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ROVIDITESEK JEGYZEKE

Al: aggregatios index

BGP-15: N'-(2-hidroxi-3-(piperidin- 1-il)propoxi)-3-piridine-karboximidamid
BP: hemosztatikus szivacs (bioplast)

CREB - cAMP-reszponziv elemhez kotdédo fehérje

DAMPs: karosodas-asszocialt molekulak

ECM - extracellularis matrix

EI: elongatios index

EPAC - cAMP éltal kdzvetleniil aktivalt kicseréld fehérje
Fvs: fehérvérsejt

GPCRs: G-feherjéhez kapcsolt receptorok

GSK-3 - glikogén-szintdz-kinaz-3

H&E: Hematoxylin és Eosin szovettani festés

Hgb: hemoglobin

HSF-1: Hésokk fehérje 1

HSP: hésokk fehérjék

Htc: hematokrit

I/R: ischaemia-reperfusio

IL — interleukin

IP3 — inozit triszfoszfat

JAK —janus kinaz

JNK - c-Jun N-termindlis kinaz

JNK: c-Jun N-Terminélis Kinaz

MCH: atlagos vorosvérsejt (corpuscularis) hemoglobin tartalom
MCHC: atlagos vOrosvérsejt (corpuscularis) hemoglobin koncentracid
MCV: atlagos vordsvérsejt (corpuscularis) térfogat

mp: masodperc

NF-«xB - nuklearis faktor kappa-B

PAC-1: hypophysis adenilat ciklaz-activalé polipeptid I receptor
PACAP 1-38: hypophysis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid
PAMPs: patogén-asszocialt molekulak

PARP-1: Poli(ADP-rib6z) polimeraz 1

PVP: polivinil-pirrolidon

RAPI1 — Ras asszocialt fehérje 1

ROS - reaktiv oxigénvegyiiletek

ROS: reaktiv oxigén szabadgyokok

SS: nyiréfesziiltség (shear stress, (Pa))

TGF - transzformal6é novekedési faktor

Thr: trombocita

TNFa - tumor nekrozis faktor alfa

VIP: Vazoaktiv intesztinalis polipeptid

VPAC - vasoaktiv intestinalis polipeptid receptor

VPAC-1: vazoaktiv intesztinalis polipeptid receptor 1
VPAC-2: vazoaktiv intesztinalis polipeptid receptor 2

VVS: vorosvérsejt



,,INézni a vilagot becsukott szemekkel,
Latni azt, amit még nem latott meg ember
Gydnyorkodni titkos, mély harmoniakban,
Emlékezni arra, mit sohasem lattam.”

1 BEVEZETES (Teller Ede, 1908 — 2003)

A microvascularis anastomosisokat szamos sebészeti szakteriilet alkalmazza, kiiléndsen a
rekonstruktiv €és transzplantacios sebészet. A megfeleld érregeneracidohoz szamos feltételnek
biztositottnak kell lennie, ezért kiilondsen fontos a vérellatas helyreallitdsa soran az extra
Ovatossag. A szovetek elOkészitése, preparalasa, megfeleld mértékli nedvesitése, a kialakult
vagy a kialakitott trauma mértéke, az adventitia nem megfeleld eltavolitasa, a hibas szogben
tortént egyeztetés, az ér megcsavarodasa, a vérzéses komplikaciok, a trombozis, a gyulladas és
az ischaemia-reperfusids karosodas, mind befolyasolhatja az anastomisalds sikerességét. Az
érzékeny szovetekkel torténd bandsmod soran alapvetd fontossaglh a miitéti teriilet
testhomérsékletii fiziologids sooldattal torténd hidratacidja. Errél azonban nem sok objektiv
tanulmany 4ll rendelkezésre, hanem inkabb csak empirikus megfigyelések.!”’

A hidratéltsag kritikus szerepet jatszik a szovetek életképességének megorzésében, a
vizualizacié javitdsdban ¢és a szoveti trauma csokkentésében, kiillondsen a kényes
mikrosebészeti mitéteknél. A szovetek hidrataltsagi allapota kulcsfontossagu a perioperativ
id6szakban a microvascularis anastomosisok készitése soran, mivel a kiszaradéas jelentds
mértékii karosodashoz vezethet.> 10 A szdvetek kiszaradasabol eredd sejtkarosodas ronthatja az
¢letképességet és felvetheti a nekrozis lehetdségét. Ezenkiviil a kiszaradas érgorcsot idézhet
el6, ami megneheziti az anasztomizalds folyamatat ¢és potencidlisan akaddlyozza a
posztoperativ véraramlast. A dehidratalt szovetek torékennyé valnak és elveszitik
rugalmassagukat, novelve a varrds vagy manipulacié soran bekovetkezd véletlen sériilés
kockéazatat. A kiszaradt szovetek a lathatosagot is rontjdk azaltal, hogy a vér és a
szovettormelékek a mitéti teriiletre tapadnak, szennyezik a teriiletet és megneheziti a
beavatkozast. Tovabba a kiszaradt erek hajlamosabbak az endothel sériilésére, ami ndveli a

trombusképzddés, a posztoperativ trombozis és a graft meghibasodasanak kockézatat. Végiil a

crer

proliferaciojat és differencialodasat, amelyek a sebgyodgyulas alapvetd folyamatai.'!!3

A szovetek megfeleld hidratadldsa nemcsak a szovetek ¢letképességének fenntartasat segiti
eld, hanem megkdnnyiti a mikrosebészeti eljarasok soran a kényes struktirdk manipulalasat és
Osszevarrasat is.!* A szovetek hidratalasianak elhanyagoldsa a miitétek soran fokozott
szovodményekhez vezethet, példaul a gydgyulasi id6 meghosszabbodasahoz, a posztoperativ
szovédmények magasabb ardnydhoz és a sebészeti eredmények romldsihoz.!> Sebészeti
jelentdségének ellenére, korlatozott irodalom all rendelkezésre a szovetek nedvesen tartasarol,
foként az olyan objektiv adatok tekintetében, mint amilyenekkel a szovettani, biomechanikai

¢s a folyadékdinamikai megfigyelések szolgalhatnak.
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Az anastomisalt ér megfeleld regeneracioja kritikus fontossagu a fiziologids érfunkcio
helyreallitasdhoz. A folyamat hasonl6 a sebgyogyuldshoz, az inflamatorikus, a proliferacios és
a maturacios fazisok itt is jelen vannak. Az extracellularis matrixot termel6 sejtek beszivargasa
¢és az 1j matrix kialakitasa nagyban meghatdrozza az anastomosis biomechanikai stabilitasat.
Folyamatos erdfeszitések torténtek-e regeneracids folyamatok tamogatasara és a klinikai
eredmények javitasara, példaul a mitéti id6 lecsokkentésével a varrat nélkiili technikék esetén,
valamint az idegen anyagok mérséklésével a szovetragasztok hasznélata révén. A szovetek
regeneralasara szdmos gyogyszert vizsgaltak, ilyen igéretes gyogyszerjelolt lehet a PACAP és
a BGP-15-is.!%%!

A pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) neuropeptid segithet a
gyogyulési folyamatokban, mivel csokkenti a gyulladést, az apoptozist és az oxidativ stresszt.
A BGP-15 egy gyodgyszerjelolt molekula, amelyet magyar kutatok fedeztek fel a hdsokk
fehérjék vizsgalata soran, és gyulladascsokkentd, anti-apoptotikus tulajdonsagain kiviil tovabbi
védohatasokkal is rendelkezik. Mindazonaltal ezen sokoldalt hatéanyagokat még soha nem
vizsgaltak a microvascularis regeneracios folyamatokban.??%

A kutatdsunk soran a hematologiai €s haemorheologiai vizsgalatok mellett a biomechanikai
¢s hisztopatologiai jellemzdket is elemeztiik, hogy felmérjik a PACAP és/vagy a

vérzéscsillapitdé szivacs, a BGP-15 vagy akér a szovetek nem megfelelé nedvesitésének a

crer



2 TRODALMI ATTEKINTES

2.1 Eregyesitésrél alltaliban

A sebészet a 19. szazad végén ¢és a 20. szdzad elején jelentds fejlodésen ment keresztiil,
kiilonosképpen az érsebészet teriiletén, foként az érvarratok tekintetében. Az 1800-as évek
végéig az érsebészeti beavatkozasok legfoképpen a sériilt, vérzo erek lekotésére korlatozodtak,
¢s a szazadfordulora a sebészek mindossze kilenc emberi artériat tudtak varratokkal egyesiteni.
Az elsO sikeresen végrehajtott és dokumentalt érvarrat 1877-ben Szentpétervaron késziilt.
Kutyakon portocavalis anastomosisok késziiltek side-to-side tehnikaval. Ezt kovetden 1891-
ben Alexander Jassinowski orosz sebész, aki szintén kutydkon végzett kisérleteket, sikeresen
hajtott végre carotis anastomosisokat egyszerli csomos Oltésekkel, selyem varréanyaggal.
Kiemelendé még Ullmann Imre munkdassaga, aki 1902-ben a fejletlen varrattechnika okéan Payr-
féle magnéziumgytiriiket hasznalt az erek Osszekapcsolasdhoz a vilag els6 sikeres vese
atliltetéséhez (kutya), mellyel megmutatta, hogy a transzplanticid6 nem csupan elméleti
lehetdség. Az érsebészet nehéz kezdetét kovetden az egyik legfontosabb mérfoldkd Alexis
Carrel nevéhez fiizodik, aki 1912-re kifejlesztette a triangularis ér-anastomosis technikat. Ezt a
modszert széles korben alkalmazzak, hiszen biztositja az érvégek stabil egymashoz rogzitését,
valamint a varrat biztonsagos kivitelezését, mellyel megalapozta a modern érsebészetet.
Jelentdségét a kiérdemelt Nobel-dija is bizonyitja.* > 7 26-2°

Az erek egyesitése soran harom {6 technikat alkalmazhatunk: end-to-end (a
leggyakrabban alkalmazott modszer, ahol a két érvéget varrjak 0ssze), end-to-side (egyik ér
végét egy masik ér oldaldhoz csatlakoztatjak) és side-to-side (két ér oldalfala kertil
Osszekapcsoldsra) anastomosis (1. &bra, A). A varratsor kozvetlen kozelében talalhato
adventitia eltavolitasa segit ellkeriilni, hogy adventitia darabok nyomuljanak a lumenbe az
anastomisalas soran (1. abra, B). A gyartastechnologia fejlédésével ennek jelentdsége csokkent,
de tovabbra is eldny0s az eltavolitasa, hiszen ndveli az érfal rétegeinek atlathatdsagat, és
lehetdvé teszi, hogy a varratok az érfal teljes vastagsdgan keresztiil haladjanak, elkeriilve a
varratelégtelenséget. Ugyanakkor a vasa vasorum ¢és a simaizmokat ellatd idegek megdrzése
elengedhetetlen az erek funkciojanak biztositasdhoz. Minden 1 mm feletti ér esetén ez az
érhalozat felelds a tunica media megfeleld taplalasaért, melynek intaktsdga a gyogyulasi
folyamatokban kritikus szerephez jut. Mikrosebészeti beavatkozasoknal koriilbeliil 50%-al
lehet tagitani az érvégeket, melyet finoman, csipesszel érdemes kivitelezni. Ez a beavatkozés
hozzajarul az ér heparinos atmosasahoz €és a pontosabb Oltéskezeléshez, mivel a feszités
hatdsara a simaizmok megbénulnak és néhany 6ran keresztiil elmarad a gércsos 6sszehuzodas

(1. abra, C). Az els6é Oltés csomozasat megelézden az approximator pofait 6sszébb tolva
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elkeriilhetjiilk, hogy a csomdzas soran roncsolodjon az érfal. Ennek oka, hogy a tavol
elhelyezkedd érvégekbe a fesziild varrdanyag belevag, mely varratelégtelenséghez vezethet,

illetve gyakori oka lehet a szurcsatorna vérzéseknek is (1. dbra D).+ 3 30-36

A B
w « e
End-to-end I \
C

End-to-side

Side-to-side »

«

1. abra
Fo6bb ér egyesitési technikak (A) és a kezdeti 1épések end-to-end anastomosis esetén

Az adventitia eltavolitasat (B) kdvetden tagitjuk az ér lumenét (C), majd pedig az approximator
0sszéb huzasaval (D) meggatoljuk, hogy a fesziilé érvégekbe belevagjon (tagitsa a szlrcsatornat) a
varréanyag a csomozasok soran® 3¢,

Oltéstipusok tekintetében a harom legfontosabb modszer az egyszerii csomds, a tovafuto,
valamint a sleeve-technika (az egyik érvéget a masikba csusztatjak, majd szituacios dltésekkel,
esetleg szovetragasztoval rogzitik). Mikrosebészeti alkalmazas esetén az egyszerli csomos
Oltések alkalmazdsa a javallott, mivel a tovafutd technikdk esetén a szlkités és a

varratelégtelenség kockazata feliilirja a rovidebb elkészitési idovel jaré eléonyoket.* > 37

2.2 A sebgyodgyulas folyamata

A sebgyogyulés egy dinamikus, hdrom f6 szakaszbo6l all6 bioldgiai folyamat, amelyben
kiilonboz6 sejttipusok koordindlt miikkddése biztositja a sériilt szovet helyreallitasat. Az idealis
gyogyulds soran a sejtes események szigoru idérendben kdvetik egymast, azonban olyan
tényezOk, mint a diabetes, az regedés, vagy akar a kiilonbozd patogének megzavarhatjak ezt a
folyamatot. Ez gyakran nem megfeleld sebgydgyulashoz vagy akar kronikus sebek
kialakulasdhoz vezet. Ezek a kronikus sebek jelentds egészségiigyi és gazdasagi terhet

jelentenek, kiilonosen gyakori el6fordulasuk és visszatérd jellegiik miatt. Ezért kiemelt



jelentéségli a sebgyogyulast szabalyozé mechanizmusok részletes megértése mind biologiai,

mind klinikai szempontb61*® ¥ (2. abra).

®
@@‘\

D e

Remodellacios fazis

Innflamatorikus fazis Proliferacios fazis

* Korai matrix * Maisodlagos sejtek megjelenése * ECM remodellacio

¢« Immun sejtek bearamlasa + ECM depozicid - kollagén remodellacio
« Ertjdonképzédés - elasztin szintézis
* (re-)epitelizacio P endothel * Gyulladas csokkenése

® makrofagok (M1) ..]fff?i_'ff‘,§.gyulladés

¢
TNFe, IL-1p ® limfocitak

v
L J

® neutrofilek ® makrofigok (M2a)

YRR Széveti
I‘L:;.TGF' b ® makrofigok (M2¢) _— ;0 homeosztazis
-~ &
3 IL-10, MMP9 7ot
® §s / progenitor sejtek ' *."'

vérlemezkék

.

hemosztazis

@ fibroblasztok

/Fnbrons

2. abra
A sebgyodgyulas harom {6 fazisa
TNF - tumor nekrozis faktor; ECM — extracellularis matrix; IL — interleukin;
TGF - transzformald ndvekedési faktor

(https://www.researchgate.net/figure/Overview-of-the-different-stages-of-in-situ-tissue-regeneration-going-from-
a-synthetic_figl 317621474)

A gyulladas, mint az elsddleges immunvalasz védelmet biztosit a kiilonb6zo
patogénekkel szemben. A hemosztazist kovetden kialakuld védelmi reakcio, amelyet a sériilés
helyén felszabaduldé karosodés-asszocialt molekuldk (DAMPs) és patogén-asszocialt
molekuldk (PAMPs) valtanak ki. Ezek aktivaljak a gyulladdsos mediatorok termelddését,
beleértve a citokineket és a kemokineket, amelyek tovabbi immunsejteket vonzanak a sértilt
tertliletre az elhalt szovetek €s baktériumok eltavolitasa érdekében. Ez a fazis néhany 6ratol akar
3-6 napig is eltarthat, a seb mélységétdl és tipusatol fiiggden, > 40 4!

A proliferacios szakaszban a keratinocitak, fibroblasztok, endothelsejtek ¢s makrofagok
intenziv szaporodasa és differencialodasa zajlik. A sebgyogyulas korai fazisaban (akar 12 6ran
beliil) a keratinocitak a gyulladasos folyamatok, illetve a mechanikai és elektromos fesziiltség
valtozdsok okan aktivaloédnak a seb peremén. Ezt kovetden részleges epithelidlis—
mesenchimalis atalakulason mennek at, hogy migralhassanak a sebagyban. A keratinocitak

az integrin receptorok segitségével kolcsonhatasba 1épnek a sebagyban



1év6é matrixfehérjékkel (pl. fibronektin, kollagén), és ezaltal képesek athaladni a sériilt,
nekrotikus szovettormeléken. Ezzel parhuzamosan a fibroblasztok feladata a fibringazdag
ideiglenes matrix lebontasa és egy erdteljes, kollagénben gazdag granulacios szovet kialakitasa,
valamint az angiogenezis révén Uj erek képzddnek, amelyek tapanyaggal latjdk el a
regeneralddo teriiletet. Ez a szakasz heteken at is eltarthat, kiilondsen érvarratok esetén, ahol a
zavartalan vérkeringés helyredllitdsa kritikus fontossagun.** 4>

A remodelécios fazisban az ECM atalakulasa zajlik, ahol a kezdetben lerakodott fibrint
hialuronra, fibronectinre és proteoglikanokra cseréli. A regeneracid progresszidja soran a
gyengébb I11. tipust kollagén fokozatosan helyet cserél az I. tipusu kollagénnel, igy novelve a
kialakul6 hegszovet szakitdszilardsagat. Ez a folyamat honapokig, de akar évekig is eltarthat és
még szamos sejt részt vesz a lezarasaban, ahol végeredményként egy funkcionalis, de az eredeti
szovettdl akar teljesen eltérd tulajdonsagu hegszovet jon 1étre 3 3% 43

Az érvarratoknal a legfontosabb a varratvonal stabilitdsa, a vérzés elkeriilése és a
vérkeringés mihamarabbi helyreéllitasa. A gyulladdsos fazis altalaban 2-5 napig tart mely soran
nagyban csOkken az erek szakitoszilardsaga, ami a gyulladasos sejtek (neutrofilek, makrofagok,
limfocitak, stb.) intenziv aktivalodasabol, a struktur fehérjék és sériilt sejtek eltavitasabol
adodik. Az erek faldnak gyodgyulasa gyorsabb, mint a bdr esetében, de a varratoknal a
mechanikai terhelés, a vérnyomas és a trombozisveszEly jelentds szerepet jatszik. A
proliferacids fazis 2-3 hétig tarthat, és a szovetek helyreallitasara 6sszpontosit, ekkor kezdi az
adott ér visszanyerni a mechanikai szilardsagat. A makrofagok altal kibocsatott ndvekedési
faktorok hatasara a fibroblasztok aktivalédnak, hogy kollagént és elasztint termeljenek, ami az
érfal strukturéjat biztositja. A remodellacids fazis honapokig, sot, éveken keresztiil is tarthat. A
kezdetben termelt kollagénszalak atrendezddnek, €s az 0j kollagén erdsebbé és rugalmasabba
valik. A regeneralt szovetek alkalmazkodnak a mechanikai terheléshez, az aramlési
viszonyoknak megfelelden. A gyulladas, regeneracio és remodelacio fazisai osszefonddnak,
ahol a helyes iddzités és koherens biokémiai valaszok sziikségesek a sikeres gydgyulashoz. A
gyogyulas sikerességét befolyasolja a sebellatas, a fertézés megelézése, a megfeleld nedves
kornyezet, valamint a beteg altalanos allapota (pl. cukorbetegség, dohanyzas, keringési

zavarok).*%

2.3 A szoveti szaradas hatasa a sebgyogyulasra
A miutéti beavatkozasok soran a szovetek megfeleld hidrataltsaga és oxigénellatasa

kritikus szerepet jatszik a gydgyulas sikerében, hiszen ezek hidnya elindithatja az apoptotikus

folyamatokat, vagy akar nekrézishoz is vezethet. A deszikkécio (szoveti kiszaradas) egy sulyos

7



probléma, amely akkor Iép fel, amikor a szovetek tulzott folyadékveszteséget szenvednek. Ez
kompromittalhatja a sejtek miikodését és rontja a sebgyogyulast. A vizhiany gatolhatja a sejtek
kockazatat.!2-15:30- 51 A sz6veti szaradas 6 oka miitét kdzben elsédlegesen a nyitott sebészeti
teriileteken jelen 1évo fokozott parolgas melyet eldsegithet a kornyezeti levegd szarazsaga. Ez
kiilonosen 0Osszetett beavatkozasoknal, elhuzodé mitéteknél valhat jelentés folyadék-
egyensulyi zavarra, a nem megfeleld folyadékpotlas mellett.!* >

A szoveti hidrataltsag fenntartdsahoz hozzédjarul a szisztémas folyadékegyensuly
helyreallitasa, mely eldsegiti a megfeleld szoveti perfuziot. Ezek mellett a fizioldgias sooldatok
vagy specialis hidratalo gélek alkalmazasa a sebészeti teriileten csokkenthetik a kiszaradas és a
fertézés kockazatat.’*>? Ugyanakkor a hagyomanyos nyitott miitéthez képest a csokkentett
szoveti expozicidval jaré6 modszerek, példaul laparoszkdpos beavatkozasok is hozzajarulhatnak
a szovetek megfeleld védelméhez, de ott is elengedhetetlen a megfeleld paratartalmu gaztér
fenntartasa (3. dbra). A szaraz szovetek hajlamosabbak a gyulladasra, a sebészi beavatkozas
utdni hegesedésre ¢és a lassubb gyodgyuldsra. Az immunsejtek migracioja lelassul és a
hamosodas is zavart szenved a szaraz kornyezetben, valamint a dehidrataltsag révén tovabbi
sejtek valhatnak apoptotikussa. Emiatt a mitét sordn a megfeleld hidrataltsdg fenntartasa

kulcsfontossagu a posztoperativ szovédmények minimalizéldsa érdekében,!? 14 15.53. 54
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3. abra

Szovetek szaradasanak hatasa vastagbél szovettani képére
Fiziologias mesothelium normal morfologiaval, expozicid nélkiil (A); Enyhe mesothelialis eltérés,
30 mp 37 °C-o0s, 95%-o0s paratartalom hatasara (B); Kiterjed mesothelialis karosodas és a sejtek
atrofiaja, 30 mp 20 °C-os, 0,0002%-o0s paratartalom mellett (C), Kavic és mtsai. szerint.>

Klasszikus mitéttani tétel a szovetek testhOmérsékleti fiziologids sdoldattal valod

nedvesitése, mégis kevés az objektiv adat ennek az optimalizalasara.



2.4 A PACAP és a BGP 15

2.4.1 A PACAP

A PACAP (pituitary adenylate cyclase activating polipeptide) neuropeptid egy
sz¢éleskorlien tanulmanyozott hatasspektrumu molekula melyet el6szor 1989-ben extrahaltak
birka hipotalamuszb6l.>> A kozponti idegrendszeri eléforduldsan kiviil, szamos periféris
szovetben termelddik és altalanos védod szereppel bir a szoveteket érd karos oxidativ hatasok
kivédésében. A PACAP két f6 formaban fordul el6. Az egyik egy 38 aminosavbol allg, a masik
egy 27 aminosavas neuropeptid, melyeket PACAP-38-nak, illetve PACAP-27-nek neveznek.
Szerkezete és funkcidja az evolucid soran megmaradt, ami régota fontos szerepére utal.’® 7 A
PACAP aminosav-szekvencidja nagy hasonlosagot mutat a vazoaktiv intestinalis polipeptiddel
(VIP), és a VIP/glukagon/szekretin csaladba tartozik.’® A PACAP és a VIP kozotti jelentds
homologia miatt harom receptoron keresztiil képesek hatast gyakorolni: a PAC1, VPACI ¢és
VPAC2. Ezek B osztilyba tartoz6 G-feherjéhez kapcsolt receptorok (GPCRs), amelyek

kiilonboz6 jelatviteli kaszkadokon keresztiil fejtik ki hatdsukat (4. dbra).>”-%

®
PACAP P L X

Extracellularis

CAMP P3 Intracellularis
EPAC  PKA PI3K \
\ / | =
RAP1 ‘
ERK1/2
Sejtproliferacié

(cReB| [NF-kB| [JAK| [cdun) g Sejtdifferenciicié
L DI ID<IIXZL Sejtmigricio
Bejtmag Géntranszkripcio Sejtek talclése

4. dbra
PACAP fé6bb jelatviteli atvonalai a PAC1 receptoron keresztiil
A PACI (hypophysis adenilat ciklaz-activalo polipeptid I) receptor jelatviteli mechanizmusai
koézéppontjaban a cAMP/PKA (ciklikus adenozin-monofoszfat/fehérje kinaz A) és PLC/PKC
(foszfolipaz C/protein kinaz C) Gtvonalak allnak. Ezek az Gtvonalak széleskor(i biologiai
folyamatokat befolyasolnak, ideértve a neuroprotekciot, a sejtproliferaciot és a hormonalis
szabalyozast. VPAC - vasoaktiv intestinalis polipeptid receptor; IP3 — inozit triszfoszfat; EPAC -
cAMP altal kdzvetleniil aktivalt kicserél6 fehérje; RAP1 — Ras asszocialt fehérje 1; CREB -

cAMP-valasz elemhez kot6do fehérje; NF-kB - nuklearis faktor kappa-B; JAK — janus kinaz.
(https://www.researchgate.net/figure/Schematic-pathway-of-PACAP-signaling-cascades-PACAP-exerts-function-via-
activation-of figl 342644125)
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Tanulmanyok igazoltak, hogy a PACAP citoprotektiv hatasu tobb szervben. Kimutattak,
hogy ez a neuropeptid rendkiviil hatékonyan védekezik a szovetekre potencialisan karos hatast
stimulusok ellen, mind az agyban, mind a periférids szervekben. A PACAP citoprotektiv
hatdsainak nagy része az antiapoptotikus, antioxidans és gyulladascsokkentd tulajdonsagainak
tulajdonithat6.?> % Kiilénboz6 allatmodellekben megfigyelték a PACAP expresszidjanak
csokkenését az id6 mulasaval. Ezért az dregedés szamos aspektusa magyardzhato a PACAP
endogén védohatasanak hidnyaval. Tovabba, a PACAP hianyat sikeres modellként hasznaltak
az dregedés hatdsainak utanozasara egerekben.®!

A PACAP szovetvédd szerepe miatt kiemelt jelentdségli lehet sebészeti kutatasokban,
hiszen miitétek sorin a szervezetet jelentds trauma éri. Ersebészeti beavatkozasokndl a
szovetgyogyulas €és az érfal rétegeinek megfeleld regeneracioja kulcsfontossdgi a sikeres
felépiiléshez. Az optimalis érregeneracio eldsegitésének egyik mddja a gyulladas elkeriilése,
mivel a gyulladasos folyamatok kérosithatjik a szdveteket.*> 2 A PACAP hozzajarulhat a
szovetregeneracidhoz, mivel gyulladascsokkentd hatasait szdmos tudomanyos publikacid
dokumentéalta. A PACAP ¢és receptorjainak expresszioja széles korben jelen van az
emésztorendszerben, és a PACAP fontos szerepet jatszik a bélgyulladas €s egyéb bélpatologiak
esetén. Kimutattak, hogy a PACAP csokkenti a gyulladast és a steatosist a mdjban, ahol
egyértelmiien gatolja az elhizassal 0sszefiiggd majbetegségek kialakulasat. A 1égzérendszerben
a PACAP gyulladascsdkkentd hatdsat mind a felsd, mind az alsé légutakban megfigyelték.®

A PACAP valoban multifunkcionalis neuropeptid, mivel erds bizonyiték tamasztja ala
antioxidans hatasanak neuroprotektiv jellegét is. Ez a hatas megfigyelhetd a vizualis, auditiv és
olfaktorikus érzékelési rendszerekben. A PACI receptor kifejezdik az agyban az auditiv palya
struktaraiban, valamint a cochledban is. Egy in vitro tanulmanyban, amely a PACAP
védohatasat vizsgalta a belsoéfiilben, kimutattak, hogy a PACAP hatékonyan novelte a hidrogén-
peroxidnak kitett cochlearis sejtek ¢életképességét €s védett az oxidativ stressz altal indukalt
apoptotikus sejthaldl ellen. Ez nemcsak a PACAP antioxidans képességét bizonyitja, hanem
utal antiapoptotikus hatdsara is.®* ® Ezek az antiapoptotikus és antioxidans hatasok ismételten
megfigyelhetdk voltak a patkanyvese vizsgalataban, ahol a PACAP egyértelmiien csokkentette
az oxidativ stressz altal indukalt sejthalélt. Ezt patkanyvese sejtkultirakon mutattak ki, ahol
dozisfiiggd hatast figyeltek meg. A PACAP kezelés eredményeként nétt a sejtek életképessége.
El6 patkanyokban ezt a tulélést elésegitd mechanizmust az oxidativ stressz markerek és a
glutation aktivitds nyomon kovetésével magyaraztak ischaemia/reperfuzié utan. A PACAP

szignifikansan novelte a glutation szintjét in vivo. Ez nemcsak a PACAP antiapoptotikus és
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antioxidans képességét bizonyitja, hanem utal az endogén antioxidansok és radikalfogok
(,,radical scavenger”) részvételére is ebben a sejt-tilélési mechanizmusban.®

Az oxidativ stressz csOkkentése 1étfontossagu a sejtkarosodas elleni védekezésben. Ez
lehetové teszi a szervezet kiilonbozd szovetei szamdra, hogy védelmet nyujtsanak a reaktiv
oxidativ metabolitok csokkentésével a vérben. A PACAP integralis szerepe az oxidativ stressz
szabalyozasaban fiziologiai koriilmények kozott a PACI receptoron keresztiil kifejtett hatasain
keresztiil figyelhetd meg. Ez az antioxidans képesség a szabalyozasban kizardlag a PACAP-ra
jellemzd, és nem figyelhetd meg a VIP PAC1 receptor stimulacidja esetén.”

Endothelsejtek in vitro vizsgalatdban a PACAP ugyanazt az antiapoptotikus ¢és
antioxidans hatést fejtette ki a MAPK jelatviteli ut segitségével. Ezt akkor mutattak ki, amikor
az endothelsejtek tulélését eldsegitette a pro-apoptotikus ut aktivitdsanak csokkentésével és az
oxidativ stressz altal kivaltott antiapoptotikus ut aktivitdsanak ndvelésével. Ez bizonyitja az
endothelsejtek oxidativ stresszbdl eredd apoptotikus hatdsok elleni védelmét, és a PACAP
kozvetlen kapcsolatat a PAC1 receptor jelatviteli tjaival.*

A PACAP stabilitasa mindig is érdekes kérdés volt annak fizioldgids szerepének
megértése ¢s terapias alkalmazasi lehetdségeinek felmérése szempontjabol. A PACAP két aktiv
formdjanak molekularis stabilitdsat tesztelték, és kimutattak, hogy a PACAP1-38 sokkal
stabilisabb, mint a PACAP1-27. Tovabba, a PACAP1-38 oldat fiziologias sdoldatban vagy
vizben 4°C-on (hiitdszekrény homérsékleten) viszonylag stabil. Szobahdmérsékleten a PACAP
oldatok lebomlast mutattak, igy kevés stabil, aktiv formaban 1évd PACAP maradt meg.®’
Tekintve, hogy a PACAP in vitro koriilmények kozott szobahdmérsékleten alacsony stabilitast
mutat, ez még alacsonyabb stabilitast jelent a 37°C-os emberi testben. Ennek oka a PACAP
lebomlasa a vér peptidazai altal, ami jelentésen roviditi az in vivo felezési idejét, kiillonosen a
dipeptidil peptidaz-4 (DPP4) altali degradacio miatt. Ez alapjan a PACAP felezési ideje 3-10
perc kozottire becsiilhetd. Ha a PACAP-ot intravénasan szeretnénk alkalmazni terapias célokra,
tovabbi kutatdsokra van sziikség a kémiai stabilizalds és az enkapszulacios szallitasi
mechanizmusok teriiletén. %7

Annak ellenére, hogy tobbféle szerv és szdvet tekintetében vizsgaltdk, az ér-

crer
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2.4.2 A BGP-15

A BGP-15 egy sokoldali magyar fejlesztésti gyogyszerjelolt, mely az inzulin
érzékenyitd tulajdonsadga mellett fokozza a hésokk fehérjék, és csokkenti a szabadgyokok
termelddését, igy gatolva az intrinsic apoptotikus utvonalat. Felfedezése a hdsokk fehérjék
vizsgalata kozben tortént, a BGP-15 (Ci14H22N4022HCL) egy vizben jol oldodo, kisméretii
molekula (nicotin-amidoxin szdrmazék).”! A BGP-15 gatolja a c-Jun N-terminal kinaz (JNK)
¢s p38 mitogénaktivalt protein kindz (MAPK) aktivitasat, amelyek kulcsfontossagiiak a
gyulladdsos valasz medidlasaban. A JNK gatlas révén csokkenti az inzulinreceptor-
foszforilacié inhibicidjat, javitva az inzulinérzékenységet. LPS-indukalt gyulladasos
modellekben a vegyiilet csokkentette a mitokondridlis ROS-termelést és stabilizalta a
membranpotencialt, valamint eldsegitette az oxidativ foszforilacidt, melyek kiilondsen
1 enzim inhibitorizmusaban is, ami csokkenti a mitokondrialis reaktiv oxigénszarmazékok
(ROS) képzddését és a sejthalalt. MitoSOX festéssel validaltak is, hogy a H.O2-indukalta ROS-
termelést 20-30%-kal csokkenti, mely kiilondsen fontos kronikus gyulladasos allapotokban,
ahol a ROS-szint emelkedett. A ROS-csokkenés és a INK/p38 gatlds 50%-kal mérsékli a

kaspaz-3 aktivaciot mely hozzajarul az anti apoptotikus hatasahoz (5. dbra).”!> 7374
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5. abra

BGP-15 f6bb mechanizmusai
A BGP-15 hatdsmechanizmusai kézéppontjaban a stresszfehérjék indukcidja, a PARP-1 (poli-
ADP-1iboz polimeraz 1) gatlas és a mitokondrialis védelem all. Ezek az utvonalak szinergikusan
javitjak a metabolikus, kardiovaszkularis és neuroprotektiv funkciokat. ROS - reaktiv
oxigénvegyiiletek; HSP — hdsokk fehérje; HSF-1 — hdsokk fehérje 1; JNK - c-Jun N-terminalis
kinaz; GSK-3 - glikogén-szintaz-kinaz-3; (https://www.mdpi.com/1420-3049/25/2/429/htm)
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Hatasai igen széleskortiek, példaul gatolja az 1-es tipust hdsokk fehérje acetilacidjat
(HSF-1), ami emelkedett hdsokk fehérje indukcidhoz vezet, illetve ko-indukalja a Hsp72
hésokk fehérjét, amely javitja a sejtek stressztlird képességét €s részt vesz a karosodott fehérjék
ujratermelddésében. Hypertonids szivmodellekben a vegytilet csokkentette a TGF-f/Smad
jelatvitel aktivitasat, ami a kollagénlerakodas és a szivizom fibrosis csokkenéséhez vezetett. A
BGP-15 modositja a koleszterinben gazdag membranalkotok szervezddését, javitva a
sejtmembran fluiditasat, ami hozz4jarul a sejtek mechanikai stresszel szembeni
ellenalloképességéhez.”>

Hasznalhatjuk inzulin rezisztencia kezelésében, illetve protektiv hatasi Duchenne izom
disztréfidban, diastolés dysfunkcioban, tachycardidban, szivelégtelenségben, pitvar
fibrillacioban, illetve enyhitheti a cardiotoxicitast is. Ezeken tal elényos hatdst a mitokondridlis
stresszel kapcsolatos betegségekben is. Habar a hatdsanak pontos mechanizmusa a mai napig

ismeretlen, hatasossiaga megkérddjelezhetetlen.’!: 78 7

crer

crer

Az ér-anastomosisok regenerdcidjanak megértéséhez fontos a biomechanikai
tulajdonsdgok vizsgalata, hiszen a érfal terhelhetdsége, struktiraja és a megvaltozott
hemodinamika kozvetleniil befolyasolja a gyogyulési folyamatokat.

Kiilonb6z6é anyagok eltérd fizikai tulajdonsagokat mutatnak, mivel szerkezetiiket mas-
mas atomi felépités hatdrozza meg. Az anyagok mechanikai viselkedését alapvetden a
molekulak kozotti tavolsagok és az ezekbdl eredd kolesonhatasi erék szabalyozzék. Ezek az
er6k dontden befolyéasoljak az anyag szakitdszilardsagat, vagyis azt a maximalis terhelést,
amelynek az anyag szakadas nélkiil ellenall. A szakitoszilardsdg meghatdrozasa soran
valojaban a molekulak kozotti kolcsonhatdsok Osszességét vizsgaljuk. A méréshez
szabvanyositott, homogén szerkezetli ,probatesteket” alkalmazunk, amelyekre pontosan
szabalyozott huzéer6t fejtiink ki. A szakitdszilardsag szadmértéke megadja, hogy mekkora erd
(newton) sziikséges az anyag egységnyi keresztmetszetének (m2-ben) szétvalasztasahoz. Ezt az
értéket pascal (Pa) egységben adjuk meg, amely a nyomas mértékegységeként is ismert. A
probatestek szakitasa soran tehat nem csupan az anyag kiilsé tulajdonsagait, hanem annak
mélyebben rejlé szerkezeti sajatossdgait is feltdrjuk, ami lehetdvé teszi az anyagok
viselkedésének pontosabb eldrejelzését kiilonbozd terhelési feltételek mellett.!: 32
Amikor rugalmas probatestre huzoerét fejtiink ki, a molekulak kozotti tavolsag

novelésére toreksziink. Hooke torvénye szerint a huzal megnyuldsa egyenesen aranyos a
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kifejtett huzderével (F) és a huzal hosszaval (1) ugyanakkor forditottan ardnyos az anyag
keresztmetszeti feliiletének nagysagaval (q).%> Ez azonban csak bizonyos hatirig érvényes,
amig el nem érjik az ,,aranyossagi hatart” (6. abra, A pont). Ezt kovetden a ndvekvo fesziilés
az anyagot az aranyosnal nagyobb mértékben nyujtja. Rovid szakasz utan elérjik a
»~rugalmassagi hatart” (6. abra, B pont), amelyen til az anyag maradandoan deformalodik, és
nem tér vissza eredeti hosszara. A ,.folyasi hatar” (6. dbra, C pont) elérése utdn az anyag
képlékenyé valik, a plaszticitasa novekszik, €s ezen a majdnem vizszintes szakaszon kis
alakvaltozas is jelentés maradand6 deformaciét okoz. A ,,felkeményedési szakasz” (6. dbra, D
pont) elérésekor az anyag ismét merevebbé valik, és a tovabbi nyulas ismét ndvekvo
fesziiltséget igényel, amig el nem érjiikk a maximalis terhelhetdséget (6. abra, E pont), vagyis a
,,szakitasi szilardsagot”. Ezen a ponton az anyag keresztmetszete gyorsan csokken, végiil egy
ponton (6. dbra, H pont) hirtelen elszakad. Kiilonb6z6 anyagok diagramjai eltérdek az egyes
szakaszok hosszaban (6. dbra, A-H). Nyulékony anyagoknal (pl. réz, aluminium) a rugalmas
szakasz (6. abra, 0-B) dominal. Képlékeny anyagoknal, példadul 6lomnal vagy agyagnal, a
»plasztikus szakasz” (6. abra, C-D) a kifejezettebb. Rideg anyagok (iiveg, dntottvas) esetében

viszont nincs folyashatar, és az anyag a rugalmassagi hatar utan azonnal eltorik. %1%
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6. abra
Reprezentativ fesziiltség-megnyulas diagram.

A fesziiltség (o = F /q) - és relativ megnyulas (€ = Al/l) 6sszefiiggését mutatd adbra, amely a
kiilonb6z6 anyagok viselkedését és mechanikai tulajdonsagait mutatja. A: aranyossagi hatar; B:
rugalmassagi hatér; C: folyasi hatar; D: felkeményedési szakasz; E: szakitasi szilardsag;

H: probatest elszakadésa
(Budo és Pocza, 1970 nyoman modositott abra)
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Kis erek és microvascularis anastomosisok szakitoszilardsagat eddig kevésbé vizsgaltak,
annak ellenére, hogy objektiv adatot szolgal az adott szovet mechanikai integritasardl. Ez egy
elfogadott, konnyen reprodukéalhato, standardizalhatd, gyorsan elvégezhetd vizsgalé modszer,

melyet az izom, bér és bél varratok vizsgalatdra mar szamtalanszor alkalmaztak 3¢

2.6 Haemorheologiai paraméterek

A haemorheologia gorog eredetii sz6, a vér €s annak sejtes, valamint plazmatikus
alkotéelemeinek a makro- és mikroszkopikus dramlastanaval, illetve a vele kdlcsonhatasba 1évo
érfal alakvaltozasaval foglalkozé tudomanyag.”® Fiziologidstol valé eltérése rontja a szovetek

s

beliil megkiilonbdztetiink macro- és micro-rheologiai paramétereket a nagy- és kis-erekben
fellépd viszonyoknak megfeleléen.”!-3

A micro-rheologia teriiletéhez tartoznak a szervezetiink legkisebb atméréji erei
(maximalisan 100um), tehat az arterioldk, prae-capillaris arterioldk, metarterioldk, arterio-
venosus anastomosisok, capillarisok és postcapillaris venulak. Ugyanakkor mégis ezen
halozathoz tartozik a legnagyobb vaszkularis dsszfeliilet.”>** A vér dramlésa soran kapcsolatba
keriil az érfallal és ugynevezett ,,redlis folyadékként” viselkedik. Ez azt jelenti, hogy a folyadék
belso, tehat sejtek kozotti, valamint az érfallal szembeni surlodasat nem hanyagolhatjuk el.
Ebbdl kovetkezik, hogy az egyes folyadékrétegek kozotti strlodas révén a rétegek sebessége

kiilonbozo (7. abra), igy csupan az egyes rétegek atlagsebességét lehet megadni az adott ér

keresztmetszetén. Ezt a jelenséget lamindris aramldsnak nevezziik, melynek kialakulasa

Csofal
—
A ,

. Sebességprofil
> Tengely
>/

v

—

Csofal
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_~Sebességprofil
e o o o e
= = o oo Tenge|y
o— — _— =
= = [e== RN o= I o= ]
= o = o e
Vorosvérsejtmentes zéna

7. abra

A vér aramlasa
Legnagyobb aramlasi sebesség centralisan, mig a legkisebb a fal mellett; A: Laminaris
dramlas, B: A vordsvérsejtek a legnagyobb atmérdjiikkel az aramlés iranyaba rendez6dnek.”®
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nagyban fligg a maximalis 4ramlési sebességtol, illetve a vér surlodasatol, tehat a
viszkozitdsatol és siiriségétsl.”> 2

A Hagen-Poiseuille torvény szigoru értelemben csak a vékony, hosszu, merev falu
csovekben torténd nem pulzald laminaris aramlas leirdsara alkalmas, ugynevezett newtoni
folyadékok (a folyadék viszkozitasa a sebesség gradienstdl fliggetleniil konstans) esetén,
ugyanakkor jo kozelitéssel alkalmazhatd az erekben torténd aramlési viszonyok jellemzésére
1s. Az egyenlet kimondja, hogy a folyadék aramlési intenzitdsa (Q, adott id6 alatt atfolyd vér
mennyisége) egyenesen aranyos a perfuziés nyomassal (P1 — P2, a csé kezdeti és végpontja
kozotti nyomaskiilonbség), a csé sugaranak (r) negyedik hatvanyaval és a parhuzamosan
kapcsolt, azonos keresztmetszetii csovek szamaval (N), és forditottan ardnyos a cs6 hosszaval
(1) és a viszkozitassal (n): Q = ((P1-P2)*N*mn*r) / (8*1*n). A szervezet onregulald
mechanizmusai révén, mint amilyen a vasomotoros miikddeés is, képes befolyasolni a periférias
ellendllast, amin keresztiil kdzvetve az dramlasi sebességre is hatassal van.”> %

A haemorheologia egyik 1ényeges tényezdje a teljes vér viszkozitasa, melyet kiilonbozo
patologias folyamatok dontéen képesek befolyasolni, igy valtoztatva meg az aramlasi
viszonyokat.”!®* A viszkozitast tobb paraméter is befolyasolja (8. abra), melyek kozott
megkiilonboztetiink ,.kiils6” és ,belsé¢” faktorokat. A kiilsé tényezdk kozé tartozik a
hémérséklet és a vascularis morfologia altal befolyésolt tényezdk, mint amilyen a sebesség-

gradiens, €s a nyirofesziiltség.

o haematocrit L
homérséklet fibrinogén és
globulin szint

vorosvérsejt o~

nyirdfesziiltség, i
aggregatio

haemodinamika

o teljes vér viszkozitds |e—_ Plazma
vorosversejt _——» viszkozitas

deformabilitas / \

fehérvérsejt szam, a mikrokeringés lipid frakciék
thrombocyta szam és morfologiai és (TG)
aggregatio funkcionalis allapota
8. dbra

Teljes vér viszkozitasat befolyasolé tényezok®’

Mivel a nyiréerd és a viszkozitas forditottan aranyos, igy a nyiréerd novekedésével

fokozatosan csokken, a csokkend sebesség-gradiens hatdsara pedig novekszik a viszkozités
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mértéke. Magas nyiréerdk hatasara fellépd nyirosebességek (100-200 sec™) mellett 37°C-on a
vér viszkozitasa 4-5 Centipoise (cP), mely a nyiroerdk tovabbi ndvekedésére mar alig csokken.
100 sec™! alatti nyirosebesség esetén viszont a viszkozitds mértéke exponencidlisan novekszik,
10 sec'-nél 10 cP, 1 sec!-nél 20 cP, 0,1 sec'-nél pedig mar 100 cP.*?

Mivel a vér valdjadban egy kétfazist folyadék, igy a viszkozitasat a plazma és a sejtes
elemek Osszessége is befolydsolja, melyek ,belsd” tényezOkként szerepelnek. A plazma
szuszpendald kozegként viselkedik a sejtes elemek szamara, igy kozvetleniil befolyasolja a
viszkozitast. F6 alkotoeleme a viz (93%), melyben oldva taldlhatok a fehérjék, gliikoz,
véralvadasi faktorok, hormonok és széndioxid. A plazma viszkozitasa newtoni folyadékoknak
megfelelden valtozik (37°C: 1,1-1,35 cP). Patologias folyamatok (pl. szoveti sériilés) sordn, az
akut fazis reakciok révén, a ndvekvo plazmafehérje mennyiség kovetkezményeként a mértéke
novekszik. Itt kiemelendd a fibrinogén jelentdsége, valamint, hogy paraproteinémidk soran akar
5-6 cP-re is ndvekedhet a viszkozitasa.”” *%%? A sejtes elemek a fellépd laminaris aramlas soran
zavarjak az dramvonalakat, igy leginkabb a morfoldgiai és mechanikai tulajdonsagaik jarulnak
hozza a teljes vér magasabb viszkozitasahoz. Mivel az alakos elemek koziil a vorosvérsejtek
szama nagysagrendekkel tobb, igy a hematocrit érték kiemelt szereppel bir (9. dbra). A sejtes
elemek koziil az egyik legfontosabb befolyéasolo tényez6 a vorosvérsejtek fizikai tulajdonséaga,

azaz a deformélhatdsaguk és az aggregatios képességiik.” **
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9. abra

Viszkozitas és a hematocrit osszefiiggése
Fiziologias hematocrit érték tartomany (~45%) felett exponencidlisan né a viszkozitas.”
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A deformabilitds és hematocrit értékek a magas nyirderd esetén, mig az aggregatid
alacsony nyirderénél befolyasolja jelentdsen a vér viszkozitasat. Ezen kiviil még fontos tényezd
lehet a fehérvérsejtek, illetve a trombocitak mennyisége és aggregatidja is.”?

A mikrokeringés soran akar 3-4 pum-es belsd atméroji kapillarisokon is at kell jussanak
a 7-8 um atméréjit és 2 um vastagsdgi bikonkav alakil  vOrdsvérsejtek.

2

A fiziologias sejtek a nagy nyirderé hatdsara ,iranyba allnak” és kozben az alakjuk
deformaloddik (vizcsepp forma). Ezen mechanizmusok kozvetleniil képesek befolyasolni a
viszkozitast, valamint a mikrokeringést, hiszen a kisméretii kapillarisok altal ellatott teriiletek
(pl. szivizomzat) oxigénellatottsaga fiigg tole. 10°

A vorosvérsejtek atlagos élettartama 120 nap, koriilbeliil ennyi ideig képesek ellatni a
fiziologias feladatukat. Elsédlegesen a 1ép (és a maj) feladata, hogy a ,,mikrokeringés
felligyeldjeként”, a kapillarisaiban taldlhatdo voros pulpa makrofagok révén kisziirje az
eloregedett, csokkent deformabilitasu sejteket.”® 1°! Fiziologias koriilmények kozott a sejtek
alakvaltozasanak képessége a kiilsd hatdsokkal szemben reverzibilis, azonban a sejtek
membranjdnak a rugalmassagi hatara feletti erék maradandd, végzetes karosoddsokat
okozhatnak.”? > % Ilyen erdk 1éphetnek fel szivbillentyiik, graftok, eréltetett menetelés (March
hemoglobinuria), vagy akar extracorporalis keringtetés soran. Fiziologias koriilmények kdzott
15 Pa koriili nyiréfesziiltség éri a vorosvérsejteket, azonban mar 100 Pa mértékii, tobbszor
1smétlodo behatas is képes hemolizist indukalni, mig a testen kiviili vérkeringtetés soran akar
1000 Pa is érheti a sejteket.!02-104

A vorosvérsejtek alakvaltozasi képességéhez elsdédlegesen a membrant alkotd, tisztdn
viszkézus lipid kettés réteg és az alatta elhelyezkedd citoszkeleton felelés.!? 106 A
citoszkeletont felépité fehérje haldzat integritdsa (spectrin lehorgonyozva brand 3 ¢és
glycophorin proteinekhez) hatdrozza meg a bikonkav elasztikus morfologiat.!o” 108 A
strukturalis adottsdgokat (deformabilitds), a sejtek aktivan is képesek befolyasolni a
membrancsatorndkon (pl. az intracelluléris kalciumszint ndvekedése csokkenti) keresztiil. Az
ATP fiiggd kaliumcsatornak pedig hozzijarulnak a sejt megfeleld térfogatidhoz.!” A sejtek
felszin/térfogat ardnyanak fiziologiastol vald eltérése, valojaban nagyobb mértékben képes
befolyasolni a kapillarisokon torténd atjutast, mint a citoszkeleton rigiditdsanak valtozasa.''® A
vorosvérsejtek deformabilitdsat a membran elaszticitasa és viszkozitasa mellett tobb paraméter
is befolyasolja. Ilyen a citoplazma viszkozitdsa (hemoglobin koncentracid) és a specifikus
bikonkav forma, tehat a deformalddasnak helyet ado, adott térfogatnak fokozottabb

szabadsagot biztosité felszin.”* ''! A deformabilitas romlasa, a vorosvérsejtek kisebb atmérdjii
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crer

kiilénbdz6 patologias folyamatokat okozva.” 3 112

Ha a vorosvérsejtekre nem hatnak nyirderdk (stasis), vagy nagyon alacsony sebességgel
aramlanak (nyirésebesség kevesebb mint 1 s-1), akkor reverzibilis médon kapcsolodnak Gssze,
tehat aggregalddnak. Ilyenkor jellegzetes ,,pénztekercs” (rouleaux) formaciot alakitanak ki. Az
aramlas intenzitds novekedésének hatdsara a valtozatos konglomeratumok képesek feloszlani
kisebb darabokra, akar sejtekre.!'11* A tekercsek és a tekercseket alkotd vorosvérsejtek szama
valtozo, Osszefliggést mutat a makromolekuldk jelenlétével, kiilonosképpen a fibrinogénéval,
melynek emelkedett szintje a gyulladasos folyamatok sordn serkentheti a vordsvérsejt
aggregatiot.!'* A sejtek Osszekapcsolodasara két elmélet elfogadott. A ,bridging” modell
szerint a kiilonb6z6 makromolekulak (in vivo proteinek, globulinok pl. fibrinogén, vagy in vitro
polimerek pl. dextran) képesek nem kovalens kotések kialakitasara. Ekkor ,,hidakat™ képeznek
az egymashoz kozel keriilt vordsvérsejtek membranjai kozt.''> A maésik elmélet szerint
(,,depletion”), a kozel keriil6 sejtek kozott makromolekula szegény ovezet alakul ki, mely
megvaltozott ozmotikus gradienssel jar és segiti a sejtek dsszetapadasat.!'> Mind a két elmélet
Iényege, hogy a sejtek elaszticitasa €s az elektrosztatikus taszitasa (sejtburok (glycocalyx) netto
negativ t6ltése), valamint a mechanikai nyiréerdk, tehat a disaggregalod erék, nem képesek a
sejteket egymdstol szeparalva tartani.® 114 116

Vorosvérsejtek aggregatios romlasat szamos patoldgias folyamatban leirtdk, melyek a
mikrokeringés romléasaval jarnak. Ilyenek lehetnek a bakteridlis betegségek soran végbemend
akut fazis reakciok, cukorbetegség vagy akar a hemoglobinopathidk okozta, vorosvésejteket érd
fokozott oxidativ stressz.”* 'S Ugyanakkor a vordsvérsejtek aggregatidja a megfeleld
fiziologias aramlési dinamikahoz is hozzajarul. A postcapillaris venulak teriiletén az érpalya
kozepére sodrodott nagyobb mennyiségli aggregatum létrehoz egy sejtmentes Ovezetet

(Poiseuille-zona), igy csokkentve az dramlasi ellendllast az érfallal szemben.”> %3 118
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3 CELKITUZESEK
1. In vivo modell kidolgozasa, amellyel vizsgdlhatjuk a microvascularis ér-
anastomosisok regeneracids folyamatait
2. Ervarratok mechanikai integritdsanak (szakitoszilardsaganak) objektiv
vizsgalata, késziilék tovabbfejlesztése
3. A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalod polipeptid (PACAP) hatasanak kovetéses
vizsgalat soran az anastomosisok ,,érésére”
4. A BGP-15 hatasanak vizsgalata az anastomosisok gyodgyulésara
5. Kvalitativ és kvantitativ adatok gytijtése a szovetek intraoperativ nem megfeleld

nedvesitésének jelentdségérol
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4 ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1 Kisérleti engedély
A kisérleteinket a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal (1998. évi XXVIIL térvény
,»Az allatok védelmérdl €s kiméletérdl”) és az Europai Unios allatkisérleteket érintd (63/2010
EU-iranyelv) el6irdsainak megfelelden végeztiikk. Kutatasi terviink regisztralasra ¢és
jovahagyasra keriilt a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsdg (engedély
regisztracios szam: 21/2022/DEMAB) altal.

4.2 Kisérleti allatok és felhasznalt gyogyszerek

Him Wistar (Crl:WI) patkanyokat (Toxi-Coop Zrt., Budapest, Magyarorszag) vontunk
be a vizsgalatainkba. Az éllatok hat hetes korukban érkeztek a Tanszék allathazaba, ahol 2-3
hétig akklimatizalodtak. Az elOkészités soran az allatok tomegét lemértiik, majd ennek
megfelelden 4ltalanos érzéstelenitésben részesitettik az egyedeket Ketamin-Xilazin
kombinaciéjaval (100 mg/kg; 10 mgkg).!'” Trombozis megeldzésére heparint
(HEPARIBENE, Teva Gyogyszergyar Zrt., Debrecen), adtunk a lateralis farokvénan keresztiil
(80 NE/kg). A posztoperativ fajdalomcsillapitds érdekében a hagyomanyos NSAID-okat
kizartuk, hogy a gydgyulasi folyamatokat egyéb rahatas nélkiil értékelhessiik, ezért Tramadolt
(15 mg/testsulykg/nap) alkalmaztunk intraperitonedlisan a miitét végén ¢és az elsd harom

posztoperativ napon.'?

4.3 Miitéti protokoll

A mitéti teriileteket depilaltuk és fertdtlenitettiik (Betadine, Egis Gyogyszergyar Zrt.,
Budapest). A jobb hatsé végtag belsé combjan, a ligamentum inguinale szintje alatt és azzal
parhuzamosan koriilbelil 4 cm hosszi bemetszést ejtettiink. A mikrosebészeti
beavatkozasokhoz ALPHA ENT-4A (Elektro Optika, Erd, Magyarorszag) mikroszkopot
hasznaltunk. Az artéria kortili zsiros kotoszovetet kipreparaltuk a lagyékszalagtol egészen az a.
saphena és az a. poplitea eredésé€ig, elvalasztva a vena femoralistol és az idegektdl. Az arteria,
vena €s nervus epigastrica inferior superficialis (PACAP kezelt allatok esetén ezek a képletek
atvagasra keriiltek), illetve a vena €s nervus femoralis €s azok oldalagait funkci6 megdrzo
moddon atraumatikusan kezeltiik és sziikség esetén a képletek sériilése nélkiil félre huztuk oket.
Az approximator egyik klippjét a ligamentum mellé, a masikat pedig a femoralis artéria distalis
elagazasa elé helyeztiik. A kettd kozott olloval merdlegesen atmetszettiik az eret. Heparinos
bemosast kovetéen (~0,4 mL, 2500 NE/mL) fiziologias sbéoldattal Oblitettiink és gézt

hasznaltunk a felesleg felszivasara. A minimalis adventitia eltdvolitdsat kovetden, a nyolc
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egyszerii csomds Oltést poliamid-6 monofil varréanyaggal (Daclon, SMI, Vith, Belgium)
készitettiik, amely 10/0 szerdzatlit tartalmazott. Az érszegélyek megfeleld egymashoz illesztése
érdekében az atellenesen elhelyezett két tartooltés segitségével elkiilonitettiik az ér eliilso és
hatso falat. A tartodltéseket ugy vagtuk le, hogy az egyik szalat hosszabbra hagytuk (~ 3 mm),
mig a masikat kozvetleniil a csom6 mellett vagtuk le. A megmaradt hosszabb szalat
felhasznédlva Ovatosan manipulaltuk az érszéleket, hogy azok megfelelden illeszkedjenek
egymashoz, konnyitve a megfeleld 0ltés mélységének ¢és tavolsdganak kialakitasat. Ezt
kovetden a tartdoltések felezdépontjaban alkalmaztunk egy 1) k6zEpso tartod oltést, majd pedig

tovabbi egy-egy felezdoltést a kozEépso €s a tartodltések kozott (10. abra, A-C).
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10. abra
F6bb miitéi 1épések
Mitéti teriilet preparalasa (A), tartodltések behelyezése (B), elkésziilt anastomosis (C),
véraramlas mérése (D)

Miutan elkésziilt az eliils6 fal, a varrbanyagot minden Oltésnél (kivéve a széls6
tartooltéseket) a csomd mellett levagtunk. Az approximator atforditasaval és a két szélsd
tartooltés megfeleld pozicionalasaval eldtarult a hatso fal, amelybe hasonlé modon helyeztiink
el tovabbi harom oltést. Végiil a két sz€lso tartodltés hosszabb szalait is levagtuk a csomo
mellett. Ez az egyszerli, de gondosan kialakitott csomos technika lehetdvé teszi az érvégek

pontos illeszkedését és kdnnyli manipulaciét a miitét sordn.* > 12! Az approximator eltdvolitdsat
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kovetden alltalaban csak enyhébb szivargas volt megfigyelhetd. Az anastomosis atjarhatosagat
minden esetben ,,Milking-teszttel” ellendriztiik.* >3 A BGP és deszikkacios erek esetében az
aramlas kvantitativ is vizsgaltuk (T206, Transonic Systems Inc., USA) (10. abra D).

Mitét végén a seb szElét betadinos gézzel letoroltiik, és a bort horizontélis tovafuto
matracvarrattal zartuk. A kovetési idoszak alatt naponta sebkontrollt végeztiink, sziikség esetén

Betadinos sebéapolast végeztiink.

4.4 Mintavételi protokoll

Laboratériumi mérések céljabol preoperative, valamint a miitét utani 7., 14. és 21. napon
a lateralis farokvénat kantlaltuk (26 G), amelyen keresztiil 0,5 ml vért vettiink (K3-EDTA,
Vacutainer®, Becton Dickinson GmbH, Franklin Lakes, NJ, USA), majd 0,8 ml fiziologias
sooldattal visszamostunk. A miitét végén a kaniil eltavolitasat kovetden subcutan tovabbi 1 ml
fiziologias sooldatot adtunk folyadékpotlasként.

A harombhetes kovetési id6szak végén a meghatarozott szovetmintakat (anastomisalt és
¢ép, ellenoldali arteria femoralis; deszikkacids kutatds esetén az arteria és vena epigastrica
inferior superficialist is) eltavolitottuk, és az allatokat talaltattuk. A femoralis artériakat a belso
iliaca agatol a poplitealis elagazasig preparaltuk. Az ereket az eltavolitasukat kdvetden a lehetd
leghamarabb szakitoszilardsag mérésnek vetettiik ald. Az allatoknak intravénasan Ketamin-
Xilazin oldatot (50 mg/ttkg; 5 mg/ttkg) adtunk, miutdn mindkét ér eltavolitasra keriilt, hogy a

tomény oldat ne befolyasolhassa a vizsgalati eredményeket.

4.5 Kisérleti csoportok, kiegészito 1épések

4.5.1 PACAP 1-38 érgyogyulasra kifejtett hatasanak vizsgadlata

Harmincnégy Wistar him patkanyt (321,23 + 37,1 g) véletlenszerien SHAM (n = 8) BP
(bioplast, vérzéscsillapitd szivacs) (n = 8), PACAP (n = 8) ¢s PACAP + BP (n = 8) csoportokba
osztottuk a kezeléseknek megfelelden. A kutatds soran eltavolitott szovettani mintak sorsaa 11.
abran lathat6. A PACAP csoportok 0,2 png PACAP 1-38-at (100 pg/fiola, amelyet a Szegedi
Egyetemrdl Toth Gabor professzor biztositott) kaptak kétnaponta (az elsé kezelés kozvetlentil
a mitét utan), amelyet 0,2 ml fizioldgids s6oldatban oldottunk fel és adtunk be, majd tovéabbi
0,2 ml fiziologias soéoldattal oblitettiikk a kaniilt. A tobbi csoport szintén 0,4 ml fiziologias
sooldatot kapott kétnaponta a beaddsi ponton keresztil. Az bioplast (BP) csoportok
kialakitasakor egy 3 x 4 mm-es Spongostan Standard™ (Raritan, Franklin Township, NJ, USA)

hemasztatikus szivacsdarabot helyeztiink az anastomosis kéré. A PACAP + BP csoport
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esetében a PACAP els6 adagjat kozvetleniil a szivacsra injektaltuk a miitét végén, majd ezt

kovetden sebet zartunk (4/0 poliglikolsav, Surgicryl Rapid, SMI, Vith, Belgium).

Elszakitott erek
Szovettenyésztés /

(14 nap) Western blot
Intakt artériak | |

Integralt fehérjestiriiség

Polarizacios | Formalin |

. e /  ’
mllfrosz.k.opla Immunhisztokémia
(Picrosirius)

l H&E festés Orcein festés
Piros és z6ld fény intenzitas \ \

Erfal rétegeinek vastagsaga Elasztikus rostok mennyisége
(tunica intima, media, adventitia)

11. abra A szdvetmintak elokészitésének és a vizsgalatoknak a protokollja.

A farmakonokkal torténd kezelésére tobb opcid is felmeriilt a kutatasunk soran. A
farmakon beadasanak egyik lehetséges modja a farokvénan torténd bejuttatas. Ezen modszer a
szisztémas terhelés mellett a PACAP alacsony felezési ideje miatt is elvetésre kellett keriiljon.
A lokalis kezelés elérése érdekében elsdként a lokalis injekcids bejuttatds meriilt fel, ami
viszont a nem megfeleld standardizalhatdosag miatt lett elvetve. Ezek mellett allat etikai
szempontbol is Iényeges kiemelni, hogy mind a két modszer az allat kétnaponkénti jelentds
stresszelésével és/vagy altatdsaval jart volna.

Ezeket atgondolva, sajat készitésti kaniilok mellett dontottiink, melyet nagy
pontossaggal az érhez lehet vezetni a subcutan térben, masik végénél pedig az allat altal nem
elérhetd lokalizacioban (két eliilsé lapocka kozé) egy adagolési pontot alakitottunk ki, igy
biztositva a streszmentes lokalis kezelést. Egy tompa hegyii 22G 1x (Neoject, Dispomed
GmbH&Co. KG, Gelnhausen, Németorszag) tlit helyeztiink egy 20 cm hosszii polietilén
(Polyethylene Tubing, Clay Adams, 427411, BD Intramedic™, Sollentuna, Svédorszag) csdbe
(0,965 mm kiilsé atméro, korilbeliil 0,05 mL térfogat). Ezt egyenként az allatok méretéhez
igazitottuk a miitét soran, figyelembe véve, hogy a ragcsalok gyakran 6sszegdmbolyodve
pihennek. A rogzités biztositasa érdekében a tli merevitd szdrnyain mindkét oldalon 2 mm-es
furofejjel lyukat furtunk. Az el6készités utan a belsejét és a kiilsejét Betadinnal fertdtlenitettiik,
majd fizioldgids sdoldattal oblitettiik ki a behelyezés eldtt. Az agyeki régiobdl egy csatornat
készitettiink egy Lumniczer segitségével subcutan az allat hatan keresztiil a lapockéak koz¢é nyirt
teriiletig, ahol bemetszést ejtettiink, és behelyeztiik az el6készitett kaniilt. A sebet a tii felett és

alatt Donati 6ltésekkel (4/0 poliglikolsav, Surgicryl Rapid, SMI, Vith, Belgium) zartuk, és a tiit
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két egyszerli leng6csomoval (3/0 selyem, fonott, SMI, Vith, Belgium) rogzitettiik. A kaniil
masik végét az ér fol¢€ (~1 cm) vezettiik, és harom ponton régzitettiik a kornyezd szovetben (8/0
poliamid-6, monofil, Vitrex, Herlev, Dania). Végiil a kaniilon egy lyukat (1,05 = 0,034 mm)

vagtunk kozvetleniil az anastomosis felett a lokalis kezelés céljabol (12. abra).

B

adagolasi pont

end-to-end médon egyesitett
arteria femoralis

<«— vena femoralis . |

nyilas
tart6oltés

12. abra
Lokalis kezelés kialakitasa kaniil segitségével
Mutéti teriileten rogzitett kaniilvégen, az anastomosis felett, egy kis nyilast ejtettiink (A),
Masik végét a lapockak kozott rogzitettiik, kialakitvan egy adagolasi pontot (B)

4.5.1.1 Microcirculatios mérések
Mikrocirkulacios méréseket végeztiink a muitét eldtt, 3 perccel az artérias leszoritas utan,
a mutét végén, a 7., 14. és 21. napon a patkanyok labfejének laterélis oldalan 1év6 disztalis
labdudor als6 részén. LD-01 Laser Doppler aramldsmérét (Experimetria Rt., Budapest,
Magyarorszag) hasznaltunk, standard ,,pencil probe” szondaval (MNP100XP, Oxford Optronix
Ltd., Adderbury, Egyesiilt Kiralysag). Ez a késziilék a vizsgalt szdvetteriilet (kb. 1 mm?)
mikrokeringésérol egy relativ paramétert (véraramlasi egység, BFU) szolgaltat, amelyet a

mozgd vordsvérsejtek sebessége és szama folyasol be, azok iranya nem (13. dbra, A).!??

lézersugar

lézersugar
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Laser Doppler miikodési elve!?? (A) és egy reprezentativ mérési gorbe (B)
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Minden mérésnél egy 20 masodperces BFU felvételt atlagoltunk (13. abra, B). A
mikrocirkulacios mérési pontokon ellendriztiik a bér hdémérsékletét is (ri-thermo® N

professional Clinical Thermometer, Riester, Phoenix, USA).

4.5.1.2 Szovettenyésztés

A szbvettenyésztd helyiségben végzett elokisérlet soran véglegesitett tenyésztési eljaras
alapjan a levagott erek egy részét HG-DMEM taptalajban tenyésztettilk (Dulbecco-féle
modositott Eagle-taptalaj, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), amelyet 10% FCS-vel
(magzati borjusavd; Gibco, Gaithersburg, MD, USA), valamint antimikrobidlis szerekkel
(penicillin, streptomycin, ampicillin, fungizone + aszkorbinsav) egészitettiink ki. Az
érdarabokat Petri-csészékbe helyeztiik (Eppendorf, Hamburg, Németorszag), majd 37 °C-on,
5%-0s CO.-tartalmu, 95%-os paratartalmi inkubatorban 14 napig tenyésztettiik. A tenyésztés
soran egyes mintakat PACAP-pal kezeltiink (10 uL. PACAP, 10 nmol/L koncentracio) 48
oranként, az adott csoportnak megfeleld taptalajcserék idépontjai szerint. Ezek az erek olyan
allatokbol szarmaztak, amelyek korabban a SHAM, vagy a kezeltcsoporthoz tartoztak in vivo.
Az ép és anastomisalt artériak mellett PACAP-ot teszteltiink egy olyan csoporton is (€p artériak,
mint viszonyitasi alap), amely frissen preparalt, mechanikai sériilés nélkiili ereket tartalmazott.
Két patkdnybdl négy arteria femoralist preparaltunk, majd ezeket mikrosebészeti olloval
félbevagtuk. Ezek az érdarabok méretiikben hasonldak voltak a kettétépett ér darabokhoz
(megkozelitdleg 4 mm). A kisérletekhez az erek proximalis és disztalis részeit egyenld
aranyban hasznaltuk fel. Az in vitro kisérletek soran ugyanazokat a kezeléseket folytattuk az
egyes ereken, mint az in vivo kisérletekben, kivéve a viszonyitasi alapként szolgald csoportot,

amelyet in vivo nem szakitottunk szét €s nem is kezeltlink.

4.5.1.3 Immunhisztokémia

Az erekben az I-es tipusu kollagén és az elasztin lokalizacidjat vizualizaltuk. Az
érmintakat 4%-os formaldehidben fixaltuk, majd 70%-o0s etanolban mostuk. A beagyazés utan
sorozat metszeteket készitettiink, melyeket paraffinbol valé eltavolitas kdvetett, majd PBS-ben
(pH 7,4) torténd oblités kovetkezett. A nem specifikus kotddési helyeket 1% szarvasmarha
szérumalbumint (BSA; Amresco LLC, Solon, OH, USA) tartalmazo PBS-sel blokkoltuk. Ezt
kovetden a mintakat 1:500-as higitadst monoklonalis I-es tipusu kollagén elleni (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA), valamint 1:1500-as higitast poliklonalis elasztin elleni (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) ellenanyagokkal inkubaltuk 4 °C-on, egy éjszakan at. Az elsddleges

ellenanyagok vizualizdlasdhoz anti-nytl Alexa Fluor 555 masodlagos ellenanyagot (Life
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Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA) hasznaltunk 1:1000-es higitasban. A mintakat
DAPI-t tartalmazd Vectashield feddkozegbe (Vector Laboratories, Peterborough, UK)
helyeztiik a sejtmag DNS megfestéséhez. A negativ kontrollokhoz csak az anti-nytl Alexa
Fluor 555-6t hasznaltuk, elsddleges ellenanyag nélkiil. A fénymikroszkdpos felvételek DP74
kameréaval (Olympus Corporation, Tokyo, Japan) késziiltek Olympus Bx53 mikroszkdépon
(Olympus Corporation, Tokyo, Japan). A képek rogzitéséhez a Cell Sense Entry 1.5 szoftvert
(Olympus, Shinjuku, Tokyo, Japan) hasznaltuk alland6 kamera-beallitasokkal a fluoreszcens
jelintenzitasok Osszehasonlithatosaga érdekében. Az AlexaS55 és DAPI képeket Adobe
Photoshop 10.0 verzidju szoftverrel fedtiik 6ssze. A képek kontrasztjat egységesen noveltiik

anélkiil, hogy a beallitasokat megvaltoztattuk volna.

4.5.14 Western blott

Az érmintakat fiziologias soéoldatban mostuk, majd —70 °C-on taroltuk. A mintdkat
folyékony nitrogénben, szovetdaraléval mechanikusan homogenizaltuk. Ezutan 100 pL
homogenizalé RIPA pufferbe (Radio Immuno Precipitation Assay; 150 mM natrium-klorid,
1,0% NP40, 0,5% natrium-dezoxikolsav, 50 mM Tris, pH 8,0) gyujtottik oket, mely
proteazgatlokat tartalmazott (Aprotinin — 10 pg/mL, 5 mM Benzamidin, Leupeptin — 10 pg/mL,
Tripszin inhibitor — 10 pg/mL, 1 mM PMSF, 5 mM EDTA, 1 mM EGTA, 8§ mM nétrium-
fluorid, 1 mM néatrium-ortovanadat). A szuszpenzidkat 30 masodpercig pulzaléd ultrahanggal
szonikaltuk 40 A erdsségen (Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, USA). A Western blot analizishez
teljes sejtlizatumokat készitettlink. 20 pg fehérjét valasztottunk szét 7,5%-os SDS—
poliakrilamid gélen az I-es tipusu kollagén, elasztin és aktin kimutatasahoz. A fehérjéket
elektroforetikusan  nitrocellulo6z membranokra transzferdltuk, majd az elsddleges
ellenanyagokkal inkubaltuk egy éjszakan at 4 °C-on, a fent megadott higitasban. 30 perces
PBST-ben torténd mosas utdn a membranokat peroxiddz-kapcsolt méasodlagos ellenanyaggal
inkubéltuk: anti-nyul IgG (1:1500; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) vagy anti-egér
IgG (1:1500; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). A jelek kimutatasdhoz az Advansta
Inc. (Menlo Park, CA, USA) altal gyartott fokozott kemilumineszcens modszert alkalmaztuk a
gyarto utasitasai szerint. Bels6 kontrollként aktint hasznaltunk (housekeeping protein), és az
elasztin és I-es tipusi kollagén expresszios eredményeit ehhez normalizaltuk. A jelek
megjelenitését egy gél dokumentécios rendszerrel (Fluorchem E, ProteinSimple, San Jose, CA,

USA) végeztiik. A jelek optikai denzitasat az ImageJ 1.40 g szoftver segitségével mértiik.
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4.5.2 A BGP-15 érgyogyulasra kifejtett hatdsanak vizsgdlata

Harminckét him, Wistar patkanyt (330,2g+17,5g) négy egyenld csoportba osztottunk a
kezeléseknek megfeleléen: SHAM, kaniilalt SHAM (KSHAM), BGP-15 kontroll (KBGP) és
BGP operalt (BGPO) csoportokra. A KSHAM ¢és a BGPO csoportokban egy kaniil kertilt
beiiltetésre, mely megegyezett a PACAP kezelt allatok protokolljaval. A farmakonnal kezelt
csoportba tartozé allatok a 14. napig minden masodik napon 15 mg BGP-15-6t kaptak. A
KSHAM csoportban azonos mennyiségli fiziologias sooldattal tortént a kezelés. Arteria
femoralis anastomosis csak a KBGB csoport esetén nem tortént, itt az allatok mitéti
beavatkozas nélkiil, subcutan kaptak a kezelést, hogy tisztan a BGP hatasat tudjuk megfigyelni.
A beavatkozasok végén az inguinalis sebet 4/0, forditott vagé tlivel rendelkezd, poliglikolid-

poli (e-kaprolakton) kopolimer (Simfra, KOLLSUT, USA) varréanyaggal zartuk.

4.5.3 Szovetek nedvesen tartisdanak jelentéségének vizsgalata

Az ér-anastomosisok elkészitéséhez csoportonként 8, dsszesen 24 him Wistar patkanyt
(testtomeg: 307,54 + 27,69 gramm) hasznaltunk fel. Az éallatokat utankdvetés nélkiili kontroll
(UNK), Operalt, Deszikkalt csoportokra osztottuk. Anastomosis mind a harom csoportban
késziilt, azonban az UNK csoport esetén nem tortént utdnkovetés, az anastomosisokat a varrast
kovetden, frissen vizsgaltuk. Az Operalt csoportunkban kiilonds figyelmet forditottunk arra,
hogy a mitét soran (31+3,5 perc) nedvesen tartsuk a miitéti teriiletet, ezt fiziologias sdoldattal
(Izotonias sooldat 0,9%; B. Braun Avitum Hungary; Magyarorszag) tettiik, mig a mésik nem
nedvesitett (deszikkalt) csoportunkban pedig fokozott figyelmet forditottunk arra, hogy
egyarant az operatOr se nedvesitse a teriiletet, de a szovetkozi folyadék és a seb teriiletén
felgyiilemlé minden jellegli folyadéktol is elszeparalédjon az ér. A sebzarashoz 4/0, forditott
vago ti, poliglikolid-poli (e-kaprolakton) kopolimer (Simfra, KOLLSUT, USA) varréanyagot

hasznaltunk.

4.6 Laboratériumi vizsgalatok

4.6.1 Hematologiai paraméterek
A hematoldgiai méréseket Sysmex K-4500 hematologiai automata analizatorral
végeztik (TOA Medical Electronics Co., Ltd., Kobe, Japan). A vizsgalataink sordn a
vordsvérsejtszamot  (Vvs, (x10'%/L)), a fehérvérsejtszamot (Fvs, (x10°/L)) és a
vérlemezkeszamot (Thr, (x10%/L)) apertura-impedancia elven hatdrozta meg, mig a hemoglobin
koncentraciot (Hgb (g/L)) spektrofotometrids moddszerrel. Ezen adatokbol szarmaztatja az

atlagos vordsvérsejt térfogatot (MCV, (fL)), az atlagos vordsvérsejt hemoglobin tartalmat
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(MCH, (pg)), az atlagos vordsvérsejt hemoglobin koncentraciot (MCHC, (g/dL)) és a
hematokritot (Hct, (%)).

4.6.2 Micro-rheologiai paraméter
4.6.2.1 Vorosvérsejt deformabilitds mérése

A vorosvérsejtek deformabilitasat az elongatids index-szel (EI) jellemezhet;jiik, melyet
a hozza tartozo nyirderdk (SS, (Pa)) fliiggvényében a deformabilitds gorbéken abrazolhatunk.
Kisérletliink soran ektacytometrids elven (laser-diffractids ektacytometria) miikodé LoRRca
MaxSis Osmoscan ektacytométert (RR Mechatronics International BV, Zwaag, Hollandia)
segitségével hatdroztuk meg.'?* 12* A késziilék (18. abra) laser fénynyaldbot bocsajt ki, mely a
vorosvérsejt-szuszpendalo kozeg kiilonbozo stirtiségli hatarfelszineinek talalkozasan szorodik,
cilinder kozotti résbe (0,3 mm) helyezett mintan forgdmozgas segitségével nyirdfesziiltséget
hoz létre a késziilék. K3-EDTA-val antikoagulalt, 10 pl vért magas viszkozitasti polimer
oldatban (360 kDa polyvinyl-pyrrolidon, PVP; viszkozitas: 28 mPas, ozmolaritids: 294
mOsm/kg, pH=7,3-7,4; ~1 ml) szuszpendaljuk kozvetleniil a mérések el6tt. A magas
viszkozitas kozvetitd kozegként eldsegiti a sejtek megfeleld ,,irdnyba allasat”, illetve a magas
az er0 atadasa nem megfeleléen végzddne, a sejtek csupan kiilonbozo sebességgel pordiilnének,
mely hibas méréshez vezetne. A szamitdgép meghatarozza a henger fordulatszdmat, tehat a
nyiréfesziiltséget, a kapott szorodasi mintazatot pedig ennek megfeleléen elemzi. A mérések

ellendrzott, standard 37 °C-os hémérsékleten torténtek, ami hozzasegit az in vivo kdrnyezet

lézerdioda . P Cial))
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Viszkézus PVP oldaltban b—+—d
szuszpendalt vérminta
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18. abra A LoRRCa miikédése®’
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A diffrakciés mintdzat alapjan hosszisaga (A) és szélessége (B) ismeretében az

elongatios index kiszamolhat6: EI = %. Minél nagyobb ez az érték, a sejtek annal inkabb

elnyultak. Adott nyirofesziiltség értéknél nézve, a nagyobb EI jobb voOrdsvérsejt
deformalhatdsagot jelez. Az EI és a hozzéatartozo nyirofesziiltség adatparokat Lineweaver-
Burke féle non-linearis regresszion alapuld elemzésnek vetettilk ald, mely alapjan

meghatarozhatd volt a végtelenhez tartoz6 maximalis EI (Elmax) valamint ennek a feléhez

, . N (.1 Ss1/2 1 1 92,123
tartoz6 EI (Eli2) — nyirofesziiltség (SS1/2 (Pa)) par: UE = Elmax ¥t o—.

Az egyes elongatiés index — nyirofesziiltség gorbék (19. abra) 6sszehasonlitasa torténhet
egy-egy mért nyirdfesziiltség értékhez rendelt EI 6sszehasonlitasaval (pl. EI 3 vagy 5 Pa-nal),

vagy a gorbét leird kiszamolt paraméterekkel (pl. Elmax, SS12). A deformabilitas romlasaval az

92,94, 123,124

Elnax csokken és az SS12 nd, vagyis a hanyadosuk is csokken.
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19. abra Vorosvérsejt deformabilitas gorbék
A két gorbe hasonlo maximalis elongaciora képes, azonban ezen érték feléhez tartozo félmaximalis
nyirofesziiltségiik kiillonb6zo. Adott elongacids érték eléréséhez a fekete gorbe esetén nagyobb
nyirofesziiltség sziikséges. A kék gorbe egy optimalisabb meredekségii gorbe,
alacsonyabb nyirofesziiltség esetén is relative nagyobb deforméciora képes.

(Lorrca.com)

4.6.2.2 Vorosvérsejt aggregatio mérése
A vorosvérsejtek aggregatios képességének mértékét a Myrenne MA-1 erythrocyta
aggregometer (Myrenne GmbH, Roetgen, Németorszag) segitségével hataroztuk meg, amely
fénytranszmisszios elven miikddik. A vérmintat egy 2°-os csiszolt liveg lencsébdl és egy
rahajthat6 tiveg targylemezbdl allo (cone-plate) mérédkamra rendszer fogadja be. 20 pl-nyi
anticoagulalt (K3-EDTA, 1,5-1,8 mg/ml) vért cseppentiink a lencse kozepére, ahol a targylemez

rahajtasaval kor alakban szétteriil, a lencse domborulatanak megfeleléen. Egy infravoros dioda
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helyezkedik el az iivegrendszer felett, melynek mintan 4thalad6 intenzitas-valtozasat az alatta
elhelyezkedd detektor regisztralta. A mintatdrold kamra egy motor segitségével forgasba
hozhato, meghatarozott 600 Hz-es fordulatszammal. Ennek hat4sara a sejtek disaggregéalddnak,
a minta fénytranszmisszidjanak csokkenését eredményezve. A motor hirtelen megéallasakor,
vagy 3 Hz-es fordulatszamra cs6kkenésekor a sejtek aggregalodni kezdenek, a fényintenzités
folyamatosan ndvekszik. Az M paraméter jelzi a motor teljes megallasat, amikor a nyirasi
fesziiltség hirtelen 0-ra csokken, mig a M1 paraméter mutatja a 3 Hz-es fordulatszam, tehat
nagyon alacsony, fizioldgidshoz hasonlé nyiroeré mellett mért adatokat. A disaggregalt
allapottdl szamitott 5. illetve 10. masodpercben meghatarozott fényintenzitasbol hataroztuk
meg az aggregatios indexeket. Innen szdrmaztatott az altalunk is mért négy, dimenzid nélkiili
paraméter (M 5s; M 10s; M1 5s; M1 10s), melyek novekedése fokozott aggregatios kézséget

jelez 92,123-125

4.7 Szakitoszilardsag mérése

A szakitészilardsag mérésére egy tovabbfejlesztett, egyedi készitési eszkozt
alkalmaztunk, mely a Debreceni Egyetem, Informatikai Kar, Informaci6é Technologiai
Tanszékének és az Altalanos Orvostudomanyi Kar, Sebészeti Miitéttani Tanszékének

126, 127

kozremiikodésével jott 1étre. A késziilék korai valtozata, a tapasztalatok alapjan tovabb

lett fejlesztve.

4.7.1 Stabil keret kialakitdsa

A késziilék tervezésének egyik legfontosabb szempontja a stabil és erds vaz kialakitasa
volt. A mérés soran jelentés erdk hatnak a szerkezetre, igy a preciz adatfelvételhez
elengedhetetlen, hogy a késziilék ne mozduljon el vagy rezegjen tilsdgosan. Ez jelentds
fejlodést jelent az el6zo, egyszerti fémdobozbdl késziilt valtozathoz képest, amely nagyobb
torzidt engedélyezett, ami pontatlanabb mérésekhez vezetett. A robusztus kialakitds mellett
fontos szempont volt a konnyli, mégis tartés szerkezet, amely konnyen széllithatd
laboratoriumi, miitéti €s oktatasi helyszinek kozott. Ezért a vazat nagy szilardsagli aluminium

profilokbdl épitettiik fel (14. abra).
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Befogo pofak

Léptetdmotor /\ / Terhelésmérd cella

Linearis aktuator

Veéeallds Arduino Mega 2560 Rev
g és a CNC Shield V3

kapcsolok

24bites analog-
digitalis konverter

apegység \

' Integralt

. ——————— motorvezérld

X

53 cm

14. abra
Szakito szilardsag vizsgalo késziilék felépitése

4.7.2 A huzomechanika pontos kialakitisa

A pontos mechanika elengedhetetlen a megbizhatd mérésekhez. A huzoegység egy
HPV7 C-Beam linedris aktuatorra (Guangzhou Hanpose 3D Technology Co., Ltd., Kina) épiil,
amely egy C-alaku aluminium szerkezeti elemmel van 6sszekdtve. A mozgaté mechanizmust
egy NEMA17 Iéptetomotor (42BYGHWS811M, Kuongshun Electronic Ltd., Kina) hajtja,
amelyet egy Arduino CNC Shield V3-ra (Kuongshun Electronic Ltd., Kina) épitett DRV 882
motorvezérld (Pololu Robotics and Electronics, USA) iranyit. A motor egy tengelykapcsold
révén egy T8 trapézmenetes orsoval kapcsolodik, amely egy kottyandsmentes trapézanyat

mozgat, ami révén a C-beam kocsi pontos linearis mozgast végez (15. dbra).

Befogopofak

DN Terhelésméro
F— AT - “ Cell a

C-beam kocsi

15. abra
Huzémechanika

Az el6z0 eszk6z egy milanyag szijjal huzta a fogokat, ami nemlinearis erdatvitelt és

valtoz6 sebességet eredményezett. A felcsévélddo szij a tengely atmérdjének novekedése miatt
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a motor minden Iépése nagyobb erdt fejtett ki, rdadasul a szij rugalmassadga csokkentette a
hatékonysagot és pontossagot. Emellett a régi fogd csak 2 mm-nél vékonyabb mintakat tudott
megfogni.

A fejlesztés soran el0szor 3D nyomtatott fogokat probaltunk ki, de ezek nem voltak elég
stabilak a nagy huzoer6k mellett. Végiil HJJ-001 tipusu ipari szabvanyu fogokat (Baoshishan
Co., Dalian, Kina) alkalmaztunk, amelyek akar 500 N er6t is kibirnak. A fogd feliilete

bordazott, hogy megakadalyozza a minta elcsuszasat vagy megsériilését (14, 15 és 16. abra).

4.7.3 Az eromérd rendszer és annak kalibradlasa

A huzoerdé mérésére egy nyulasmérd bélyeggel ellatott, IP 65 védelemmel rendelkezd
eromérd cellat (TAL220, Deecom Technology, Kuala Lumpur, Malajzia) hasznaltunk,
kiegészitve egy analog-digitalis atalakitoval. A nyulasmérd bélyeg a rogzitett test mechanikai
valtozasait elektromos ellendllasvaltozassa alakitja at. Ahogy a test deformalodik, a
hozzaerdsitett nyulasmérd bélyeg rugalmas alakvaltozdson megy keresztiil, mikdzben a benne
1évo vezetdk ellenallasa megvaltozik. Az altalunk valasztott tipus egy széles korben alkalmazott
eréomérd cella, amelyet gyakran hasznalnak tesztberendezésekben, mérdeszkozokben, nyomo-
¢s huzoszerkezetekben. Két parhuzamosan elhelyezett nytlasmérd bélyeget tartalmaz, mérési
kapacitasa 5 kg (49,03 N). Az eszkozt allandé szobahdmérsékleten, laboratoriumi koriillmények
kozott hasznaltuk, hogy biztositsuk a mérések dsszehasonlithatosdgat. Ennek eredményeként a
hiba és a nemlinearitas +0,05%FS alatt van, gyakorlatilag észlelhetetlen.

A jel digitalizalasdhoz egy HX711 tipusu, nagy pontossadgu, 24 bites analdg-digitalis
atalakitét (Avia Semiconductor Xiamen Ltd., Hsziamen, Kina) hasznaltunk. A HX711-et
kifejezetten nyuldsmérd bélyegekhez ¢s mas erdmérd cellakhoz tervezték. Az erdmérd cella
adatainak pontossaga érdekében kalibralni kellett a miiszert. A kalibralas biztositja, hogy a
mérdeszkdz pontos €s megbizhato legyen. Kalibraciohoz etalon sulyokra volt sziikség. Mivel a
cella szerkezete a mérések soran deformalddik, ajanlott a kalibralast évente megismételni. A
mérési hibak kikiiszobolésére egy mérési idon beliil tobb, paratlan szamu mérést végez egymas
utdn a lehetd legnagyobb leolvasasi sebességgel. Az adatokat puffer memoriaban tarolja, és a
median értéket tovabbitja a szamitogépre. Igy a hibas, szélséséges értékek kisziirésre keriilnek.

A legfontosabb kiilonbség az els6 verzidji késziilékhezképest az volt, hogy az érzékeld

szélesebb mérési tartomannyal rendelkezik, ami lehetdvé tette valtozatosabb mintak vizsgalatat.
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4.7.4 A kezdo- és végpozicio

A mechanikus mozgas korlatozasara végallas-kapcsolokat (BO73TYWX86, Qianxin
Electronics Co., Ltd., Sanghaj, Kina) épitettiink be, amelyek megakadalyozzak, hogy a kocsi
talhaladja a megengedett mozgastartomanyt, mely visszafordithatatlan karosodasokhoz
vezethetne a mérémiiszerben. Az els6 verzioju késziilék esetén a mérés addig folytatodott, amig
az elére megadott 1épésszamot el nem érte, igy, ha a csigas rendszer a végponthoz ért a
méréssorozat vége elott, a késziilék tovabb huzott, és ezzel sajat magat is karosithatta. Ezzel
ellentétben a huzoszerkezetre szerelt végallaskapcsolok megakadalyozzak, hogy a kocsi elérje
a mozgastartomany hatérait, mint példaul, hogy nekiiitk6zzon az erdmérd cellaval felszerelt

befogodbilincsnek (14. abra).

4.7.5 Mikrokontroller

Az Arduino Mega 2560 (RS-75-12, MEAN WELL Enterprises Co., Ltd., Uj-Tajpe;j,
Tajvan) vezérlokartya kezeli az A/D 4talakitobdl érkezd 24 bites jelet, vezérli a motort, figyeli
a kapcsoldkat, mikdzben valds idében kommunikal a szamitdégéppel. A panel 54 digitélis
bemeneti/kimeneti csatlakozassal (I/O port) rendelkezik, amelyek kozil 16 PWM
(impulzusszélesség-modulacio) kimenetként, masik 16 pedig bemenetként hasznalhaté analog
jelek szdmara. A kartyan talalhato egy USB, egy tapfesziiltség, valamint egy ICSP (In-Circuit
Serial Programming) csatlakozo. A teljes eszkoz tapellatasat egy 72 W-os tapegység modul

biztositja (RS-75-12, MEAN WELL Enterprises Co., Ltd., Uj-Tajpej, Tajvan) (14. abra).

4.7.6 A szoftver

Az eszkoz elsd verzidjahoz egy asztali alkalmazas késziilt C# nyelven, és a gép USB
2.0 porton keresztiil kommunikalt a szamitogéppel. A jelenlegi verzioban egy univerzalis soros
monitort kezdtiink el hasznalni (QtSerialMonitor 1.5, Michal W. altal fejlesztett nyilt
forraskodu szoftver a GitHub Inc.-tél, San Francisco, Kalifornia, USA). Ez lehetdséget nyujt
parancsok kiadasara az eszkoz felé (példaul a pofak elére meghatarozott pozicioba mozgatasa,
motor sebességének beallitasa, mérés inditasa), biztonsagi mentést készit (folyamatos log fajl

mentése), valamint a mért adatok meghatarozott helyre, CSV fajlba torténd exportalasara.

4.7.7 A kalibrdlas
Két problémaval szembesiiltiink a késziilék kalibralasakor: az erdérzékeldt vizszintes
iranyu er6k mérésére tervezték, ¢és a két pofa kozotti tavolsdg csupan 15 cm volt, igy nem

lehetett egyszerii szabvany sullyal kalibralni. A megoldas végiil az volt, hogy az egész
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berendezést 90 fokkal elforgattuk, és vizszintes helyzetbe allitottuk. Ezutan megfeleld méreti,
proba sulyokat készitettiink, amelyeket a pofak kozé helyeztiink, és a felsd részen 1évo
rogzitdszalag segitségével befogtunk. A szenzorhoz tartozdé Arduino konyvtar (HX711 ADC)
tartalmaz egy kalibral6 programot is (Calibration.ino 1.2.11, Olav K., nyilt forraskodu szoftver,
GitHub Inc., San Francisco, Kalifornia, USA), amely segit meghatarozni a kalibracios allandot,
amelyet aztan a sajat programunkban hasznalhatunk. Miutan a késziilék meghatarozta az {ires
allapothoz tartoz6 0 értéket, a készitett sulyokat felerdsitettiik, majd egy hitelesitett
laboratoriumi mérleggel (AJCS Laborscale, Demandy, Budapest, Magyarorszag) lemértiik. Ezt
az értéket adtuk meg a programnak, amely ezutan visszaadott egy konstans értéket — ez lett a
kalibracios szam. A mérést minden stllyal (n = 5) tizszer elvégeztiik, az eredményeket

atlagoltuk, és a kapott értéket beillesztettiik az Arduino programkaodba.

4.7.8 Meérés kivitelezése és kiértékelése

Az eltavolitott artéridkat mindig ugyanazon a helyen rogzitettiik a befogd pofakban, 8
mm tavolsagra egymastol, az anastomosis helyét pedig kdzépre igazitottuk (16. dbra). A motor
altal kifejtett huzoerdt (PACAP kezelt erek esetén: 48,66 1épés/mp; 1,95 mm/mp; tobbi kutatas
soran: 4,78 1épés/mp; 0,1912 mm/mp) grammban rogzitettiikk, és az adatokat CSV fajlba
exportaltuk, melyek elemzésére Microsoft Excel 2016 programot hasznaltunk. Az
adatfeldolgozas soran elvégeztiik a gramm-newton atvaltast (9,81 m/s?), valamint elemeztiik a
maximalis értéket (maximalis szakitoszilardsag) és az er6-megnyulds gorbe meredekségét a

kiilonb6z6 pontokon.

16. abra
Szakitészilardsag mérés
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Az elemzést a 0,0098 N feletti gorbeszakaszon végeztiik, mivel a miiszer pontossaga
alapjan ezen a tartomanyon mar nem voltak jelen szabalytalan elemek. Mivel a gorbék
szakadasmintazata hasonlitott az elasztomerekéhez, az eredetileg szabalytalanabb elso
egyharmadot figyelmen kiviil hagytuk, ¢és csak a felszallo szakasz meredekségét (tga; a teljes
szakitasgorbe 33—100%-a kozott) elemeztiik, amely informacidt nyujt a kollagén integritasarol
¢s rugalmassagarol, mely komponens elsddlegesen felelds a kiilonbozé szovetek mechanikai

stabilitasaért (17. abra).'28-13

195'- — Elso harmad elemszam gérbe
— Masodik kétharmad elemszam gorbe
— Gorbe IHCI'[‘[IEkSég(‘ Gorbe maximum pontja
1,01
— -
Z ]
e
= 4
- )
= )
0,3;
tg () = 0,005437533
] a
0’0 L] L] L]
0 S 10 15
AL (mm)
17. abra
Szakitoészilardsag gorbék (eré/megnyilas) maximumanak és meredekségének reprezentativ
meghatarozasa

4.8 Szovettan

A szovettani vizsgalatok az Anatdémiai Szovet- €s Fejlodéstani Intézetben torténtek. A
mintdkat haromszor PBS-ben mostuk, majd 4%-os formalinban fixaltuk, ezutan paraffinba
agyaztuk 6ket. Sorozatmetszetek készitését kovetden hematoxilin-eozin (H&E, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) festést végeztiink morfologiai analizishez, valamint orcein festést (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) az elasztin vizualizaldsara. A festési protokollokat a gyartoi
utasitasok szerint hajtottuk végre. A mikroszkopos képeket Olympus Bx53 mikroszkdppal és
DP74 kameréaval (Olympus Corporation, Tokid, Japan) készitettiik. A kollagénrostok erekben

crer
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Louis, MO, USA) alkalmaztunk. A polarizalt fény sikjat lambda/4-gyel elforgatva (Olympus
Bx53 polarizacids mikroszkop) a kettdstorést mutato strukturak kollagénrostokat jelolnek, ahol
a fényes piros struktirdk vastagabbak, mig a zdld strukturak vékonyabb kollagénrostokat
mutatnak.

A tunica intima, media és adventitia vastagsagdnak mérés¢hez H&E festett mintak 20%
nagyitasu objektivvel késziilt képeit vizsgaltuk az ImageJ 1.40 g szoftverrel. Egy merdleges
vonalat huztunk a membrana elastica internidtdl a tunica adventitia irdnyaba, majd
meghataroztuk a pixelértékeket.

Az eredményeket a kontroll pixelértékek szazalékdban adtuk meg. Metszetenként husz
fiiggetlen mérést végeztiink, és kisérleti csoportonként tobb fliggetlen artériat hasznaltunk fel.
Az orcein festésnél a normal szint inverz szinre (zold és fekete) allitottuk a pixelkontraszt
novelése érdekében. A zold pixelek szamat az Image] szoftverrel hataroztuk meg. Az érfal
egyenld terliletét vizsgaltuk 40x% objektiv nagyitds mellett az orcein (zold) pozitivitas

meghatdrozasahoz.

4.9 Statisztikai analizis
A tervezett mintaclemszadmot (egyed) G*Power 3 program segitségével, a Mead-egyenlet
alapjan hatdroztuk meg.
A statisztikai elemzéshez a GraphPad Prism 9.1.2 (v.226) szoftvert hasznaltuk. Minden
adateloszlasnal ellendriztilk a normalitast, és ennek megfeleléen Student t-tesztet vagy nem
parametrikus teszteket (Wilcoxon vagy Mann-Whitney probat) és kétutas/ismételt méréses

ANOVA-teszteket alkalmaztunk. A szignifikanciaszintet p < 0,05 értéknél hataroztuk meg.
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5 EREDMENYEK
5.1 PACAP 1-38 érgyogyulasra kifejtett hatasanak vizsgalata
5.1.1 Altaldnos megfigyelések
Minden operacidt sikeresen, standard modon végeztiink el. Az allatok stilya minden
csoportban jelentdsen csokkent a sebészeti trauma utan a 7. napig, majd a 21. napra visszatér a

kiindulasi értékekhez (I. tablazat).

I. tablazat. Az allatok silyanak valtozasa az utankovetési idoszak alatt.

Csoport Alap 7. nap 14. nap 21. nap
SHAM 286.86+34.5 263.43+36.4 * 284.43+279  317.71+26.5
Testtomeg BP 303.14+23.3 290.57+14.6 * 301.14+19.8  322.14+26.8
(g) PACAP 335.25+14.7$ 308.25+13.5*# 325.625+23.1 # 339.625+21.4

PACAP+BP 353.13+£33.2# 324.13£25.7*#  328.13£30.5# 347.13+38.3
Atlagok+S.D., n=8/csoport, *p<0,05 vs. alap; #p<0,05 vs. SHAM. ; $p<0,05 vs. BP.

A 1égzési paraméterek az anesztézia alatt minden csoportban hasonloak voltak; csak a
mitét végén emelkedtek szignifikdnsan, amikor mar csokkent az altatdoszer hatasa (BP: p =

0,0216; PACAP: p = 0,0424) (20. 4bra).
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20. abra

Az allatok l1égzésszama
Az adatokat atlag + SD. értékek formajaban mutatjuk be. A kiilonbségeket szignifikdnsnak tekintettiik
n=8/csoport, *p<0,05 vs. a miitét eldtt; op<0,05 vs. a 21. napon.

A kovetési i1ddszak végén minden csoportban mérsékelt aneurizma-képzodést
figyeltiink meg az anastomosis helyén (SHAM: 2; BP: 3; PACAP: 1; PACAP + BP: 2). Négy
allatnal pedig artérias elzarodast (SHAM: 2; BP: 2).
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5.1.2 Mikrokeringés

A mikrokeringési mérések eldtt kozvetleniil mért talpbérhdmérsékletek szinte azonosak
voltak mindkét 1ab esetében, a legmagasabb értékeket a miitét utan mértilkk (SHAM bal: 31,08
+ 2,63 °C, jobb: 30,47 2,97 °C; BP bal: 31,73 + 0,98 °C, jobb: 31,74 + 1,36 °C; PACAP bal:
33,28 + 0,96 °C, jobb: 33,09 + 1,1 °C; PACAP + BP bal: 32,01 + 1,68 °C, jobb: 31,916 + 1,11
°C). A SHAM csoport kivételével a tobbi csoportban a napok haladtaval csokkenést észleltiink,
a legalacsonyabb értékeket a 21. napon mértiik (SHAM bal: 30,93 £ 0,81 °C, jobb: 30,95 + 0,72
°C; BP bal: 29,22 + 1,38 °C, jobb: 29,84 + 1,88 °C; PACAP bal: 30,19 + 1,27 °C, jobb: 30,09
+ 1,21 °C; PACAP + BP bal: 29,2 + 1,19 °C, jobb: 29,48 + 0,97 °C).

A jobb és bal labfej keringési paraméterei (BFU) szinte azonos mddon véltoztak a
beavatkozdsok sordn. Az iszkémia alatt a keringési paraméterek minden csoportban
csokkentek, kivéve a PACAP + BP csoport mutott labat. A mitét utani értékek szinte
megegyeztek az iszkémia alatti értékekkel. A legalacsonyabb posztoperativ értékek a
kovetkezdk voltak: SHAM: 21. nap, BP: 14. nap, PACAP: 14. nap (bal 1ab p =0,0323), PACAP
+ BP: 21. nap. A posztoperativ napok soran a keringés fokozatosan névekedett, és a maximalis
értékeket a PACAP + BP (jobb 1ab p = 0,0291) ¢és a SHAM csoport (bal 1ab p = 0,0392; jobb
1ab p = 0,0004) esetében a 14. napra érték el. A BP csoportban a legmagasabb értékeket a 7.
napon, a PACAP csoportban pedig a 21. napon mérték (jobb 1ab p = 0,002) (21. 4bra).

100
- [ SHAM bal 1ab
= 80 . .
g E3 SHAM jobb lab
;é’ 60— Bl BP bal ldb
: B® BP jobb lab
2 40- B PACAP bal lab
=
S PACAP jobb lab
A 20 PACAP-+BP bal 1ab
PACAP+BP jobb ldb
0_.

Posztoperativ napok

21. abra
A labfej bérének mikrocirkulacios véraramlasi egységének (BFU) valtozasa a SHAM,
a BP, a PACAP és a PACAP+BP csoportokban.
Atlag£S.D., n=8/csoport, *p<0,05 vs. miitét elott; #p<0,05 vs. SHAM.
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5.1.3 Hematologiai viltozdsok

A PACAP ¢és BP csoport kivételével a trombocitaszam szignifikdnsan megndtt a miitét
utdn (SHAM 14. nap: p= 0,025; PACAP + BP 7. nap: p < 0,0001), majd szinte minden
csoportban a 21. napra normalizalodott. A vordsvérsejt-szam a 14. napig csokkent, ami utdn
normalizalédni kezdett. A fehérvérsejtszam a miitét utdni 7. napon minden csoportban
emelkedett (SHAM: p= 0,0267; BP: p < 0,0326; PACAP: p= 0,0242; PACAP + BP:p<
0,0003), leginkdbb a SHAM allatoknal, majd az értékek csokkenni kezdtek. A PACAP-kezelt
csoportokban enyhe idéeltolddas figyelhetd meg, a maximumot a 14. napon érték el, majd
csokkent, de a 21. napon is szignifikdnsan eltértek (p = 0,0026) a miitét el6tti allapothoz képest.
A hemoglobin és MCV paraméterek a miitét utan folyamatosan csokkentek a 21. napig,
azonban a csoportok kozott nem volt szignifikans kiilonbség. A hematokrit is a 14. napig

csokkent, majd a 21. napra emelkedett (II. tablazat).

I1. Tablazat. Hematologiai paraméterek valtozasai a kovetési idoszak alatt.

Valtozo Csoport Alap 7. nap 14. nap 21. nap
SHAM 11,95+3,63 18,92+7,94 * 18,89+3,18 * 13,82+4,84
FVS BP 10,88+40 17,47+£6,37 * 17,79+3,15 * 15,88+5,07
(10°L) PACAP 11,11+£4,65 16,31+£2,43 * 21,95+6,78 * 18,81+5,67 *
PACAP+BP 10,04+3,58 15,29+4,04 * 16,13+4,12 *& 13,38+2,72 *&
SHAM 7,59+0,48 6,84+0,81 7,02+0,34 * 7,44+0,37
VVS BP 7,57+0,44 7,51+0,34 # 7,35+0,29 # 7,22+0,61 *
(10'2/L) PACAP 7,81+0,34 7,63+0,33 # 7,29+0,49 * 7,63+0,21
PACAP+BP 8,01+0,34 + 7,33+0,55 * 7,40+0,23 *# 7,50+0,46 *
SHAM 44,66+2,79 39,23+3,05 * 39,75+1,92 * 41,76+2,26 *
Htc BP 44,38+1,8 42,3442,40 *# 41,06+2,35 * 40,06+3,50 *
(%) PACAP 45,60+1,85 43,16+2,52 *# 40,54+2,26 * 42,194+2,28 *
PACAP+BP 46,15+1,87 40,75+2,96 * 41,04+1,58 * 41,54+2,20 *
SHAM 14,9+1,01 13,35+1,43 * 13,14+0,75 * 13,61+0,81 *
Hgb BP 15,09+0,69 14,34+0,88 * 13,51+0,76 * 12,96+1,07 *
(g/L) PACAP 15,40+0,61 14,56+0,92 * 13,38+0,84 * 13,70+0,87 *
PACAP+BP 15,53+0,45 13,71+0,98 * 13,43+0,41 * 13,36+0,81 *
SHAM 58,90+2,13 57,76+4,59 56,69+2,77 * 56,19+1,78 *
MCV BP 58,73+1,69 56,33+2,04 * 55,82+2,09 * 55,56+1,89 *
(fL) PACAP 58,41+1,44 56,56+1,73 * 55,70+1,76 * 55,24+2,07 *
PACAP+BP  57,51+10 55,59+1,08 * 55,48+0,98 * 55,43+1,11 *
SHAM  718,434+236,20  900+140,97 990,93+181,6 * 835,86+129,69
Plt BP 647,14+209,38 877,93+232,37  719,79+375,57  598,93+216,68 #
(10°/L) PACAP 736,50+115,93 899,63+254,41  819,81+266,16 751,06£196,66

PACAP+BP 682,19+220,62 1025,63+173,21 * 1031,31+236,01 * 917,31+135,92 *+&
AtlagiS.D., n=8/csoport, *p<0,05 vs. alap, #p<0,05 vs. SHAM, +p<0,05 vs. BP, &p<0,05 vs. PACAP.
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5.1.4 Vorosvérsejt deformabilitas és aggregatio

A vorosvérsejt deformabilitds enyhe romlast mutatott a 7. napon (PACAP csoportban
Elmax: p = 0,023 a kiindulasi értékhez képest) és a 14. napon (PACAP + BP csoportban Elnax: p
=0,0012 és SS1/2: p = 0,0039 a kiindulasi értékhez képest), de a 21. napra minden csoportban
normalizalédott (II1. tablazat).

III. tablazat. A vorosvérsejtek deformabilitas (EImax és SS1/2) és a vorosvérsejt-aggregacios
paraméterek (M 5s, M 10s, M1 5s és M1 10s) valtozasai

Valtoz6 Csoport Alap 7. nap 14. nap 21. nap
SHAM 0,57+0,01 0,55+0,03 0,57+0,01 0,58+0,02
E BP 0,58+0,02 0,57+0,01 0,58+0,01 0,58+0,02
e PACAP 0,58+0,02 0,57+0,02 * 0,57+0,02 0,58+0,01
PACAP+BP 0,59+0,01 # 0,56+0,01 * 0,57+£0,01 *  0,59+0,01 +&
SHAM 1,51+0,20 1,50+0,12 1,58+0,18 1,54+0,22
SSi2 BP 1,47+0,20 1,56+0,14 1,67+0,21 1,54+0,15
(Pa) PACAP 1,47+0,19 1,45+0,13 1,63+0,32 1,48+0,23
PACAP+BP 1,61+0,13 1,61£0,18 &  1,46+0,17 *+ 1,59+0,16
SHAM 2,64+1,04 3,87+1,46 * 3,14+0,82 2,78+1,01
M 5s BP 3+1,35 4,44+1,21 * 3,90+1,55 3,88+2,16
PACAP  3,62+1,34 # 4,97£1,83 *  451£1,37 *# 5,15£1,67 *#
PACAP+BP 3,09+1,05 4,56x£1,63 *  4,67£1,31 *# 3,68+0,98 #&
SHAM 6,39+3,81 8,31+2,42 7,84+2,04 6,87+1,55
M 10s BP 7,45+2,70 10,3843,81 *# 9,17+4,12 9,75+£2,41 *#
PACAP  8,89+£2,59#  11,24+3,58 *# 9,10+2,60 9,22+42.53 #
PACAP+BP 9324241 # 9,53+3,02 9,16£2,04 #  8,60+1,47 #
SHAM 2,41+1,41 3,01£1,51 2,93+0,95 2,14£1,09
M1 5s BP 2,48+1,02 4,08+1,56 * 2,90+0,95 3,03£1,63
PACAP 343£1,30#+ 4,08+1,37 *# 3,32+£1,29  4,05+1,16 *#+
PACAP+BP 3,20+1,08 + 3,78£1,53 3,69+1,18 #+ 3,29+0,98 #&
SHAM 6,06+3,62 7,83+3,64 7,22+2.21 5,89+1,37
M1 10s BP 6,90+3,11 9,82+4,43 * 8,92+4,13 8,23+2,82 #
PACAP 9,30+2,66 #+  10,82+3,95 # 8,47+2,86 9,67+2,61 #
PACAP+BP 9,02+20 #+ 9,15+3,36 9,77£2,89 #  8,39+2,81 #

Atlagok+S.D., n=8/csoport, ¥p<0,05 vs. alap, #p<0,05 vs. SHAM, +p<0,05 vs. BP, &p<0,05 vs. PACAP.

A vOrdsvérsejt aggregatio posztoperativ minden csoportban romlott. Ez a 7. p.o. napon
volt észlelhetd az M 5s és M1 5s paraméterekben, kiillonosen a kezelt csoportokban a kiindulési
értékekhez képest (M 5s: SHAM p = 0,0278; BP p = 0,0027; PACAP p = 0,0012; PACAP +
BP p <0,0001; M1 5s: BP p =0,0008; PACAP p =0,0296). A 21. napon csak a PACAP csoport
mutatott szignifikans eltérést (M 5s: p < 0,0001; M1 5s: p= 0,0163). Az M 10s és M1 10s
paraméterekben a 7. napon emelkedést figyeltiink meg, leginkabb a BP csoportban (M 10s:
BP p <0,0001; PACAP p = 0,0078; M1 10s: BP p = 0,005 a kiindulasi értékhez képest). Ez a
romlas a 21. napon csak a BP csoportban maradt fenn (M 10s: BP p= 0,0014 a kiindulasi
értékhez képest) (I11. tablazat).
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5.1.5 Szakitoszilardsag mérése

Minden esetben az anastomisalt arteria femoralis szignifikdnsan gyengébb volt, mint az
¢p kontralateralis artéria. Az ellenoldali artériahoz képest a legalacsonyabb értékeket a BP
csoportban, a legerdsebb anastomosisokat pedig a PACAP csoportban talaltuk (SHAM: 0,647
+ 0,073 vs. 0,198 + 0,089 N; BP: 0,641 + 0,088 vs. 0,163 + 0,059 N; PACAP: 0,63 £ 0,15 vs.
0,395 + 0,177 N; PACAP + BP: 0,694 + 0,061 vs. 0,325 + 0,173 N) (22/A. abra). Az
anastomosisok szakitoszilardsaga szignifikansan (p <0,0001) csokkent a sajat ép artériakhoz
képest (100%): SHAM anastomosis: 30 + 10,4% (p <0,0001 vs PACAP), BP: 25,9 + 12,3%
(p < 0,0001 vs. PACAP; p = 0,0456 vs. PACAP + BP), PACAP: 57,8 + 8,3% (p = 0,0137 vs.
PACAP + BP), PACAP + BP: 39,6 = 7,5%. A szakitasi gorbék emelkedd szakaszanak
meredeksége csokkent az ép érhez képest. A gorbék 33—100%-o0s szakaszaban az ép artéridhoz
képest a legnagyobb eltérést a BP csoport mutatta (28,3 + 8,9%), mig a legkisebb eltérés a
PACAP csoportban volt (64,8 £ 22,5%). A masik két csoport kdzel azonos eltérést mutatott
(SHAM: 53,5 + 13,4%; PACAP + BP: 55,8 + 16,8%) (22/B. abra). Az anastomisalt erck
meredekségét a sajat ipsilateralis artéridjukhoz viszonyitottuk (100%), ¢és mindegyik
szignifikans eltérést mutatott (p <0,0001): SHAM csoport: 50,3 + 10,2% (p = 0,0021 vs BP),
BP: 24,5 + 9%, PACAP: 53,7 + 13% (p = 0,0015 vs. BP), PACAP + BP: 52,6 + 10,2% (p =
0,0039 vs. BP) (22/C. abra).
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# .
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ﬁ . 0,0002- ’l‘ . 02
0’2 ﬁ |l|
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22. abra. Az artéridk szakadasahoz sziikséges maximalis szakitdszilardsagi értékek newtonban (A),
a szakitoszilardsagi grafikonok teljes meredeksége a 33-100%-os tartomanyban (B),
valamint a meredekségi értékek relativ valtozasa az ellenoldali, intakt érhez képest (C).
Atlagok+S.D., n=8/csoport, *p<0,05 vs. intakt artéria (SHAM oldal), #p<0,05 vs. SHAM csoport,
xp<0,05 vs. BP csoport.

5.1.6 Hisztologia, molekularis biologia
5.1.6.1 Erfalrétegek vastagsaga
Az artéridk falvastagsaga csokkent a BP kezelés utan (p = 0,0058). A kombinalt PACAP
+ BP kezelés védohatast gyakorolt a csokkenés ellen. Az anastomisalt artéridkban a tunica
intima nem valtozott a BP vagy PACAP kezelést kovetéen, de enyhe, nem szignifikans
novekedés figyelhetd meg a SHAM anastomosisokhoz képest. A tunica media vastagsaga

szignifikansan ndtt a PACAP + BP kezelésli mintadkban (p = 0,0121) a tobbi anastomisalt
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artéridhoz képest. A tunica adventitia falvastagsaganak csokkenése szignifikans volt a BP kezelt
anastomosisokban a SHAM-hez képest, mig a PACAP kezelés enyhe csokkenést
eredményezett. A kombinalt kezelés csOkkentette a tunica adventitia vastagsaganak

csokkenését az anastomisalt erekben (23. dbra).

250 [0 SHAM [0 BP M PACAP PACAP+BP

[N
=3
S

—
W
S

—
=3
S

Teljes rétegvastagsag (%)

7]
S

e

Elszakitott anasztomézisok
In vivo

250 250

(%)

o
[
S
S

—_
n
S

Intima vastagsag (%)
s
S

0
>

Media vastagsag (%)

73
S

2

S
Adventitia vastagsag

=

S

<

Elszakitott anasztomézisok Elszakitott anasztomézisok

Elszakitott anasztomézisok
In vivo In vivo E

In vivo

23. abra. Reprezentativ szovettani fotok (eredeti objektiv: 20X) és az érfalvastagsag adatok
(szakitoszilardsagi probaval mért) artériakbol. A: reprezentativ H&E festett metszetek,
B: teljes rétegvastagsag, C: tunica intima vastagsaga, D: tunica media vastagsaga,

E: tunica adventitia vastagsaga. Atlag+S.D., n=8/csoport, #p<0,05 vs. SHAM csoport.

Az ép erek falai (ép ellenoldali ér referenciaértékként) a PACAP kezeléstdl fiiggetleniil
nem mutattak szignifikdns valtozast, s6t az erek szakitassal torténd traumatizacidjat kovetd in
vitro PACAP kezelés sem okozott szignifikans valtozast az anastomisalt erekben. Ezzel
szemben a PACAP novelte az artéridk falvastagsadgat. A tunica intima kiilon elemzése nem
mutatott szignifikdns valtozast sem €ép, sem anastomisalt erekben az in vitro PACAP kezelést
kdvetden. A tunica media vastagsaga enyhén csokkent az in vitro tenyésztett erekben, de egyik
csoportban sem volt szignifikans eltérés. Erdekes modon a PACAP kezelés csokkentette a

tunica adventitia vastagsagat az in vitro tenyésztett erekben, de szignifikans novekedést okozott

az anastomisalt erekben (24. 4bra).
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24, abra. Reprezentativ szovettani fotok (eredeti objektiv nagyitas: 20X) és az érfal rétegvastagsag
adatai az in vitro tenyésztett (14 nappal a szakitas utan: ép vagy anastomisalt; 14 nappal az eltavolitas
utan: SHAM) artériak. A: reprezentativ H&E festett metszetek, B: teljes rétegvastagsag,

C: tunica intima vastagsaga, D: tunica media vastagsaga, E: tunica adventitia vastagsaga.

Atlag + S.D., n=8/csoport

5.1.6.2 Elasztin expresszio

Az erek elasztikus rostjainak mennyiségét orceinfestéssel vizualizaltuk, kvantifikaltuk.
Az anastomisalt artéridkban az orceinfestés intenzitdsa csokkent a BP csoportban az ép ¢és
SHAM anastomisalt erekhez képest. Ezzel szemben a PACAP hozzdadédsa a BP-hez novelte az
orceinfestés intenzitasat az anastomisalt erekben in vivo (25. dbra). Az elasztin lamelldk szamat
1s meghataroztuk a tunica medidban, és némi eltérést észleltiink a kiilonb6zd csoportok ép
artériai kozott. A BP jelenléte enyhe csokkenést okozott az elasztikus gylriik szdméaban az
anastomisalt tunica medidban. A PACAP kezelés novelte az elasztikus lamellak szamat ezekben
az erekben, de a BP alkalmazasa csokkentette a PACAP hatasat az anastomisalt artériakban. Az
orcein-pozitivitast a kaniil koriili kotészovetben is mértiik, ahova PACAP diffundalhatott. Bar
az erek kornyezetében az elasztin-pozitivitds alacsony volt, a PACAP adagolast kdvetden
enyhe, de nem szignifikdns novekedés figyelhetd meg (IV. tablazat).

Az in vitro tenyésztett erek, beavatkozas nélkiil, nem mutattak szignifikans valtozast az
orcein-pozitivitaisban a PACAP adagolasat kovetden, de az orcein-pozitivitasuk szignifikdnsan
magasabb volt, mint a megmiitott erekben. A megmiitott erekben a PACAP enyhe, de nem

szignifikans csokkenést okozott. Az anastomiséalt erekben a PACAP jelenléte nem okozott
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valtozast. Az elasztikus lamelldk szdma, hasonloan az in vivo kisérletekhez, enyhén nétt a

PACAP hozzéadasaval az in vitro szovettenyészetekben (IV. tdblazat).

Sopm

%,

25. abra. Reprezentativ orcein festett szovettani fotok (eredeti nagyitas: 20X) az intakt kontroll
artériarol (A), a SHAM (B), BP (C), PACAP (D) és PACAP+BP (E) anastomisalt artériaikrol.

Az elasztin fehérje expressziojat Western blot analizissel is vizsgaltuk (26. dbra). Az ép
¢s anastomisalt erek alacsony elasztin expressziot mutattak a SHAM csoportokban. A PACAP
¢s BP kezelés novelte az elasztin expresszidjat mind az €p, mind az anastomisalt artériakban.
Tovabba, a PACAP hozzdadasa BP-al vagy anélkill novelte az elasztin expressziojat az
anastomisalt erekben az ép artéridkhoz képest. Hasonld expresszido-novekedést észleltek a

PACAP-kezelt in vitro szovettenyészetekben (IV. tablazat).

SHAM BP PACAP PACAP+BP | Szovettenyésztés
T P [ p—— ——
139 kDa 1.0 05 1.0 1.0 1.0 02 1.0 05 1.0 14
Elasztin e e | B | —euny | ol | ———
70kDa 4, g4 1.0 11 1.0 16 1.0 15 10 15
Akin — —— | D | DA | Sas |
42kDa 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 10 10 1.0 1.0

I A I A I A I A |SHAM PACAP

26. abra. Frissen beagyazott és a szovettenyésztett artériak reprezentativ Western blot képei
az [. tipusu kollagén, elasztin és aktin tekintetében a kisérleti csoportokban.
I: intakt, A: anastomisalt; n=3 / csoport; relativ denzitas értékek
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IV. Tablazat. Elasztin-tartalom a szakitdst kovetden bedgyazott és a tenyésztett erekben.

Valtozé Csoport Intakt oldal Anastomisalt
Szakitast kovetden bedgyazott erek
13501,88 14731,83
SHAM (13205,36-197852,10)  (13597,90-224739,80)
T 81904,64 1587,68
Integralt z0ld fényslirliség  BP (13576,.89-168056,55)  (1117,11- 14289.80)
(képpontok szima) 15613,63 13520,22
median (Q1-Q3) PACAP  14051.40-14931340)  (13218.87-14900.47)
13912,72 13516,40
+ ’ ’
PACAPTBP  1343750.106210.71)  (13218.87-14149,79)
, SHAM 3,50+0,58 441,41
A rugalmas membranok BP 49040 44 341
Szaérgz (ziainémgzo) PACAP 4,86+1,21 5,40+1,34
g e PACAP+BP 5,00+1,58 3,33+1,15
Western blot integralt SI%Q)M }ig 1062i8’87
pix,elsﬁrﬁ’ség (pixelek PACAP 120 ’1 5 iO’O
szdma) dtlag £8.D. b\ cApipp 10 2.6:0.0
Szakitast kovetoen szovettenyésztoben tartott erek
SHAM 13850,36 13871,32
Integralt zold fénystirtiség (13566,50-48305,46)  (13486,03-166405,70)
(pixelek szdma) 13912,72 14511,32
median (Q1-Q3) PACAP (13396,37-14600,46)  (14076,57-185590,30)
A rugalmas membranok SHAM 3,50+0,55 3,75+0,96
szama (szam/mez0) PACAP 4,80+1,30 4,67+0,58

Atlagok + S.D., n=8/csoport
Az elasztin immunopozitivitasat immunhisztokémiaval is kimutattuk. A SHAM ¢és BP

csoportok ép ereiben diffuz jeleket észleltek, néhany lamella immunpozitivitassal (27. dbra). A

PACAP-kezelt csoportokban elasztin-pozitiv lamelldk voltak észlelhetok. A PACAP-kezelt

C

ellenoldali artéria (A), a SHAM (B), BP (C), PACAP (D) és PACAP+BP (E) anastomisalt artériairol.
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anastomisalt erekben a diffuz és lamellas elasztin-pozitiv jelek hangsulyosabba valtak az ép
erekhez képest. A BP kezelés csokkentette az elasztin immunpozitiv lamelldinak jelét az
anastomisalt erekben. Hasonlo eredményeket észleltek a tenyésztett erekben, ahol erds diffuz

elasztin jeleket vizualizaltak az ép in vitro tenyésztettekben. A PACAP kezelés novelte a

lamellak szervezOdését az anastomisalt in vitro artéridkhoz képest (28. abra).
SHAM intakt SHAM anasztomizalt

PACAP intakt PACAP anasztomizalt

szovettenyésztett artériakon.

5.1.6.3 L. tipust kollagén expresszid

Az artériak tunica mediajaban az 1. tipust kollagén befolyasolja az erek integritasat, igy
a kollagén jelenlétét picrosirius festéssel vizsgaltuk (29. és 30. abra).

Az ¢ép erekben a BP csokkentette a vastag, de emelte a vékony kollagénszalak
mennyiségét a tunica mediaban (V. tablazat). A PACAP foként a vékony szalak esetén okozott
csokkenést, az anastomisalt ereknél viszont emelkedett a vastag szalak mennyisége. Az in vitro
szovettenyészetekben az anastomisalt majd elszakitott (traumatizalt) ereket vizsgaltuk. Ebben
az esetben a PACAP kezelés enyhén ndvelte a vastag kollagénszalak jelenlétét a vékony szalak
megvaltoztatasa nélkiil. A ép artéridkhoz hasonld mennyiségli vastag kollagénszal volt
¢észlelheté a SHAM csoportokban, de csokkenés figyelhetd meg a PACAP-kezelt erekben. A
vékony szalak szdmossaga csokkent mind a SHAM, mind a PACAP szovettenyészetekben. Az
anastomisalt megmiitott erekben csokkent a vastag szalak szdma az ép és megmiitétt SHAM
csoporthoz képest. A vastag és vékony kollagénszdlak szdma szignifikansan csokkent a

PACAP-kezelt in vitro anastomisalt tenyészetekben (V. tdblazat).
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Intakt Anasztomizalt

Fénymikroszképia Polarizaciés mikroszkopia Fénymikroszkopia Polarizaciés mikroszkopia
p ,‘ o

PACAP BP SHAM

PACAP+BP

29. abra. Reprezentativ picrosirius festett artéria metszetek. (eredeti objektiv nagyitas: 20x)

Kezeletlen PACAP kezelt

Fénymikroszkopi Polarizaciés mikroszkopia Fénymikroszképia Polarizacios mikroszkopia

Intakt

Anasztomozis

Sopm.

30. abra. Reprezentativ picrosirius festett szovettenyésztett artéridk. (eredeti objektiv nagyitas: 20x)

‘Sopm

Az 1. tipusu kollagén specifikus expressziojat Western blot analizissel tovabb vizsgaltuk,
¢s hasonlé eredményeket kaptunk in vivo. A PACAP alkalmazasa csokkentette az expressziot
az anastomisalt erekben, de a BP jelenléte nem okozott valtozast. Az in vitro
szovettenyészetekben az 1. tipust kollagén expresszio alig volt észlelhetd, de enyhe emelkedés
figyelhetd meg az anastomisalt tenyészetekben (V. tablazat, 30. abra). Az 1. tipusu kollagén

lokalizaciojat immunhisztokémiaval is kovettiik (31. dbra).
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nagyitas 40X) az intakt kontroll artériarol (A), a SHAM (B), BP (C), PACAP (D) és PACAP+BP (E)
csoportok anastomisalt artériairol.

SHAM ¢s kezelt artériak tunica medidja diffaz és szalszerli immunpozitivitast mutatott.
Az ép artéridkban a PACAP ¢s BP alkalmazas csokkentette a diffuz I. tipust kollagén jeleket és
hasonlé moédon csokkentette a kollagénszdlakat, mint a picrosirius festés eredményei. Az
anastomisalt erek I. tipust kollagén immunpozitivitasa tovabb csokkent, és a széljelek eltlintek
a PACAP-kezelt €¢s BP csoportokban. A szovettenyészetekben diffuz és szaljeleket észleltek az
¢ép erekben, ahol a PACAP adagolés tovabb novelte a tunica media kollagénszal-tartalmat. Az
anastomisalt tenyésztett erekben I. tipusu kollagénszalak voltak észlelhetdk a tunica mediaban.

A PACAP adagolas novelte a difftiz kollagén jeleket, de nem fokozta a szalképzddést (32. ébra).

D E

crcr

artériakon. (eredeti objektiv nagyitas: 40x)
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V. tablazat. Az I. tipusu kollagén tartalma a frissen eltavolitott és a szovettenyésztett
erekben.

Valtozo Csoport Intakt oldal Anastomisalt
Szakitast kovetden bedgyazott erek
13825,44 9291,28
SHAM - 034324-20063,81)  (7364,89-14288,00)
e 9322,30 712021
Vords fenyintenzitas BP (7509,55-22460,15)  (5930,57-7931,24)
(pixelek szama) 12484,11 10621,18
medidn (Q1-Q3) PACAP  2666,51- 13373,92) (8903,27-11105,26)
13198,04 9597,01
PACAPHBP 11975 60-13240,30) (7794,21-10650,40)
1473,62 3799,73
SHAM  1270.92-8565,78)  (1564.56-6101,55)
e 4389,07 3677,36
Z61d fenyintenzitds BP (4042,19-9744,79)  (2871,04-4479,74)
(pixelek szdma) 2787,34 322348
medidn (Q1-Q3) PACAP  9182.58-4455.78)  (2049.68-3928.61)
4632,54 1979,14
PACAPTBP 1 563 60-4820,60)  (1846,70-2104,08)
Western blot integralt SHAM 120 0,40
pixelslirliség (szdm/mezo) BP 1x0 120
D PACAP 120 0,240
atlag £ 5.D. PACAP-+BP 120 0,50
Szakitast kovetoen szovettenyésztoben tartott erek
SHAM 41106,71 21036,31
Voros fényintenzitas (22098,34-43538,714) (8323,01-21060,99)
(pixelek szdma) 65156.94 12360,17
median (Q1-Q3) PACAP o (12281,60-
(6218,90-77448,39) 1247354
e 4767,25 597345
Z61d fenyintenzitds SHAM  4491,69-5700,38)  (2862,03-6410,84)
(pixelek szdma) 3199,41 2092,74
medidn (Q1-Q3) PACAP 1657 89-8563.06)  (1686.29-5685.69)
Atlag+S.D., n=8/csoport
5.1.6.4 Granulomas szovet a kannula korul

Perikanniilarisan granulomas szovet képzodott minden csoportban, de a PACAP-kezelt

esetekben ez kifejezettebb volt. A polarizalt fényben vizsgalt picrosirius-festett metszeteken

nem szignifikans emelkedést észleltiink a PACAP-kezelt csoportokban mind a vorés (SHAM
és BP: 8030,26 + 1224,92; PACAP és PACAP + BP: 17 954,93 +5270,92), mind a z61d (SHAM
és BP: 3575,05 + 2248; PACAP és PACAP + BP: 9203,76 + 3876,22) fénydenzitasban. Az

orceinfestésli metszeteken nem volt 1athatd kiilonbség a PACAP-kezelt csoportokban (SHAM
¢s BP: 1212,869 + 183,353; PACAP és PACAP + BP: 1382,403 + 93,97) integralt fénys{irliség

tekintetében.
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5.2 A BGP-15 érgyogyulasra kifejtett hatasanak vizsgalata

5.2.1 Altalinos megfigyelések

A kutatds soran nem talalkoztunk aneurizmaval, vagy tromboézissal. Az aramlési
paraméterek a mutét soran alig valtoztak, egyediil a KSHAM csoportban volt megfigyelhetd
egy szignifikans valtozas az alap értékhez (p=0,0116) és a SHAM (p=0,0203) csoporthoz
képest. A 21. napon, a sajat ép ellenoldali artéridk adataival Osszevetve az anastomosisok
aramlasat, a BGPO csoportnal volt megfigyelhetd szignifikans emelkedés, az ¢ép ¢és az
anastomisalt oldalon is. Ezen adatok mérése allatonként kozel azonos idoben (anesztetikus
mélységben) tortént, igy a relativ adatokat vizsgdlva, nem volt eltérés a csoportok kozott

(SHAM: 95,70%, KSHAM: 1,18%, BGPO: 0,99%) (33. 4bra)

B
2.59 [ SHAM [ KSHAM M BGPO 2.51
Z 20 E 201
g ¥ g # #
E E
E 15 S 15
& =
= £
£ 10] £ 10
\ =
£ £
> 0.5 > 05
0.0
0.0 —
Miitét elétt Miitét utdn Intakt Anasztomozis

21. nap

33. abra Artérias véraramlas a Miitét napjan (A), valamint a 21. napon (B).
AtlagtS.D., n=8/csoport, *p<0,05 vs. miitét elott; #p<0,05 vs. SHAM

Az allatok az altalanos gondozési folyamatokat, a kétnaponkénti kezeléseket, illetve a
sebtisztitasokat jol tlirték. Ez foként a BGP kezelt allatok esetén volt megfigyelhet. Az
esetiikben altaldnossagban elmondhatd, hogy sokkal nyugodtabban viselkedtek a tarsaikhoz
képest. Az allatok tomege a mutéti traumat kovetéen ndvekedni kezdett és a BGPO csoport
kivételével a 21. napra meg is haladtdk a kiindulési értéket, a SHAM (p=0,0132) és a BGPK
(p=0.0303) csoportokban ez szignifikans mértékii volt (V1. tablazat).

VI. tablazat. Az allatok sulyanak valtozasa a nyomon kovetési idOszak alatt.
Valtozo Csoport Alap 7. nap 14. nap 21. nap
SHAM  325,13£18,01 313,83+11,6 344,71+£23,88 365,71£27,69 *
Testtomeg KSHAM  349,75+6,04 327,88+12,45* 343+7,13 *  352,25+11,91
(2) BGPK 308,5£7,07 318,13+11,21 * 328,75€11,9 * 341£12,01 *
BGPO 337,33+11,5 320,43+29,79 312,83+16,44 * 336,33+11,68
Atlag+S.D., n=8/csoport *p<0,05 vs. Alap
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5.2.2 Laboratoriumi vizsgalatok
5.2.2.1 Hematoldgiai mérések

Bar a BGP-15-6t lokalisan, kozvetleniil az anastomosis helyére juttattuk, nem csak az
erekre volt hatassal, felszivodas révén a keringésbe is kertilhetett, igy szisztémads hatasokat is
kifejthetett. A KSHAM csoportban szignifikans, tartds leukocytosis alakult ki, amely a 7. naptol
a 21. napig fennallt, jelezve a miitéti trauma ¢&s a kaniil altal kivaltott elhuzodo gyulladasos
valaszt. Ezzel szemben a BGPK ¢és BGPO csoportokban alacsonyabb, atmeneti FVS-emelkedés
volt csak megfigyelhetd, s6t a 14. napon a BGPK csoportban a kiindulasi érték ala

csOkkenéssel, ami a BGP-15 gyulladéscsokkentd hatasat erdsiti (VIL. tablazat).

VII. Tablazat. Hematologiai paraméterek valtozésai.
Valtozo  Csoport Alap 7. nap 14. nap 21. nap
SHAM 10,22+1,89 11,23+2.4 11,48+2,31 12,54+3,42 *
FVS KSHAM 11,71+1,59  16,47+£2,71 *, # 17,18+3,16 *,# 16,55+£3,25 *
(10°/L) BGPK 11,11+1,52 12,79+3,31 9,26+1,18 *,§  10,41+2,42 §
BGPO 9,52£1,16 §  12,3542,17 *,§ 11,6423 $ 11,66+3,2

SHAM 8,04+0,27 7,53+0,75 8,23+0,44 8,27+0,35

VVS  KSHAM 7,91+0,83 7,48+0,31 7,67+0,4 # 8,1+0,23
(10'/L)  BGPK 7,77+0,17 7,61+0,28 7,54+0,35#  7,79+0,2 #, $, x
BGPO 8,04+0,61 7,440,27 *  7,04+0,46 *, #, $7,06+£0,34 * #, $

SHAM 45,17+1,88 42,69+4,96 45,87+2,14 46,38+1,76
Htc KSHAM 45,59+3,65 42,69+1,94 * 43,34+2.62 45,59+1,86
(%) BGPK 44,71+£1,37  43,24+1,17 *, x  42,69+1,5 *, # 44.29+1,64
BGPO 45,52+3,57 40,83+1,43 * 38,96+£2,7 * # 3941425 * #
SHAM 15,35+0,55 14,36+1,32 15,22+0,77 15,06+0,57
Hgb KSHAM 15,05+1,81 13,96+0,66 13,99+0,94 # 14,68+0,67
(g/L) BGPK 14,82+0,51 # 14,45+0,45 14,11£0,52 # 14,54+0,45 #
BGPO 15,18+1,06 13,53+0,54 *  12,38+0,91 *, # 12,52+0,88 *, #
SHAM 56,54+1,42 56,7+1,87 55,92+1,43 * 56,34+1,34
MCV KSHAM 57,81+1,86 57,1£1,14 x 56,49+1,37 56,28+1,33
(fL) BGPK 57,53+1,07 56,83+£1,24 *, x 56,69+1,25 *, % 56,87+1,68
BGPO 56,63+0,81 55,16+0,91 * 55,36+0,89 * 55,77+1,25 *
SHAM  689,81+£312,82 997,43+177,14 * 931,93+232,62 834,5+142,34
Plt KSHAM 733,13£160,84 774,19+£295,95 725,71+£309,58 902,79+229,66
(109/L) BGPK  744,86+£191,93 667,13+£327,53 898+148.,42 725,36+316,77
BGPO 809,15+79,78 947,43+72,96 * 992,5+138,78 *  962+86,99 *
AtlagtS.D., n=8/csoport *p<0,05 vs. alap, #p<0,05 vs. SHAM, $ p<0,05 vs. KSHAM,
x p<0,05 vs. BGP

A BGPO csoportban mind a vordsvértestszam, mind a hematokrit értékek szignifikans,
folyamatos csokkenést mutattak, kiilonosen a 14. és 21. napon (VVS: 7,04+0,46 ¢s 7,06+0,34;
Htc: 38,96+£2,7 ¢és 39,41+2,5). A BGPK csoportban viszont enyhébb csokkenés volt
megfigyelhetd, amely a 21. napra kozel normalizalddott. Ezzel szemben a tobbi csoportban
csak a mitéti traumat kovetd elsd héten volt jelentdsebb eltérés az alapértékekhez képest. A

BGPO csoportban a hemoglobinszint a 14. és 21. napon is szignifikansan alacsonyabb volt,
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mint a tobbi csoportban. Ez az érték a vordsvértestszdm ¢és hematokrit csokkenésével
parhuzamosan jelentkezett, mig a BGPK csoportban csak enyhe, de konzisztens csokkenés volt
tapasztalhaté a 14. napig. A SHAM ¢és KSHAM csoportokban a hemoglobinszint jelentdsebb
eltérése a 7. napra korlatozddott (VII. tablazat).

A BGPO csoportban szignifikdnsan alacsonyabb MCV-értékeket mértiink minden
idépontban, ami a mikrocitdzis iranyaba torténd eltolodasra utalhat. A BGPK csoportban
szintén kisebb, de statisztikailag szignifikans csokkenés volt észlelhetd a korai postoperativ
hetekben. A kontrollcsoportokban az MCV nem mutatott klinikailag relevans valtozast. A
BGPO allatokban tartos trombocitozis alakult ki, a 7. naptdl kezdve mindvégig szignifikansan
magasabb értékekkel. A BGPK csoportban és a KSHAM csoportban nem észleltiink
szamottevd valtozast a trombocitaszdmokban. A SHAM csoportban atmeneti, posztoperativ

trombocitaemelkedés volt megfigyelhetd, amely a 14. naptol csokkent (VII. tablazat).

5.2.2.2 Vorosvérsejt deformabilitas és aggregatio

Az Elnax értékek minden csoportban kis mértékli ingadozast mutattak, de a kiilonbségek
klinikailag nem szignifikansak. Az SSi» érték tekintetében a KSHAM csoportban jelentds
csokkenés volt tapasztalhat6 a 7. napon (p=0,0071 vs alap érték), ami a VVS deformalhatosag
romlésat jelezheti. A BGPO és SHAM csoportokndl ilyen eltérés nem volt megfigyelhetd. Ezzel
szemben a miitéti stressz nélkiili BGPK csoportban a 7. napon emelkedett SSi érték volt
(p=0,0023 vs alap érték), ami a deformalhatosag romlasara utalhat (VIII. tdblazat).

A vorosvérsejtek aggregatioja esetén az M 5s paraméter tekintetében, a BGP-t kapo
(BGPK ¢és BGPO) csoportokban a 7. naptdl kezdédden szignifikans aggregatiofokozddas volt
megfigyelhetd (*p<0,05 vs SHAM, KSHAM), amely a 21. napra is fennallt. A KSHAM csoport
esetén is markans emelkedés volt megfigyelhetd, ez azonban a 21. napra kozel normalizalddott.
A hosszabb aggregatios id6 (M 10s paraméter) mellett is hasonld tendencia mutatkozott. A
SHAM csoportban posztoperativ, atmeneti emelkedés volt lathat6, Mig a BGPO csoportban a
21. napra jelentds szignifikdns emelkedés volt tapasztalhatdo (p=0,001). M1 5s és M1 10s
(alacsony nyirofesziiltség melletti aggregatio) esetén a BGPK csoportban a 21. napra
emelkedést mértiink az M1 5s értékben, ami a posztoperativ aggregatio fokozodasara utal. A
BGPO csoportban ugyancsak magasabb értékeket lattunk, kiilondsen az M1 10s mutatd
esetében, amely tartds fokozottabb aggregatios hajlamot jelez (VIII. tablazat).
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VIII. tablazat. A vorosvérsejtek deformabilitasanak (EImax és SS1/2) és a vordsvérsejt-

aggregacios paraméterek (M 5s, M 10s, M1 5s és M1 10s) valtozasai.

Valtozé  Csoport Alap 7. nap 14. nap 21. nap
SHAM 0,55+0,03 0,54+0,02 0,57+0,03 0,56+0,02
El KSHAM 0,54+0,04 0,53+0,04 0,56+0,03 0,57+0,01
max BGPK 0,55+0,03 0,56+0,02 0,57+0,03 x 0,56+0,02
BGPO 0,56+0,03 0,55+0,02 0,54+0,02 0,57+0,03
SHAM 2,25+0,3 2,07+0,18 2,05+0,32 1,97+0,5
SS12 KSHAM 2,12+0,27 1,57+0,51 *, # 1,89+0,27 2,15+0,32
(Pa) BGPK 2,13+£0,19  2,38+0,13 *, #,$  2,02+0,48 2+0,37
BGPO 2,16+0,42 2,1+0,17 $ 2,1+0,17 2,16+0,23
SHAM 2,36+1,23 2,11£1,08 2,37+0,99 2,53+1,1
M 5s KSHAM 1,86+1,31 4,02+1,18 *, #  3,78+1,31 *,#  2,58+1,24
BGPK 3,1+0,77 3,84+1,61 # 3,6£2,16 # 3,33+0,85 *
BGPO 2,73£1,05 348+1,91#  3,89+1,46 * # 4,161 * #
SHAM 5,6+2,14 10,48+2,64 * 9,66+2 * 7,81£3,69 *
M 10s KSHAM  3,09+0,68# 10,33+1,41 *,#  9,36+2,3 * 5,23+£2,27 *
BGPK 9,54£1,7#, $ 8,25+2,01 $ 7,49+23 *,§  7,9242,79 §, x
BGPO  832+243#,§ 9,23+2,87 8,46+1,9 11,93+£1,96 *, $
SHAM 3,41£1,47 2,46+0,94 2,42+0,98 2,5+0,94
M1 5s KSHAM 2,03+0,91 3,67£1,08 *, # 3,41+0,76 *, #  2,38+0,82
BGPK 3,83+0,72 2,78+1,03 *,§  2,48+1,33 * 4,47+0,77#, $
BGPO 3,08+0,77 2,69+1,62 3,67£1,04 *, # 3,56x1,16#, §
SHAM 6,26+2,94 7,85+3,14 8,21+3,37 7,31+£3,42
M1 10s KSHAM  4,584+2,24 * 9,65+2,42 * 9,34+3,22  4,89+2,02 #, x
BGPK 9,18+1,14 # 8,68+2,39 8,03+£2,96 x 8,8+2,47 $
BGPO 9,68+2.49 # 8,59+3,02 10,49+3,2 10,41+1,41 #

Atlag£S.D., n=8/csoport *p<0,05 vs. alap, #p<0,05 vs. SHAM, $ p<0,05 vs. KSHAM,
x p<0,05 vs. BGP

5.2.3 Szakitoszilardsag mérése

Az intakt artéridk jelent6sen nagyobb szakitoszilardsaggal rendelkeztek, mint az
anastomisaltak. A BGP kezelés emelte az anastomosisok szakitoszilardsagat, azonban a
KSHAM csoportnal is megfigyelhetd egy emelkedés. A gorbék meredeksége a 33-100%-0s
tartoméanyban (kollagén dominalta, irreverzibilis deformacios szakasz) esetén a legnagyobb
eltérés a KSHAM csoportban volt, mig a BGPO csoport esetén volt a legkevesebb eltérés az

intakt erekhez képest, mely az artéria biomechanikai érésének eldsegitésére utal (34. abra).
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34. abra Az anastomisalt artériak er6-alakvaltozas gorbéinek numerikus elemzése.
A: maximalis szakitoszilardsag; B: szakitoszilardsag meredeksége a 33-100%-os tartomanyaban.
Atlag£S.D. n=8/csoport *p<0,05 vs. intakt; #p<0,05 vs. SHAM;

5.2.4 Szovettani vizsgdlatok

H&E festett metszteken vizsgéltuk az érfal rétegeinek a vastagsagat. A teljes
rétegvastagsag esetén a BGPO csoportban szignifikans eltérést lathattunk a SHAM csoporthoz
képest, mely a SHAM csoportndl jelen 1€v0 fiziologids, sebzést kdvetd intima hiperplasiat is

felerdsitette (35. abra).
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35. abra Reprezentativ szdvettani fotok az artérias anastomosisokrol (A: SHAM, B: BGPO; eredeti
objektiv nagyitas: 20X) ¢s a metszetek kvalitativ elemzese. C: teljes rétegvastagsag,
D: tunica intima vastagsaga. Atlag+S.D., n=8/csoport *p<0,05 vs. Intakt csoport.

Picrosirus festett metszeteken vizsgaltuk az 1. tipusu kollagénrostok mennyiségét. A
vastag (voros) és vékony (z61d) rostok esetén nem szignifikans mértékben, de alacsonyabb érték
volt megfigyelhetd az anastomosisokban az intakt erekhez képest. A BGPO csoport
anastomosisaiban a vékonyabb rostok mennyisége enyhén emelkedett volt a SHAM csoporthoz

képest (36. abra).
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36. abra Reprezentativ picrosirius festett metszetek a kisérleti csoportok eltavolitott
artériaibol. (A: SHAM, B: BGPO,; eredeti objektiv nagyitas: 40X; fekete és fehér nyilak:
tunica adventitia) €s a metszetek kvalitativ elemzése (C). Atlag=S.D., n=8/csoport

Az orcein festett metszeteken vizsgaltuk az elasztikus rostok mennyiségét és az altaluk
képzett lamelldk szdmat. A BGPO csoport esetén szignifikdns emelkedés volt megfigyelhetd

az elasztikus rostok mennyiségében, a lamelldk szambeli eltérése nélkiil (37. abra).
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37. abra Reprezentativ orcein festett metszetek a kisérleti csoportok eltavolitott anastomisalt
artériaibol. (A: SHAM, B: BGPO; fekete nyilak: membrana elastica interna, piros nyilak: membrana
elastica externa; eredeti objektiv nagyitas: 40X)
és a metszetek kvalitativ elemzése (C, D). Atlag+S.D., n=8/csoport, #p<0,05 vs. SHAM

5.3 Szovetek nedvesen tartasanak jelentoségének vizsgalata

5.3.1 Makroszkopos megfigyelések

A sebészeti beavatkozasok soran megfigyeltiik, hogy a nem nedvesen tartott szovetek
manipulalasa egyre nehezebbé valt. A Deszikkalt csoportban a 21. napon a miitéti helyen
fokozottabb, stiribb kotdszovet volt, valamint az egyik artériaban trombdzis, egy masikban
pedig aneurizma alakult ki (38. abra).

Az epigasztrialis ereket nem érintette a metszési és varratkészitési sériilés, de az dket
tartalmazo szovetrész volt a leginkabb kitéve a kiszaradasnak. Az allatok sulya a kovetési
1d6szak alatt hasonldan valtozott, azonban a kiszaradasos csoportban sokkal nagyobb volt a

szoras, €s a sulygyarapodas is alacsonyabb volt az Operalt csoporthoz képest (IX. tablazat).

IX. tablazat. Az allatok stilyanak valtozasa a nyomon kovetési idOszak alatt.

Valtozo Csoport Alap 7. nap 14. nap 21. nap
Operalt  316,80£11,63 315,40+£12,24 343,80+18,43 *361,40+11,08 *
Testtomeg 1£0 1,01+0,02 1,10+0,02 * 1,16+£0,03 *
(g) Deszikkalt 298,88+28,63 303,14+18,65 324,33+28,64 *335,57+21,22 *
1£0 1,02+0,04 1,12+0,11 * 1,14+0,06 *

Atlag+S.D., n=8/csoport, *p<0,05 vs. alap, relative értékek dolt betiivel
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38. abra Reprezentativ mutéti képek a nedvesitett (Operalt) (A, B) és a kiszaritott (Deszikkalt)
csoportokban (C, D) az anastomosis utan (A, C) és a 21. napon (B, D).
(eredeti nagyitas: 16x)

Mindkét csoportban sikeresen elvégeztiik az dsszes anastomisalast, amint azt a miitét
elOtti és utani artérias aramlasi sebességek mutattak (39. abra, A). A 21. napon nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget a két csoport vagy a két oldal kozott, de a Deszikkalt csoportban
enyhén megnovekedett véraramlast figyeltiink meg (39. abra, B).

Az allatok borhdmérséklete nem valtozott szignifikansan, de a Deszikkalt csoportban

enyhén emelkedett talp borhdmérsékletet mutattak a 21. napon (X. tablazat).
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39. abra Artérias véraramlas az Operalt és Deszikkalt csoportban a miitet el6tt és utan (A), valamint a
21. napon (B). Atlag + SD., n=8/csoport
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5.3.2 Laboratoriumi paraméterek

A hematologiai paraméterek esetén enyhe eltérések voltak megfigyelhetok. A kdvetési
1d6szak alatt a fehérvérsejtszdm nem valtozott jelentdsen. A vOordsvérsejtszdm a masodik héten
mindkét csoportban szignifikdns emelkedést mutatott (Operalt p=0,0169; Deszikkalt
p=0,0018), a harmadik héten pedig csak az Operalt mutatott kiilonbséget (p=0,0418). A
hematokrit a 2. héten szignifikans névekedést mutatott (p=0,0030) a Deszikkalt csoportban az
Operalthoz képest. A hemoglobin koncentracidoban az egyetlen szignifikans kiilonbség az elso
héten az Operalt csoportban tortént (p=0,0220). A vérlemezkeszam mindkét csoportban enyhe
novekedést mutatott, legnagyobb mértékben az Operalt csoportban, ahol az elsd héten
szignifikans (p=0,0007) mértékii volt. Az MCV a masodik (p=0,0212) és a harmadik
(p=0,0233) héten noétt a Deszikkalt csoportban. Az MCH az elsé héten nétt a Deszikkalt
csoportban (p=0,0168), mig az Operaltban a masodik (p=0,0002) ¢és a harmadik (p=0,0007)
héten csokkent. Az MCHC szintén szignifikdns csokkenést mutatott az Operalt csoportban a

masodik (p=0,0003) és a harmadik (p=0,0001) héten (XI. tdblazat).

XI. tablazat. A kivélasztott hematoldgiai paraméterek véltozasai az utdnkovetési idoszak alatt.

Viltozo Csoport Alap 7. nap 14. nap Viltozo
FVS (10°/L) Opgrélt 10,6+1,68 12,71£2,13 12,61+3,275  12,08+3,75
Deszikkalt  10,27+2,31 10,51+1,17 10,414+1,820 11,08+1,31
VVS (10'2/L) Opgrélt 7,95+0,34 7,95+0,34 7,950,337 *  7,95+0,34 *
Deszikkalt 7,3+0,29 7,73+0,29 7,73+£0,29 * 7,73+0,29
Het (%) Opgrélt 44,87+1,93 43,41+4,82 46,21+2,08  46,37+1,76
Deszikkalt — 44,57+1,81 45,06+1,63 46,34+1,58 *  45,65+2,36
MCV (fL) Opgrélt 56,54+1,42 56,7+1,87 55,92+1,43  56,34+1,34
Deszikkalt  57,68+1,05 57,14+1,54 56,74+1,17 * 56,42+1,03 *
Plt (109/L) Operalt  796,83+156,51  1012,9+88,25 903,2+169,66 857,25+54,46
Deszikkalt 663,94+186,33 756,33+161,73 # 818,08+60,11 776,79+159,54
Hbg (g/L) Operalt 15,35+0,55 14,59+0,94 15,22+0,77  15,06+0,57
Deszikkalt  15,03+0,61 15,09+0,31 15,38+0,57  14,85+0,49
MCH (pg)  Operalt 19,26+0,62 19,01+£0,41 18,51+0,65 * 18,45+0,59*
Deszikkalt  18,81+0,34 19,14+0,35 * 18,81+0,34  18,71+0,58
MCHC (pg) Opgrélt 34,07+0,73 33,53+1 33,09+0,52 * 32,71+0,49 *
Deszikkalt  33,73+0,75 33,52+0,73 33,17+£0,61  33,19+1,03

AtlagokiS.D., n=8/csoport, *p<0,05 vs. alap, #p<0,05 vs. SHAM
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Vizsgaltuk a vorosvérsejtek deformalhatosagi paraméterét is. A Deszikkalt csoport
gorbéi az elsé héten mutattdk a legnagyobb csokkenést az alaphoz képest, ami a
deformalhatosag romlasara utal. Erdekes modon az Operalt csoport gorbéi a beavatkozast
kovetden emelkedést mutattak (40. abra). Az Elmax €s SS1/2 értékek kozott nem volt szignifikans
kiilonbség a csoportok kozott. Az Elmax/SS12 az elsé héten szignifikdns csdkkenést mutatott a
Deszikkalt csoportban az alaphoz (p=0,0014) és az Operalthoz (p=0,0471) képest. Az EI 3Pa a
mitét utan csokkenést mutatott a csoportokban, de a harmadik héten az értékek ndvekedtek,

leginkébb az Operalt esetén (p=0,0061 vs. alap) (XII. tablazat).

0,61 — Alap --- Els6 hét - Masodik hét Harmadik hét 0,61
0,41
=
0,24
0,0: 0,0:
0,3 3 30 0,3 3 30
Nyiréeré (Pa) Nyiréerd (Pa)
Operalt Deszikkalt

40. abra Deformalhatosagi gorbék az Operalt (A) és a Deszikkalt (B) csoportokban.
A vorosvérsejtek deformalhatosaga az elongacids indexszel jellemezhetd,
amelyet a hozza tartoz6 nyirofesziiltség fliggvényében abrazolunk.
Az adatokat atlag+SD értékekként mutatjuk be. n=8/csoport, *p<0,05 vs. alap
A vorosvérsejtek aggregatiojanak mértékét az aggregatios index fejezi ki. Az M 5s és
M1 5s index paraméterei a mitétet kovetden a deszikkalt csoportban megemelkedtek, és az elso
héten szignifikansak voltak a SHAM-hez képest (M 5s p=0,0190; M1 5s p=0,0026), majd a
harmadik hétig normalizalodtak. Az M 10s paraméterben a mitétet kovetéen az Operalt
csoportban novekedés, mig a deszikkalt csoportban csokkenés volt tapasztalhato. Ez az elso
héten szignifikans kiilonbséget okozott a két csoport kozott (p=0,0423), de a harmadik hétre

normalizalddtak. Az M1 10s paraméter csak kis, nem szignifikans véaltozasokat mutatott (XII.

tablazat).
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XII. tablazat. A vorosvérsejtek deformalhatosaganak (Elmax €s SS1/2) és a vOordsvérse;jt-
aggregacios paraméterek (aggregacios indexek M 5s, M 10s, M1 5s és M1 10s) valtozasa az
Operalt €és a Deszikkalt csoportban a kovetési idoszak alatt.

Valtozo Csoport Alap 7. nap 14. nap Valtozé
EI at 3 Pa Opgrélt 0,335+0,025 0,336+0,019 0,350+0,027 0,364+0,01 *
Deszikkalt 0,349+0,016 0,323+0,044 0,327+0,031 0,343+0,03
EI Operalt 0,549+0,027 0,533+0,023  0,570+0,025 0,555+0,023
a Deszikkalt 0,573+0,019#  0,554+0,031 0,564+0,023 0,567+0,019
SS12 Operalt 2,234+0,208 2,158+0,233  2,025+0,326 2,158+0,154
(Pa) Deszikkalt 2,122+0,268  2,477+0,365 * 2,335+0,441 2,223+0,298
ELna/SS12 (Pa) Opgrélt 0,254+0,019 0,250+0,029 0,273+0,039 0,254+0,019
Deszikkalt  0,273+0,020 0,219+0,026 *, # 0,238+0,039 0,265+0,04
M 55 Operalt 2,35+1,07 2,11+0,94 2,37+0,99 2,54+1,1
Deszikkalt  2,51+0,92 2,86+0,85#  3,18+1,93  2,74+1,32
M 10s Operalt 7,49+£3,21 9,09+2,91 8,13+2,92  7,97+3,84
Deszikkalt — 8,36+2,74 7,13+£2,34 #  6,29+3,92  7,73+£3,71
M1 5s Operalt 2,79+1,33 2,46+0,85 2,52+0,95  2,62+0,91
Deszikkalt  2,86+1,07 32740, 76 #  2,56+1,45  2,78+1,04

Atlagok+S.D., n=8/csoport, *p<0,05 vs, alap; #p<0,05 vs. Operalt

5.3.3 Szakitoszilardsag mérése

A szakitoszilardsagi mérésekbdl eré-megnyulds diagramokat kaptunk, amelyeket
numerikusan is elemeztiink (41. abra). Az artéridk fesziiltség-alakvaltozas gorbéinek lefutasa
az elasztomerekhez hasonld. Az elemzés meghatarozta a maximalis szakitoszilardsagot (41.
abra, B), amelyre mindharom csoport anastomosisa szignifikdnsan gyengébbnek bizonyult az
¢ép kontralateralis artéridhoz képest (UNK p=0,0146; Operalt p<0,0001; Deszikkalt p=0,0006).
A csoportok kozott nem volt szignifikans kiilonbség, de a legerdsebbek a frissen késziilt UNK
anastomosisok, a leggyengébbek pedig az Operalt artéridk voltak.

A gorbék meredekségét a teljes szakaszon (0,001N- maximalis pont; 41. abra, C) és
kiilon-kiilon a teljes szakasz 0-33% (41. abra, D) €s 33-100% (41. abra, E) teriiletein vizsgaltuk.
A teljes gorbe esetében a UNK anastomosisnal volt a legnagyobb eltérés a sajat kontralateralis
artéridhoz képest (p=0,0024), mind a gorbe kezdeti részén (0-33%) (p=0,0138 vs. sajat alap),
mind a gorbe termindlis részén (33-100%) (p=0. 0138 vs. sajat alap). A Deszikkalt és Operalt
csoportok esetében a lejtdk nem csokkentek szignifikdnsan a gorbe teljes és végsd szakaszan
az ¢p ellenoldali érhez képest. A Deszikkalt csoport esetében azonban a kezdeti szakaszban
novekedés volt megfigyelhet6 az ellenoldali intakt érhez képest, ami szignifikans (p=0,0175)

kiilonbségnek bizonyult a UNK csoporthoz képest (41. abra).
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41. abra A kiilonbozoképpen kezelt artéridk reprezentativ szakitoszilardsagmérési fesziiltség-
megnyulas gorbéi (A). A kiilonbozéképpen kezelt artériak fesziiltség-megnyulas gorbéinek numerikus
elemzése (B-E). B: maximalis szakitoszilardsag; a szakitoszilardsag meredeksége a 0,001N-tol a
maximalis pontig (C); a gérbék 33-100%-o0s tartomanyaban (D);

a gorbék 33-100%-os tartoméanyaban (E). (Ly=8 mm; motor sebessége: 1,95 mm/s) Atlagok+S.D.,
n=8/csoport, *p<0,05 vs. Intakt; &p<0,05 vs UNK és Operalt
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5.3.4 Hisztomorfologia

Az anastomosisok kozott nem volt szignifikans kiilonbség a teljes falvastagsag és a
tunica adventitia vastagsaga tekintetében. Az intima vastagsdga azonban nem ndvekedett a
Deszikkalt csoportban. A tunica media vastagsaga elsésorban a Deszikkalt csoportban nott

(p=0,0127 vs. UNK) (42. ébra A, B, XIII. tablazat).

42. abra H&E (A, B) és orcein (C, D) festett szovettani preparatumok reprezentativ fotoi nedvesitett
(A, C) és kiszaritott csoportokban (B, D). Fekete nyilak: membrana elastica interna, piros: membrana
elastica externa. (eredeti objektiv nagyitas: 20%)

XIII. tablazat A H&E-festett femoralis artériak kvantitativ elemzése.

Valtozé Csoport Intakt Anastomosis
Teljes rétegvastagsag UNK 140.59+18.03 132.31£35.2
(um) Operalt 142.37+17.39 154.28+43.05
Deszikkalt 147.46+5.78 151.1+£19.12

Tunica intima UNK 3.5+0.76 3.66+0.63

vastagsaga (um) Operalt 3.21+£0.35 3.95+0.68

Deszikkalt 2.74+0.53 3.03+0.86

Tunica media UNK 65.64+9.36 56.034+9.59

vastagsaga (um) Operalt 66.31£11.84 67.12+9.75
Deszikkalt 61.1+6.48 76.35+11.5%*

Tunica adventitia ~ UNK 75.42+£13.97 71.63+£7.4
vastagsaga (um) Operalt 74.59+5.67 78.13+£17.06
Deszikkalt 80.56+£14.31 76.54+12.45

Atlagok+S.D., n=8/csoport, *p<0.05 vs. UNK

Az artérias fal rétegvastagsdgan kiviil altaldnos morfologiai elemzést is végeztiink. A
tunica intima mind az Operalt, mind a Deszikkalt csoportban patoldgids rendellenességek
nélkiil azonosithato volt. A Deszikkalt csoport tunica medidjaban tobb duzzadt sejt jelent meg,

¢és a sejtek Osszlétszama is megnétt az Operalt csoporthoz képest. A tunica adventitia kissé
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strlibb kollagénmatrixot és valamivel siirlibb szdvetet tartalmazott, és valoszinli, hogy a
Deszikkalt csoportban a fibroblasztok szama is megndtt. Masrészt a festddés intenzitasa
magasabb volt a tunica adventitidban a Deszikkalt csoportban. Ez az erdsebb eozinofil
megjelenés fokozott fehérjeexpressziot jelenthet.

Az epigasztrikus artéridban csak a tunica intima mutatott szignifikans ndvekedést mind
az Operalt (p=0,0073), mind a Deszikkalt csoportban (p=0,073) az ép érhez képest. Ezzel
szemben az epigasztrikus véna esetében a Deszikkalt csoportban a tunica media, az adventitia

¢s a teljes vastagsadg nem szignifikans megvastagodasa volt megfigyelhetd (XIV. tablazat).

XIV. tablazat A H&E-festett epigasztrikus erek numerikus elemzése.

Viltozo Csoport Intakt Anastomosis
Az artéria teljes Operalt 85,31+22,15 97,53+£24,59
retegv(iggsaga Deszikkalt 103,52422.38 94,95+11,78
Az artéria tunica Operalt 2,42+0,54 2,72+0,54 *
intima (‘;Ljrslt)agsaga Deszikkalt 2.3+0.42 3.1140,49 *
Az artéria tunica Operalt 41,12+10,43 46,1+13,72
media (Il inSt)agsaga Deszikkalt 47,6+8.75 43,38+8,67
Az artéria tunica Operalt 41,77+15,16 48,72+15,37
adventitia Deszikkalt 53.63414,25 49.34+6,72
vastagsaga (um)
A véna teljes Operalt 74,78+9,87 84,72+15,19
retegv(iggsaga Deszikkalt 84,83+20,76 103,22431,2
A venatunica intima 40 2,97+0,51 3,110,72
vastagsaga (um)
Deszikkalt 2,63+0,28 2,88+0,53
Avenaunicamedia 20,9943,57 22,67+2,81
vastagsaga (um)
Deszikkalt 21,89+3,95 27,12+4.81
Tunica adventitia Operalt 50,01+6,86 58,57+12,98
vastagsaga a Deszikkalt 55.49+11,87 75,3426,35

vénaban (um)

Atlagﬂ:S.D., n=8/csoport, *p<0,05 vs. alap;

A picrosirius festett metszeteken mind a vords (vastag rostok), mind a z6ld (vékony
rostok) fényintenzitas ndvekedést mutatott a Deszikkalt csoportban az ép artéridkhoz képest, a
vords fényintenzitasban pedig szignifikdns (p=0,0226) novekedést figyeltiink meg a UNK
anastomosisokhoz képest (43. dbra, XV. tablazat).
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XV. tablazat A picrosirius festett arteria femoralisok numerikus elemzése.

Viltozo Csoport Intakt Anastomosis
Voros fény UNK 578,54+59,63 651,98+246,68
intenzitasa (PSZ) Operalt 725,6+74,33 785,81+304,96
Deszikkalt 623,34+177,03 1361,48+539,29 *
7061d fény UNK 292,81+26,92 312,59+129,49
intenzitasa (PSZ) Operalt 319,92+110,44 419,6+140,2
Deszikkalt 404,78+180,31 497,43+67,35

Atlagok+S.D., n=8/csoport, *p<0.05 vs. UNK

43. abra Reprezentativ picrosirius festett metszetek a nedvesitett (A) €s kiszaritott (B) artéridk
anastomosisairol. A fekete és fehér nyilak azonos helyzetben vannak, a tunica adventitia felé mutatva.
(eredeti objektiv nagyitas: 20x)

Az orceinnel festett metszeteken megvizsgaltuk a rugalmas rostok mennyiségét ¢€s
lamellakba rendezddését (42. abra C, D, 16. tablazat). A combartéridk esetében nem lattunk
egyértelmi kiillonbségeket a rugalmas rostok mennyiségében és a lamelldk elrendezddésében.
Az epigasztrikus artéridban azonban az Operalt csoportban nem szignifikdns novekedést
tapasztaltunk, ami a Deszikkalt csoportban nem volt megfigyelhetd. A Deszikkalt csoportban a

lamellak mennyiségénél kis mértékii csokkenés volt megfigyelhetd (XVI. tablazat).
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XVI. tablazat Az orceinnel festett comb- és epigasztrikus artéridk numerikus elemzése.

Viltozo Csoport Intakt Anastomosis
A combartériak UNK 148041,9+£14321,8  156312,43+13557,55
integralt zold Operalt  164909,09+24347,49 163000,28+14676,05
fenysirisége (PN)  poikkalt  171133,97£19677.77  171628,83£19031,97
A combartériak UNK 3,25+0,96 3+1
rugalmas Operalt 3,13+1,36 2,75+£0,96
membranjainak
szama Deszikkalt 3+1,22 2,83+1,33
Az epigasztrikus
artériak integralt Operalt 62073,42+£19461,56  107936,74+11233,76
z61d fénystriisége
(PN) Deszikkalt ~ 78402,12+36852,39  71562,8+44341,04
Az epigasztrikus
artéridk rugalmas Operalt 1,29+0,76 1,2+0,45
membranjainak 1,11£1,05 0,75+0,46
szama

Atlagok+S.D., n=8/csoport,
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6 MEGBESZELES

A tudomanyos kutatasok elsddlegesen a ragcsalokat részesitik elényben (kutatasok soran
felhasznalt laborallatok 95%-a egér és patkany),'*! féként mivel kisebbek (olcsobb a tartasuk),
gyorsabban szaporodnak ¢és fejlédnek, valamint mert genomjukat atfogdan feltérképezték. A
ragesalok képezik a leggyakoribb sziv- és érrendszeri betegségmodellt, mivel fiziologiai
hasonldsagok, mellett a 3R szabalynak is megfelelnek. A Rattus norvegicus tobb mint 150 éves,
hosszi multra tekint vissza a biologiai kutatasokban, ami gazdag irodalmat biztosit és
megfeleléen tdjékoztathatja és tamogathatja a kortdrs alap- ¢€s transzlacidés kutatési
eréfeszitéseket. A patkanyok az emberekkel torténd interakcidikkal dsszefliggd stresszre adott
valaszreakciojuk joval alacsonyabb, mint az egereké. Ezek mellett a relative nagyobb méret
hozzajarul a mutéti lehetdségek noveléséhez, valamint olyan mintavételi (szovetek és vér
mennyisége) szabadsagot biztosit, ami tovabb ndveli értékiiket kutatasi modellként.'311%

Ahhoz, hogy a microvascularis érvarratok gyogyulasat tudjuk vizsgalni, el0szor egy
megfeleld modell kialakitasara van sziikség. Ehhez meg kell talalni a megfeleld modellallatot
¢s modell eret. Lehetdségként felvetddott a relative nagy atmérdji (~ 2,25 mm) abdomindlis
artéria, de a median laparotomia til nagy megterheléssel jarna az allatoknak. Az arteria
carotisok is relative nagyobb atmérdjiiek (~ 1,5 mm), valamint az ellenoldali ér kontrollként
szolgalhat az Onkontrollos Osszehasonlitd vizsgéalatok soran. A preparalas folyaman viszont
szdmos nehézségbe litkdzhetlink (nervus laryngeus recurrens, nervus vagus, agyi ischaemia
kialakulasa). Az arteria femoralisok (~ 1 mm) az elébbiekkel szemben konnyen hozzaférhetdek,
preparalas soran nemes képleteket nem érintiink, megfelelé hossziisagu és az allatot a teljes
elzarodasa is csak minimalisan terheli a végtag gazdag kollateralis halozata révén, igy végil a
kutatasunk patkany femoralis artériat valasztotta modelljéiil.!*3 13

A sebgybgyulasi zavarokkal kapcsolatos kutatasok tobbsége kiemeli a helyi és szisztémas
hatasok, pé¢ldaul a gyulladas, az alapbetegségek, cukorbetegség, magas vérnyomas, daganatos
megbetegedések, oxigénellatottsag, életkor stb. jelentéségét.*> A vaszkularis sebészeti
beavatkozasok szamos klinikai tényezdvel jarhatnak, amelyek sz6vodményekhez és késleltetett
gyogyuldshoz vezethetnek az anastomosis soran. Ezek koz¢ tartozik az egyenldtlen ératmérdk
turbulens dramlast okozo hatasa, a hosszabb érkirekesztés pedig a meghosszabbitott hypoxia
miatti sejtkarosodashoz vezethet, valamint a nem megfeleld6 mikrokeringés ¢és kollateralis

vérellatas. A hypertonia, diabetes ¢s daganatok, valamint a gydgyszerek tovabb ronthatjak az

crcr

javitasa a klinikai gyakorlatban.'37-140
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Az els6 kisérleti szakasz célja az volt, hogy felmérjik a PACAP, BGP-15 ¢és a
vérzéscsillapitd szivacs lokalis alkalmazasanak hatdsat artérias microvascularis anastomosisok
biomechanikai és hisztomorfologiai valtozasokra, melyek ilyen tetkintetben korabban még nem
voltak vizsgalva. A PACAP és BGP-15 lokalis kezeléséhez beadéasi modszert fejlesztettiik ki,
amely rovid felezési idejii PACAP esetében is hatékony volt. Eldnyei kdz¢ tartozik az alacsony
koltség, a konnyti és egyedi igényre szabhato pozicionalds, valamint a beadandé mennyiség €s
annak iddzitésének programozasa, valtoztathatosdga, ami egy "kimerithetetlen" taroloval
rendelkezik. Hatranyai koz¢ tartozik a beadasi pont kornyezeti expozicidja, ami egyediil tartast
igényelhet az 4llatoknal, valamint a hati teriileten végzendd sebészeti beavatkozas
sziikségessége sériilése esetén. A relevans csoportoknak 0,2 pg PACAP-ot adtunk kétnaponta,
mig a tobbi csoport fizioldgids sdoldatot kapott. A BP csoportokban egy hemosztatikus
szivacsot helyeztiink az anastomosis koré. A varrat kdzelében 1évo artériat teljesen koriilvette
a gelatin alapti hemosztatikus szivacs. Ez mechanikus gatként miikodhet az anastomosist
koriilvevo kotdszovet €s a legkiilsd adventitia réteg kozott. Emellett a kozvetlen kornyezetére
a folyadékfelvétel miatti duzzadasa tamponal6 hatast gyakorolhat. Ezek egyiittesen gatolhatjak
a kiilonb6z6 ,,crosstalk” mechanizmusokat és a regeneracioban részt vevd sejtek (pl.
BP kollagénjének felszivodasaban, és idegentest-granulomat is okozhatnak. 41143

A neuropeptid in vivo hatasainak tisztdzdsa érdekében in vitro szdvettenyésztett ér-
mintdkat is haszndltunk az extracellularis matrix valtozasaban kozrejatszo folyamatok
tanulményozisira kontrollalt koriilmények kozott.!** Vizsgaltuk a teljesen ép ellenoldali
kontroll (referencia), frissen eltavolitott ¢s megmiitott (UNK), valamint anastomisalt, majd
utankdvetett erek valaszmechanizmusait. Igy az elszigetelt erek nem voltak kitéve a kornyez6
szovetek alltal befolyasolt mechanizmusainak, gyulladdsos reakcioknak vagy a
sejtmigracionak. A tenyésztett erek egyforméan voltak kitéve a PACAP-nak, amelynek
lebomlésa és mikrokeringés altali eltavolitasa gatolva volt. A BP csoportban megfigyelt
morfologiai és mechanikai valtozdsok ezek kombindlt hatasdnak eredményei lehetnek.
Kiilondsen fontos, hogy a PACAP fizioldgidsan is felszabadulhat idegvégzdédésekbdl, de a
neuropeptid kiilséleg torténd adagoldasa moddosithatja ezeket a hatdsokat. A kovetési idoszak
utan a BP foleg a PACAP + BP csoportokban maradt meg, ahol a PACAP hatassal lehetett a
macrophagokra, befolyasolva az ér-varrat gyogyuldsat.2® 145147

Fiiggetleniil az adagolas modjatol, a PACAP terdpias alkalmazéasanak egyik kihivasa a

rovid felezési ideje a periférids vérben a DPP4 enzim aktivitasa miatt. Ez 6sztonozte a kutatokat
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a stabilitas javitasara és a hatds id6tartaméanak novelésére, beleértve a PACAP analogok és
kiilénbozé beadasi rendszerek, példdul mikrospherak és nanorészecskék hasznalatat,'*’” vagy

kiilonféle lokalis adagolasi lehetdségeket!*®

. A PACAP szisztémas beadasa hatranyos a
lehetséges mellékhatasok és a rovid felezési idé miatt.'* 130 Allatkiméleti okokbol és a lehetd
legpontosabb adagolés érdekében nem alkalmaztunk ismételt tiiszurassal jar6 adagolast, hanem
a Larsen és Christensen altal leirt kannulacios modszerhez hasonlé eljarast fejlesztettiink ki.!>!
Mivel a PACAP lokalis alkalmazésa védOhatast mutatott szarazszem-szindroma modellben ¢és
neuroldgiai allatmodellekben, a lokalis kezelés eldnyds modja a terapianak.'>? Példaul a
PACAP-38 lokalis adagoldsa neuroprotektiv hatdst mutatott ischaemids stroke, traumas
agysériilés és Parkinson-kor allatmodellekben. !> 154

A precizen pozicionalt neuropeptid adagoldsdnak eredményeként a laboratéoriumi
paraméterek nem mutattak specifikus valtozast a PACAP szisztémas hatdsara vonatkozoan. A
fehérvérsejtszam esetében azonban a PACAP gyulladascsokkentd hatdsa az elsé héten
megfigyelheté volt, a kés6bbi napokon bekdvetkezett ndvekedés pedig a szdvetcsatorna
kialakulasat kovetd felszivodasi zavarokkal hozhat6 Gsszefiiggésbe. A vorosvérsejt aggregatio
romlast mutatott a posztoperativ hetekben a SHAM csoporthoz képest. A PACAP csoport
mutatta a legnagyobb romlast a 21. napon. Ismeretes, hogy a gyulladdsos folyamatok, akut fazis
reakciok, szabad gyok reakciok és anyagcsere valtozasok befolyasolhatjak a mikrorheologiai
paramétereket, példaul a vordsvérsejt deformabilitast és aggregatiot.!>>1%7

Az anastomosisok szakitoszilardsdgat newtonban fejeztilk ki a kontralateralis ép
artéridkhoz viszonyitva a kiilonboz0 csoportok szerint. Egy €p artéria szakitoszilardsaga 0,652
+ 0,094 N, mig az altalunk hasznalt varréanyag egy szalanak szakitoszilardsaga 0,522 + 0,047
N volt. Mivel a nyolc csomd (16 szal varrdanyag) egyidejii hasznalata nagyobb
szakitoszilardsagot eredményezett, mint az ép artéria, igy biztositott volt, hogy nem a
varrdanyag szakadasat vagy felolrostozddasat vizsgaltuk az anastomosisokndl. A legtobb
esetben az anyag a leggyengébb pontjan szakad, ami esetiinkben a kéarosodott, anastomisalt és
részben regeneralddott teriilet. Megfigyeléseink, amelyek szerint a varratok minden esetben az
anastomosisok kozelében mentek tonkre, ezt tAmasztjak ala. Igy dsszehasonlithatjuk a kapott
adatokat, amelyeket kizarolag az anastomosisok tényleges regeneracioja befolyasol.!*3 1%

Az anastomisalt artéridk szakitoszilardsaga szignifikansan alacsonyabb volt a 21. napon
az ép artéridkhoz képest. A PACAP csoport mutatta a legerdsebb anastomosisokat, mig a BP
¢s SHAM anastomosisok a leggyengébbnek tintek. A gorbék meredeksége az artéridk

rugalmassagara utalhat. Merevebb szovetek esetén a meredekség nagyobb, igy gyorsabban érik

el a maximumot, mint a rugalmasabb szovetek kisebb meredekséggel.!*! Az eredmények azt
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mutatjdk, hogy az ér szakadasi mintdzata hasonlé az elastomerekéhez.!>*132 A gorbe els6
harmadaban a meredekség altalaban alacsonyabb, majd fokozatosan parabolikusan emelkedik.
Az els6 harmad szabalytalansdga miatt csak a gorbe 33—100%-0s szakaszat elemeztiik. Ez
minden anastomosis esetében alacsonyabb volt az ép artéridkhoz képest. A szakitoszilardsag és
ameredekség eltérése az ép artéridkhoz képest a 21. napon részleges regeneracios folyamatokat
tikroz, amelyek legrosszabbul a BP csoportban voltak, valosziniileg a nem megfeleld érés
Miatt,160-164
Osszehasonlitottuk az altalanos morfologiai kiilonbségeket, és megmértiik a tunica
intima, media és adventitia vastagsdgat H&E-festett mintdkon. A frissen eltavolitott és
megmiitott erek hisztologiai metszetein a rétegek vastagsaga viszonylag nagy szOorast mutatott.
A szakitdszilardsag vizsgéalat sordn a szovetrétegek valoszinlileg megrongalddtak és
megnyultak, ami eltérd formalin-fixalasi reakcidt eredményezhetett, viszont csak igy tudtuk
ugyan azon ereknek a mechanikai és szovettani vizsgalatait elvégezni. Az artéridk tunica
intimaja nem valtozott a csoportok kozott. A tunica media is hasonl6 volt, de szignifikdnsan
megndtt a PACAP + BP csoportban. A SHAM anastomosisokban a tunica adventitia vastagsaga
nétt, mig a BP csoportban szignifikansan csokkent. A PACAP csoportban nem szignifikdns
csokkenés volt észlelhetd, mig a kombinalt PACAP + BP kezelés antagonista hatdst
eredményezett. Ezek az érstruktira valtozasok a PACAP altal aktivalt tobbféle jelatviteli ut
eredményei lehetnek, mivel kordbban publikaltak, hogy a PACAP gatolhatja az angiogenezist
és a fibroblast felhalmozodast.!%> Tovabba csokkentheti a matrixbontd enzimek, példaul a
matrix metalloproteinaz-2 és -9 funkciojat,!%> 1 ami megakadalyozhatja a tunica media és
adventitia lebontéasat. Kovetkezésképpen a PACAP folyamatos jelenléte a BP-al egyiitt jobb és
lassabb jelatviteli aktivaciot eredményezett, megtartva az ér rétegeinek morfologiai egyensulyat
a regeneracio soran. A BP alkalmazéasa megtarthatja a varratokat és az ereket épségben,'®’ de
extracellularis métrix expresszidjat, ahogy a PACAP tette a callus képzédésében'®® vagy a
chondrogenesisben.'®
A szovettenyészetekben az artéridk sejtjei képesek voltak tulélni a mechanikus traumat
(szakitoszilardsag mérés), €s volt id0 a falstruktira helyreallitasara, igy kevésbé volt jellemzo
a szords az eredményekben. Az anastomisdlt és ép artéridkban a PACAP kezelés
megakadalyozta a szakitdsos trauma kialakulasat, ami a hisztologiai képeken is lathato volt;
emellett az anastomisalt artériak rétegeinek vastagsaganak novekedését is észleltiik. A PACAP
kezelés hatasa az extracellularis matrixra az ép referencia artériakban is megfigyelhet6 volt, bar

ezek a kiilonbségek nem voltak szignifikdnsak. Az in vitro PACAP adagolas novelte a rétegek
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vastagsagat a nem karosodott referencia €s a masodszor is karosodott (elszakitott) anastomisalt
artéridkban. Ez tovabbi bizonyiték arra, hogy a PACAP serkentheti az extracellularis matrix
komponensek, példaul az I. tipust kollagén expressziojat tenyésztett koriilmények kozott,
ahogy azt az osteoblastokban mar kimutattak.!'’% ! Az ép és frissen karosodott artériak
esetében a PACAP csokkentette a rétegek vastagsdgat, ami arra utal, hogy a PACAP
megakadalyozhatja az er6s mechanikai erdk karos hatasat egy bizonyos kiiszobig, de a szovetek
kozotti  egylittmiikodési rendszer hidnydban nem képes visszaforditani a folyamatos
degradiciot, a lebonto folyamatokat.!”>!”® Bar ez a tanulmany igazolta a PACAP kétségtelen
eredmények oka lehet a PACAP lebontd enzimek jelenléte in vivo és hidnya in vitro, ami a
neuropeptid kiilonbozo lokalis hatasdhoz vezet.

Az elasztikus rostok elrendez0dését orcein €s immunhisztokémiai festéssel vizsgaltuk.
A SHAM csoport mutatta a legerdsebb festést, a BP csoport a leggyengébbet. A PACAP + BP
csoportban szintén észlelhetd volt némi antagonista hatas. A bels6 és kiils6 elasztikus lamellak
jol megfigyelhetk voltak a metszeteken. A tunica medidban tobb membranszervezdodésii
elasztikus lamella volt megfigyelheté a PACAP csoportban, azonban a PACAP kezelés nem
védett a BP csoportban megfigyelt csokkentett membranszam ellen. A PACAP emellett novelte
az elasztin tartalmdt a pericannularis kotdszovetben in  vivo. Immunhisztokémidval
megndvekedett immunpozitivitast figyeltek meg az elasztikus szalakban a tunica medidban a
PACAP kezelést kovetden. Erdsebb diffuz pozitivitas is lathatdé volt az Gjonnan képzddott
elasztikus membranok miatt. A Spongostan gelatin alapu vérzéscsillapitoé szivacsok sajatos
rugalmassaggal rendelkeznek, megdrizve a megvarrt erek normal funkcigjat és eldsegitve a
jobb sebgyogyulast'®” anélkiil, hogy befolyasolnak az extracellularis matrix termelédését és
szervezddését. Mig a PACAP egy jol kiegyensulyozott szintig képes serkenteni a matrix

képzoédését, ahogy azt a vesében a IV. tipust kollagén expresszidjanal mutattadk!'’*, n

em
rendelkeziink adatokkal az elasztin képzddésre gyakorolt kozvetlen hatasarol. Ez az els6
tanulmany, amely a neuropeptidek szerepét mutatja az elasztin expresszioban ¢és
szervezddésben az ér regeneracioja soran. Tovabba, in vitro a PACAP novelte az elasztin
expressziot a referencia €s anastomisalt artéridkban, mig az elasztikus membranok szdma
enyhén nétt minden csoportban.

A Western blot analizis megndvekedett elasztinszal-expressziot mutatott a PACAP
csoportban a SHAM anastomosisokhoz és ép artériakhoz képest. Ezek az eredmények tovabb

tamasztjak ald a PACAP kozvetlen hatdsat az elasztin expressziora szisztémas aktivacié nélkiil,

de az elasztin lamellaris szervezddés részben mechanikus aktivacio, példaul vasodilatacio vagy
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vasorelaxacio altal szabalyozhat6. Ezért a BP alkalmazas csokkentheti az erek mechanikus
mozgéasat, ami részben magyardzatot adhat a csokkent elasztin expresszidra ¢és
lamellaképzddésre.

A picrosirius festéssel nem specifikus kollagén jelolést figyeltiink meg voOrds
szinezéssel. A polarizalt fény A/4-el torténd forgatasaval értékeltiik az 1. tipust kollagénszalak
tajolasat és vastagsagat. A zold fény intenzitasa a vékonyabb szalakhoz, a voros szin intenzitasa
a vastagabb szélakhoz tartozik. Nem volt szignifikans kiilonbség az anastomosisok kézott, de
a vastag szalak csokkenését és a vékony szalak mennyiségének novekedését figyeltiik meg a
BP csoportban. A PACAP kezelés a SHAM artéridkhoz hasonlé szalvastagsag mennyiséget
eredményezett. A csontképzddés és regeneracio soran kimutattdk, hogy a PACAP egy bizonyos

t,168’ 170

kiiszobig noveli az 1. tipust kollagén termelddésé ¢és publikaltak, hogy a neuropeptid

jelenléte gatolhatja a matrixbonté enzimek, példaul a hialuroniddzok ¢és matrix
a kollagén lebontas megakadalyozasan keresztiil valosul meg, mint a kollagén termelésen.
Masrészt az 1. tipusu kollagén immunhisztokémia jeleket adott a tunica medidban, ami arra utal,
hogy a sejtek kollagén termelése itt modosul a neuropeptid hatasara. Valoszinti, hogy a PACAP
lokal specifikus modon novelte a kollagén termelést a tunica medidban, de nem eredményezett
fibrotikus felhalmozédast a legkiilsd rétegben, antifibrotikus funkcioja miatt.!'”> 77 Ezzel
ellentétben kisérletiinkben a PACAP-kezelt anastomosisok mikrosebészeti preparalasa
nehezebb volt a 21. posztoperativ napon. Massziv pericannularis szovetet talaltunk, amelyben
a vastag ¢és vékony kollagénszalak tartalma megnétt. Ez arra utal, hogy a PACAP alkalmazésa
idegentestekkel, példaul kannulakkal és/vagy implantdtumokkal megvaltoztathatja a PACAP
altal aktivalt jelatviteli utak fiziologias folyamatat. Hasonlo eredményeket mutattak néhany
korosan megvaltozott szovetképzddésben, példaul daganatokban, ahol a PACAP és receptorai
tilexpresszalodtak és elésegitették a tumor progressziojat.'”’

Osszefoglalva, a PACAP kezelések eldsegithették az extracellularis matrix kimeriilését
és érését. A szakitodszilardsdg vizsgalatdban a gorbék meredeksége csokkent, ami jobb
rugalmassagot jelez. A gérbék maximuma (szakitdszilardsag) a legmagasabb volt a PACAP-
kezelt csoportokban és a legalacsonyabb a BP csoportban, valosziniileg a szivacs ,,elhatarolo”
hatasa miatt. A BP jelenléte csokkentheti a sejtmigracidt és komprimalhatja a vasa vasorumot.
Tovabba a PACAP els6sorban a mediat befolyasolta, az elasztin expressziodt és szervezddést
modositotta a kollagén expresszido megvaltoztatasa nélkiil.

Bar a BGP-15 lokalisan, kozvetleniil az anastomosis helyére keriilt bejuttatasra, az

eredmények alapjan szisztémas felszivodasa is kimutathatd volt, mely kiillonb6z6 szinteken
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befolyasolta a regeneracids folyamatokat. Korabbi, egerekben tortént vizsgalatok esetén, a
sulyos depresszids zavarral dsszefiiggésben biztatd eredményeket taldltak a BGP-15 esetén.!”
A kutatasunk soran, ezzel Osszefiiggésben, az allatok kiilondsen nyugodt viselkedése a
kezelések soran is jelen volt. Ennek jelentdsége felveti az esetleges pszichiatriai
alkalmazhatdsagat, ilyen iranyu tovabbi vizsgéalatokat. A sebészi beavatkozdsok minden
esetben sikeresek voltak, sem aneurizma, sem trombozis nem alakult ki. A posztoperativ artérids
aramlasi paraméterek minimalis mértékben valtoztak, és csak a KSHAM csoportban
mutatkozott statisztikailag szignifikans eltérés a kiindulési értékhez és a SHAM csoporthoz
képest. A 21. napon azonban a BGPO csoportban az anastomisalt és az ellenoldali ép
artéridkban is fokozott véraramlas volt kimutathatd, ami a regeneracid és érfalujraképzdodés
dinamikdjara utalhat. Ennek ellenére a relativ véraramléasi kiilonbségek nem tértek el
szignifikansan a csoportok kozott. Korabbi tanulmanyok kimutattak a szivre és kovetkezetesen
a keringésre kifejtett hatasait, melynek okan befolyasolhatja az aramlasi sebességet.?> 237

A hematoldgiai vizsgalatok alapjan a BGPO csoportban a vordsvérsejt-szam, a
hematokrit €s a hemoglobinszint szignifikdnsan csokkent a 14. és 21. napra, mig a BGPK
csoportban ez a valtozas enyhébb volt és idovel normalizalodott. Ez arra utal, hogy a BGP-15
szisztémas felszivodasa befolyasolhatja a hematopoiesist, kiilondsen, ha valamilyen vérzéssel
jard trauma is jelen volt. A trombocitaszam tartosan magasabb volt a BGPO csoportban, ami
fokozott aggregatios készséget, illetve gyulladasos aktivitast is jelezhet. Ezzel szemben a
BGPK ¢s a kontrollcsoportok értékei nem mutattak klinikailag relevans valtozasokat.

A vorosvérsejt-deformabilitas paraméterei alapjan elmondhat6, hogy a BGP-15 lokalis
alkalmazédsa 6nmagaban nem okozott karos deformabilitds valtozast, bar a 7. napon némi
romlas feltételezhet. A BGPO csoportban nem tapasztaltunk szamottevd eltérést az
alapértékekhez képest. A KSHAM csoportban viszont a 7. napon szignifikans csokkenés volt
megfigyelhetd, ami a kaniil altal kivaltott gyulladédsos hatds kovetkezménye lehet. Ezzel
szemben a vorosvérsejt-aggregatio tekintetében a BGP-15 mindkét alkalmazasi modja fokozott
aggregatios hajlamot mutatott. Az M 5s, M 10s, M1 5s és M1 10s paraméterek értékei
szignifikansan emelkedtek, kiilonosen a BGPO csoportban, ahol a 21. napon is fennallt ez az
allapot. Ez a fokozott aggregatios készség csOkkentheti a mikrokeringés hatékonysagat,
kiilondsen posztoperativ allapotban.

A szakitoszilardsagi tesztek eredményei alapjan az anastomisalt erek gyengébbek
voltak, mint az intakt ellenoldali artériak. Ugyanakkor a BGP-15 alkalmazidsa a BGPO
csoportban novelte a maximalis szakitoszilardsagot az SHAM csoporthoz képest. A BGPK

csoport esetén a kaniil altal kivaltott fokozott szovetképzddés ndvelhette a szilardsagot.
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Kiilonosen érdekes, hogy a gorbe meredeksége a 33—100%-o0s tartomanyban (mely a kollagén
dominalta irreverzibilis deformécios szakasz) a BGPO csoportban mutatta a legkisebb eltérést
utal. A H&E festett metszetek alapjan a BGPO csoportban szignifikdns intima- és teljes
falvastagsag-novekedést tapasztaltunk a SHAM csoporthoz képest. Ez megerdsiti az érfal
fiziologias sebzést kovetd valaszreakciojat, illetve arra utal, hogy a BGP-15 felerdsitheti az
intima hiperplaziat. A Picrosirius-vOrdssel festett mintdkban a kollagénrostok mennyisége az
anastomosis teriiletén enyhén csokkent az intakt oldali erekhez képest, de a BGPO csoportban
a vékonyabb (z6ld) rostok enyhe emelkedést mutattak a SHAM-hez képest, ami a finomabb
strukturdju ECM 1jjaépitésére utal. Az orceinfestés soran a BGPO csoportban szignifikans
novekedés volt megfigyelhetd az elasztikus rostok mennyiségében, azonban a lamelldk szama
nem valtozott, ami arra utal, hogy az Gjonnan szintetizalt elasztikus komponensek még nem
rendezddtek strukturalt lamellakka, tehat az ér érési folyamata még zajlik.

A jovObeni kutatasok célja e hatdsok dozis- és idofiiggésének pontositasa, valamint a
BGP-15 egyéb beadasi formainak (pl. biopolimer hordozdk, gydgyszerkibocsatd rendszerek)
fejlesztése lehet a klinikai alkalmazhatdsag eldmozditasara.

Altalanossagban elmondhaté, hogy a szovetek nedvesitettsége, mint véltozo tényezd,
nem szerepelt a sebgydgyuldsi zavarokkal kapcsolatos vizsgalatok paraméterei kdzott. Ahol
mégis, ott elsdésorban a bérgyodgyaszat és a farmakologia teriiletén folyt kutatas, kiilonb6zo
hidrogélek és egyéb helyi sebgyogyitd eljarasok vizsgalataval'”®. Ezek a vizsgalatok szintén
hangsulyozzak és alatdmasztjak a szoveti hidrataltsag jelentdségét a sebgyogyulasban.

A kiszaradt vagy nem megfelelden hidratalt szovetek kevésbé rugalmassa, torékennyé
valhatnak, ¢és hajlamosabbak a sériilésre, ami fokozott szovetsériilést, az erek
ateresztoképességének csokkenését €s a sebészeti eredmények romlasat eredményezheti. A
mikrosebészet preciz jellege megkdveteli az optimalis miitéti teriiletetet a legmagasabb szinti
pontossag ¢és siker érdekében, ebben pedig a miitéti teriilet megfeleld nedvesitése
kulcsfontossagu szerepet jatszik!8%!82, Microvascularis anastomosisok kialakitisa sordn a
nedvesség megtartasa az érvégeknél megkonnyiti a manipulacidt és csokkenti az érspazmus,
trombozis, aneurizma, illetve az anastomosis késobbi elégtelenségének kockazatat.

Kutatasunk azon sebészi alaptételen alapul, miszerint a szovetek kiszdraddsa szamos
nem kivant szo6védménnyel jarhat, igymint sebgyodgyulasi zavarok, kdtdszoveti dsszendvések,
vagy varratszétvalas. Ilyen esetekben a sebek ujranyilhatnak, elfertézdédhetnek, fokozott

fajdalommal és masodlagos kotészoveti gyogyulassal jarhatnak!®3. Hasi sebészetben sipoly,
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perforacid, 0sszendvések €s mechanikus ileusz is kialakulhat, ezért kiemelten fontos a miitéti
teriilet folyamatos nedvesen tartdsa.'®*

Célunk volt ezen empirikus megfigyelés objektiv adatokkal valo aldtamasztasa ¢€s
tisztdzasa. Ezt mikrosebészeti vaszkularis anastomosisok elvégzésével értiik el, mivel az erek
gyogyulasa és az allatkisérletek lehetdséget biztositottak a jo reprodukalhatdsagra, gyorsasagra
és standardizdldsra.'® A sebgyégyulds egy komplex folyamat, amelyben a gyulladés,
érajraképzédés és kotszoveti atalakulas egyarant szerepet jatszik.’® 86 Ezért olyan
paramétereket valasztottunk, amelyek megfelelden tiikkrozik a gyogyulasi folyamatot, valamint
a kiszaradt szoveteken jelentkezd elvaltozasokat: hematologiai, haemorheologiai, szovettani,
szakitoszilardsagi és makroszkopos megfigyelések.*> 187

Makroszkoposan azt tapasztaltuk, hogy az anastomosisok és az eszkdzds manipulacid
szignifikdnsan nehezebb volt a Deszikkalt (kiszaritott csoport) esetében. A szdvetek
elhalvanyultak a mutét végére, elveszitették a mikroszkdp fénye altal kiemelt enyhe fényld
feliiletiiket. A harmadik héten torténd eutanazia utan a miitéti teriiletet vizsgalva azt talaltuk,
hogy a koradbban miitétt, gydgyult teriilet fokozottabb mennyiségii, tomottebb kotdszovetet
tartalmazott, ami megnehezitette az erek ujboli preparalasat. A legfontosabb, hogy reoperacio
soran aneurizmdk és trombozis kizarélag a Deszikkalt csoportban fordultak eld. Ezek az
eredmények Osszhangban dllnak az irodalommal, ahol féként a bél, hashartya és szaruhartya

szovetek voltak érintettek.® 188190
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7 FONTOSABB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

1. Sikeresen kidolgoztunk egy modellt a microvascularis ér-anastomosisok regeneracios
folyamatainak vizsgalatara, valamint a kiilonb6z6 lokalis kezelések koltséghatékony és
megfelel6en modulalhatosaggal torténd kivitelezésére.

2. Az érvarratok mechanikai integritdsanak (szakitdszilardsdganak) objektiv vizsgélata
tovabbfejlesztettiik a szakitoszilardsag-mérd késziiléket, mely tobbféle szovetminta tipus
esetén hasznalhato.

3. El6szor szamoltunk be a PACAP és a BGP-15 microvascularis anastomosisokra kifejtett
hat4sarol, a szisztémas hatdsok figyelembevételével. A PACAP alkalmazéisa novelte az
elastin kifejez6dést, mig a BP csokkentette azt, de az I. tipust kollagén kifejezddésében
nem észleltiink jelentds valtozasokat. A biomechanikai rugalmassag ¢és a szakitoszilardsag
a PACAP csoportban nétt, mig a BP csoportban csokkent. A kombinalt alkalmazasuk
azonban elényds volt az érregeneracid szempontjabol.

4. A BGP-15 lokalis alkalmazisa kedvezd hatast gyakorol a microvascularis

crer

biomechanikai érés folyamatat, valamint strukturdlis szinten is segitette az érfal
remodellacigjat. Ugyanakkor a szisztémas felszivodas kovetkeztében megfigyelt
hematologiai és aggregatios valtozasok, kiillondsen a BGP kezelt anasztomizalt csoportban,
tovabbi vizsgalatot igényelnek.

5. A szdvetek intraoperativ nem megfeleld nedvesitésének jelentdségérdl bemutatott
objektiv adatok alatdmasztjak a klasszikus sebészi elvet. Tovabbi kutatasok sziikségesek a
hidratalds gyakorisaganak és iddtartamanak optimalizaldsdra annak érdekében, hogy

meghatarozhat6 legyen a szoveti kiszaradas visszafordithatd/irreverzibilis hatarvonala.
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8 OSSZEFOGLALAS

A jelen kutatasok eredményei alapjan altalanosan megallapithato, hogy a mikrosebészeti

beavatkozas soran alkalmazott kiilonb6z6 hatdéanyagok (kiilondsen a BGP-15 és a PACAP)
lokalis alkalmazéisa kedvezden hatott az érfal biomechanikai érésére, a gyulladdsos valasz
szabalyozasara, valamint az anastomosisok szerkezeti integritdsdra. A PACAP alkalmazasa
szintén jotékony hatast fejtett ki, kiilonosen az elasztin expresszid fokozasan keresztiil.
A haemorheologiai vizsgalatok ravilagitottak arra, hogy a BGP-15, kiilondsen vérveszteséggel
jard traumatikus allapotot kovetden, fokozza a vorosvérsejtek aggregatios hajlamat, ami rontja
a mikrokeringés hatékonysagat, és klinikailag relevans lehet a sziik lumenili erek esetén.
Ugyanakkor a vorosvérsejt deformabilitds nem romlott érdemben, s6t az Onmagaban
alkalmazott BGP-15 esetén (BGPK) enyhe javulds is mutatkozott. A PACAP jelenléte
ellensulyozta a sebészi trauma és a BP éaltal indukélt negativ hematologiai és szoveti
valtozéasokat.

A szoveti hidrataltsag fenntartdsa szintén kiemelkedd szerepet jatszott az optimalis
sebgyogyulasban. A kiszaradas zavarja az anastomosis érését, fokozza a gyulladast €s rontja a
biomechanikai tulajdonsagokat, ezért a megfeleld intraoperativ hidratalas alapvetd fontossagu
a sikeres mikrosebészeti kimenetelhez.

Osszességében a BGP-15 és PACAP célzott alkalmazasa igéretes lehetdséget kinal a
microvascularis anastomosisok mindségének javitasara. A szisztémas hatasok, kiilondsen a
hematologiai ¢és aggregatios eltérések, tovabbi vizsgalatokat igényelnek, kiilondsen a
dozisoptimalizalas és a beadasi forma szempontjabol. Eredményeink megerdsitik, hogy a
sebészi technika mellett a lokalis gyogyszeres beavatkozas ¢és a mikrokdrnyezet

finomhangolasa kulcsszerepet jatszhat az érrendszeri regeneracio sikerében.

77



9 SUMMARY

Based on the results of the present research, it can be generally concluded that the various
pharmacological agents applied during microsurgical interventions—particularly BGP-15 and
PACAP—exert complex effects on the regeneration of microvascular anasztomoses. The local
administration of BGP-15 had a favorable impact on the biomechanical maturation of the vessel
wall, modulation of the inflammatory response, and the structural integrity of the anasztomoses.
PACAP also exerted beneficial effects, especially through the enhancement of elastin
expression.

Hemorheological analyses revealed that BGP-15, particularly following traumatic
conditions accompanied by blood loss, increased the aggregation tendency of red blood cells,
which may impair microcirculatory efficiency and be clinically relevant in vessels with narrow
lumens. At the same time, red blood cell deformability was not significantly impaired; in fact,
a slight improvement was observed when BGP-15 was administered alone (BGPK). The
presence of PACAP counteracted the adverse hematological and tissue changes induced by
surgical trauma and BGP-15.

Maintaining tissue hydration also played a crucial role in optimal wound healing.
Dehydration was found to disrupt anasztomotic maturation, enhance inflammation, and
deteriorate biomechanical properties; therefore, proper intraoperative hydration is essential for
successful microsurgical outcomes.

In summary, the targeted application of BGP-15 and PACAP offers a promising strategy
for improving the quality of microvascular anasztomoses. Nevertheless, the systemic effects—
especially hematological and aggregation-related changes—warrant further investigation,
particularly in terms of dose optimization and administration routes. Our findings confirm that,
beyond surgical technique, local pharmacological intervention and the fine-tuning of the

microenvironment are key factors in the success of vascular regeneration.
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