltek, majd hematoxylin-eosin
(H&E) festést alkalmazva hagyomanyos fénymikroszkopos eljarassal keriiltek

értékelésre.



3.1.6. Statisztikai analizis

A statisztikai vizsgélatot a SigmaStat (Systat Software Inc, San Jose,
California, USA) szoftverrel végeztiik. Az adatokat atlag + szoras formajaban
tiintettiik fel. A csoportokon beliili 6sszehasonlitashoz Student t-probat vagy
Mann-Whitney tesztet, a csoportok kozott 6sszehasonlitdshoz egyiranyt ANOVA
tesztet (Dunn vagy Bonferroni modszer) hasznéltunk, az adatok eloszlasanak
normalitasatol fiiggden. A statisztikailag szignifikans kiilonbséget p<0,05 szintnél

fogadtuk el.

3.2.  Micro-rheologiai valtozasok nemi Kkiilonbségei és Kkorfiiggo eltérései

vékonybél ischaemia-reperfusio soran

3.2.1. Kisérleti allatok és anaesthesia

A tanulméanyba fiatal (4 honapos) him és ndstény, illetve idésebb (18
honapos) him ¢s ndstény Crl:WI outbred patkanyokat vontunk be. Az allatokat
konvencionalis allathdzban helyeztiik el, €s szabad hozzaférést biztositottunk a
fajtajuknak megfeleld takarméanyhoz ¢és vizhez. A kisérleteket altalanos
anaesthesidban végeztiikk (Thiopental, 60 mg/ttkg, 1.p.), az operacio eldtt az
allatoknak atropin-szulfatot (0,06 mg/ttkg, s.c.) adtunk és melegité parnara
helyeztiik 6ket.

3.2.2. Kisérleti csoportok és miitéti protokoll
Hat kisérleti csoportot alakitottunk ki:
I.  Kontroll fiatal him (n=7; 435,9 £ 75,2 g)
Il. Kontroll fiatal néstény (n=7; 281,7 + 27,8 g)
I1l. Ischaemia-reperfusio (I/R) fiatal him (n=7; 333,3 £+ 149 g)
IV. Ischaemia-reperfusio (I/R) fiatal ndstény (n=7; 249,3 + 25,6 Q)
V. Ischaemia-reperfusio (I/R) idés him (n=6; 622,2 + 189,6 g)
VI. Ischaemia-reperfusio (I/R) id0s ndstény (n=6; 548,7 £ 217 g)



Az idésebb Kontroll csoport adatai a Tanszék adatbazisabol szarmaznak (him
csoport n=7; 743,57 + 148,6 g; ndstény csoport N=8; 407,87 + 37,2 g).

A Kontroll csoportokban a has és a bal inguinalis régid fertbtlenitése
(Betadine), illetve a bal a. femoralis kaniilalasa (BD Neoflon™, 26G) utan median
laparotomia tortént, majd az a. mesenterica superiort 6vatosan kipreparaltuk. Az
I/R csoportokban leszoritasra keriilt az a. mesenterica superior 30 percre
atraumatikus microvascularis klip segitségével, majd a klip felengedése utan 120
perc reperfusio megfigyelése tortént.

A kaniilalt artériabol vért vettiink az ischaemia el6tt (Alap), utan (I-30), a
reperfusio 30. (R-30), 60. (R-60) és 120. (R-120) percében (~0,3 ml/alkalom,
anticoagulans: 1,5mg/ml K3-EDTA). A Kontroll csoportokban azonos
idopontokban zajlottak a vérvételek. Az utolso vérvételt kovetden a vékonybelbdl
mintat vettiink szovettani vizsgalat céljabol, majd az 4llatokat exsanguinatioval

exterminaltuk.

3.2.3. Laboratoriumi vizsgalatok
A laboratoriumi paraméterek a 3.1.3. fejezetben leirt mddszerek szerint

keriiltek meghatdrozasra.

3.2.4. Szovettani vizsgadlatok

A szovettani mintakat 5%-os formaldehid oldatban fixaltuk, felszalld
alkoholsorban dehidraltuk, paraffinba agyaztuk, microtommal 3-5 um vastagsagi
metszeteket készitettiink, majd perjodsav-Schiff (PAS) festést alkalmaztunk és

hagyomanyos fénymikroszkopos eljarassal vizsgaltuk.



A vékonybélbdl vett szovettani mintdk kiértékelése az irodalomban gyakran
hasznalt Chiu-féle klasszifikaci6 alapjan tortént:
Grade 0: nincs lathato elvaltozas
Grade 1: a villusok tetején kis subepithelialis fellazulas (Grunhagen
subepithelialis tér)
Grade 2: nagyobb foku fellazulds, ami elemeli az epithel réteget a lamina
propriarol
Grade 3: epithel réteg elemelkedése a villusok hosszaban kovethetd, néhany
denudalt boholy, tagult kapillarisok ¢€s gyulladasos sejtek jelenléte
Grade 4: denudalt villusok, tagult kapillarisok, necrotikus teriiletek

Grade 5: lamina propria teljes destrukcioja, bevérzes, fekélyek

3.2.5. Statisztikai analizis

A statisztikai analizist a 3.1.6. pontban ismertetett modszerrel végeztiik.
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4. EREDMENYEK

4.1. Korai micro-rheologiai és mikrokeringési eltérések mesenterialis

ischaemia-reperfusio soran

4.1.1. Haematologiai paraméterek

A haematocrit a Kontroll csoportban nem mutatott jelentds eltérést, mig az
I/R csoportban emelkedés volt megfigyelhetd, szignifikansabban magasabb
értékeket mutatva a reperfusio soran. A vordsvérsejt szam hasonld valtozasokat
mutatott: az I/R csoportban emelkedett értékek latszottak a reperfusio idején. A
fehérvérsejtszam a Kontroll csoportban kismértékben novekedett, az I/R
csoportban szignifikansan magasabb értékek voltak lathatéak a reperfusio 60. és
120. percében. A thrombocytaszdm fokozodott az ischaemia soran, illetve a
reperfusio elsd ordjaban a Kontroll és az I/R csoportban egyarant, majd csokkenés

volt megfigyelhetd, szignifikans kiilonbség nélkiil.

4.1.2. Vorosvérsejt aggregatio

A vorosvérsejt aggregatio értékei szignifikdnsan magasabbak voltak az I/R
csoportban az ischaemia alatt és emelkedettek maradtak a reperfusio soran is. Az
aggregatios index értékek, az M 10 s paraméter kivételével, a reperfusio végén
voltak a legmagasabbak. A Kontroll csoportban is lathatdé volt az aggregatio

fokozodasa, ez azonban kisebb mértékii volt, mint az I/R csoportban.

4.1.3. Vorosvérsejt deformabilitas

A 3 Pa nyirdfesziiltségnél mért elongatios index értékek alacsonyabbak
voltak az ischaemia idején és a reperfusio elsd 6rdjaban, jelentésen csokkenve a
reperfusio 60. percében (I/R vs. Kontroll p=0,018). Az elongatiés index-
nyirofesziiltség gorbék Osszehasonlitdsara szolgald paraméterek koziil az Elmax

értékek nem valtoztak jelentds mértékben az I/R csoportban. Az SSi, értékek a
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reperfusio végére csokkentek, az EImax/SS1/, arany emelkedett az I/R csoportban

a reperfusio 120. percére.

4.1.4. Homérséklet és mikrokeringés

A testhOmérsékletben nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a két csoport
kozott.

A vékonybél felszini hdmérséklete nem valtozott a Kontroll csoportban a
kiseérlet soran, mig az I/R csoportban jelentds csokkenés volt kimutathaté a 30
perces ischaemia végére (vs. Kontroll p=0,002; vs. Alap p=0,002).

A vekonybél esetén az I/R csoportban a mikrokeringési BFU eértékek
csokkentek az ischaemia soran (vs. Alap: p=0,048), de nem estek kozel nulléra,
valosziniileg a mesenterialis kollateralis keringés miatt. Az értékek magasabbak
voltak a klip felengedése utan, de nem normalizalodtak a reperfusio végére. A maj
mikrokeringési értékei alacsonyabbak voltak az I/R csoportban a Kontrollhoz
viszonyitva, a reperfusio 30. percében a legalacsonyabb értekeket mutatva. A vese

BFU értekei a reperfusio veégére csokkentek.

4.1.5. Makroszképos valtozdasok és szovettan

Az a. mesenterica superior leszoritdsa utan 10 perccel észlelhetd volt a
jejunum kacsok spazmusa. Az ischaemia végére ezen kiviil megvaltozott a sériilt
teriiletek szine, sotét livid részek voltak megfigyelhetok a bélszakaszon.

Az I/R csoport vékonybél szovettani mintaiban a kovetkezo eltérések voltak
megfigyelhetok: subepithelialis fellazuldsok a villusok tetején, oedemas,
kifekélyesedett bélbolyhok, tagult kapillarisok és gyulladasos sejtes beszlirddés.
A Kontroll csoportban szdveti kdrosodds nem volt kimutathat6. A tavoli szervek
koziil a majban €s a vesében talaltunk szdvettani eltéréseket: a majban a centralis
vénak koriil kis zsircseppek voltak lathatok, a vesében a glomerulosokban ¢és a
vasa rectaban pangas volt megfigyelhetd. A pancreasban és a tiidében nem voltak

eltérések kimutathatoak.
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4.2. Micro-rheologiai valtozasok nemi kiilonbségei és korfiiggo eltérései

vékonybél ischaemia-reperfusio soran

4.2.1. Haematologiai paraméterek

A haematocrit nétt a fiatal him csoportokban, de szignifikans kiilonbség
nem volt a Kontroll és az I/R csoportok k6zott, mig a fiatal ndstény I/R csoportban
jelentds emelkedés volt megfigyelhetd a reperfusio alatt. Az idésebb I/R
ndstények és himek esetén a haematocrit értékek magasabbak voltak a fiatalabb
I/R csoportokhoz viszonyitva.

A vorosvérsejt szam magasabb volt a him allatokban. A fiatalabb I/R
csoportokban szignifikdns emelkedés volt kimutathatdo a reperfusio sordn a
himekben és ndstényekben egyarant. Magasabb vorosvérsejt szam volt mérhetd
az 1ddsebb I/R csoportokban a fiatalabb azonos nemiiekhez képest.

A fehérvérsejt szam tekintetében a him allatoknak voltak magasabb értéket
a nostényekhez viszonyitva. A fiatal I/R csoportokban a fehérvérsejt szam
szignifikdnsan emelkedett a reperfusio végére mindkét nemben. Az idOsebb
ndstény €és him I/R csoportokban a valtozasok nagyobb mértékiiek voltak. Az
ischaemia ¢€s a reperfusio alatt a fehérvérsejtszam-emelkedés az idésebb ndstény
I/R csoportban szignifikéns volt az alap értékekhez és a fiatal I/R ndéstényekhez
viszonyitva. Az idésebb him I/R csoportban a fehérvérsejtszam-ndvekedés csak a
reperfusio elsd orajaban volt kifejezett. A fiatalabb I/R csoportokban a
fehérvérsejt szam emelkedett maradt, az idésebb I/R csoportban egy enyhe
csokkenés volt lathat6 a reperfusio végére.

A thrombocytaszam emelkedett a reperfusio elsé orajaban, a Kontroll
csoportokban ¢és a fiatal néstény I/R csoportban, amit csokkenés kovetett a
reperfusio 120. percében, mig a fiatal him I/R csoportban a vérlemezke szam
szignifikdnsan magasabb maradt. Az 1iddsebb I/R csoportokban a ndstényeknél

voltak emelkedett értékek, szignifikans kiilonbségeket mutatva az alaphoz
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(p=0,046) és a fiatal I/R ndstényekhez (p<0,001) viszonyitva R-120-néal. Az
idésebb him I/R csoportban ezek az eltérések nem voltak megfigyelhetdk, az

értékek az alap adatokhoz voltak hasonlok.

4.2.2. Vorosversejt deformabilitas

A kalkuladlt Elnxx értékek a fiatal him I/R csoportban voltak a
legalacsonyabbak. A ndstény csoportokban a kisérlet kezdetétol a fiatal I/R
allatok mutattdk a legmagasabb Elmnax €rtékeket, ¢s magasak maradtak a
megfigyelési idOszak alatt.

A him csoportokban magasabb SSi, értekek voltak kimutathatok a
ndstényekhez képest. A legmagasabb értékek az idésebb I/R him csoportban
latszottak. A fiatal I/R himek emelkedett értékeket mutattak a Kontroll és a
ndstény I/R csoporthoz viszonyitva.

Az Elnax/SSy/2 arany tekintetében hasonld tendencia volt megfigyelhetd. Az
1dosebb I/R himeknél mutatkoztak a legalacsonyabb értékek és a fiatal I/R him

csoportban is kimutathat6 volt csokkenés.

4.2.3. Vorosversejt aggregatio

Az aggregatids index értékek emelkedtek az ischaemia soran a Kontroll és
az I/R csoportokban egyarant, és emelkedettek maradtak a reperfusio alatt is,
jelentésen magasabb értékeket mutatva az I/R csoportokban. Az idésebb I/R him
csoportban az értekek alacsonyabbak voltak, mint a fiatal I/R him csoportban az
ischaemia ¢és a reperfusio idején. A Kontroll csoportokban a himek, az I/R
csoportok esetén altaldban a ndstények mutattak magasabb aggregatios index

értékeket, €s szignifikans kiilonbségek voltak kimutathatok a két nem kozott.

4.2.4. Szovettani vizsgdlatok
A vékonybel szovettani vizsgalata soran a Chiu-féle klasszifikaciot

alkalmaztuk. A Kontroll csoportokban €p szdveti szerkezet volt 1athato (Chiu-
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score: 0). Ehhez képest az I/R csoportokban jelentds szovettani eltérések
mutatkoztak. A szOvettani metszeteken subepithelialis fellazuldsok, denudalt
bélbolyhok, necroticus teriiletek, tagult kapillarisok és gyulladasos sejtek
abrazolodtak (Chiu-score: 4), illetve az id6s ndstény I/R csoportban egy esetben
lamina propria bevérzés latszott (Chiu-score: 5).

Az I/R csoportokban szignifikdnsan magasabb pontértékek voltak jellemzok
a fiatal Kontroll csoportokhoz képest mindkét nemben. A himek és ndstények,
illetve a fiatal és iddsebb csoportok kozott szignifikédns kiilonbség nem volt
kimutathato, azonban az iddsebb csoportok magasabb értekekkel rendelkeztek.
Minden esetben 4 vagy afolotti pontszamot kaptak, mig a fiatal csoportokban

eléfordult alacsonyabb pontérték (2 és 3) is.
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5. MEGBESZELES

5.1. Korai micro-rheologiai és mikrokeringési eltérések mesenterialis

ischaemia-reperfusio soran

A mesenterialis ischaemia-reperfusio életet veszélyeztetd szovodményekhez
vezethet lokalis és tavoli szervi karosoddsok révén. Kisérletiinkben a
haematologiai, micro-rheologiai és mikrocirculatios paraméterek valtozasait
vizsgaltuk az a. mesenterica superior 30 perces leszoritasa altal kivaltott
intestinalis ischaemia, illetve az ezt kovetd reperfusio 120 perce soran. A Kontroll
csoportban bOrmetszes €s az artéria preparalasa tortént. Ez a modell lehetdvé teszi
a vekonybél I/R okozta akut és korai eltérések tanulmanyozasat.

Vizsgalatunkban a haematocrit és vordsvérsejt szam az I/R csoportban
szignifikdnsan emelkedett a reperfusio alatt. A fehérvérsejt szam no6tt a Kontroll
¢s az I/R csoportban is, az I/R allatokban szignifikans szintet elérve a reperfusio
soran. A thrombocytaszam novekedést mutatott mindkét csoportban az ischaemia
alatt és a reperfusio elsé orajaban, majd csokkenés volt megfigyelhetd. Ezek a
valtozasok az I/R altal kivaltott gyulladasos és akut fazis reakciokkal allhatnak
Osszefiiggésben. A Kontroll csoportban  mutatkozé  fehérvérsejt  és
thrombocytaszam emelkedés a beavatkozas altal okozott szoveti karosodasnak
lehet a kovetkezménye. Az akut fazis reakcid soran a thrombocytaszam esetén
emelkedés és csokkenés is elofordulhat. A korai iddszakban altalaban valtozatlan
vagy csOkken a vérlemezke szam, ami micro-thrombusok kialakuldsa miatt
jelentkezhet.

Az eredményeink azt mutattak, hogy a micro-rheologiai jellemz6k romlottak
az ischaemia és az utdna kovetkezd reperfusio alatt. Ismert, hogy az I/R
befolyasolja a vér micro-rheologiai paramétereit. A kirekesztett régioban 1évo vér
tulajdonsagai megvaltozhatnak: a fokozott haematocrit, megndvekedett
fehérjekoncentracid hozzajarulhat a vérviszkozitas emelkedéséhez, illetve az ott

bekovetkezd anaerob folyamatok miatt megvaltozik a vér dsszetétele, pH-ja. Az
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ischaemia sordn kialakult sériiléseket tovabb sulyosbithatja a vérataramlas
visszatérése. Reperfusio sordn az oxigén ujra megjelenik a szovetekben, ahol
reakcioba 1ép a xantin-oxidazzal, amelynek eredménye a reaktiv oxigén
szabadgyokok képzddése. A szabadgyokok tovabbi forrasai lehetnek a nitrogén-
monoxid szintdz és a polymorphonuclearis granulocytak. A szabadgyok
felszabadulés és az akut sériilés kovetkeztében megemelkedett fibrinogén szint
kovetkezménye lehet a fokozott vorosvérsejt aggregatio. A csokkent erythrocyta
deformabilitas oka a szabadgyokok indukaélta lipidperoxidacid, illetve
megvaltozott fehérje szerkezet €s funkcio, a lokalis metabolikus valtozasok és az
energiahiany miatt kialakulo sejtfelszin/térfogat arany megvaltozasa lehet.

Jol dokumentalt, hogy a haemorheologiai paraméterek fontos szerepet
jatszanak a mikrokeringés meghatarozdsaban. A micro-rheologiai tényezok
romlasa kisérletlinkben egyiitt jart a hasi szervek microcirculatidjanak
karosodasaval. Ez részben az ischaemias teriiletr6l kidramlé megvaltozott
tulajdonsagli vérnek, a vorosvérsejtek fokozott aggregatidjanak és a csokkent
deformabilitasdnak koszonhetd, masrészt pedig a ,,no reflow” jelenségnek, ami a
jellemzdje az I/R-nek. Szamos mechanizmus hozzdjarulhat ahhoz, hogy a
vérataramlas nem indul meg Gjra az adott szovetben: intravascularis thrombosis,
fehérvérsejt és vérlemezke dugok, haemoconcentratio, endothel sejt duzzadas,
vasoconstrictio €s interstitialis oedema.

Az intestinalis relativ aramlasi egység (BFU) csokkent az ischaemia alatt, de
a vérataramlas megsziinése nem volt teljes. Megison és munkatarsai kimutattak,
hogy az a. mesenterica superior occlusiot kovetd aramlds csokkenés 44-97%
kozott mozgott, €s az egyéni kiilonbség is nagy volt a kollateralis keringés
variabilitasa miatt. Esetiinkben a mért étékekben nem tapasztaltunk nagy szorést.
A legtobb allatmodell esetén az a. mesenterica superior 30 percre torténd
leszoritasat alkalmazzak, de mesenterialis ishaemiat mas modokon is 1étre lehet

hozni, melyeknek megvan a megfeleld célja, elonye és hatranya.
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A mikrokeringés vizsgéalata hasznos lehet kiilonbdz0 betegségek
diagnosztikdjdban, a  keringési zavar sulyossaganak  megitélésében,
bélanastomosisok esetén a megfelelden perfundalt szakaszok kivalasztasaban, a
terapia, illetve annak hatdsossaganak megitélésében. A microcirculatio
vizsgalatara szdmos invaziv és non-invaziv modszer alkalmas, melyek koziil az
egyik legelterjedtebb a 1ézer Doppler-es aramlasmérés. Ez egy egyszerlien
hasznalhat6, a perfusioban bekodvetkezd valtozasok folyamatos, gyors és valds
idejli kovetésére alkalmas mddszer. A vizsgalat soran azonban szdmos tényezdvel
kalkulalni kell, amelyek befolydsolhatjak a méréseket. Kiemelt figyelmet kell
forditani a stabil mérési koriilmények, a megfeleld mérési geometria €s nyomas
kialakitdsara, valamint a 1égz0- €és izommozgésok altal okozott miitermékek
minimalizalasara. A szovetek szaradasanak elkertilése is sziikséges a mérések
soran. Figyelembe kell venni, hogy a Thiopentallal tortént anaesthesia is hatassal
lehet a mikrokeringésre, arteriovenosus shuntok megnyitasa és az oxigenizaciod
csokkentése altal. Tovabba, a lézer Doppleres aramlasmeérésre hatdsa van a
vizsgalt szOvet anatdmidjanak, érszerkezetének is, €s nem jelentéktelen a
lézersugar energiatartalma sem, amely hosszabb 1idejli hasznalat soran
befolydsolhatja a méréseket. Ezeket a faktorokat igyekeztiink minimalizalni a
vizsgalatok sordn, és véleményiink szerint az azonos koriilmények kozott végzett
méresek adatai 0sszehasonlithatoak.

A kisérlet soran vizsgaltuk a vékonybél felszini hdmérsékletét, ami az I/R
csoportban jelentdsen csokkent az ischaemia végére, majd a reperfusio alatt
emelkedett, megkdzelitve a kiindulasi értékeket. Intestinalis I/R sordan a bél
¢letképességének meghatdrozasa rendkiviil nehéz. Ennek eldrejelzése egyrészt
klinikai szempontok (szin, perisztaltika, pulzalds, vérzés) szerint torténik,
masrészt szamos mas objektiv modszer is rendelkezésre all, amelyek azonban
nem terjedtek el a gyakorlatban. Malafaia és munkatérsai infravords kameraval
vizsgaltdk patkdnyokban a vékonybél hdmérsékletét kiillonbozé hosszisagu

ischaemia alatt és utan az életképesség megallapitasa céljabol. Tanulmanyukban
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a bél hdmérséklete az ischaemia soran csokkent, a reperfusio idején pedig reaktiv
hyperaemia volt megfigyelheté azokban az esetekben, ahol a bél életképesnek
bizonyult klinikailag, szovettanilag pedig nem, vagy csak enyhe eltérések
latszottak. A reaktiv hyperaemia altaldban a felengedést kdvetd percekben alakul
ki, sajat vizsgalataink soran ilyet nem tapasztaltunk, habar a kisérlet soran nem
folyamatosan monitoroztuk a felszini hdmérsékletet, hanem adott idépontokban.
A szovettani analizis és patologussal tortént egyeztetés alapjan a karosodasokat
reverzibilisnek itéltiik meg.

Az eldzbéekben részletezett patofiziologiai folyamatok hatassal vannak a
lokalis és tavoli sejtekre egyarant, amelynek kovetkezménye, hogy a vékonybél
I/R karosodasa gyakran tarsul maj, vese és tiido elégtelenséggel. Vizsgalatunkban
a szovettan, illetve a 1ézer Doppleres mérések alapjan a tavoli szervek koziil a ma;j

¢s a vese karosodasa volt megfigyelhetd.

5.2. Micro-rheologiai valtozasok nemi kiilonbségei és korfiiggé eltérései

vékonybél ischaemia-reperfusio soran

Az I/R altal okozott vékonybél karosodas jelentds szerepet jatszik szamos
klinikai korképben ¢€s a sebészeti betegek mortalitasanak is egy fontos oka. A
hasiiregi szervek koziil a bél kiilondsen érzékeny az I/R sériilésekre, mivel a
szabadgyok termeld enzimek, tobbek kozdott a xantin-oxiddz, nagy
mennyiségekben talalhato a bélbolyhokban.

A vér micro-rheologiai paraméterei, azaz a vOrosvérsejt aggregatio és
deformabilitas, szamottevd szerepet jatszanak a szoveti perfusio kialakitasdban,
ezért kisérletes sebészeti €és mikrosebészeti vizsgalatuk hasznos lehet. Szadmos
patofizioldgiai folyamat ronthatja ezeket a paramétereket, beleértve az I/R
karosodasokat. A reperfusio sordn, az oxigén megjelenésével, szabadgyokok
képzddnek, amelyek a vordsvérsejt-membranban sériiléseket okoznak, ami az

aggregatio és a deformabilitas karosodasdhoz vezetnek.
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Egyre tobb tanulmany veti fel, hogy a nemnek és a kornak nagymértékii
szerepe van az I/R-ra adott valaszban, illetve haemorheologiai paraméterekben.
Annak a feltételezésnek a vizsgalatara, hogy az idésebb kor €s a him nem
Osszefiiggésben van az I/R karosodasokra vald nagyobb érzékenységgel,
vékonybél I/R hatasat tanulmdnyoztuk szisztémds haematoldgiai €s micro-
rheologiai paramétereken him és ndstény, illetve fiatal és idésebb patkdnyokban.
Az I/R csoportokban az a. mesenterica superior 30 percre torténd leszoritasaval
értlink el mesenterialis ischaemiat, a Kontroll csoportokban bérmetszést €és az ér
kipreparalasat végeztiik.

Fobb eredményeink a kovetkezok voltak: (1) a haematocrit szignifikansan
ndtt a fiatal ndstény I/R csoportban. Az iddsebb I/R csoportokban az értékek
magasabbak voltak a fiatalabb allatokhoz viszonyitva. (2) A vordsvérsejt szam
magasabb volt a him allatokban a ndstényekhez képest, illetve az idésebb I/R
allatokban a fiatal I/R csoportokhoz viszonyitva. (3) A fehérvérsejt szam esetén a
him allatoknal voltak magasabb értekek megfigyelhetdk a ndstényekkel szemben.
Az 1d8sebb ndstény €és him I/R csoportokban a valtozasok nagyobb mértékiiek
voltak. (4) A thrombocyta szam emelkedett a fiatal I/R allatokban a himek esetén,
mig a ndstény csoportokban az iddsebb allatok mutattak magasabb értékeket. (5)
A vorosvérsejt deformabilitds romlasa leginkdbb a him és az 1iddsebb
csoportokban latszott. (6) Fokozott vorosvérsejt aggregatio volt 1athaté minden
csoportban, de legkifejezettebben a ndstény I/R csoportokban. (7) A szdvettani
vizsgalat alapjan az I/R csoportokban jelentds I/R karosodas volt kimutathato. A
himek €és ndstények, illetve a fiatal és 1ddsebb csoportok kozott szignifikdns
kiilonbség nem volt lathatd, azonban az iddsebb csoportok magasabb Chiu-score
értékekkel rendelkeztek.

Az emelkedett haematocrit, vordsvérsejt szam, fehérvérsejt szam és
thrombocyta szam az I/R altal okozott akut fazis reakcio jelei. Az ischaemids
bélszovetben az aktivalt fehérvérsejtek, endothel sejtek ¢€s vérlemezkék

citokineket termelnek, melynek kovetkeztében az adhesios molekulak szintézise
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fokozodik, amelynek szerepe van micro-thrombusok kialakulasaban, és ezaltal a
mikrokeringés romlaséban.

Szamos folyamat, mint pl. az oxidativ stressz, megvaltoztathatja a
vorosvérsejtek rheologiai tulajdonsdgait lipidperoxidaciot, haemoglobin ¢és
fehérje elvaltozésokat okozva. Reaktiv oxigén szabadgyokok az oregedés (az
orgedés ,,szabadgyok teoriaja”) és reperfusio soran is képzdédnek.

Az Oregedés szamottevd rizikotényez6t jelent az  ischaemids
megbetegedésekben, mint a stroke, ischaemids szivbetegség, tovabba sebészeti
beavatkozasok soran is. Az I/R karosodasok foként az idésebb populaciot érintik,
tehat célszert és elvarhato I/R modellekben 1ddsebb allatok hasznalata, illetve
hogy erre gondoljunk mar a kisérlet tervezésekor. Ezzel szemben a kisérletek
soran altalaban fiatalabb allatok felhasznalasa torténik, amelynek szamos oka van,
mint pl. a konnyebb elérhetdség és az alacsonyabb koltség. Néhany tanulmdnyban
azt 1s kimutattak, hogy az I/R sériilések mechanizmusa is eltérd fiatal és id0sebb
korban.

A laboratériumi patkanyok atlagos varhat6 élettartama 2,5-3 év kozott van.
Amennyiben a patkanyok korat az emberi kornak szeretnénk megfeleltetni, fontos
figyelembe venni, hogy a relativ kor valtozik az életszakasztol fiiggden. Példaul,
egy 4 honapos patkany egy 10 éves embernek felel meg, mig a 18 honapos kor
koriilbeliil 45 human évvel egyenld.

Az oregedés ,,szabadgyok teoriaja” szerint, az 6regedés folyamata (részben)
az oxidativ stressznek koszonhetd, ami biologiailag fontos struktirdkban okoz
karosodast. A korfliggd valtozasokat kiilonb6zo szervekben létrehozott I/R sordan
tobb tanulmanyban is kimutattak.

Az oregedés a haemorheologiai paraméterek romlasaval is 0sszefiiggésbe
hozhat6. 1désebb korban emelkedett a vér és plazmaviszkozitds, melynek oka
elsésorban a fokozott fibrinogén koncentracid. Az Oregedéssel csokken a

vorosvérsejtek élettartama, fokozddik a vorOsvérsejt aggregatio €s csokken a
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deformabilitas. Ezek a tényezOk hozzdjarulnak a vér viszkozitdsanak
fokozddasadhoz, ami a cardiovascularis riziké egyik f6 meghatarozoja.

A nem vonatkozdsaban is megfigyeltek haemorheologiai kiilonbségeket
szdmos humdn tanulmanyban. A férfiakban magasabb a vérviszkozitds, a
haematocrit és a vOrosvérsejt aggregatio, mig a vorosvérsejt deformabilitas
alacsonyabb. A két nemben a vordsvérsejtek koreloszlasa is szignifikansan
kiilonbozik: a nék vérében tobb a fiatal vordsvérsejt, mint a férfiakéban. Ezek a
tulajdonsdgok hozzajarulhatnak ahhoz, hogy a férfiakban fokozott a
cardiovascularis betegségek kialakulasanak eselye. Kisérletiinkben a vorosversejt
aggregatio a Kontroll csoportok esetén a himekben volt magasabb, viszont human
adatokkal ellentétben, I/R hatdsdra a ndstények mutattak nagyobb aggregatios
index értekeket, amelynek oka a ndstény patkdnyokban megfigyelhetd magasabb
fibrinogén szintben keresendo.

Kimutattak tovabba, hogy politraumatizalt, menopausa eldtt all6 ndkben
szignifikansan kevesebb tobbszervi karosodas alakul ki, mint férfi betegekben,
ami alacsonyabb citkokin szintekkel is egyiitt jar. Ezt a megfigyelést kisérletek is
megerdsitik, magasabb 0Osztradiol szinttel rendelkezd ndstény patkdnyokban
intestinalis I/R utdn kisebb mértékii a bélbolyhok sériilése. Az 6sztrogén protektiv
hatdsat megfigyelték mar ischaemids sziv, agy és végtag karosodasok soran.
Vékonybél I/R soran adott dsztradiol terapia csokkentette a lokalis és a tavoli
szervi (tido) sériiléseket is him patkanyokban. A véddhatas hatterében komplex
mechanizmusok allnak: az §sztrogének szerepet jatszanak a géntranszkripcidban,
intracellularis szignalizdcidban, vasoregulatidban, illetve gyulladasgatlo és
antioxidans hatasuk is van, csokkentik a citokinek szintjét, a fehérvérsejtek
migraciojat €s az adhesiés molekuldk experssziojat. Néhadny human
tanulmanyban azonban az Osztrogén helyettesitd terdpia ndvelte a
cardiovascularis események incidenciajat ndkben. Ez az ellentmondas is kiemeli

a terlilet tovabbi kutatasanak fontossagat.
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Barmely sebészeti beavatkozas vagy korkép, amely egy szerv vagy szovet
vérataramlasnak megsziinésével, majd a vérellatds helyreallitdsaval jar,
ischaemia-reperfusios karosodast, illetve lokalis és tavoli szervi sériilést okozhat.
A micro-rheologiai paraméterek vizsgalata fontos informacidt szolgaltathat az
instestinalis I/R pathomechanizmusar6l és potencialis terapids lehetdségekrol.
Kutatasunk felhivja a klinikusok figyelmét arra is, hogy az iddsebb betegekben

sulyosabbak lehetnek ezek a kdrosodasok.
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FONTOSABB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK
OSSZEFOGLALASA

Kimutattuk, hogy patkanyban 30 perces vékonybél ischaemia, illetve az ezt
kovetd 120 perces reperfusio soran a haematocrit, a vorosvérsejtszam és a
fehérvérsejtszam  szingnifikansan  emelkedtek. A micro-rheologiai
paraméterek romlottak a megfigyelési periodus alatt. A vékonybél
mikrokeringési értékei az ischaemia alatt csokkentek €s nem normalizalodtak
teljes mértékben a reperfusio végére.

Kimutatdsra keriilt, hogy intestinalis ischaemia-reperfusio sordn a tavoli
szervek koziil a maj €s a vese mikrokeringési ertékei csokkentek €s szovettani
vizsgalattal is ugyanezen szervek esetén talaltunk eltérést.

Bebizonyitottuk, hogy vékonybél ischaemia-reperfusio soran a haematologiai
¢s micro-rheologiai paraméterek nemi ¢€s ¢letkorbeli kiilonbségeket mutatnak
patkanyokban. Az idésebb him I/R csoportban mutatkozott legmagasabbnak
a haematocrit és a vorosversejtszam a reperfusio végén, valamint ennek a
csoportnak voltak a legrosszabb vordsvérsejt deformabilitasi értékei a
vizsgalat soran.

Kimutattuk, hogy a mesenterialis ischaemia-reperfusio jelentds szoveti
karosodast okozott. A szdvettani analizis szerint az I/R okozta valtozasok az

1ddsebb csoportokban voltak a legstilyosabbak.

A micro-rheologiai paraméterekben bekdvetkezett eltérések hozzajarulhatnak
a lokalis ¢és tavoli szervek mikrokeringésének romlasdhoz. A vékonybél
iIschaemia-reperfusio  patofiziolégiajanak jobb megismerése tovabbi,
haemorheologiai terapia kifejlesztését szolgalhatja. A megfigyelt nemi
kiilonbségek ¢€s korfliggd eltérések hasznos informdacidval szolgéalhatnak

tovabbi kisérletek tervezéséhez €s az eredmények értékeléséhez.
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