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1. BEVEZETES

A szervek, szovetek vérellatdsanak barmely okbol torténd megsziinése
ischaemidt eredményez, mely rovid i1don belill a szovetek anyagcseréjének
karosodasahoz vezet, s irreverzibilis valtozasok alakulhatnak ki. Paradox mdédon
a véraramlas helyredlldsa olyan torténések sorozatat inditja el, melyek tovabb
sulyosbitjdk az adott szerv, szovet allapotat. Ez a jelenség ischaemia-reperfusios
karosodds néven ismert.

A klinikai gyakorlatban a vese ischaemia-reperfusios kdrosoddsa
elkeriilhetetlen kovetkezménye lehet szdmos korédllapotnak és mutéti
beavatkozdasnak is. Lehet daltalanos hypoperfusio és a keringés ezt kovetod
helyrealldsanak kovetkezménye szivmegéllast kovetd ujraélesztés, shockos
allapot kapcsan, de okozhatja lokalis hypoperfusio is hasi traumék eseté€ben.
El6fordulhat minden olyan beavatkozds sordn, mely az aorta teljes
keresztmetszetll leszoritasat igényli az arteria renalis eredése felett.

Meleg- €s hideg ischaemids, illetve reperfusios karosoddsokkal lehet
szamolni vesetransplantatio sordn is. A kiilonboz0 tipusu vese resectiok esetén
(egysiku vagy ¢€kalaki resectiok, longitudinalis nephrotomia), vesedaganat
eltavolitdsa kapcsin €s egyéb, az arteria renalis rovidebb vagy hosszabb ideji
1dOleges leszoritasat igényl0 uroldgiai beavatkozdsok (pl. traumds sériilések és
vese Uregrendszert mitétek) sordn egyarant figyelembe kell venni a korai és
késO1 ischaemia-reperfusios karosodasok lehetoségét. Ismert tény, hogy az
arteria renalis maximélisan 30 percre szorithaté le a vese irreverzibilis
karosodésa nélkiil. Bizonyos miitéteknél ez a leszoritas hosszabb 1dot is igénybe
vehet, mely megfeleld védelem hidnyaban nem kivitelezhetd.

Ezen beavatkozasokndl nemcsak a veseparenchyma szenvedhet
reverzibilis vagy akar irrevezibilis kdrosoddasokat a leszoritas idejétol fiiggoen,

hanem magdban a leszoritott artéria faldban is bekovetkezhetnek hasonld



elvdltozasok, amelyek az arteria renalis kontrakcios-relaxacios képességét
kedvezdtleniil befolyasolhatjik.

A szovetek morfoldgiai €s funkciondlis dllapota mellett a keringd vér
rheologiai  tulajdonsdgai is fontos szerepet jatszanak a kiilonbozo
folyamatokban. A megvaltozott rheologidji vér az egész szervezetre hatdssal
lehet, akar a karosodott régiotol tavol is. A szabadgyok reakciok, a felszabadul6
medidtorok, a helyi vagy szisztémds haemodinamikai véltozasok, a pH
valtozdsa, a folyadékterek atrendezodése, koros elvaltozdsai mind
befolyasolhatjdk a haemorheologiai dllapotot. A haemorheologiai paraméterek
vizsgalata ezért fontos €s értékes informdaciot adhat az ischaemia-reperfusio
soran létrejott valtozasokrol.

A vese ischaemia-reperfusiés kdrosodds pathomechanizmusanak
tisztazasdra az elmult évtizedekben szamtalan kisérletes modell sziiletett,
melyek igazoltdk a szabadgyokok oki szerepét. Ezzel parhuzamosan egyre
bdviilt azon lehetdségek, bioldgiai €s kémiai anyagok kore (természetes és
szintetikus antioxidansok, gyokfogok, kiillonb6zo tdmadaspontu gatldoszerek),
melyekkel a kdrosodas megeldzhetd, vagy csokkenthetd.

Ezek egyike a szabadgyOk termelddésben kulcsszerepet jatszd xantin-
oxidaz gatloszere, az allopurinol, melynek ischaemia-reperfusios karosodasokra
gyakorolt kedvezd hatasat mar szdmos kisérlet bebizonyitotta. Olyan irodalmi
hivatkozast azonban nem taldltunk, mely specidlisan a leszoritott erekre, igy az
arteria renalisra vonatkozéan kozolt volna adatokat az érfalban, az iddleges
leszoritasra bekovetkezd ischaemia-reperfusids elvaltozasokkal, s azok esetleges
kivédési lehetdségével kapcsolatban allopurinol eld- vagy utdkezelést kovetden.

Ezért olyan sebészi modell kidolgozasat terveztiik, melyben a veseartéria
1ddleges leszoritasat kovetd ischaemia-reperfusids karosodasok kiillonb6zo
modszerekkel kimutathatok és megfeleld kezeléssel csokkenthetok, nemcsak a
veseszovetben, hanem a leszoritds helyén az érfalban €és az egész szervezetet

érint0 szisztémas valtozdsokkal kapcsolatban is.



VégsO célunk az volt, hogy a kisérletek sordn nyert mérési adatok
értékelése soran hasznosithaté eljarasokat javasolhassunk a klinikai gyakorlat
szamara az ilyen jellegli miitéti technikdk alkalmazésa sordn, ezzel is a sebészi

biztonsagot novelve.

2. CELKITUZESEK

1. Megfeleld artérids érmodell kidolgozisa kutydk arteria renalisan, az ér
teljes keresztmetszetének 1idOleges leszoritdsat kovetd ischaemids-
reperfusios karosodasok vizsgélatéra.

2. A érmodellben -1 hetes postoperativ utdnkovetéssel- kiilonbdzo
funkcionalis és morfologiai méromodszerekkel annak bizonyitdsa, hogy az
arteria renalis leszoritasat és felengedését kovetd -az irodalombodl jol
ismert- valtozdsok nemcsak a veseparenchymat, hanem a veseartériat is
érinthetik.

3. Erreaktivitdsi vizsgdlatokkal bizonyitani az arteria renalis leszoritdsat
koveto, az érfalban kialakulhaté ischaemids karosodasokat, a xantin-oxidaz
gatlo6 allopurinol feltételezett véddhatasdnak kimutatasival.

4. Az allopurinol feltételezett védOhatdsdnak bizonyitdsa nemcsak a vese,
hanem a veseartéria morfolégiai valtozasainak vonatkozdsiban is a
45 perces ischaemia €s az azt koveto reperfusio soran.

5. A 45 perces ischaemia €és az azt kovetd reperfusio szisztémdasan
bekovetkezd véltozdsainak kimutatdsa haematologiai és haemorheologiai
vizsgalatokkal, antioxidans aktivitas és endothelin szint meghatarozassal.

6. Fenti modellen a leggyakrabban alkalmazott rutin vesefunkcids vizsgélatok
(szérum urea €s kreatinin meghatarozas) mellett -az ischaemia-reperfusios
karosoddsok kimutatidsara eddig erre a célra nem alkalmazott mddszer-

a vizelet N-acetyl-B-D-glukézaminiddz aktivitds meghatarozdsa.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok, miitéti technika, kisérleti csoportok

Kisérleti dllatok

Kisérleteinket 82 keverék kutydn végeztiikk -nemre €s korra vald tekintet
nélkiil- melyek testsulya 21+3,2 ttkg volt. A kisérleteket az 1998. évi XXVIIL.,
szamu torvény eldirdsait betartva, a Debreceni Egyetem Munkahelyi
Allatkisérleti Bizottsdg engedélyeivel (25/1996 ATEB, 15/2000 DEMAB,
6/2001 DEMAB) végeztiik.

Anaesthesia

Az anaesthesia SBH-Ketamin (10%-o0s ketaminum hydrochloricum,
10 mg/ttkg), €s Primazin (2 %-os xilazinum hydrochloricum, 1 mg/ttkg)
kombindcié intramuscularis addsdval tortént. Tekintettel az érreaktivitdsi
vizsgalatokra, a szokdsos protokolltdl eltéréen a praemedicatioban nem
alkalmaztunk Atropint, nem hasznéltunk Lidocain infiltrdlast a vesehilus
prepardldsa sordan és nem alkalmaztunk anticoagulans kezelést, mivel ez az

eredményeket befolyasolhatta volna.

Miitéti technika

A mitét kezdetén valamennyi 4llatnél kipreparéltuk €s kaniildltuk a bal
oldali vena jugularis externat, ezen keresztiil tortént a fiziologids séoldat, vagy a
fiziologids séoldatban  oldott allopurinol beaddsa. A  laboratoériumi
vizsgalatokhoz a mitét ideje alatti vérvételek is a kaniilon keresztiil torténtek.
Ezt kovetden felso-koz€pso median laparotomia elvégzését kovetden feltartuk a
bal oldali vesét. A vesehilus képleteinek prepardlasidhoz fiziol6gids séoldatos
infiltrdlast végeztiink. Az arteria renalist kiprepardltuk, majd az ér ald fonalat

vezettiink. Ezt kdvetden az eret Blalock érleszoritoval puhén leszoritottuk.



Kisérleteinket 2 {0 sorozatban végeztiik:

Az elso kisérletsorozatban a 45 perces ischaemiat kovetd 60 perces

reperfusio sordn a vesearteridban bekoOvetkezd éErreaktivitdsi valtozdasokat

vizsgaltuk az aldbbiak csoportokban:

L

II.

I

IV.

Ischaemia-reperfusios csoport+ hordozéanyag (I/R, n=38):

A bal oldali arteria renalist (kettds arteria esetén mindkét &gat)
leszoritottuk. Ezen 1d0 alatt a hasiireg szerveit nedves, testhomérsékletli
géztorlOkkel fedtiik. A veseartéria leszoritasat megeldz0 20 percben az
allatok infuziéban 200 ml fiziologids séoldatot kaptak a kaniildlt vena
jugularis externan keresztiil. A leszoritds megsziintetése utdn, 60 perc
reperfusidés 1ddszakot kovetden a bal arteria renalist érreaktivitas
vizsgalatok céljabol kimetszettik, majd az dllatokat tualaltatdssal
exterminéltuk.

Allopurinollal elokezelt ischaemia-reperfusios csoport (AP+1/R, n=38):

A bal oldali arteria renalis leszoritdsat megel6z0 20 percben az allatok a
kaniilalt vena jugularis externan keresztiil allopurinolt kaptak (100 mg/kg
dozisban). Az allopurinolt 200 ml fiziol6gids séoldatban oldottuk fel, a
minél tokéletesebb oldodas elérése érdekében NaOH-dal lugositva
(végleges pH: 8,6). Az arteria renalisb6l a mintavételek szintén az
érleszoritas felengedését kovetd 60 perces reperfusio utdn torténtek,
melyet a kisérleti 4dllatok extermindlasa kovetett.

Aloperdlt csoport+ hordozéanyag (AL, n=6):

A hasiireg megnyitdsat kovetden az dllatok csak fiziologids sdoldatot
kaptak 20 perc alatt bejuttatva azt a vena jugularis externaba vezetett
kaniilon keresztiill. Majd a 45 perces érleszoritisnak és a 60 perces
reperfusionak megfeleld iddtartamot kivartuk, ezt kdovetden a bal arteria
renalist kimetszettiik, majd az allatokat exterminaltuk.

Az allopurinollal elOkezelt ischaemia-reperfusids csoport jobb oldali

arteria renalisai allopurinollal kezelt kontrollként szolgaltak (K+AP).



A mdsodik kisérletsorozatban, a miitét utan 7 napos utankovetési idovel
az ischaemia-reperfusio kovetkezményeit a vese funkciondlis €s strukturalis
karosoddsa €s a szisztémds paraméterek vonatkozdsaban vizsgaltuk az elso
kisérletsorozat protokollja szerint:

L Ischaemia-reperfusios csoport+ hordozéanyag (I/R, n=20):

Ebben a csoportban az allatok 200 ml fiziol6gias s6oldattal vald kezelése

€s bal oldali arteria renalisanak leszoritdsa az elsO kisérletben leirtak

szerint tortént, majd az occlusio megsziintetését kovetden a hasfalat
zartuk.

1. Allopurinollal elokezelt ischaemia-reperfusios csoport (AP+I/R, n=22):
Ebben a csoportban az allatok 200 ml infuziéban adott allopurinol
elokezelést kaptak (100 mg/ttkg), majd a bal oldali vesearteria leszoritdsa
az elsd kisérletben leirtak szerint tortént. A leszoritds megsziintetését
kovetden a hasfalat zartuk.

III.  Aloperdlt csoport + hordozdanyag (AL, n=18): a hasiireg megnyitdsat
kovetOen az dllatok 200 ml fizioldgids s6oldatot kaptak az elso kisérletben
leirtak szerint, majd 45 perces varakozdsi idészakot kovetden a hasfalat
zartuk.

A miitétet kovetéen az dllatok fajdalomesillapitét kaptak (Demalgonil®),

anticoagulans kezelés nem tortént.

Mintavételi protokoll

Az elsé kisérletsorozatban az érreaktivitasi vizsgdlatokhoz a mintavételek
a 45 perces leszorités felengedését kovetod 60 perces reperfusio utan torténtek.

A madsodik kisérletsorozat valamennyi laboratériumi vizsgélata sordn a
kisérleti allatok alkalmassagat felmérd vérvételek a miitétet megel6z6 napokban
torténtek. Ezt kovetden a miitét reggelén (alap), a reperfusio kezdetén (RO),
a reperfusio 30., 60. és 120. percében (R30, R60, R120) illetve a miitét utani

1., 2., 3., 5. és 7. postoperativ napokon torténtek a vérvételek. A laboratériumi



vizsgalatokhoz a vérmintdkat a miitétet megeldzoen a vena cephalicdbdl vettiik,
a mutét ideje alatt a kiprepardlt vena jugularis externdbol, majd a mitétet
kovetden ismét a vena cephalicabol. A vizeletmintdkat fenti idOpontokban
holyagkatéterezéssel nyertiik. Szovettani mintikat a 3. és 7. postoperativ napon

vettiink.

3.2. A veseartéria leszoritasat koveto ischaemia-reperfusios karosodasok
funkcionalis és morfoldgiai vizsgalata az érfalban

3.2.1. Erreaktivitasi vizsgalatok

Vizsgélataink alapja a acetylcholin, adenozin €s nitroglicerin
koncentraciofiiggd relaxdlo hatdsanak kimutatisa az eltavolitott érgylirtin in
vitro koriilmények kozott.

A prepardtumokat a vizsgélatok megkezdéséig oxigenizalt Krebs oldatban
tartottuk. A kimetszett arteria renalis felszinér6l az adventitidt Ovatosan
eltavolitottuk. Az artéridbol 2 mm széles csikpreparatumot készitettiink, két
kapillaritdsmentes fondllal rogzitettiik és kettdsfalu, vertikdlis elrendezésii,
37°C-on termosztalt, Krebs oldatot tartalmazé szervkadban fiiggesztettiik fel.

A tapoldatot 95% O, €és 5% CO, keverékkel oxigenizaltattuk, ezaltal az
oldat atlagosan 7,4 pH értéket vett fel. Az egyik fonalat acélhoroghoz, a masikat
izometrids mechanoelektromos transzducer érzékeldjéhez rogzitettiik.

A vascularis simaizom mechanikai véltozdsait poligrafon regisztraltuk.
Megfteleld ekvilibracios 1do elteltével noradrenalinnal kumulativ koncentracié
hatasgorbéket vettiink fel. Az artéridk 1 puM noradrenalin 4ltal el6idézett
prekontrakcigja utdn novekvd koncentracioban (10 nmol/I-100 umol/l)
acetylcholint (muscarin agonista) adagoltunk a Krebs oldatba, majd az
egyensulyi allapot eléréséig folyamatos atmosdst végeztiink. Ezt kdvetden a
P, purinerg receptor aktiviator adenozint adtuk az oldathoz, melynek
koncentracidja 1 umol/I-1mmol/l volt. Az ujabb egyensulyi dllapot bedlldsa utan

az 1 pmol/I-10 umol/l koncentrici6ji nitroglicerin (exogén NO donor)



koncentraciofiiggd relaxald hatdsat vizsgaltuk. Minden egyes farmakoldgiai
kisérletiink végén kalium-kloridot juttatunk az oldatba, a doézishatis gorbék
felvétele 10 mmol/l - 120 mmol/l koncentracidtartomanyban tortént.

A koncentricio-hatas gorbéket egy iterativ, minimalis négyzetes eltérés
elven alapul6 algoritmus segitségével illesztettiik a kovetkezd egyenlettel:

Emax [A]S
E=v s Tar
[Cs 1" +[A]

ahol E a hatés, E,,x a hatdsmaximum, [A] az agonista koncentréacio, ICs, a fél-
maximalis hatads kivéltasahoz sziikséges koncentracid, S a gorbe meredekség-
paramétere (Hill koefficiens). Az ICs, ért€keknek kiszamoltuk a negativ 10-es

alapu logaritmusat (pDy).

3.2.2. A leszoritott veseartéria fénymikroszkopos szovettani vizsgalata

A kisérleti allatokndl 2 kiilonbozd idOpontban tortént mintavétel
szovettani vizsgalatokhoz: a 3. és a 7. postoperativ napon, altaldban 4-4 allatot
bevonva 1-1 iddperiédushoz tartoz6 vizsgalatba.

Az eltavolitott arteria renalist formalinban fixaltuk, paraffinba agyaztuk,

metszeteket készitettiink, melyeket haematoxylin-eosinnal festettiink.

3.2.3. A leszoritott veseartéria apoptosis vizsgalata

A 3. és 7. postoperativ napon vett arteria renalis szovetmintakbol 10%-o0s
formaldehides fixalas és paraffinba dgyazds utdn 5 pm vastagsagu metszeteket
készitettiink. Az apoptosissal elhal6 sejteket az Apoptag Plus Peroxidase, in situ
apoptosis detection kit (Biomarker Ltd.) segitségével, TUNEL technikdval tettiik
lathatova. A vizsgalatot a gyartd leirdsa szerint végeztiik.

Apoptosis sordn a sejtmagban aktivalodé endonukledzok a DNS édllomédny
feltordelésével okozhatjak az egyik szal torését (nick). A DNS molekula 3°’OH
végének digoxigeninnel jelolt nukleotidokkal torténd megjelolését jelenti a TdT-

mediated X-dUTP nick end labeling (TUNEL) technika.



3.3. A veseartéria leszoritasat koveté ischaemia-reperfusios karosodasok
funkcionalis és morfolégiai valtozasainak vizsgilata a vesére
vonatkozéan

3.3.1. Rutin vesefunkcios vizsgalatok

Szérum kreatinin és szérum urea-nitrogén koncentrici6 meghatirozasa
tortént natrium-citrattal alvadasgatolt vérbol. A mérések kolorimetrids
modszerrel torténtek, Praxislab fotométer alkalmazdséaval (reagens: Fabio Kift,
470 nm). A szérum urea és kreatinin tartalmanak valtozasait a mitét elotti

értékekhez viszonyitottuk és relativ ért€kben adtuk meg.

3.3.2. Vizelet N-acetyl-p-D-glukézaminidaz meghatarozasa

Meghatarozasat a Pocsi €s munkatarsai 4dltal modositott Horak-féle
kolorimetrids moddszerrel  végeztik, VRA-GIcNAc szubsztratot (PPR
Diagnostics, London, UK) alkalmazva. Az enzimatikus folyamat ledllitdsa utan
a kialakult szines termék abszorbancidjat 505 nm-en mértiik SPECOL-1000
spectrophotométeren (Jena-Zeiss). A NAG-4z aktivitist a reagens vakkal
szemben mért abszorbancia alapjdn szdmoltuk. Az enzimiirités napszaki
ingadozdsdnak kikiiszobolése céljabol a NAG aktivitds €s a vizelet kreatinin

hanyadosit, azaz a NAG indexet (NAG;) alkalmaztuk.

3.3.3. A veseparenchyma fénymikroszkopos szovettani vizsgalata

A szoOvettani vizsgdlatok az egyes csoportokndl a 3. és 7. postoperativ
napon torténtek, altaldban 4-4 allatot bevonva 1-1 idOperiddushoz tartozo
vizsgalatba.

A mintavétel altatdsban végzett relaparotomia sordn tortént, melyet
tulaltatassal torténd extermindlds kovetett. Az eltavolitott veseszovetet 10%-os
formalinban fixaltuk, paraffinba dgyaztuk. A metszeteket haematoxylin-eosinnal

(HE) festettiik.



3.4. A veseartéria leszoritasat koveté szisztémas ischaemia-reperfusios
karosodasok vizsgalata

3.4.1. Haematologiai paraméterek meghatarozasa

A vizsgalatokat Sysmex F-800 haematologiai automataval (TOA Medical
Electronics Co., Ltd., Japan), K;-EDTA-val alvadasgéatolt vérbdl végeztiik.

A késziilék meghatdrozza a vorosvérsejt-, fehérvérsejt- és thrombocyta
szdmot, a haemoglobin és haematocrit értékeket, tovabba a MCV (mean
corpuscular volume), MCH (mean corpuscular hemoglobin), MCHC (mean
corpuscular hemoglobin concentration), MPV (mean platelet volume)
paramétereket és a monocytdk, granulocytdk, valamint a lympocytdk szdzalékos

aranyat.

3.4.2 Haemorheologiai paraméterek meghatarozasa
3.4.2.1. Vorosvérsejtek deformabilitasanak meghatdrozdsa

A Dormandy és munkatirsai altal kifejlesztett St. George’s Blood
Filtrometer elvén mukodo Carat FT-1 tipusu filtrometerrel (Carat Diagnostic
Kft., Budapest) hataroztuk meg a voOrosvérsejtek deformdlddasi képességét.
A Na-heparinnal anticoagulalt vért 10 percig centrifugdltuk (2500 g), majd a
plasmat és a ’buffy coat’-ot eltavolitottuk. A sejtszuszpenziot kétszer mostuk
foszfat pufferben. Az utolso centrifugélédst kdvetden a feliiliszo eltavolitasa utdn
a voOrosvérsejt-szuszpenziét PBS-sel 5%-ra higitottuk, majd 5 pum datlagos
pérusdtméré;jii polycarbonat filteren dramoltattuk at (Nuclepore®, Whatman Inc.)
alland6 (negativ) dramlasi nyomds mellett (4 vizem). A folyadékoszlop haladasi
(filtracios) sebessége és a  voOrOsvérsejt-szuszpenzié haematocritjdnak
ismeretében a software meghatarozza a kezdeti relativ filtracids sebesség (Initial
Relative Filtration Rate, IRFR) és a relativ sejt-tranzitidd (Relative Cell Transit
Time, RCTT) paramétereket.
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3.4.2.2. Teljes vér és plasma viszkozitds meghatdrozdsa
A vizsgalatok a magyar fejlesztésii, klinikai laboratoriumokban is elterjedt
Hevimet-40 kapillaris viszkoziméterrel torténtek (Hemorex Kft, Budapest).
A vizsgalatokat natrium-heparinnal alvaddsgatolt vérbol végeztiik. A hazai és
nemzetkdzi konvencidknak megfeleléen a 90 s sebesség-gradiensnél mért
teljes vér viszkozitas €ért€keket hasonlitottuk dssze. Mivel a teljes vér viszkozitas
nagymértékben haematocrit-fiiggd, ezért a vérviszkozitdsi adatokat 40%-os
haematocritra korrigalt formaban is megadtuk a Madtrai €s munkatarsai altal
ajanlott matematikai formula segitségével:
TVVy93/PV = (TVVy / PV
ahol TV Vg4 = a 40%-0s haematocritra korrigdlt teljes vér viszkozitdsa; TV V.
= az adott haematocriti minta teljes vér viszkozitdsa; PV = a minta plasma

viszkozitisa; Htc = a vérminta eredeti haematocritja.

3.4.2.3. Fibrinogén koncentrdcio meghatdrozdsa

A plasma fibrinogén koncentraciot (Fbg, g/L) natrium-citrattal
alvaddsgatolt vérbdl Clauss mddszerén alapuld elv szerint Sysmex CA-500
automata coagulometer (TOA Medical Electronics Co., Ltd., Japan)

segitségével.

3.4.3. Szérum antioxidans aktivitas meghatarozasa

Meghatarozasa Stocks és mtsai modositott mdédszerével tortént. A bovin
agyhomogenizitumhoz adott szérum gatolja az adott id0 alatt végbemend
lipidperoxidaciot, melyet tiobarbitursavas szinreakcidéval fotometridsan
kovetiink. A képzodott TBA-reaktiv aldehidek (pl. MDA, malondialdehid)
mennyisége forditva ardnyos a szérum antioxidans kapacitasdval. A kontroll
mintdhoz szérum helyett desztillalt vizet adunk, ennek autooxidacidjat tekintjiik
100%-nak a kiinduldaskor mért MDA-hez képest (Abs. vak).
Maradék autooxidacié (MAQO)= (Abs. minta - Abs. vak) / (Abs. kontroll - Abs. vak)
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Antioxidans aktivitds (AOA) % = (1 - MAO) x 100
Az antioxidans aktivitds értékeket a preoperativ értékhez viszonyitva

adtuk meg, szdzalékban kifejezve (relativ antioxiddns aktivitas).

3.4.4. Plasma endothelin szint meghatarozasa

Az endothelin meghatirozdsa enzimhez-kapcsolt immunoassay (ELISA,
Biomedica) modszerrel tortént. A minta elokészitése soran 3 ml nativ vérhez
150 pl Heparint (Inj. Heparibene-Na 5000 NE/ml) és 150 ul GORDOX-ot
(Trasylol 10000 NE/ml) adtunk. Felhasznalasig jég kozé tettiik, majd 10 percig
(2500 g) centrifugéltuk.

A mintaban 1évd endothelin €s a microtitrdl6 plate aljan 1év0 specifikus
poliklondlis antitest kozott antigénspecifikus kotddés jon létre. A kotddo
komponens mennyisége enzimmel (peroxidaz) konjugalé masodik antitesttel €s
a megfelelo enzim-szubsztrattal (TMB —tetrametil bezidin) ldthatéva tehetd és
fotometridsan mérhetd. A szinreakcié (450 és 620 nm-en Shimadzu

Spectrofotométerrel mérve) ardnyos a mintdban 1évd endothelin mennyiségével.

3.5. Statisztikai analizis

Eredményeinket atlag + szords (S.D.), illetve az étlag standard hibgja
S.E.M.) formédban tiintettik fel. A statisztikai analizishez SigmaStat for
Windows szoftvert haszndltunk (Jandel Scientific Co. 1992-1994. Erkhrath,
Németorszag). A laboratériumi paraméterek variancia analizise (ANOVA) sordn
a csoporton beliili Osszehasonlitdshoz Dunnett’s tesztet, a csoportok kozti
analizishez =~ Kruskal-Wallis  tesztet  alkalmaztunk. Az  érreaktivitasi
vizsgélatokndl a kiilonbozd kisérleti csoportok esetében kapott hatdsokat
Newman-Keuls post hoc teszt felhaszndldsaval hasonlitottuk 0Ossze.

A statisztikailag szignifikdns eltérést p<0,05 értéknél fogadtuk el.
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4. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

4.1. A veseartéria leszoritasat koveté ischaemia-reperfusios karosodasok
funkcionalis és morfolégiai vizsgalatanak eredményei az érfalban

4.1.1. Az érreaktivitasi vizsgalatok eredményei

noradrenalin acethylcholin adenozin nitroglicerin
Ennax pD» Ennax % pD> -log(ICso) Ennax % pD>
(mN/mm?)
AP+I/R 13,6£1,3 6,302 | 7515 7.440.1° 4.240.17" 107+10 | 8.70.2
/R 12,4+1.4 6,310,2 50£15 5.840.2" 3.740.1" 8317 8.410.2
K+AP 12,5+1,0 6,240,2 48+14 6.510.3 3.540.1" 99+11 9.0+0.2*
AL 14,813 6,3+00,1 | 70%17 7.110.4 3.610.1 9316 8.210.2

atlagtS.E.; p<0,05: * vs I/R; + vs AL; p<0,01: ++ vs AL; # vs AP+I/R

A noradrenalin koncentracié-hatds gorbék ért€kelése alapjan azt taldltuk,
hogy ischaemia-reperfusiot kovetden az o-adrenerg receptor medidlt valaszok
nem kérosodtak, a dozis-hatds gorbék az egyes csoportok kozott nem mutattak
szignifikans eltéréseket. Az allopurinol az a-adrenerg receptor érzékenységet
sem normoxidban, sem ischaemia-reperfusiot kovetden nem befolyasolta.

Az acetylcholin altal kivaltott relaxaci6 az ér endothel funkcidjanak fontos
markere. Az acetylcholin (muscarin receptor agonista) ltal kivaltott relaxdcidra
jellemzd, hogy a leszoritdst kovetden az I/R csoportban az acetylcholin
érzékenység erdsen csokkent -majdnem 2 nagysiagrenddel az dloperalt
csoporthoz képest (50+15; 70+17)- ezt ugy tlinik, az allopurinol elOkezelés
kivédi, hiszen az AP+I/R csoportban gyakorlatilag azonos paramétereket
mértiink (75+17).

Az adenozin (P; purinoceptor aktivator) receptor érzékenység nem
valtozik szignifikdnsan sem a leszoritds utdn, sem az allopurinol elokezelést
kovetden az ép kontrollhoz képest, de meglepd mddon a leszoritist kovetden az
allopurinol jelentdsen fokozza a P; purinoceptor érzékenységet (3.610.1;
4.240.1). Ez egy ischaemia-specifikus jelenségnek foghaté fel, azaz az

allopurinol csak hypoxidban hat, normoxidban nem.
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A nitroglicerinnel (exogen NO donor) indukdlt relaxacid esetében,
ellentétben az adenozinnal, az allopurinol csak normoxids koriilmények kozott
befolyédsolta a NO 4ltal kivaltott relaxaciot (4,210,1). A K+AP csoport dozis-
hatds gorbéjének balratoloddsa figyelhetd meg, a pD, értékek emelkedésével

parhuzamosan.

4.1.2. A leszoritott veseartéria fénymikroszkopos szovettani vizsgalatanak
eredményei

A 3. postoperativ napon tortént mintavétel sordn az arteria renalis
vizsgalatanal az I/R csoportban az endothelsejtek valtozo nagysagat, a lamina
elastica €s az elastica interna ellapuldsat, sot helyenként megszakadast és gocos
subendothelidlis fibrosist, néhol necrosist tapasztaltunk, mely nem, illetve
enyhébb formaban jelentkezett az allopurinollal kezelt csoportban.

Az 1/R csoport 7. postoperativ napon vett mintdiban leukocyta
marginicid, simaizomsejt €s endothel sejt proliferdcié volt lathatdé, mig az

AP+I/R csoportban emlitésre mélt6 valtozasokat nem talaltunk.

4.1.3. A leszoritott veseartéria apoptosis vizsgalatanak eredményei

Koérosnak tekinthetd a simaizomsejtek és az adventitia ereinek
endothelsejt apoptosisa.

Az I/R csoportban mar a 3. postoperativ napon megjelent latéterenként
1-2 apoptosissal elhalé simaizomsejt a medidban és néhany érendothelsejt az
adventitidban. Az apoptotikus sejtek szdma kissé nott a 7. postoperativ napon.
Az allopurinollal el0kezelt csoportban a mutétet kovetd 3. postoperativ napon
nem, de a 7. napon elszortan lathatok voltak apoptotikus simaizomsejtek és
adventitidlis érendothelsejtek. Az 4loperdlt csoportban a metszetekben
fiziologids mértékli apoptosis €szlelhetd. A latoterenkénti apoptotikus sejtek
szamaban szignifikdns kiilonbség volt az I/R és AP+I/R csoportok kozt a a 3.

postoperativ napon.
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4.2. A veseartéria leszoritasat koveté ischaemia-reperfusios karosodasok
funkcionalis és morfoldgiai valtozasainak valtozasai a vesére
vonatkozéan

4.2.1. Rutin vesefunkcios vizsgalatok eredményei

A valtozast a miitét elotti értékekhez viszonyitva, relativ ért€kben adtuk meg.

A szérum kreatinin értékek az I/R csoport esetében szignifikdns
mértékben emelkedtek a reperfusio 30. (193+90%) és a 60. percében az
alapértékhez képest (155+68%) majd csokkenni kezdtek és egy héttel a miitétet
kovetden visszatértek a kiinduldsi szintre. Az AP+I/R csoport esetében a
postoperativ 1. napot kivéve valamennyi vizsgilt idOpontban alacsonyabbak
voltak az I/R csoportndl, gyakorlatilag megegyeztek az daloperdlt csoport
értékeivel. A mitétet kOvet0 napon az alapértékhez képest szignifikdnsan
magasabb (149+64%) volt a szérum kreatinin szint. Az dloperalt csoportnal az
értékek lassi, folyamatos, nem szignifikins emelkedése mutatkozott a
reperfusiot kovetd 1. napig, majd fokozatosan csokkenést kovetden a miitét utin
1 héttel ismét a kiinduldsi ért€kre estek.

A szérum urea koncentrici6 az I/R csoportban a korai reperfusios
idOszakban észlelhetd nem szignifikdns csokkenést kovetden az 1. postoperativ
napon szignifikdns mértékben emelkedett az alapértékhez képest (150+66%),
majd ezt kovetden a miitétet kovetd napokon ismét csokkend tendenciat
észleltiink, a 2., 5. és 7. napon az alapértékhez képest szignifikdns mértékben.
Az AP+I/R csoport esetében a korai reperfusids iddszakban és az 1. postoperativ
napon a szérum urea szint az alapérték kozelében maradt, a 2-3. mutét utani
napokon azonban szignifikdnsan alacsonyabb értékeket mértiink (65+11 és
61+13%). Az éaloperalt csoportndl a reperfusio meginduldsatol kezdve a 2. miitét
utani napig folyamatosan magasabb értékeket mértiink, majd a 3. postoperativ
naptol csokkenést figyelhettiink meg., mely az 5. napon szignifikanssi valt az

alapértékhez képest (59+22%).
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4.2.2. Vizelet N-acetyl-p-D-glukozaminidaz aktivitas valtozasok

Az 1/R csoport esetében jelentds NAG; emelkedést tapasztaltunk az
ischaemids periddus végén (8,13+1,87), mely a reperfusio 2. 6rdjaban érte el
csucspontjat (11,19+1,56), ezt kovetden csokkenni kezdett és a 2. postoperativ
napon mar Ujbol az alapérték kozelében volt (2,63+0,31), illetve a miitét utani
5. napon az eredeti érték felére csokkent (1,11+£0,02). Szignifikdns volt a
valtozds (p<0,05) a kezdeti NAGi ért€khez képest az arteria renalis
felengedésének idOpontjdban, tovdbba a reperfusio els0 és masodik Ordjéban,
valamint a mutét utani els6 napon.

Az AP+I/R éllataindl hasonl6é tendenciat tapasztaltunk, de az emelkedés
kisebb mértékli volt és maximumat a reperfusio kezdetén érte el (6,67+0,98).
Szignifikdnsan volt a véltozds az alapértékhez képest a reperfusio kezdetén,
annak elsd és masodik 6rdjaban.

Az aloperalt csoport esetében az alapértékhez képest szignifikins eltérés
egyik idopontban sem volt észlelhetd.

Az 4loperalt csoporthoz viszonyitva szignifikidnsan magasabb NAG;-t
talaltunk az I/R csoportban a reperfusio kezdetén, annak els6 €s madsodik
orgjaban, ugyanakkor az allopurinollal kezelteknél ezt csak a reperfusio
kezdetén tapasztaltuk. Osszehasonlitva az I/R csoport értékeit az AP+I/R
csoportéval, a reperfusio els60 és mdasodik Ordjdban az I/R csoportban

szignifikansan magasabb értékeket talaltunk.

4.2.3. Szovettani valtozasok a veseparenchymaban

A fénymikroszkopos vizsgdlatok sordn az dloperdlt €s az AP+I/R
csoportban nem taldltunk komolyabb eltérést.

Az I/R csoport 7. postoperativ napon késziilt metszeteiben interstitialis
fibrosist taldltunk és tagult corticalis tubulusok voltak lathatok, benniik

szovettormelékkel.
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4.3. A veseartéria leszoritasat kovetd szisztémas ischaemia-reperfusios
karosodasok

4.3.1. Haematologiai paraméterek valtozasai

A vorosvérsejtek szamiban a 3-7. postoperativ napokon észleltiink
csokkenést, legkifejezettebben az I/R csoport éllataindl, itt a 7. postoperativ
napon a kiilonbség szignifikdns volt az alapértékhez képest (4,1 + 1,3 x 10%pl vs
alap: 7,1 0,5 x 10%pl).

A haemoglobin szint a mitétet kovetd 2. naptdl mutatott csokkend
tendenciat, a legalacsonyabb értékeket a 7. postoperativ napon érte el, amikor az
alapértékhez képest szignifikdnsan alacsonyabbnak mutatkozott mind az I/R,
mind az AP+I/R csoportban (11,1 £ 0,4 g/1, illetve 11,2 + 1,5 g/l vs alap).

A haematocrit értékek hasonlé6 modon valtoztak, bar a kiillonbség nem
volt szignifikans.

Az MCV, MCH és az MCHC értékek nem valtoztak szignifikans mértékben.

A thrombocyta szam a 1-3. postoperativ napokon kismértékben csokkent,
majd fokozatosan visszatért az eredeti szintre. Az MPV értékek a thrombocyta
szammal inverz modon alakultak, azaz a miitétet kovetd 1-5. napon emelkedtek,
gyakorlatilag mindharom csoport esetében hasonléan, de nem szignifikénsan.

A fehérvérsejt szam az 1. postoperativ napra minden csoportnal
szignifikdns mértékben emelkedett €s a 2-5. mitétet kovetd napokon
folyamatosan szignifikdns mértékben magasabb maradt, kivéve az AP+I/R
csoportot az 5. postoperativ napon. A legmagasabb fehérvérsejt szamot
(32,8+6,3 x 10°/ul vs alap) és a legnagyobb emelkedést az alapértékhez képest
(150% az 1. napon) az I/R csoportban tapasztaltuk.

4.3.2. Haemorheologiai paraméterek valtozasai

4.3.2.1. Vorosvérsejtek deformabilitisanak valtozdsai
A mitét elott mért RCTT alapértékek kozel azonosak voltak a kisérleti

csoportokban, mig a reperfusio 30. percében az I/R €s az AP+I/R csoportndl
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szignifikdnsan magasabb (7,51£1,75 és 8,51+1,12; p=0,015 illetve p<0,001)
értékeket taldltunk az alaphoz viszonyitva. A reperfusio kovetkezO masfél
orajaban visszatértek a preoperativ szint kozelébe, majd az AP+I/R csoportndl a
1-3. postoperativ napon mutatkozé enyhe, folyamatos, de nem szignifikdns
emelkedést kovetden a 7. postoperativ napra ismét a mutét elotti szintre
csokkentek. Az I/R csoportban szignifikdns emelkedést kovetden maximalis
értékiiket a mitétet kovetd 2. napon ért€k el. Az 1. és a 2. postoperativ napon
(1. nap: 8,66+1,21; 2. nap: 10,5+2,83) a kiilonbség szignifikdnsnak mutatkozott
az alapértékekkel (p=0,015 illetve p=0,011), az aloperalt csoporttal (p=0,001 és
p=0,002), valamint az AP+I/R csoporttal (p=0,019 és p<0,001) 6sszehasonlitva.
A 3-7. postoperativ napokon a miitét eldttihez hasonld értékeket tapasztaltunk
mindegyik csoportndl, kivéve egy enyhe, nem szignifikdns csokkenést az
aloperalt csoport esetében az 5. és 7. postoperativ napon.

A reperfusio kezdetén az IRFR szignifikdnsan alacsonyabb volt az
alaphoz képest az AP+I/R csoport esetében (p=0,006), mig a reperfusio
30. percében az I/R és az AP+I/R csoport értékei szignifikdnsan alacsonyabbak
voltak az alapértékeknél (p<0,001 mindkét esetben). Az 1. és 2. postoperativ
napokon az IRFR értékek kismértékli, nem szignifikdns csokkenése lathato,

amely az RCTT értékek esetében nem volt észlelheto.

4.3.2.2. Teljes vér- és plasma viszkozitds valtozdsok

A 90 s™ nyiréfesziiltségnél mért teljes vér viszkozitds a reperfusio ideje
alatt kismértékben emelkedd tendencidt mutatott és az I/R csoport esetében
szignifikdnsan magasabb maradt az els0 két postoperativ napon az AP+I/R
csoporthoz viszonyitva (7,21£1,13 mPas, p=0,033; illetve 7,17+1,33 mPas,
p=0,036). A 3-7. mitét utdni napokon a teljes vér viszkozitds értékek
valamennyi csoport eset€ében mérsékelten, bar nem szignifikidns mértékben

csokkentek, amelyet a haematocrit értékek hasonld valtozasa kisért. A 40%-os
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haematocritra korrigélt teljes vér viszkozitds értékek, valamint a plasma

viszkozitas értékek emelkedtek az 1-7. postoperativ napokon.

4.3.2.3. Fibrinogén koncentrdcio valtozdsok

A fibrinogén koncentracié meghatarozdsakor a legmagasabb értékeket
mindharom csoportndl az 1. postoperativ napon kaptuk, mely az I/R csoport
esetében tartdsan, szignifikdns mértékben magasabb maradt a 2-7. miitét utani

napokon (p<0,002) az alapért€kekhez képest.

4.3.3. Szérum antioxidans aktivitas valtozasok

Az antioxidans aktivitds valtozdsat a mitét elotti ért€khez viszonyitva
adtuk meg, annak szizalékaban kifejezve.

Az I/R csoport esetében az antioxiddns aktivitds a mutét elotti értékhez
képest szignifikdnsan alacsonyabb volt a reperfusio 30. percében (69+27% vs
10%) és 120. percében (65+20% vs 100%), ezt kovetden datmeneti, nem
szignifikdns emelkedést kovetden a 3. postoperativ napra megkozelitette az
eredeti ért€ket. A reperfusio 120. percében az AP+I/R csoporthoz viszonyitva
szignifikdnsan kisebb volt az antioxidédns aktivitas (83+25 vs 65+ 20%).

Az AP+I/R csoport esetében a reperfusio 120. percében az antioxidans
aktivitds az eredeti szint kb. 70%-ara csokkent, de az 5. postoperativ napra
gyakorlatilag visszaért a beavatkozas eldtti szintre. A mitét eldott mért
értékekhez képest szignifikans eltérés nem volt.

Az aloperélt csoportndl nem volt szignifikdns valtozas.

4.3.4. Plasma endothelin szint valtozasok

Az 1/R csoportban a plasma endothelin szint a reperfusio kezdetén
szignifikdnsan magasabb volt az 4loperdlt és az AP+I/R csoportok adataihoz
hasonlitva (0,88+0,23 vs 0,4520,6 és vs 0,32+0,3). Az 1. postoperativ napon

mindkét ischaemids csoportban a mitét eldtti értékhez viszonyitva
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szignifikdnsan magasabb plasma endothelin szintet mértiink (I/R: 1,98+1,24 vs
0,67+£0,45; AP+I/R: 1,9+1,53 vs 0,5+0,32), mely az I/R csoportban végig, az
AP+I/R csoportban az 5. postoperativ napot kivéve, szignifikdinsan magasabb
maradt az alapértékhez képest. Az 5. és 7. postoperativ napon az AP+I/R csoport
plasma endothelin szint szignifikdnsan alacsonyabb volt az I/R csoporthoz
képest (0,75+£0,9 vs 1,47+0,48 illetve 1,25+0,38 vs 2,23+ 0,17). Az aloperalt

csoportndl nem tapasztaltunk szignifikans valtozast.

5. FONTOSABB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK OSSZEGZESE

1. Az érmodell kialakitisa sordn megallapitottuk, hogy bizonyos szerek
adasa meghamisithatja az érreaktivitisi vizsgéilatok eredményét, ezért a
szokdsos protokolltdl eltérOen nem szabad anticoagulans kezelést és
Atropin premedikédciot alkalmazni, sem a vesehilus hidraulikus
prepardldshoz Lidocain oldatot hasznélni, holott ez az egyik szokdsos
technika a klinikumban vesemutétek soran.

2. A veseartéria 45 perces egyoldali leszoritdsa és az azt kovetod reperfusio
kovetkezményeinek keverék kutydkon torténd vizsgalata sordn elsOként
mutattuk ki, hogy nemcsak a veseszovetben, hanem a leszoritott érben is
kialakulnak az ischaemia-reperfusioval 0Osszefliggd funkciondlis és
morfoldgiai valtozasok.

3. Igy a leszoritott ér kontrakcids-relaxdciés képessége sériilt: az
acetylcholin-indukalt relaxdci6 -az endothel funkcié egyik fontos
markere- szignifikdnsan gyengiilt, hasonléan az adenozin-indukalt
relaxacidhoz (endothel-fiiggd). A nitroglicerin-indukélt (endothel-
figgetlen) relaxacio gyakorlatilag nem valtozott.

4. A veseartéridk morfologiai vizsgdlata minimalis elvaltozast mutatott a HE

festéssel késziilt metszetekben. Apoptosis vizsgdlattal a 3. postoperativ
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napon kifejezett, a 7. postoperativ napon mar csak minimalis apoptotikus
aktivitast észleltiink az érfalban.

. Megallapitottuk, hogy a vesefunkcids vizsgalatok koziil a vizelet
N-acetyl-B-D-glukézaminiddz szintjének meghatdrozdsa -melyet a vese
ischaemia-reperfusids kdrosodasdnak jelzésére mi alkalmaztunk eldszor-
korai, érzékeny, nem invaziv moddszernek bizonyult a vesekarosodas

kimutatdsara €s az allopurinol protektiv hatdsdnak igazolasara.

. A szisztémads valtozasok vizsgdlata sordn a 45 perces ischaemia és az azt
koveto reperfusio karakterisztikus és szignifikdns valtozasokat idézett elo
tobb haemorheoldgiai paraméterben. Jelz0 értékii valtozdsokat mutatott a
vorosvérsejt deformabilitas €s a fibrinogén koncentracio. Az eltérések egy
része Osszefiiggésbe hozhato a szabadgyokok okozta karosodasokkal, mas

része a beavatkozasok altal okozott sebészi traumaval.

. Az egyéb, szisztémds hatdsokat vizsgdlé paraméterek koziil jelzd
értéktinek taldltuk a plasma antioxidans aktivitds €s a plasma endothelin szint
valtozdsait az ischaemia-reperfusidos karosoddsok jelzésére, illetve az

alopurinol védo hatdsanak bizonyitasara.

. A xantin-oxiddz gétl6 allopurinol 100 mg/ttkg doézisban torténd,
1schaemiat megel0z0 szisztémads alkalmazéasaval a 45 perces ischaemia €s
az azt kovetod reperfusio kdros hatasai bar teljes mértékben nem voltak
kivédhetok -ami a szabadgyokokon kiviil egyéb faktorok szerepére is utal,
de szignifikdns mértékben mérsékelhetOk voltak mind a vascularis
reaktivitds, mind a vesefunkcid, valamint a szervezet egészének
vonatkozasaban is. Elsoként hivtuk fel ra a figyelmet hogy az allopurinol
alkalmazdsa hasznos reno- és vasoprotectiv eljards lehet arteria renalis

leszoritast igényl0 miitéteknél.
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