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ROVIDITESJEGYZEK

Al aggregatios index

BFU szoveti aramlasi egység (blood flux unit)
CVP centralis vénas nyomas (central vein pressure)
El elongatios index

Fvs fehérvérsejtszam

Hgb haemoglobin

HR szivfrekvencia (heart rate)
Htc haematocrit

I/IR ischaemia-reperfusio

IL interleukin

MAP artérias kozépnyomas

pCO> parcialis széndioxid nyomas
pO:2 parcialis oxigén nyomas
PVP polyvinyl-pyrrolidon

RIPC tavoli szervi ischaemias preconditionalas

SS nyirofesziiltség (shear stress)
Thr vérlemezkeszam
Vvs vOrosvérsejtszam

INOS indukalhato nitrogén-oxid-szintaz (inducible nitric oxide synthase)

mPTP  mitokondrialis permeabilitas tranzicios porus (mitochondrial permeability transition
pore)

ROS reaktiv oxigéngyok (reactive oxygen species)

PKC protein-kinaz C

SKATP  ATP szenzitiv K* csatorna (ATP-sensitive K* channel)

MKATP mitokondrialis ATP szenzitiv K* csatorna (mitochondrial ATP-sensitive K+ channel)



., Tudasunk egy csepp.
Amit nem tudunk,
az egy egész ocean.”

(Isaac Newton)

1. BEVEZETES

A vesék ischaemia-reperfusio (I/R) okozta karosodasa az akut veseelégtelenségek
gyakori oka. Szamos sziv-, és érrendszeri miitét soran sziikséges az aorta arteria renalisok feletti
szakaszan torténd beavatkozds, emiatt annak részleges vagy rovid ideju, teljes kirekesztése,
mely miatt a vesék vérellatasa, és ezaltal oxigén ellatasa karosodast szenvedhet. A renalis
perfusio csokkenése egyéb mitétek soran is bekovetkezhet, mely kronikus veseelégtelenség
esetén fokozza a karosodas esélyét. A karosodas mértékétdl fiiggden vesetranszplantacid lehet
sziikséges. A szervatiiltetés soran fellépd hypoxaemids allapot, majd hirtelen visszatérd
keringés szintén I/R karosodast okoz, ami ronthatja az atiiltetett vese funkcidjat, késoi graft
elégtelenséghez vezethet (Versteilen és mtsai, 2004; Zuk és Bonventre, 2019).

Az ischaemias allapotok a csokkent vagy teljesen megsziint oxigén és tapanyag
ellatottsag, illetve az elégtelen sejtanyagcsere melléktermékek eltavolitisa miatt a sejtek
karosodasahoz, elhalasahoz vezethetnek. A keringés helyreallitasa, azaz a reperfusio mielébbi
megkezdése a sejtek tulélése szempontjabol kiemelkedd fontossagli, azonban paradox mddon
a sejtek karosodasat is okozza. A megvaltozott sejtanyagcsere miatt a sejtek nagyobb eséllyel
vannak kitéve oxidativ karosodasoknak, mely a frissen megjelend, oxigénben gazdag vér
megjelenésével be is kovetkezik. Ezt a két folyamatot egyiittesen ischaemia-reperfusios
karosodasnak nevezziik, €s szamos valtoz6 befolyasolja a mértékét (Bonventre és Yang, 2011;
Eltzschig és Eckle, 2011).

Ischaemia-reperfusios karosodast kovetden nem csak a karosodott szervben, hanem
szisztémasan is szamos valtozas figyelhetd meg. Rovid-, illetve hosszatavon haté mediatorok

szabadulnak fel €s kiilonb6z6 idegi palyak aktivalodnak. A keringési rendszer, azon beliil is a
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vér és annak aramléasa jelentésen érintett. A véraramléssal és annak befolyasold tényezdivel
foglalkozo6 tudomanyteriilet a haemorheologia. A haemorheologiai valtozasok jobb megértése
az I/R kérosodas alatt jelentés mértékben segithet a karosodas mértékének megitélésében,
illetve pontosabb monitorozasaban, tovabba befolyasolasukkal lehetdség nyilhat a karosodas
mérséklésére (Baskurt €s mtsai, 2007; Selzner €s mtsai, 2012).

Az ischaemia-reperfusids karosodas megeldzése lenne a leginkabb idealis, azonban ez
csak ritkdn megoldhato. Szamos farmakologiai, illetve sebészi mddszer ismeretes, melyek a
karosodast mértékét mérsékelik. A conditionalason alapuld eljarasok Ilényege a sejt
,hozzaszoktatasa” az I/R karosodashoz, rovid, ischaemids és reperfusios szakaszok egymast
kovetd valtakozasaval. Ismeretes a célszerven, illetve attdl tavolabb esd teriileten végzett
kondicionalas, valamint az az I/R karosodas el6tt, kozben vagy utan végzett beavatkozas is. A
tavoli szervi ischaemias preconditionalas (RIPC) a kisérletes sebészetben kedvezonek bizonyult
az I/R karosodas mérséklésében szamos szerv esetén, mig a klinikumban kevéshé egyértelmii
a hatasossaga (Solomon, 2011; Selzner és mtsai, 2012; Wever és mtsai, 2011; Pedersen és
mtsai, 2011; Johnsen és mtsai, 2016; Krogstrup és mtsai, 2017).

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

valtozasokrol is (Gassanov és mtsai, 2014; Saxena ¢és mtsai, 2010; Zarbock és Kellum, 2016).



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A vesérol roviden

2.1.1. A vese anatomidja

A vesék retroperitonealisan helyezkednek el, a gerincoszlop két oldalan, felsé polusuk
a tizenkettedik hati csigolya, az als6 polusuk pedig a harmadik agyéki csigolya szintjén van. A
vesék koriilbeliil 12 cm hossztiak és sulyuk 150 gramm. Minden vese medialis feliiletén
talalhato egy nyilas, a hilus, amelyben megtalalhat6 a vese artéria és véna, a nyirokerek, a vesét
beidegz0 ideg és az ureter tolcsér alak felsé vége, a vesemedence. Az egyes vesék vérellatasa
altalaban az arteria renalis altal torténik, amely a hasi aorta zsigeri oldalaga. Eléfordulhat
azonban, hogy tovabbi erek (arteria renalis accessoria) is részt vesznek a vesék vérellatasaban,
melyek eredhetnek arteria mesentericabol, suprarenalisbol, illetve a spermaticus vagy ovarialis
artériakbol is. A vesét hosszaban kettévagva két kiilonallo rész lathato, egy sotét kiilso réteg,
mely a kéreg, illetve egy halvanyabb belsd, a medulla. Utobbi szamos kupos teriiletre, a vese
piramisokra oszlik. Minden piramis csucsa a vesemedence felé nyulik, papillat képezve. A
vesepiramisokon savozottsag figyelheté meg, mely medullaris sugarakat, az egyenes tubularis
elemek, vagyis a Henle-csatornak és hurkok alkotnak a vasa recta ereivel. A vese medencék az
ureterek kitagult fels6 résznek tekinthetéek. A medence calyx-jai az egyes piramisok papillaja
felé nyalnak, és 0sszegyljtik a beldliik elfolyo vizeletet, melyet az ureterek a hugyhdlyagba
vezetnek (Lote, 2012).

A vese alapvetd funkciondlis egysége a nephron. Minden emberi vesében 1-1,5 millio
nephron talalhato. A nephron egy vakon végzddé tubularis képlet, amelynek vak vége a
Bowman-kapszulat képezi a csomoszeriien dsszetomoriilt kapillaris erek, a glomerulus kortil.
A nephron tovabbi részei a proximalis tubulus, a Henle-kacs és a distalis tubulus. T6bb distalis
tubulus Gsszekapcsolodva Gsszekotd tubulusokat hoz 1étre, melyekbdl, mas Gsszekotd
tubulusokkal egyiitt gylijtécsatornakat alkotnak (Lote, 2012).
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A glomerulusok, a proximalis tubulusok és a distalis tubulusok a kéregben helyezkednek
el, mig a Henle-kacs és a gyiijtécsatornak a medullaba nytlnak le. A nephron Henle-kacsanak
hossza a glomerulus helyétdl fiigg, és ez alapjan az emberi vese nephronjait két csoportba
oszthatjuk. Azokat a nephronokat, amelyek glomerulisai a kéreg kiilsé kétharmadaban vannak,
kérgi nephronoknak nevezziik, és nagyon rovid Henle-kaccsal rendelkeznek, amelyek csak
csekély mértékben nytlnak a medullaba. A masik csoportot azok a nephronok alkotjak,
amelyek glomerulusai a kéreg belsé egyharmadaba, juxtamedullarisan helyezkednek el. Ezen
nephronok hosszu Henle-kaccsal rendelkeznek, amelyek mélyen benytlnak a medullaba. Az
emberben a nephronok koriilbeliil 15%-a, mig a patkdnyoknal Kkorilbelil 30%-a
juxtamedullaris. A glomerulus allitjak el6 a plazma ultrafiltratumat, amely bejut a nephronokba.
Az emberi glomerulus atmérdje kortilbeliil 200 um. Mindegyik glomerulust az afferens arteriola
csomoszert capillaris halozata alkotja, melyek egyesiilve az efferens arteriolat hozza létre.

A proximalis tubulus a nephron Bowman-kapszulabol kilép6 része. Kezdeti szakasza, a
kanyargo6 pars convoluta, mely egy egyenes szakaszként, a pars rectaként fut a medullaba, ahol
a Henle-kacs leszallo részét képezi. Az emberi proximalis tubulus hossza 12-25 mm, kiilsd
atmérdje korilbeliil 70 um.

A Henle-kacs vékony felszalld szegmense legfeljebb 15 mm hossz, a kiils6 atmérd pedig
koriilbeliil 20 um, melyet a vastag felszallo szegmense kovet. A nephron ezen része disztalis
tubulusként folytatodik a kéregben. A hurok felszallo szaranak egy része a kéregben szorosan
kapcsolodik a glomerulushoz, az afferens arteriolahoz, és a juxtaglomerularis apparatus
kialakitasaban vesz részt.

A distalis tubulusokboél 6sszekoté-, majd gytjtdcsatornak lesznek. A kéregben minden
gyljtdcsatornahoz koriilbeliil hat 6sszekotd tubulus csatlakozik, és amikor a csatornék belépnek
amedullaba, egymas utan parosulva csatlakoznak egymashoz, 1étrehozva az akar 200 um széles

calyxokhoz vezet6 Bellini-csatornat (Lote, 2012).



2.1.2. A vese funkcioja

A vesének kiemelkedden fontos szerepe van a homeosztazis fenntartasaban. ,, Veégso
elemzésben a vese képes gyorsan és pontosan reagdlni a testnedvek térfogatanak és
osszetételének eltéréseire, ami lehetove teszi szamunkra, hogy belso kornyezetiink allandosdgat
megorizhessiik” (H.W. Smith). Ezen fontos szerepét csak megfeleld idegi és hormonalis
szabalyozottsag mellett képes tokéletesen ellatni. Amennyiben akar a szabalyozast, akar a vesét
magat karosodas éri, kiilonb6z6 korképek alakulhatnak ki. A vese szdmos anyagcsereterméket,
idegen anyagot, illetve tilzott mennyiségben jelenlévo iont tavolit el a szervezetbdl. A nitrogén-
anyagcsere kapcsan 1étrejovo kreatinin, higysav €s urea a vesén keresztiil liriilnek, csak ugy,
mint a xenobiotikumok, de a tal nagy mennyiségben jelenlévé gliikoz, illetve ketontest is a
vesén keresztiil tavozik. A vese naponta atlagosan 180 liter filtratumot készit glomerulusai
segitségével, melybdl a tubulus rendszer kozel 99%-ot visszasziv, és csupan mintegy 1,5 liter
vizelet fog termelddni (Christopher, 2012; Douglas és mtsai, 2018; Kurtz, 2019).

A veséknek kiemelkedden fontos szerepe van a sav-bazis egyensuly fenntartasaban is. Az
emberi szervezetben a pH érték, vagyis a vér H+ koncentracidja szamos puffer-rendszeren
keresztiil szabalyozott, és igen keskeny, 7,39-7,43 tartomanyban mozog. Az egyik legfontosabb
puffer a HoCQOgs, vagyis a szénsav, mely igen konnyen bomlik HCOg', illetve H* ionokra. A
COq-t vesztés szabalyozo ventillacion kiviil a vese is kiemelkedden fontos szerepet jatszik a
sav-bazis egyensuly fenttartdsdban. A vese visszaszivja a vizelettel elvesztett bikarbonat
ionokat oly médon, hogy Na*/H* cserével H*-ok jutnak a tubulusok lumenébe, ahol a pH-érték
lecsokken, ennek kovetkeztében a H*-okkal azonos mennyiségli HCOs™ reabszorbealodik az
interstitiumon keresztiil, megoévva igy a szervezetet bazis-, illetve Na® veszteségtél. A
gyljtécsatornak sejtjei H -pumpakkal rendelkeznek, melyek jelentés H'-gradiens létrehozasara
képesek. A viz disszociacioja soran keletkez6 H* iont kipumpaljak a tubulusba, mig a

visszamarad6 OH -t szénsav-anhidraz segitségével COz-vel kotik, igy HCO3z-okat képeznek,



melyek a véraramba jutnak. A vesék altal képzett bikarbonat a szervezet fontos baziskészlete,
mely nélkiil a homeosztdzis fenntarthatatlan lenne.

Amennyiben a szervezetben bazistobblet all fenn, a vese képes a bikarbonat ionok
eltavolitasara. A gyQjtécsatorndk B-tipusi koztes sejtjeinek H'-pumpai a basolateralis
membranban helyezkednek el, és az interstitiumba valasztanak ki H*-okat. A szénsavbol
visszamarad6 bikarbonat ion egy HCO3/Cl™- cseréld segitségével keriil a lumenbe. A
fiziologias sav-bazis egyensuly fenntartasahoz a vese képes HCO3z™-okat szintetizalni, vagy
kivalasztani a vizeletbe, melynek pH értéke akar 4,0-8,2 kozott is mozoghat. Acidozis, illetve
alkalozis esetén a szervezet eldszor a ventillacid modositasaval kompenzal, mely szinte
azonnali valtozast okozhat, mig a veséknek 1-2 orara is sziikségiik van, hogy elkezdjenek
kompenzalni. Az elébbit nevezziikk respiratorikus, az utdbbit pedig metabolikus
kompenzacionak.

Fontos megemliteni a vese kivalaszté milkddésein kiviili szerepeit is. Részt vesz a
vérnyomas szabalyozasban, a folyadékmegdrzés, valamint a renin termelés révén is. A vesében
eritropoetin €s trombopoetin képzddik, melyeknek a sejtképzésben fontos szerepe van, és nem
utolso sorban a D-vitamin szintézisében is szerepet tolt be, ezaltal a Ca®" anyagcserét is

szabalyozza (Christopher, 2012; Douglas és mtsai, 2018; Kurtz, 2019).

2.1.3. Vesetranszplantacio

Végstadiumt veseelégtelenségben, illetve bizonyos kronikus vesebetegségekben,
sulyos akut veseelégtelenséget kovetden legtobbszor a veseatiiltetés az egyetlen kurativ terapias
eljaras (Zuk és Bonventre, 2019; Chertow és mtsai, 2005; Yarlagadda és mtsai, 2009; Murugan
és Kellum, 2011; Hu és mtsai, 2016). A kezelés nemcsak a tulélés esélyét noveli, de jobb
¢életmindséget is jelent a dializisek szamanak csokkentésével (Jiang és mtsai, 2018). Sajnalatos

modon a vese-allograftok élettartama véges, ezért kiemelten fontos az optimalis graft-funkcio



biztositasa a lehet6 leghosszabb ideig, valamint a graft-kilokédés elkertilése (Matas, 2006). Az
elmult évtizedekben szerencsére jelentds mértékben javult a graftok kozéphosszi élettartama,
hiszen javult a perioperativ ellatas, fejlodott az immunszupressziv terapia, és fokozottabb lett a
sziv-érrendszeri betegségek prevencidja is (Coemans és mtsai, 2018). Azonban az allograftok
hosszatavu varhato élettartama nem novekedett (Legendre és mtsai, 2014; Uffing és mtsai,
2018; Gunay és mtsai, 2019). Mig az akut kilokddés gyakorisaga kétségteleniil csokkent, az
els6dleges vesebetegség kiujulasa, amelyet egykor az allograft kimenetelében kisebb
jelentéségliként tartottak szamon, mara a harmadik leggyakoribb oka az allograft vesztésnek az
immunologiai kilokddés és a miikodo grafttal bekovetkezett halal utan (Jiang és mtsai,2018;
Salvadori, 2017).

Vesetranszplantacio, illetve bizonyos kardiovaszkularis beavatkozasok vagy artérias
elzarodas soran a veséket ischaemia-reperfusios karosodas érheti, melynek kovetkeztében akut
vesekarosodas alakulhat ki, amely a fokozza a mortalitast, illetve allograft-vesztést okozhat.
(Versteilen és mtsai, 2004; Zuk és Bonventre, 2019, Tilney és Gluttmann, 1997; Zuk és
Bonventre, 2019; Chertow ¢és mtsai, 2005; Yarlagadda és mtsai, 2009).

Az elsO transzplantacios programok kezdetén a donort €s a recipienst ugyanabban a
kozpontban miitétték, mivel a donor vese megdrzésének egyetlen modszere a vese vérrel, vagy
Ringer-laktattal valo atmosasa, majd a vese felszinének jeges vizzel vald hiitése volt. Ezen
modszer lényege a hypothermianak a metabolizmus csokkentésével jaro kedvezo tulajdonsaga.
Az allatkisérletek, illetve a kezdeti ikermtitétek alapjan 1 6ranal révidebb ischaemias iddre volt
szlikség, de 3 oran tul visszafordithatatlan karosodasok kovetkeztek be. Kés6bb a donor vesék
szallitdsa miatt megdrzd rendszert fejlesztettek ki, mely a fejlettebb aramoltatds és hiités
kapcsan, akar 12 oraig is képes volt a donorvese életképességének megdrzésére. Az az elsd
modszer a Belzer altal kifejlesztett gépmegdrz6 rendszer volt, mely folyamatosan dramoltatta

a vesében a lehiitott folyadékot. Az 1960-as évek végén fejlesztettek ki olyan tartdsitd
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folyadékokat, amelyek folyamatos perfuzié nélkiil képesek voltak a donorvese megfeleld
httésére (Calne és mtsa, 1963; Collins és mtsai, 1969).

A donorszerveket a termelddd gyulladasos citokinek karositjak. Kifejezetten fontos a
ves€k talélése kapcsan, hogy mennyi ideig volt kitéve a szerv hideg, illetve meleg ischaemias
karosodasnak. Hideg ischaemianak nevezziik a donorszerv hiitétt kondicionald folyadékkal
valo feltoltésétdl és a recipiensben torténd sajat vérrel perfundalt allapotig eltelt id6t. Meleg
ischaemias allapotban a donorszervben a donor testmeleg vére kering. Mar a 20 6ranal
hosszabb hideg ischaemias id6 fokozott késbi graft funkcidvesztéssel jar (Quiroga és mtsali,
2006; Ojo és mtsai, 1997).

Hideg ischaemia esetén, amikor a vesét eltavolitjak a donor testébdl, a perfuzio teljesen
megszlnik, ami az oxigén és a tapanyagok szallitasanak megsziinéséhez, illetve stlyos
anyagcsere-problémakhoz vezet. Az anyagcsere visszaszoritasa ezért elengedhetetlen a szerv
¢életkeépességének megdrzéséhez a megdrzeési idoszak alatt. A vese maghdmérsekletének 4 © C
ala torténd csokkentése az anyagcserét 5-8%-ra csokkenti. Az egyszeri jéghlités koncepcidja
sikeresnek bizonyult; azonban hosszabb megdrzési iddszakokra alkalmatlan volt. Az egyszeri
hideg statikus tarolasi modszert tobb munkacsoport is vizsgalta, j megoldasokat
eredményezve, €s betekintést nylijtva az ischaemia mellékhatasaiba a megdérzott szervben. A
jelenlegi klinikai gyakorlatban szamos tartdsitd folyadékot haszndlnak. Mind az elhunyt
donorban, mind a miitéasztalon a veséket tartosito folyadékkal Oblitik at a veseartérian
keresztiil, amig a donor vérétdl teljesen meg nem tisztul (Levy, 1959; Downes és mtsai, 1973;

Belzer és mtsai, 1988).

2.2. Ischaemia-reperfusio
Az ischaemia-reperfusios karosodas akkor 1ép fel, amikor a vérellatas tartdsan

lecsokken vagy megsziinik a szervezet egy adott teriiletén, majd a keringés jbol helyreall. Ez
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1étrejohet kiillonb6z6 koros allapotok (thrombus, embolia, érsziikiilet) révén, de iatrogén mdédon
példaul sebészeti beavatkozasok kozben is kialakulhat (Nanobashvili és mtsai, 2002; Gori és
mtsai, 2006).

Az ischaemia-reperfusio pathomechanizmusa rendkiviil osszetett. A sejtet az ischaemia
alatt hypoxias karosodas éri, melyet a véraramlas helyreallasaval, vagyis a reperfusioval
megjelend, oxigénben gazdag vér tovabb karosithat. A folyamat részeként szamos gyulladasos
folyamat indul be. Az addig elzart érszakaszon kialakult endothel-karosodas, a citokin
felszabadulas, a makrofag, komplement rendszer és neutrophil aktivacid a természetes
immunvalasszal egyiitt okozzak az I/R karosodast (Nanobashvili és mtsai, 2002; Gori és mtsai,
2006; Brandao és mtsai 2003; Collard és Gelman, 2001).

Ischaemia soran, megfeleld vérellatas hianyaban a sejtek ATP szintje csokkenni fog, igy
a membranban elhelyezkedd Na*/K* ATP-az aktivitasa is, mely a megfeleld sejtmiikodés
elengedhetetlen eleme. A sejtben Ca?* akkumulécié torténik, az ionhaztartas felborul, melynek
kovetkeztében szamos strukturalis fehérje sériil, az enzimaktivitas megvaltozik a sejten beliil,
karositd szabadgyokok képzddnek, fokozodik a glikolizis és csokken a pH. A folyamat egy
bizonyos id6 utan irreverzibilissé valik. Ez az id6 a ,,point of no return”. Ischaemia soran
sériilnek a lizoszomak, a kiaramlo enzimek a sejt szerkezetét jelentds mértékben roncsoljak, a
sejtfelszinre keriil6 antigének kovetkeztében az immunrendszer valaszreakciot indit a sejt ellen.
Ezen pont elérése elott, a keringés helyreallitasaval a sejthalal elkeriilhetd, a folyamat
reverzibilis. A kialakul6 gyulladasos folyamatban az ereket bélelé endothelnek fontos szerepe
van, ugyanis enzimjei segitségével képes kiilonboz6 vazodilatator anyagokat (NO), illetve
szignaltranszdukcios molekuldkat (interleukinek, prosztaciklinek) termelni és ezaltal
befolyasolni a keringést. Ischaemia alatt ezek az endothel medialta folyamatok is zavart

szenvednek, a vasodilatatio €s vasoconstrictio kdzti egyensuly megsziinik, csakiigy, mint a pro-
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illetve antiinflammatorikus faktorok aranya, mely jelenséget egyiittesen endothel
diszfunkcionak nevezziik (Granger, 1988 és 1999; Popel és Johnson, 2005).

A reperfusio elengedhetetlen az ischaemia megsziintetéséhez. Helyreallitja a szovetek
oxigén- €s tapanyag ellatottsagat, valamint elszéllitja a termelddott toxikus metabolitokat.
Fontos megemliteni azonban, hogy ezeknek a termel6édott metabolitoknak, mennyiségiiktol
fliggden szisztémas karositd hatdsa lehet. A keringés helyredlldsa nem minden szempontbol
kedvez a reverzibilisen sériilt sejteknek, ugyanis a hirtelen megjelend nagymennyiségii oxigént
a sejtek nem képesek megfeleld6 modon kezelni, szabadgyokok képzodnek, mely paradox
modon tovabbi karosodast okoznak (Kvietys és mtsai, 1997; Carden és Granger, 2000; Szokoly
és mtsai, 2005). Az ischaemia alatt megndvekedett Ca?* szint miatt, a Ca-fiiggé proteaz a
xantin-dehidrogenazt xantin-oxidazza alakitja, melynek a nukleotid karosodasaban
meghataroz6 szerepe van. A hipoxantin xantinna alakitasa kdzben szuperoxid anion és
hidrogénperoxid keletkezik, melyet a sejtek csak bizonyos mértékig képesek kompenzalni
(Babior és Peters, 1995; Granger és Korthuis, 1995). A tulzott mennyiségii reaktiv oxigén
szabadgyokok a sejtmembran és strukturalis fehérjék tovabbi karosodasat okozzék,
megvaltozik az enzimaktivitas €s sériilhet a DNS. A folyamat akar olyan mértékii is lehet, hogy
a sejteket a tartdos ischaemias allapothoz hasonloan, irrevezibilis karosodas érheti. A
mitokondriumok membranjaban talalhatdé mitokondrialis permeabilitasi tranzicidos porusok
(mPTP) kulcsszerepet jatszanak az I/R kapcsan bekovetkezd sejthaldlban. Reperfusio soran a
mPTP-k fokozatosan megnyilnak a magas intracellularis Ca®" szint, valamint oxigén szabad
gyokok egylittes hatasara, mely végsé soron sejthalalhoz vezet. A mPTP-k vizsgalata az I/R
karosodas csokkentésére iranyuld kutatasok egyik fontos eleme (Hoek és mtsai, 1997,
Nanobashvili és mtsai, 2003; Popel és Johnson, 2005; Granger és mtsai, 2015). A xantin-oxidaz
a reperfusiot kovetden fokozatosan visszaalakul xantin-dehidrogenazza és nem termel tobb

reaktiv oxigén szabadgyokot. A felszabaduld szabadgyokok az endothelen taldlhato
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receptorokon keresztlil fehérvérsejt aktivaciot valtanak ki. A megjelend fehérvérsejtek

aktivalodnak, majd NADPH-oxiddaz enzim segitségével tovabbi szuperoxid aniont ¢&s

hidrogénperoxidot termelnek, igy végsé soron kialakul egy lokalis gyulladas (Kurose és

Granger, 1994) (1. abra).
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Ischaemia-reperfusios karosodas cellularis torténései
(Knechtle S, Marson L, Morris P. Kidney Transplantation - Principles and Practice
8th Edition, 2020, Elsevier)

2.3. Preconditionalas

Az ischaemia-reperfusios karosodds mérséklése napjainkig nehézséget jelent az

orvoslds szamos teriiletén. A kardiologidban, neuroldgidban, traumatologiaban, illetve a

transzplantacids €s érsebészeti beavatkozasokban sokszor elkeriilhetetlen az I/R kialakuldsa. A

karosodas mérséklésére szamos modszer taldlhatd az irodalomban. Alapvetden sebészi és

farmakologiai beavatkozasokra oszthatjuk 6ket (Antonio és mtsai, 2018; Afonso és mtsai,

2019).
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A farmakoldgiai modszerek vizsgalata leginkdbb akut myocardialis ischaemidban ¢és
ischaemias stroke-ban jellemzd, de vannak kutatasok vese és maj esetén is. A kiilonb6zo
hatéanyagok eltéréen hatnak valamennyi szervben, azonban elmondhat6, hogy az antioxidans
terapia, a gyulladascsokkentd gyogyszerek ¢és a rheologiai paramétereket befolyasolo
készitmények kedvezden hatnak a legtobb esetben (Caricati-Neto és mtsai, 2019; Vinciguerra
és mtsai, 2018; Gilbo és mtsai, 2016; Li és mtsai, 2017).

A sebészeti beavatkozdsok koziil is tobb moddszer ismeretes az irodalomban. A
legegyszeriibbnek tekinthetd egyszerti hiitésen kiviil alkalmazhatunk kontrollalt reperfusiot,
vagy kiilonbo6zd tolerancia fokozo eljarasokat. Ez utdbbi nem mas, mint az erek rovid idejd,
egymas utani részleges, vagy teljes leszoritasanak és felengedésének sorozata, azaz ischaemias
¢s reperfusios idészakok valtakozasa. A kiilonbozé modszereket az alkalmazott ischaemids
periddusok, valamint a karosodds egymashoz viszonyitott ideje alapjan pre-, azaz karosodast
megel6z0, per-, vagyis a karosodassal egyszerre zajlo, illetve postconditionalasnak, tehat a
definitiv ischaemiat kovetd beavatkozasnak nevezziik. A kondicionalast végezhetjiik a
karosodasnak kitett szoveten, illetve attdl tdvolabb esd szdveten, szerven, vagy végtagon is. Az
elébbi a lokalis, mig utobbi a tdvoli szervi kondicionalas. Osszesen tehat 5 kiilonbdzo
kondicionalasi modszer ismert, mivel a lokalis perconditionalas nem kivitelezheté. Valamennyi
eljarason belill eltéré protokollok talalhatoéak az alkalmazott ischaemia-reperfusios ciklusok
szama, illetve hossza alapjan (2. abra).

Az ischaemias preconditionalast (IPC), mint ischaemia-reperfusioés karosodast
csokkentd eljarast Murry és munkatarsai irtak le 1986-ban (Murry és mtsai, 1986). Jollehet az
eljaras kisallat modellekben kifejezetten hatdsosnak bizonyult, klinikai beavatkozasok soran
még nem terjedt el, és egyértelmii protokoll sem lett kidolgozva human alkalmazasra [Saxenaés
mtsai 2010]. Egy 2016-0s publikacié alapjan azonban az IPC csokkentette a mortalitast

majtranszplantalt paciensek esetén (Robertson és mtsai, 2016). 1993-ban Przyklenk és
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munkatarsai megfigyelték, hogy kisérletes koriilmények kozott, a myocardialis infarctus mérete
csokkenthetd tdvolabbi coronaria ereken alkalmazott preconditionalasi protokollal, és elséként
kozolték a tavoli szervi preconditionalast (RIPC) (Przyklenk és mtsai, 1993). IPC és RIPC
esetén megfigyelték, hogy van egy korai, illetve egy késleltetett periddus, amikor a
preconditionalas kifejti hatasat. A korai hatas a preconditionalast kdvetden 3 oran keresztiil
figyelheté meg, mig a késleltetett védémechanizmus 12-72 éraval a beavatkozas végeztével

észlelhetd (Robertson és mtsai, 2017).

Ischaemiis preconditionalas m | Ischaemia ‘ Reperfusio |
Ischaemias postconditionalis ‘ I Ischaemia M Reperfusio |

Tavoli szervi ischaemias preconditionalis

Ischaemia ‘ Reperfusio |

Tavoli szervi ischaemias perconditionalis ‘ Reperfusio

Reperfusio |

Tavoli szerv

Condition:las

Tavoli szervi ischaemi:s postconditionalas

2. abra
Ischaemias conditionalasi eljarasok
2.4. Haemorheologia
A haemorheologia nem mas, mint ,,a vér sejtes és plazmatikus komponensei makro- és
mikroszkopikus dimenzioju aramldasanak, valamint a vérrel kontaktusban lévo érfal
rheologidjanak dsszefoglalo megjelolése” (Alfred L. Copley, 1951). A vér a nem-newtoni

folyadékok koz¢ tartozik, azaz viszkozitasa fligg a sebesség-gradienstol.
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A teljes vér viszkozitast szdmos paraméter befolyasolja, melyek koziil kiemelked6en
fontos a plazma viszkozitdsa, a haematocrit érték, a vorosvérsejtek deformabilitasi, illetve
aggregatios tulajdonsaga, valamint a mikrokeringés morfologiaja. Tovabba kozvetleniil
befolyasoljak a teljes vér viszkozitdst az egyéb alakos elemek, mint vérlemezkék és
fehérvérsejtek mennyisége €s aggregatios készsége is. Szamos paraméter kozvetve, vagy
kozvetleniil, de egymasra is hatast gyakorol. A mikrokeringést jelentésen befolyasolja a keringd
vorosvérsejtek aggregatidja és deformabilitasa, ugyanakkor az alacsonyabb aramlasi sebesség
fokozza a vorosvérsejtek aggregatidjat, ezaltal noveli a teljes vér viszkozitast (Lipowsky és

mtsai, 2005; Baskurt és mtsai, 2004; Németh és mtsai, 2014).

2.4.1. Vorésversejt deformabilitas

A vorosvérsejt deformabilitas az erythrocytak nyiréerdk hatasara bekovetkezd passziv
alakvaltoztatd képességét jelenti. Ez minden erythrocyta individualis tulajdonsaga, melyet
egyedi bikonkav alakjuk, specialis felépitésiik és egyedi mechanikus tulajdonsagaik tesznek
lehetdve, igy képesek a legsziikebb kapillarisokon is keresztiilhaladni. Bar a folyamat altalaban
reverzibilis, tilzott mértékli erébehatas esetén irreverzibilis karosodas érheti a sejteket (Evans
¢és La Celle, 1975; Bhattacharya, 2011).

A vorosversejtek alakvaltoztatdsdhoz sziikséges viszkoelaszticitds mértéke fiigg a
sejttérfogattol, a sejtfelszintdl, a kettd egymdshoz viszonyitott ardnyatol, a citoszkeleton
Osszetételétol, illetve a sejtmembran viszkozitasatol, tehat annak alkotéitol. Valamennyi fenti
tényezd egyiittesen teszi lehetdvé az erythrocytdk szadmadara, hogy bikonkav alakjukat
megvaltoztassak, majd Gjra visszanyerjék azt, anélkiil, hogy megvaltozna a sejtmembranban
talalhato lipidek mennyisége (Chasis és Shohet, 1987).

A sejtmembranban kozel 1:1 aranyban taldlhatdo phospholipidek és cholesterol koziil,

csupan utobbi oszlik el egyenletesen mind a kiilsé és belsd lipidrétegben, mig a kiilonb6z6
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phospholipidek aszimmetrikus eloszlast mutatnak. Ezt az egyenldtlen eloszlast a sejt specialis
transzportfehérjékkel tarja fent, mely elengedhetetlen a cytoskeletonnal valo kapcsolodas és a
megfeleld membranstabilitas fenntartdsa érdekében. Az aszimmetrikus phospholipid eloszlas
sériilése bizonyos esetekben a sejt makrofagok altali eliminalasahoz vezet (Manno ¢és mitsai,
2002; Mohandas és Gallagher, 2008; Mohandas és Chasis, 1993).

Az emberi testben kering6 erythrocytak normal esetben sejtmaggal nem rendelkeznek
ezért a cytoplasma viszkozitasat a hidraltsag és a haemoglobin tartalom hatarozzak meg. Ha n
a hidraltsag, megnd a sejttérfogat, melyet a sejtmembran novekedés nem kovet, igy az
erythrocyta deformalhatésaga csokken. A deformabilitas dehidracié esetén is romlik, mivel a
sejt haemoglobin koncentracioja megemelkedik, a viszkozitas a cytoplasmaban megnd. A
megfelelé haemoglobin fenntartasa, ezért kiemelkedden fontos, melyet a sejt kiilonb6zd
transzporterek segitségével biztosit (Mohandas és Gallagher, 2008; Mohandas és Chasis, 1993;
Baskurt és Meiselman, 2003).

A vorosvérsejt deformabilitdsa a keringés fontos befolyasolo tényezdje. A nagyobb
atmérdju erekben csokkenése a viszkozitas emelkedéséhez vezethet, a néhany um atmérdji

kapillarisokban a rigid erythrocytak képtelenek lehetnek az athaladasra (Meiselman, 1981).

2.4.2. Vorosvérsejt aggregatio

A vorosvérsejtek masik kiemelkedden fontos rheologiai tulajdonsaga az aggregatios
készségiik, vagyis Osszekapcsolodasi képességiik. Alacsony nyirdfesziiltség, illetve stasis
esetén a vorosvérsejtek egymashoz kapcsolodnak és rouleaux-nak nevezett, pénztekercsszeri
formakat hoznak 1étre. A folyamatban fontos szerepet jatszik az erythrocytak deformabilitasi
képessége, illetve a plazmaban jelenlévé makromolekulék jelenléte (Baskurt, 2003; Baskurt és

mtsai, 2012; Cicha és mtsai, 2003).
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A folyamat pontos mechanizmusa nem tisztazott, két kiilonb6z6 modell is 1étezik a
pénztekercsek képzddésének magyarazatara: A ,,bridging modell” szerint az egymashoz kozel
keriil6 erythrocytdkat a plazmaban jelenlévé makromolekuldk segitik 0sszekapcsolodni. Ezen
modell mellett sz6l azon megfigyelés, miszerint a vorosvérsejtek aggregatidja nem jon létre
sem fiziologias s6oldatban, sem pufferben szuszpendalt erythrocytdk esetén. A ,,deplécios
modell” szerint a plazmaban talalhatdé makromolekulak a sejtfelszini glycocalyx réteg miatt
nem képesek az erythrocytak felszinéhez kozel keriilni, ezért egy deplécios réteg fog kialakulni.
Az egymashoz kozel keriild vorosvérsejtek deplécios zondi, valamint a plazmaban talalhato
makromolekulak kozott 1étrejové ozmotikus gradiens fogja az aggregatumok kialakulasat
okozni. A nagyobb makromolekula koncentracié erdsebb gradienst hoz létre, ezaltal
fokozottabb lesz az aggregatio (Baskurt és mtsai, 2012; Neu és Meiselman, 2007).

Az aggregatios folyamat szamos tényez6tol fiigg. Kisebb koncentracidban jelenlévd
vorosvérsejtek, vagyis alacsonyabb haematocrit érték esetén (<20%) az erythrocytak kisebb
eséllyel keriilnek kapcsolatba egymassal és csokkenni fog az aggregatio mértéke, mig egy
bizonyos érték feletti haematocrit (>60%), mar nem fogja tovabb fokozni az aggregatiot.
Befolyasolja tovabba a vérplazma makromolekuldinak koncentracidja, a vorosvérsejtek
deformabilitasi tulajdonségai, az erythrocytdk membranjanak dsszetétele €s a lokalis aramlési

viszony is (Baskurt és mtsai, 2012).

2.5. Microcirculatio
A vér biomechanikai szempontbdl a nem-newtoni folyadékok kozé tartozik. Newtoni
folyadékok esetén a nyirofesziiltség €s a sebesség-gradiens linearis viszonyban all és fiiggetlen

a viszkozitastol, mig a nem-newtoni folyadékoknal sebesség-gradiens fliggd a viszkozitas.
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A vérkeringés aramlastani szempontbdl harom f6 részre oszthatd. Tomeges aramlas, ha
az ératmérd nagyobb, mint 300 um, tranziens aramlas 300-8 pm ératmérd esetén és egyenkénti
aramlas, 8 um-nél kisebb atmérdji erekben (Toth és mtsai, 1999; Baskurt és Meiselman, 2003).

Tomeges aramlas esetén a magas nyirofesziiltség mellett a sejtek elongélodnak, igy
egymas aramlasat alig befolyasoljak. Ekkor a keringés meghatarozasaban a haemodinamikai
tényezOk fognak domindlni.

A tranziens, vagy atmeneti aramlas kapcsan a keringést egyéb paraméterek is jelentosen
befolyasoljak, mint az érfal-vorosvérsejt és a vorosvérsejt-vorosvérsejt kozti surlodas hatasa. A
laminaris aramlas kialakulasaval megjelenik a parabolikus aramlasi sebesség-profil, vagyis a
folyadék az ér axisa mentén nagyobb sebességgel fog dramolni, mint az érfalhoz kozelebbi
teriileteken. A vér sejtes elemei az axis kdzelében tomoriilnek, a vorosvérsejtek aggregalodnak,
a haematocrit megnd, az érfal mentén kialakul egy sejtszegény plazma réteg, melyet Poiseuille
zonanak neveziink. Az ératmetszetben tehat sem a sebesség, sem a sejtes elemek eloszlasa nem
egyenletes. Fahraeus 1928-ben arrdl szamolt be, hogy amikor egy nagy atméréjii cs6bdl a vér
egy kapillaris csovon keresztiil aramlik, a kapillaris vér atlagos haematocrit értéke Kisebb, mint
a nagyobb csében 1év6 véré (Fahreeus, 1928). A jelenség neve Fahraeus effektus. Kés6bb
Lindqvisttel egyiitt leirtak, hogy a 10-100 um atmér6ji erekben, az atméré csokkenésével a
latszolagos viszkozitas is csokken (Fahraeus—Lindqvist-effektus) (Fahraus és mtsai, 1931).

A mikrokeringés is az atmeneti aramlas zondjaban jelenik meg elészor, a 100 pm
atmérdnél kisebb erekben, de sziikebb definicid szerint a 20 um alatti erek terminalis vascularis
haldzata értendé mikrokeringés alatt (Copley, 1990; Baskurt és Meiselman, 2003).

Az egyenkénti dramlds zonajaba tartozik a capillarisok halézata, amely kozel 1000 m?-
nyi feliiletet jelent. Ilyen kis ératmérén keresztiil a legtobbszor csupan egyetlen sejt képes
athaladni, ezért a vorosvérsejtek aggregatioja kevéssé lesz megfigyelhetd, mig a deformabilitasi

képességeik eldtérbe keriilnek az aramlas kapcsan (Baskurt és Meiselman, 2003).
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A Kkeringést a zonaktol fliggdé mértékben, de befolyasolja az érfal vorosvérsejtekkel valo
kolcsonhatasa, valamint sajat rugalmassaga révén. Fontos megjegyezni, hogy az aramlas profil

megvaltozasa visszahat az érfalra, ¢és kiilonbozd jelatviteli mechanizmusokat indithat el.

CELKITUZESEK

1. Létrehozni egy patkanymodellt 45 perces unilateralis vese-ischaemia, illetve az azt
kovetd 120 perces reperfusio hatdsainak vizsgalatara.

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

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

4. A korai és a késleltetett tavoli szervi preconditonalasi protokollok hatdsossaganak

Osszehasonlitdsa a fenti paraméterek segitségével.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Kisérleti allatok, kisérleti csoportok, miitéti technika

Kutatasunkat a hazai (1998. évi XXVIII. - Az allatok védelmérdl és kiméletérol, a
40/2013. kormanyrendelet), valamint az Eurdpai Unio altal kiadott (2010. évi EEC 63 direktiva)
szabalyozasokat betartva, a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatj6léti Bizottsag (DE MAB)
altal nyilvantartasba vett, a Hajdu-Bihar megyei Allategészségiigyi- és Elelmiszer Ellenérzési
Allomas altal kiadott hatosagi engedély birtokaban (engedély nyilvantartdsi szam:
25/2016/DEMAB) végeztiik. A kisérleti allatokat szobahSmérsékleten, konvencionalis
ketrecekben tartottuk, szaraz tapot és ivovizet ad libitum biztositottunk.

Huszonhét him, Crl:WI, outbred patkanyt (Toxicoop Kft., testtomeg: 301,6 + 38,6 Q)
vontunk be a kutatasba, melyek kora 12-14 hét volt. A kisérleti allatokat véletlenszeriien 4
csoportra osztottuk, a kezelési protokolloknak megfeleléen (3. abra). A miitét elott 24 oraval
minden 4llat &ltalanos anaesthesidban részesiilt (40 mg/ttkg Thiopental 1.p.), valamint a muitét
napjan 1,5 6raval a beavatkozas el6tt ismételten altalanos anaesthesiat végeztiink (60 mg/ttkg
Thiopental 1.p.) az adott csoportokban tervezett preconditiondlds, illetve miitét miatt.
Valamennyi beavatkozast flithetdé padon végeztiik, az allatokat szupinalt testhelyzetben,

végtagjaiknal kirdgzitettiik.

& -5 8-

e -

T
! ' 45 perc 120 perc Kontroll
: : I ds ~—
! ! ap I T . -
: ) \ 45 perc vese ischaemia 120 perc reperfusio I/R
I 1
I | \
1 . 1 6rs . . .
! prosondiondls ““\ 45 perc vese ischaemia 120 perc reperfusio RIPC-1
I .
e ! 24 6ra o . :
presondirionitis 41 - +] 45 perc vese ischaemia 120 perc reperfusio RIPC-24
1
3. abra

A kisérleti csoportok és a kisérleti protokoll
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A kontroll csoport esetén (n=7) a miitétet megel6z06 napi altatas soran beavatkozas nem
tortént. A miitétet kozvetlenlil megel6z6é altatds soran a bal inguinofemoralis, valamint
abdominalis régio leborotvalasat kovetden egy ora varakozas utan Braunol-oldattal szabalyosan
dezinficialtuk, steril gézlapokkal izolaltuk, majd a bal femoralis artériat egy kb. 1 cm hosszu
metszésbdl felkerestiik és kaniilaltuk (BD Neoflon™, 26 G) operalé mikroszkop segitségével
(Leica Wild M650). A sebészeti beavatkozasokat steril, standard mikrosebészeti eszkdzok
segitségével végeztiik. A kaniilalast kovetéen medidn laparotomiat végeztiink, a processus
xiphoideust6l a pecten ossis pubisig. Felkerestiik a bal vesét, illetve atraumatikusan
kipreparaltuk annak ereit. A beleket a preparalas idejére testmeleg, fizioldgias sooldattal
atitatott gézlappal izolaltuk, majd visszahelyeztilk a hasliregbe és hasonloan fedtiik azt. A
megfigyelési id6 alatt méréseket végeztiink, a kaniilalt artériabol vért vettiink (4. abra, A). A

kontroll csoportban egyéb sebészeti, vagy ischaemia-reperfusios beavatkozas nem tortént.

4. abra
A bal oldali a. femoralis kaniilalasa (A), és a bal oldali vese ereinek leszoritasa mikroklippel (B)

Az ischaemia-reperfusios csoport (I/R, n=7) protokollja a bal vese kipreparalasaig
megegyezett a kontroll csoportéval. A bal vese ereinek atraumatikus kiprepardldsa utan az a.

renalis sinistra-ra egy mikrosebészeti klippet helyeztiink (4. abra, B), igy 1étrehozva unilateralis
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vese-ischaemiat, melyet a makroszkopos szinvaltozas is igazolt. 45 perc ischaemiat kvetéen a
Klippet eltavolitottuk, és 120 perces reperfusios idészak utan az allatokat exsanguinaltuk.

A tavoli szervi preconditionalt csoportokban altalanos anaesthesidban a jobb hatso
végtagot leszoritottuk a ligamentum inguinale magassagdban atraumatikus tourniquet
segitségével 3x10 percre, az ischaemias szakaszok utan 10 perces reperfusios idoszakokkal (5.
abra). A korai tavoli szervi preconditionalt csoportban (RIPC-1, n=7) a miitétet megeléz6en 1
oraval végeztilkk el a preconditiondlast, mig a késleltetett tavoli szervi precondicionalt
csoportban (RIPC-24, n=6) a miitétet megelézéen 24 oraval torténtek a leszoritasok. A
preconditionalt csoportok protokollja a preconditionalasok kivételével megegyezett az I/R

csoportéval.

5. abra
A jobb hatso végtag atraumatikus leszoritasa (tourniquet)

3.2. Mérési és mintavételi protokoll

A mérési és mintavételi protokollt az I. tablazat foglalja 6ssze. A miitét kezdetén (alap),
valamint a reperfusio 30., 60. és 120. percében (R30, R60, R120) vérvétel tortént (0,3-0,5 ml)
a kaniilalt bal artéria renalisbol K3-EDTA (1,5 mg/ml) antikoagulanst tartalmazd vérvételi
csovekbe, melyekbdl laboratoriumi vizsgalatokat végeztiink. Vérvételeket kovetden a levett
volumennel azonos mennyiségli, testhomérsékletii, fiziologias sooldattal potoltuk a keringd

térfogatot. Méréseket a vérvételi idépontokban, valamint az ischaemias idészak végén (145)
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végeztiink. A 120 perces reperfusios idészak leteltével a szovettani vizsgalat céljabol

mintavétel tortént a majbol, illetve eltavolitasra keriiltek a vesék.

I. tablazat: A mérési protokoll dsszefoglalasa

Vitalis paraméterck 0 0 0 0 0
Mikrokeringés 0 0 0 0 0
Sav-bazis, metabolitok, ionok 0 - - - 0
Haematologiai paraméterek 0 - 0 0 0
Szdvettan - - - - 0

3.3. Vitalis paraméterek

A pulzust, valamint az artérids kozépnyomdst invaziv mdédon mértilk a kaniilalt
artériahoz csatlakoztatott HaemoSys rendszer (Experimetria Kft., Magyarorszag) segitségével.
A légzésfrekvencia meghatarozasa 60 masodpercen keresztiili direkt szamlalassal tortént. A
testhdmérsékletet a rectumban mértiik digitalis hdmérd (Rudolf Riester GmbH, Németorszag)
hasznalataval, mig a szervfelszini hdmérsékletet a majon, illetve a veséken kijelolt anatdmiai

pontokon hataroztuk meg.

3.4. Microcirculatio

A vizsgalt szervek mikrokeringésének vizsgalata 1ézer Doppler effektus alapjan
mikédd eszkozzel (LD-01 Laser Doppler szoveti aramlasmérd, Experimenta Kft.,
Magyarorszag) standard pencil fej (MNPL100XP, Oxford, Optironics Ltd., Egyesiilt Kiralysag)
segitségével az operalo orvos altal, megtamasztott kézzel tortént (6. abra).

Lézer-Doppleres mérés soran az adott szovet perfuzidjarol, vagyis egy, az
¢letképességet jelentésen befolyasold6 microrheologiai paraméterrél kapunk valos idejd,

szamszerisithetd informéciot. A mddszer alapja a Doppler-shift jelenség, melynek Iényege,
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hogy az emittalt, koherens 1ézer sugarnyalab egy része a mozg6 vordsvértestekrdl visszaverddik
¢s hullamhossz véltozason megy keresztiil. A valtozas mértéke a mozgasban 1évo erythrocytak
szdmaval és sebességével egyenesen aranyos, azonban nem korreldl a mozgas iranyaval. A
visszaverddd lézerfényt az eszkdz detektalja és a frekvencidban bekovetkezett eltolodas
S.P.E.L. Advanced Kymograph szoftver (Experimetria Kft., Magyarorszag) segitségével
grafikusan abrazolhat6 a mikrokeringésre jellemzd paraméter, amit a rendszer relativ d&ramlasi
egységben (blood flux unit, BFU) ad meg. Az alkalmazott frekvenciatol fiiggéen
nagysagrendileg 1 mm? feliileten 1-1,5 mm mélyre hatol a 1ézernyalab, igy a vizsgalt szovet
mintegy 1-1,5 mm3-ének keringését vizsgalhatjuk (Holloway és mtsai, 1977; Stern és mtsai,

1975, Obeid és mtsai, 1990).

=
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6. dbra
Mikrokeringés mérés standard pencil fej segitségével a maj felszinén (A), és a jellegzetes mintazata
keringési gorbe szoftveres alkalmazasban (B)

A mérést befolyasolhatja az adott szerv hdmérséklete, a szovet oxigenizacidja, a 1€gz6-
és izommozgasok, az esetleges kozeli nagyerek pulzacidja, az emelkedett szérum lipid szint, a
haemolysis, a kiils6 zavard fényforrasok, illetve a mérést végz6 személy kezének tremorja

(Leahy és mtsai, 2012).
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A befolyasolhatd paraméterek lehetdség szerinti standardizalasat kovetden egy kb. 40
masodperces szakasz keriilt rogzitésre a majon, illetve a vesék anterior felszinének kozépso
harmadaban. A szervre jellemz6 jellegzetes mintazati gorbékbol (6. abra, B) késébb 10
masodperces intervallumok keriiltek ,,0ff-line” analizisre a gorbeszakaszok parametrizalasat

kovetden.

3.5. Laboratériumi paraméterek

3.5.1. Vérgaz analizis

Az ischaemiat megeldzden, illetve a 120 perces reperfusios idészak leteltével artérias
vérvizsgalatot végeztiink EPOC Blood Analysing System (Siemens Healthcare GmbH,
Németorszag) késziilék segitségével. A késziilék 100-200 pl antikoagulans nélkiili vérbol
hatarozza meg a sav-bazis paramétereket, az elektrolit-, valamint a metabolit értékeket (pH,
pO2 [Hgmm], pCO2 [Hgmm], HCO3z™ [Hgmm)], bazis hiany (BE(ecf)) [mmol/L], Oz szaturacid
[%], natrium (Na*) [mmol/L], kilium (K*) [mmol/L], kalcium (Ca?") [mmol/L], klorid (CI")

[mmol/L], laktat [mmol/L], kreatinin [mg/dL], gliikéz [mmol/L]).

3.5.2. Haematologiai paraméterek

Mennyiségi és mindségi haematologiai paramétereket: vorosvérsejtszam (Vvs) [T/L],
haemoglobin koncentracié (Hgb) [g/dL], haematocrit (Htc) [%], atlagos vorosvérsejt térfogat
(MCH) [pg], atlagos vorosvérsejt térfogat (MCV) [fl], atlagos vorosvérsejt hemoglobin
koncentraci6 (MCHC) [g/dL], fehérvérsejtszam (Fvs) [G/L], vérlemezkeszam (Thr) [G/L]
hataroztunk meg Sysmex K-4500 (TOA Medical electronics Corp., Ltd., Japan) haematologiai

automata hasznalataval.
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3.5.3. Vorosveérsejt deformabilitis

LoRRca MaxSis Osmoscan ektacytometer (Mechatronics BV, Hollandia) segitségével,
1ézer diffrakciés modszerrel mértiikk a vorosvérsejtek deformablitdsat, azaz nyirdfesziiltség
(shear stress, SS [Pa]) hatasara bekovetkez6 elnyujthatosagat. A mérésekhez 10 pl vérmintat
szuszpendaltunk 2 ml izotdnias polyvinylpyrrolidone (PVP) — foszfat puffer (PBS) oldatban
(Sigma-Aldrich Co. USA; PVP-PBS viszkozitas: 33,6 mPas, ozmolalitas: ~300 mOsmol/kg,
pH = 7.3), majd a szuszpenziot a mérékamraba pipettaztuk. A Couette-rendszer(i mérékamra
egy egyenes falu, forgathatd, cilindrikus hengerkopenybdl (cup) és egy beleilld statikus
hengerbdl (bob) all. A ,,bob” és a ,,cup” kozott egy koriilbeliil 0,3 mm széles, gytiri alaka rés
talalhatdo a minta szamara. A mérés kezdetekor a ,,cup” a henger koriil forogni kezd, ezaltal
nyirder6t fejt ki a sejtekre, melynek kovetkeztében a vorosvérsejtek megnytlnak. A mérés az
alacsonyabb nyirofesziiltség feldl a magasabb nyirdfesziiltség iranyaba torténtek (0,5-30 Pa)
temperalt koriilmények kozott (37 °C). Forgas kdzben az elongalddott vordsvérsejtekre 1ézer
vetlil (hulldmhossz: 670 nm). Az elnyulas mértékétdl fiiggden a diffrakcid szoge valtozik,
melyet egy CCD kamera rogzit, majd egy kapcsolt szoftver elemzi. A diffrakcidos minta
hosszabol (A) €s szélességebdl (B) szamithatjuk a dimenzid nélkiili elongatios indexet (EI) a
(A-B) / (A+B) képlet alapjan.

Ha koordinata rendszerben abrazoljuk az EI értékeket a hozzajuk tartozo SS értékekkel
megkapjuk a vorosvérsejtek deformabilitasat leird gorbét. Minél magasabb az EI értéke adott
SS mellett, annal jobb a sejtek elnyujthatosaga, azaz jobb a deformabilitasuk (Hardeman és
mtsai, 2007). A kapott gérbe Linewaver-Burke analizis segitségével (1/EI = SS1/2/ Elmax X 1/SS
+ 1/ Elmax) szamithato a maximalis EI (Elmax), illetve ezen érték feléhez tartozo nyirofesziiltség
(SS12) [Pa], melyek a deformabilitas jellemzésére tradicionalisan hasznalt mutatok (7. abra).
Az illesztéshez linearis transzformaciot alkalmaztunk (Baskurt és mtsai, 2009, Baskurt és

Meiselman, 2013).
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7. abra

Az elongatios index (EI) szamitasa és az El-nyirofesziiltség gorbe parametrizalasa

3.5.4. Vorosveérsejt ozmotikus gradiens deformabilitas

A vorosvérsejtek ozmotikus gradiens deformabilitasanak (0osmoscan) meghatarozasa a
LoRRca MaxSis Osmoscan ektacytometer (Mechatronics BV, Hollandia) segitségével tortént.
Mérésenként 250 pl vérmintat szuszpendaltunk 5 ml PVP-PBS oldatban. Az osmoscan mérés
elve a hagyomanyos vorosvérsejt deformabilitasi méréssel megegyezo, azonban ilyenkor az
alkalmazott nyirofesziiltség konstans (pl.: SS=30 Pa), mig a szuszpendal6 kézeg osmolalitasat
(O) [mOsm/kg] a késziilék 0-t6l 500 mOsm/kg-ig noveli. A mérés soran jellegzetes alaku
elongatios index — ozmolalitds gorbét kapunk (Clark és mtsai, 1983). A gorbe nevezetes
paraméterei a maximalis EI, ennek feléhez tartozé EI a hyperozmolaris tartomanyban, a
minimalis EI a hypoozmolaris tartomanyban, az ezekhez tartoz6 ozmolaritas értékek, valamint
a gorbe alatti teriilet (8. abra). Fenti paraméterekbol tovabb szamithato az EI min és El max
kiilonbsége (AEI),) a hozzajuk tartozd osmolalitas értékek kiilonbsége (AO), valamint ezek

hanyadosa (AEI/AO) (Németh és mtsai, 2015).
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8. abra

A vordsvérsejt ozmotikus gradiens deformabilitast jellemz6 gorbe.

3.5.5.Vorosvérsejt aggregatio

A vordsvérsejt aggregatio meghatdrozasa Myrenne MA-1 fénytranszmisszios elven
mikod6 aggregométer hasznalataval tortént (Myrenne GmbH, Németorszag). 20 ul
anticoagulalt vérmintat egy 2° domborulatli lencsére vittiink fel, majd a mintatér fedelén 1évo
iiveglap a vércseppet lehajtaskor széttériti a lencsén. A mintara a targylemez felett 1évd dioda
infravords fény bocsdjt ki, mikdzben a késziilék 600 s sebesség-gradiens forgomozgassal
disaggregalja a mintat. A rotacié leall (M mod), vagy 3 s™ sebesség-gradiens értékre csokken
(M1 mod), majd az aggregatios folyamat 5. (5s) vagy 10. masodpercében (10s) a lencse alatt
elhelyezkedd detektor érzékeli az atengedett infravords fény intenzitdsat, és a késziilék
meghatarozza az aggregatids index értékét. Az aggregatios index annal magasabb, minél tobb
fény jut at a mintan, vagyis minél fokozottabb az aggregatio, ami révén a sejtek ¢és
aggregatumok kozotti tér kiszélesedik, ezaltal a fény-transzmisszio fokozodik (9. abra).
Egy mintdbdl dsszesen négyféle aggregatios index hatarozhaté meg (M 5s, M 10s, M1 5s, M1
10s). Az indexszamok meghatarozasahoz 4-4 parhuzamos mérést végeztiink, és ezek atlagait

hasznaltuk statisztikainkban (Hardeman és mtsai, 2007).
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9. abra
A vordsvérsejt aggregatiot leird intenzitas — id6 gorbe.

3.6. Szovettani vizsgalatok

Szdvettani vizsgalat céljabol mintavétel tortént a majbol, valamint eltavolitasra kertilt
az ischaemias és az ép vese is, melyeket parafin oldatos fixalast kovetden perjodsav-Schiff
(PAS) festéssel vizsgaltunk.

A vesébdl késziilt metszetek szovettani értékelésekor vizsgaltuk a tubularis hamsejtek
(TH) sejtmagjanak festddését, a hyalin globulusok mennyiségét a TH-ben, a hydropicus
degeneratiot a TH-ben, a tubularis necrosist, a glomerularis pangast, a peritubularis kapillarisok
pangasat, vasa recta pangasat, valamint a kefeszegélyek allapotat, minden paramétert 0-3
ponttal értékelve, ugy, hogy a magasabb pontszam, a kedvezdtlenebb szdvettani képhez tarsul.

A maj mintak metszetei a maj Sinusokban észlelt pangas, a sejt necrosis, illetve a
vacuolisatio alapjan keriiltek értékelésre, paraméterenként 0 és 3 pont kozti értékkel, gy hogy

a 0 a legkedvezdbb, a 3 a leginkabb karosodott értéket jeloli.
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3.7. Statisztikai elemzés
Eredményeink atlag + szoras (SD) formaban keriiltek feltiintetésre. A statisztikai
elemzéshez GraphPad Prism szoftvert (GraphPad Software Inc., California, USA) hasznaltunk.
Az adatok eloszlasanak fliggvényében két csoport adatainak Gsszehasonlitasara Student
féle t-probat vagy Mann-Whitney tesztet hasznaltunk, mig tobb csoport kozti, valamint
csoporton beliili adatok 6sszehasonlitasat egyiranyu, vagy ismételt méréses varianciaanalizissel
(ANOVA) végeztiik, Dunn, Bonferroni, vagy Student—-Newman-Keuls ellen6rz6 modszereket

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

4.1. Vitalis paraméterek

4.1.1. Pulzusszdm

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

csoportok értékei a kisérlet ideje alatt nem valtoztak (10. abra, A).

4.1.2. Artérias kézépnyomas

Az artérias k6zépnyomas stabil volt a miitét ideje alatt az RIPC-1 csoport kivételével
mindhdrom masik csoportban. A korai preconditionalt csoport értékei emelkedtek a kisérlet
alatt, a reperfusio végére szignifikansan a legmagasabbak voltak (145: p=0,0154 vs. I/R; R30:
p=0,0074 vs. kontroll, p=0,0013 vs. I/R, p=0,0228 vs. RIPC-24, p=0,0262 vs. alap; R60:
p=0,036 vs. RIPC-24; R120: p=0,0115 vs. I/R, p=0,0153 vs. RIPC-24, p=0,0139 vs. alap)

(10. abra, B).

4.1.3. Légzésszam

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

stabilak voltak (10. abra, C).
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4.1.4. Homérséklet

A rectalis hdmérséklet stabil volt a kisérlet alatt a kontroll és az I/R csoportban, mig az
RIPC-24 csoport értékei a reperfusio 30. percéig szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a tobbi
csoportnal (alap: p=0,0073 vs. kontroll, p=0,0057 vs. I/R, p=0,0053 vs. RIPC-1; 145: p=0,0388
vs. I/R; R30: p=0,016 vs. kontroll, p=0,0033 vs. I/R, p=0,0141 vs. RIPC-1). A reperfusios
idészak végére az RIPC-1 csoportnak voltak a legalacsonyabb értékei (p=0,0071 vs. alap,
p=0,0002 vs. 145, p<0,0001 vs. R30, kontroll, p=0,0179 vs. R60, p=0,0008 vs. I/R, p=0,0139

vs. RIPC-24) (10. &bra, D).

A [] Kontron l VR [l RIPC-1 [[] RIPC-24
600 - % *y
*

Szivirekvencia [1/perc]

10. abra

R60 RI120 Alap 145 R30 R60 RI120
D 0 2
150 - 40 - # 2 i § «
a5 X
120 4 o
v o 0 z =30 |
£ 0 # x 2]
=R # X ?
k] X é 20 |
g | .
z =15
S 3
= a0 = 10
o5
04 04 -
Alap 145 R30 R60 RI120 Alap 145 R30 R60 RI120

Valtozasok a szivfrekvenciaban (A), az artérias kdzépnyomasban (B),
a légzésszémban (C), illetve a rectalis hdmérsékletben (D)
Alap: laparotomiat kdvetden, 145: ischaemia 45. perc, R30: reperfusio 30. perc, R60: reperfusio 60.
perc, R120: reperfusio 120. perc. I/R: ischaemia-reperfusio csoport; RIPC-1: korai tavoli szervi
preconditionalt csoport; RIPC-24: késleltetett tavoli szervi preconditionalt csoport
Atlag = SD; * p<0,05 vs. Alap, + p<0,05 vs. 145, x p<0,05 vs. kontroll, # p<0,05 vs. I/R,
2 p<0,05 vs. RIPC-1, § p<0,05 vs. Osszes
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Szenfelszinihémérséklet

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

stabilak voltak (11. abra).

Maj Jobb vese Bal vese
| Kontron M VR [l RIPC-1 [[] RIPC-24
Alap 145 R30 R60 R120 145 R30 R60 R120 145 R30 R60 R120
11. abra

A szervfelszini hdmérséklet valtozas relativ értékei, az értékek Alap értékkel valdo hanyadosaként.
Alap: laparotomiat kovet6en, I45: ischaemia 45. perc, R30: reperfusio 30. perc, R60: reperfusio 60.
perc, R120: reperfusio 120. perc. I/R: ischaemia-reperfusio csoport; RIPC-1: korai tavoli szervi
preconditionalt csoport; RIPC-24: kesleltetett tavoli szervi preconditionalt csoport.

Atlag £ SD

4.2. Microcirculatio

A mdj mikrokeringését leir6 BFU értékek relativ véltozasait a 14. dbra mutatja. A
kontroll és az I/R csoportok kozott kiilonbség mutatkozott, mely R30 idépontban szignifikans
volt (p=0,0205), mig a preconditionalt csoportok értékei nem valtoztak (12. abra).

Az ischaemia-reperfusios karosodasnak ki nem tett, jobb oldali vese esetén nem
mértiink szignifikans valtozast egyik csoportban sem. A bal, ischaemias vesében az I/R és az
RIPC-24 csoportokban, mérsékelt emelkedés volt észlelhetd a reperfusio alatt. Az RIPC-24

csoportban a BFU érték emelkedése a reperfusio 60. percéig tartott (p=0,0085 vs. 145), majd
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Blood Flux Unit (relativértékek)

45 q

kozel az alap értékre csokkent, mig az I/R csoport értékei tovabb emelkedtek a reperfusio

végéig (p=0,0011 vs. 145, p=0,0322 vs. RIPC-1) (12. abra).

Maj Jobb vese Balvese
| Kontrol ll YR [ RIPC-1 [[| RIPC-24
X

Alap 145 R30 R60 RI120 145 R30 R60 R120 145 R30 R60 R120

12. abra
A szoveti mikrokeringés valtozas relativ értékei (vs. alap).

Alap: laparotomiat kévetden, I45: ischaemia 45. perc, R30: reperfusio 30. perc, R60: reperfusio 60.
perc, R120: reperfusio 120. perc. I/R: ischaemia-reperfusio csoport; RIPC-1: korai tavoli szervi
preconditiondlt csoport; RIPC-24: késleltetett tavoli szervi preconditionalt csoport
Atlag + SD; + p<0,05 vs. 145, x p<0,05 vs. kontroll, # p<0,05 vs. I/R

4.3. Laboratériumi paraméterek

4.3.1. Vérgaz analizis

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

A pO: értékeiben szignifikans eltérést nem tapasztaltunk, csupan az I/R és RIPC-1
csoportokban mértiink kismértéki csokkenést, illetve az RIPC-24 csoportban enyhe
emelkedést. Ezzel megegyezden a késleltetett preconditionalt csoportnak volt a legmagasabb a
respiratorikus kompenzacioja, a respiratios rata 120-140%-ra nétt az allatok alap értékeihez
képest.

A pCOz értekek koziil az RIPC-24 csoport alapértéke emelkedett volt mas csoportokhoz

képest (p=0,028 vs. kontroll, p=0,014 vs. IR), mig a kisérlet végére az RIPC-1 csoport
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kivételével minden csoportban csokkenés mutatkozott az alapértékekhez képest (kontroll:
p=0,004; I/R: p<0,001; RIPC-24: p<0,001).

A bikarbonat szint alaphoz képest mért csokkenése minden csoportban megfigyelhetd
volt (kontroll: p=0,003; I/R: p<0,001; RIPC-1: p=0,011; RIPC-24: p<0,001), legenyhébb
mértékben az RIPC-24 csoportban (p=0,041 vs. kontroll, p=0,014 vs. I/R, p=0,019 vs. RIPC-
1). A legnagyobb mértéki bazishiany az I/R €s az RIPC-1 csoportokban mutatkozott a kisérlet

végén (l1. tablazat).

I1. tablazat. Vérgaz és sav-bazis paraméterek valtozasai

Valtozo Csoport Alap R120
Kontroll 7,43 + 0,05 7,44 + 0,06
Y IIR 7,42 + 0,04 7,34 +0,22
P RIPC-1 7,46 £ 0,05 7,26 +0,14 *
RIPC-24 7,39 + 0,04 7,45 +£0,02 *
Kontroll 94,31 +9,7 97,24 £23,61
I/IR 88,51 +428 84,74 £ 15,71
pO2 [Hgmm]
RIPC-1 92,23 + 6,62 81,75 + 39,81
RIPC-24 88,4 +10,48 94,63 + 7,77
Kontroll 41,58 £ 6,84 27,5+5,81*
IIR 46,42 £ 7,74 26,64+7,71 %
pCO; [Hgmm]
RIPC-1 37,25+ 8,8 36,05 £ 23,02
RIPC-24 51,18 £ 5,61 * 3398 +4,51*
Kontroll 27,52 £ 1,87 17,56 £,5,62 *
I/IR 30,15+£2,16 1525+6,01 *
HCO3z [mmol/l]
RIPC-1 26,28 £4,28 15,35+ 6,38 *
RIPC-24 31,34+ 1,41 23,63 £ 2,56 *x#o
Kontroll 3,28 1,53 -7,3+7
I/IR 5,78 +£1,81 -10,38 £ 9,04
BE(ecf) [mmol/l]
RIPC-1 2,65 £3,65 -11,65+ 6,76
RIPC-24 6,5+1,73 -0,18 +£2,36
Kontroll 97,41 £0,32 96,36 +4,17
) IIR 96,82 + 0,56 91,8 £ 14,49
0. szaturacio [%]
RIPC-1 97,51 +0,76 78,35 + 38,43
RIPC-24 96,18 £2,06 97,71 £ 0,59

Alap: laparotomiat kovetéen, R120: reperfusio 120. perc.
) szervi preconditionalt csoport; RIPC-24: késleltetett tavoli szervi preconditionalt csoport
Atlag + S.D.; * p<0,05 vs. Alap, x p<0,05 vs. kontroll, # p<0,05 vs. I/R, ° p<0,05 vs. RIPC-1
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A reperfusio 120. percében mért elektrolitok alapértékiikhoz viszonyitott relativ
valtozasait az 13. 4bra mutatja. A Na* értékekben jelentds valtozas nem mutatkozott, azok
fizioldgias tartomanyban maradtak. A K% szint ezzel szemben minden csoportban
megemelkedett, legjelentdsebb mértékben az I/R csoportban (p<0,001 vs. alap), a
legalacsonyabb emelkedés pedig az RIPC-24 csoportban volt megfigyelhet6 (p=0,008 vs. alap,
p=0,03 vs. I/R). A mért Ca?* értékek enyhén csdkkentek minden csoportban, a legalacsonyabb
adatokat az I/R csoportban mértiik (p<0,001 vs. alap), mig az RIPC-24 csoportban ehhez képest
szignifikansan magasabb maradt a kalcium ion szintje (p=0,015 vs. I/R). A CI szint
szignifikansan emelkedett az alapértékekhez képest az I/R (p<0,001) és az RIPC-1 (p<0,001)
csoportokban, mely nem mutatkozott az RIPC-24 protokollal kezelt csoportban (p=0,005 vs.

/R, p=0,007 vs. RIPC-1) (13. abra).
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13. Abra
Az ion koncentraciok (Na*, K*, Ca?", CI") alapértékhez viszonyitott valtozasai
a reperfusio 120. percében.
kontroll: kontroll csoport, I/R: ischaemia-reperfusio csoport; RIPC-1: korai tavoli szervi
preconditionalt csoport; RIPC-24: késleltetett tavoli szervi preconditionalt csoport
Atlag + S.D.; * p<0,05 vs. Alap, # p<0,05 vs. I/R, ° p<0,05 vs. RIPC-1
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Az reperfusio 120. percében kapott metabolit szintekben az alapértékekhez viszonyitott
valtozasokat a 14. dbran tiintettiik fel. A laktat koncentracio szignifikans mértékben emelkedett
az I/R (p<0,001 vs. alap, p=0,011 vs. kontroll), az RIPC-1 (p=0,013 vs. alap, p=0,03 vs.
kontroll) és legkisebb, de még mindig szignifikans mértékben az RIPC-24 (p=0,013 vs. alap,
p=0,03 vs. kontroll) csoportokban is. A kreatinin koncentraci6é szignifikansan emelkedett
mindharom ischaemia-reperfusiés karosodasnak kitett csoportban (I/R: p=0,008; RIPC-1:
p=0,021; RIPC-24: p=0,014). A glikéz koncentracié emelkedése csupan az RIPC-24

csoportban volt megfigyelhetd (p=0,016 vs. alap) (14. abra).
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14. abra
A metabolit koncentraciok (laktat, kreatinin, gliik6z)
alapértékhez viszonyitott relativ valtozasai a reperfusio 120. percben
I/R: ischaemia-reperfusio csoport; RIPC-1: korai tavoli szervi preconditionalt csoport;
RIPC-24: késleltetett tavoli szervi preconditionalt csoport
Atlag = S.D.; * p<0,05 vs. Alap, + p<0,05 vs. kontroll

4.3.2. Haematologiai paraméterek

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

p<0,0001 vs. RIPC-1; R30: p=0,0003 vs. I/R; R60: p=0,0002 vs. I/R) (15.abra, A).
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A haematocrit értékek hasonléan valtoztak, a RIPC-24 csoportban voltak a
legmagasabbak az értékek (alap: p=0,0053 vs. I/R; R30: p<0,0001 vs. /R, p=0,0011 vs. RIPC-
1, R60: p<0,0001 vs. I/R; R120: p=0,0010 vs. I/R, p=0,0339 vs. RIPC-1) (15.4bra, B).

A legstabilabb fehérvérsejtszamot a preconditionalt csoportokban mértiik, mig egy-egy
kiugras volt megfigyelhet6 a kontroll (R60: p=0,0307 vs. alap, p=0,039 vs. RIPC-1), illetve az
I/R csoportokban (R30: p=0,0102 vs. alap, p=0,0006 vs. R120, p=0,0004 vs. kontroll, p<0,0001
vs. RIPC-1, p=0,0005 vs. RIPC-24) (15.4bra, C).

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

reperfusio végére szignifikanssa valt (p=0,0465 vs. alap) (15.4bra, D).
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15. 4bra
Haematologiai paraméterek valtozasai: erythrocytaszam (A), haematocrit (B),
leukocytaszam (C) és thrombocytaszam (D).

Alap: laparotomiat kovet6en, I45: ischaemia 45. perc, R30: reperfusio 30. perc, R60: reperfusio 60.
perc, R120: reperfusio 120. perc. I/R: ischaemia-reperfusio csoport; RIPC-1: korai tavoli szervi
preconditionalt csoport; RIPC-24: késleltetett tavoli szervi preconditionalt csoport
Atlag £ SD; * p<0,05 vs. Alap, ” p<0,05 vs. R30, - p<0,05 vs. R60, x p<0,05 vs. kontroll,

# p<0,05 vs. I/R, 0 p<0,05 vs. RIPC-1
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4.3.3. Vorosveérsejt deformabilitas

A 3 Pa nyirofesziiltségen mért elongatiés indexet, valamint a deformabilitast jol

jellemzo6 SSi1/2 és Elmax hanyadosat a 16. abran abrazoltuk. A 3 Pa-on mért EI értékekben esetén

mar az alapméréskor is mutatkozott szignifikans eltérés a csoportok kozott. Az RIPC-1 csoport

értékei szignifikansan alacsonyabbak voltak a kontroll csoporthoz képest (p=0,002), és a

megfigyelt idészak végére egy szignifikans emelkedést észleltiink az alap értékhez képest

(R120: p=0,013). Az RIPC-24 csoportban ezzel szemben csokkenés mutatkozott a tobbi csoport

értékeihez képest, mely R60-t6l szignifikans volt a kontroll csoporthoz viszonyitva (p=0,043).

Ez a differencia tovabb fokozodott az R120 id6épontra (p=0,001 vs. kontroll; p=0,015 vs.

RIPC-1) (16. 4bra, A).
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16. abra

SSI/Z/EImax

Alap

R60

R120

A vorosvérsejt deformabilitas valtozasai. A 3 Pa-on mért elongatios index (A), valamuint a maximalis
El (Elmax) feléhez tartozo nyirofesziiltség (SS12) hanyadosa.
Alap: laparotomiat kdvetden, 145: ischaemia 45. perc, R30: reperfusio 30. perc, R60: reperfusio 60.

perc, R120: reperfusio 120. perc. I/R: ischaemia-reperfusio csoport; RIPC-1: korai tavoli szervi

preconditionalt csoport; RIPC-24: késleltetett tavoli szervi preconditionalt csoport
Atlag + SD; * p<0,05 vs. Alap, x p<0,05 vs. kontroll, # p<0,05 vs. I/R, 0 p<0,05 vs. RIPC-1

Az SSi12/Elmax hanyadosok elemzésekor a valtozasok jelentésebbek voltak. A kezdeti

értékek koziil a preconditionalt csoportok értékei magasabbak voltak a kontroll csoport

értékeinél (RIPC-1: p<0,001; RIPC-24: p<0,00), illetve a korai preconditionalt csoport esetén

az I/R csoportétol is (p=0,014). A kezeletlen ischaemias csoport értékei emelkedtek a kontroll

O Hx




csoport értékeihez képest a reperfusio ideje alatt, mely szignifikdns volt a reperfusio 60.
percétdl (p=0,041). A preconditionalt csoport értékei szintén emelkedtek a reperfusio alatt.
R120 méréskor a legmagasabb értékeket az RIPC-24 csoportban kaptuk (p<0,001 vs. alap;

p=0,001 vs. I/R; p=0,002 vs. RIPC-1 (16. abra, B).

4.3.4. Vorosveérsejt ozmotikus gradiens deformabilitds

Az ozmotikus gradiens ektacytometria (osmoscan) értékeit a I1l. tablazatban foglaltuk
0ssze. Az O (EI max), az O hyper és az AUC alap értékekben szignifikans eltéréseket talaltunk
a kontroll és az RIPC-24 csoport kozott. Ezek a kiillonbségek megfigyelhetok voltak a
reperfusids idészak végén is, az AUC esetén szignifikanssa valt a tobbi csoporthoz képest is.
(p=0,004 vs. kontroll; p=0,026 vs. I/R; p=0,017 vs. RIPC-1).

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

mutatkozott szignifikansnak.

I11. tablazat. A vorosvérsejt ozmotikus gradiens deformabilitas valtozasai

Valtozo Csoport Alap R120
Kontroll 0,139+ 0,01 0,138 + 0,009
. IIR 0,136 £ 0,013 0,141 +£0,014
El min [au]
RIPC-1 0,136 £ 0,008 0,143 £ 0,007
RIPC-24 0,147 £ 0,007 0,151 £0,01
Kontroll 0,554 £ 0,023 0,559 £ 0,009
I/IR 0,553 £ 0,005 0,563 +£ 0,008
El max [au]
RIPC-1 0,557 +£0,012 0,557 + 0,005
RIPC-24 0,554 £ 0,007 0,552 £ 0,008
Kontroll 0,277 £0,011 0,279 + 0,004
IIR 0,276 £ 0,002 0,282 + 0,004
El hyper [au]
RIPC-1 0,278 £ 0,006 0,279 £ 0,002
RIPC-24 0,277 + 0,003 0,276 + 0,004
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II1. tablazat. Folyt.

Kontroll 150,67 £ 3,72 154,2 + 2,38
. IIR 150,42 + 5,71 154,3+7,76
O min [mOsm/kg]
RIPC-1 148,16 £ 2,56 150,2+2,16
RIPC-24 1458 +4.,6 149,3 £ 6,28
Kontroll 305,4+7,16 308,4 + 12,66
I/IR 304,5+8,8 317,83 £ 19,7
O (El max) [mOsm/kg]
RIPC-1 296,14 £ 9,04 304,4 £ 6,18
RIPC-24 287,17 £ 14,41 X 294 +16,81 #
Kontroll 470 + 6,68 476,5 + 5,06
IIR 453,75 £ 9,46 459,67 £ 9,61
O hyper [mOsm/kg]
RIPC-1 449,14 £ 4,29 456,8 £ 2,38
RIPC-24 4343 +9,14 X 429,5+27,61 X
Kontroll 157,82+ 7,87 158,7+ 099
I'R 152,9 + 5,04 156,46 +4,72
AUC [au]
RIPC-1 155,71 £ 5,03 156,06 + 2,39
RIPC-24 150,71 + 3,65 x 146,58 + 11,01 x#o

Alap: laparotomiat kovetden, R120: reperfusio 120. perc. I/R: ischaemia-reperfusio csoport; RIPC-1: korai tavoli
szervi preconditionalt csoport; RIPC-24: késleltetett tavoli szervi preconditionalt csoport
Atlag = SD; * p<0,05 vs. Alap, x p<0,05 vs. kontroll, # p<0,05 vs. I/R, 0 p<0,05 vs. RIPC-1

4.3.5. Vorosveérsejt aggregatio

Az aggregatios index valtozasai a kiilonb6zd beéllitasok hasznalatakor (M S5s, M 10s,
M1 5s, M1 10s) a 17. abran lathatbak. M 5s mod esetén a legalacsonyabb alapértéket az
RIPC-24 csoportban kaptuk (p=0,008 vs. kontroll), ezzel szemben a reperfusio ideje alatt ebben
a csoportban voltak a legmagasabbak az értékek. (R30: p<0,001 vs. alap, p=0,004 vs. I/R,
p=0,003 vs. RIPC-1; R60: p<0,001 vs. alap, p=0.03 vs. kontroll; R120: p<0,001 vs. alap,
p=0,0027 vs. kontroll, p<0,001 vs. RIPC-1) (17. abra, A).

M 10s beallitas esetén szintén az RIPC-24 csoport alapértékei voltak a
legalacsonyabbak (p<0,001 vs. kontroll, I/R, RIPC-1), azonban szignifikansan emelkedtek

reperfusio alatt (R60: p=0,004 vs. alap; R120: p<0,001 vs. alap; p=0,013 vs. R30) (17. abra, B).
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Az M1 5s mérések koziil is az RIPC-24 csoport értékei voltak a legmagasabbak a
reperfusio alatt (R30: p=0,0018 vs. alap, p<0.001 vs. kontroll, I/R; R60: p=0,0018 vs. alap,
p=0,0022 vs. kontroll, p=0,0007 vs. I/R; R60: p=0,008 vs. alap, p=0,0022 vs. kontroll,
p=0,0007 vs. I/R; R120: p=0,0008 vs. alap, p=0,015 vs. kontroll, p=0.046 vs. I/R) (17 abra, C).

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

(p=0,027 vs. kontroll, p=0.042 vs. R30) (17. abra, D).
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17. abra

A vordsvérsejt aggregatio valtozasai M 5s (A), M 10s (B), M1 5s (C) and M1 10s (D)
Alap: laparotomiat kovetéen, R120: reperfusio 120. perc. I/R: ischaemia-reperfusio csoport; RIPC-1:
korai tavoli szervi preconditionalt csoport; RIPC-24: késleltetett tavoli szervi preconditionalt csoport
Atlag = SD; * p<0,05 vs. Alap, x p<0,05 vs. kontroll, # p<0,05 vs. I/R, 0 p<0,05 vs. RIPC-1

4.4. Szovettani vizsgalatok

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

44



a legmagasabbak (p=0,0017 vs. RIPC-24). Az ischaemia-reperfusiés karosodasnak Kkitett
csoportok koziil az RIPC-24 csoportnak voltak a legalacsonyabb pontértékei (p=0,0025 vs.
RIPC-1) (18. abra, A és 19. abra).

A tubularis hamsejtek legnagyobb mértékii hyalin degradacidja és a legtobb hyalin
globulus az I/R csoportban volt, csakugy, mint a legtobb sériilt glomerulus is. A vasa rectaban
tapasztalt pangas az RIPC-1 csoportban volt kifejezettebb, mig pathologias kefeszegély
mindharom ischaemia-reperfusiés karosodasnak Kkitett csoportban megfigyelhetd volt. A
tubularis hamsejtek magfestddése csokkent, mig a tubularis nekrozis fokozddott az ischaemia
hatasara, mig ezen valtozasok kisebb mértékben voltak megfigyelheték preconditionalt
csoportokban. Az ischaemianak kitett vesékben fokozodott a hyalin degradacidja és habos
1éziok jelentek meg a tubularis hamsejtek citoplazméjaban, melyek a preconditionalt
csoportokban enyhébb mértékben jelentek meg.

A kontroll csoportban nem volt jelentésebb glomerularis, peritubularis kapillaris, illetve
vasa recta pangas egyik oldali vesében sem. Az I/R csoport metszeteiben enyhe, vagy kozepes
mennyiségli pangds mutatkozott az ischaemids vesékben.

Az RIPC-1 csoportndl ezzel szemben jelentds pangést észleltiink mindkét oldali
vesében, mig az RIPC-24 csoportban alig volt detektalhaté pangas. A proximalis hamsejtek
kefeszegélye teljesen ép volt a kontroll csoport mindkét oldali veséjében, mig az I/R és az
RIPC-1 csoportokban subtotalisan, illetve intermittaloan hianyzott a kefeszegély az ischaemias
vesében. Az RIPC-24 csoportban csupan kisebb gap-eket talaltunk az ischaemias vese
kefeszegélyének folytonossagéaban (IV. tablazat, 19. abra).

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

pontszamot az RIPC-24 csoportban kaptuk (19. abra, B).
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18. abra
Perjodsav Schiff festés a vese szovettani mintdkon

kontroll: kontroll csoport, I/R: ischemia-reperfusio csoport; RIPC-1: korai tavoli szervi preconditionalt

csoport; RIPC-24: késleltetett tavoli szervi preconditionalt csoport
Fekete nyil: tubularis necrosis, Fehér nyil: hyalin globulusok, Bekeretezett rész: integritas csokkenés,
*:sériilt glomerulus
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19. abra

Osszesitett szovettani pontszamok a vesék (A) és m4j (B) esetén
Kontroll: Kontroll csoport, I/R: ischaemia-reperfusio csoport; RIPC-1: korai tavoli szervi
preconditionalt csoport; RIPC-24: késleltetett tavoli szervi preconditionalt csoport
Atlag + (SD); * p<0,05 vs. Jobb vese, x p<0,05 vs. Kontroll, # p<0,05 vs. I/R, o p<0,05 vs. RIPC-1
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IV. tablazat A vesck részletes szovettani pontszamai

Kontroll I/R RIPC-1 RIPC-24
Mért paraméter jobb vese bal vese jobb vese bal vese jobb vese bal vese jobb vese bal vese
Tubularis hamsejt magfestédés 0 0 0 1,67 0,58 0 1,43 +£0,53 0 0,83 +0,41
Tubularis necrosis 0 0 0 1,67 £0,58 0 1,43 £0,53 0 0,83 +£ 0,41
Hyalin glubulusok a tubularis 1,33+0,58 1,33+0,58 1,67+1,15 0,33+0,58 1,29 +£ 0,49 0,29 +£0,49 1,5+ 0,55 0,83 +0,76
hamsejtekben
Hydropicus degeneracio a 0,33+0,58 0,33+0,58 0,67=+0,58 3+0 0,29 + 0,49 2 +£0 0 0,83 +0,41
tubularis hamsejtekben
Glomeruléris pangas 0 0 0 0,67 +£0,58 1,14+ 1,21 0,86 +0,9 1,3+0,52 1,17+ 0,76
Peritubularis kapillaris pangas 0 0 0 0,33 +0,58 0,57+0,79 0,71 +£0,76 0,17+ 0,41 0
Vasa recta pangas 0,33+0,58 0,33+0,58 0 0,67 £0,58 0,86 £1,07 1,29 £0,76 0,17 £0,41 0,17 +0,41
Kefeszegély 0 0 0,33+0,58 2,67+0,58 0,14 £0,38 1,86 £ 0,38 0,17 +0,41 1,5+ 0,84
Osszesitett 2+1,73 2+1,73 2,67+1,53 11+1,73* 4,29 £ 3,4 9,86 +1,86%  3,33+12] 6,17 + 1,470

I/R: ischaemia-reperfusio csoport; RIPC-1: korai tavoli szervi preconditionalt csoport; RIPC-24: késleltetett tavoli szervi preconditionalt csoport

Alap: laparotomiat kovetden, R120: reperfusio 120. perc.

Atlag + SD; * p<0,05 vs. Jobb vese, x p<0,05 vs. kontroll, # p<0,05 vs. I/R, 0 p<0,05 vs. RIPC-1
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5. MEGBESZELES

Ischaemia-reperfusios karosodas akkor jon létre, amikor egy szerv, vagy szovet
vérellatasa tartdsan lecsokken, vagy megsziinik, majd ezt kovetden helyredll. A kialakuld
ischaemia alatt hypoxias karosodas torténik, majd a reperfusio alatt megjelend oxigén
kovetkeztében szabad gyokok keletkeznek és gyulladdsos folyamatokat indukélnak. Az
ischaemia-reperfusio okozta karosodas pathomechanizmusaval szamtalan kutatas foglalkozott,
azonban tovabbra is vannak megvalaszolatlan kérdések (Eltzschig és mtsai, 2011; Solomon és
mtsai, 2011; Kanagasundaram és mtsai, 2015;).

Szamos betegség vezet végstadiumu veseelégtelenséghez, melyben az egyetlen kurativ
kezelési lehetdség a vesetranszplantacid, melynek sulyos szovodménye lehet a graft kilokédés,
valamint a kronikus graft elégtelenség. Mindkét esetben fontos szerepet jatszik a
transzplantacié alatt bekovetkez6 ischaemia-reperfusios karosodas is (Tilney és Gluttmann
1997; Yarlagadda és mtsai, 2009; Selzner és mtsai, 2012; Ponticelli és mtsai, 2015). A vesét ér-
illetve szivsebészeti, valamint traumatologiai beavatkozasok soran is érheti I/R karosodas, mely
veseelégtelenséghez vezethet.

A kérosodas csokkentése érdekében szamos kisérletes eljaras 1étezik, melyeket sebészi,
illetve nem sebészi csoportra oszthatunk. Utobbiban olyan farmakoldgiai szerek tartoznak,
melyek mérséklik a keletkezé reaktiv oxigéngyokok és egyéb karositd citokinek szamat,
fokozzak a keringést, illetve eldsegitik kiilonbozd protektiv faktorok termelddését. A sebészi
beavatkozasok, melyeket conditionalasnak neveziink, tobb csoportra bonthatoak. Az
ischaemids célszervhez viszonyitva helyi, illetve tdvoli, mig az ischaemia és a conditionalés
egymashoz viszonyitott idébelisége alapjan pre-, per- és postconditionalést kiilonboztetiink
meg. Szamos kutatas igazolta a tavoli szervi ischaemids preconditiondlds kedvezd hatasat
kiilonb6z6 szerveken kisérletes koriilmények kozott (Tapuria és mtsai, 2008; Gassanov és

mtsai, 2014; Kloner és mtsai, 2018; Magyar és mtsai, 2018), azonban a klinikai eredmények
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ellentmondasosak, melynek hatterében szamos tényez6 lehet (Lazaris és mtsai, 2009; Pedersen
és mtsai, 2011 és 2012; Wever és mtsai, 2011; Kksal és mtsai, 2012; Veighey és mtsai, 2015;
Zarbock és Kellum, 2016 Krogstrup és mtsai, 2017).

Ismert, hogy a kisérletes allatmodellek nem tudjak tokéletesen szimulalni a human
szervezetben végbemend komplex folyamatok Osszességét, és a klinikai kutatdsokban is
nehezen vizsgéalhatd tarsbetegségeket, és mas valtozok is szerepet jatszanak a kisérletes és
klinikai eredmények kozotti eltérésben. A szamos kutatas ellenére nincs egységes protokoll az
RIPC alkalmazésanak iddzitésére, azaz, hogy mennyi id6vel a tervezett I/R karosodas elott
torténjen a preconditionalas. Ennek egyik magyarazata lehet az, hogy az RIPC-nek van egy
korai, illetve egy késleltetett periddusa, amikor protektiv hatast fejt ki és nem tisztazott, hogy
melyik a kedvezdébb. A késleltetett RIPC protokollokat 12, 24, 48, illetve 72 oraval az I/R elott
is vizsgaltak (Lim és mtsai, 2012). Fontos tényez6 ezen kiviil az alkalmazott ischaemids és
reperfusids ciklusok szdma, illetve hossza, valamint a leszoritott szerv, vagy szovet fajtaja €s a
mennyisége.

Az RIPC mechanizmusa feloszthato egy effektorra, kiilonb6z6 mediatorokra, illetve
célsejtekre. A mediatorok kiilonbozé folyamatokat inditanak el a célsejtekben, amelyek
eredményeként bekapcsolnak a sejtek védOmechanizmusai. Az effektor maga a
preconditionaldsi mandver, a kiilonboz6 szamban ¢és ideig alkalmazott rovid ischaemia-
reperfusios periodusok, melyek kovetkeztében a sejtekbol felszabaduld mediatorok bejutnak a
keringésbe, illetve valaszt valtanak ki a neuralis hdlozatban. Ez a célsejteken meghatdrozott
szignal utvonalakat indit el, igy a mitokondrialis permeabilitasi tranziciés porus (MPTP)
zarodasat fogja okozni, ezaltal védve a manifeszt I/R karosodastol (Kharbanda és mtsai, 2009).
A humoralis és neuralis Gtvonal egyarant érintett, iNOS aktivaci6 torténik, megvaltozik a ROS

¢s PKC-¢ mennyisége, mKATP és sKATP csatorna modulacié kdvetkezik be, antioxidans
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enzimek termelédnek (Kharbanda és mtsai, 2009; Lim és mtsai 2012; McCafferty és mtsai,
2014).

Kutatasunk célja egy korai, illetve egy késleltetett RIPC protokoll 6sszehasonlitasa volt
45 perces unilateralis veseischaemia, illetve azt kvetd 120 perces reperfusios periodus esetén.
Mindkét protokoll esetén a jobb hats6 végtagot szoritottuk le 3x10 percre, 10-10 perces
reperfusios iddszakokkal, korai protokoll esetén 1 oraval, késleltetett RIPC esetén 24 ordval a
vese I/R el6tt. Feltételeztiik, hogy a vese I/R jelentds karosodast fog okozni, a kisérleti allatok
vitalis, haemodinamikai, haematologiai, haemorheologiai és microcirculatiés paramétereiben,
mely valtozasokat szovettani vizsgalattal is ald tudunk tdmasztani. Vizsgalni kivantuk, hogy
hogyan befolyasolja az altalunk alkalmazott korai, illetve késleltetett RIPC protokoll ezen
paramétereket, illetve 0ssze kivantuk hasonlitani, hogy mely protokoll bizonyul kedvezébbnek
a karosodas mértékében.

A reperfusios periddus végén fiziologias pH értékeket mértiink az RIPC-1 kivételével
minden csoportban, azonban az I/R csoport értékei a fiziologias tartomany alsé, az RIPC-24
csoportéi pedig annak felsd hataranal helyezkedtek el, mig a korai preconditionélt csoport
acidotikussa valt. A HCO3™ szint minden csoportban szignifikdnsan csokkent a kiindulési
értékhez képest, a legcsekélyebb mértékben a RIPC-24 csoportban, mely arra enged
kovetkeztetni, hogy metabolikus acidozis kezdett kialakulni mind a négy csoportban, melyet a
respiratorikus mechanizmus kompenzalt az RIPC-1 csoport kivételével. A 1égzésszam enyhe
emelkedését a kontroll és az RIPC-24 csoportokban figyeltiikk meg. A 1égzésszam emelkedése
a respiratorikus kompenzacié fokozodasaval, igy a pCO:2 szint csokkenésével jar, mely
szignifikans csokkenés megfigyelhetd is volt valamennyi csoportban az RIPC-1 csoport
nem szignifikans mértékii oxigén szaturacio esés is. A laktat és K™ koncentracié mindharom

I/R-nek kitett csoportban emelkedett, az RIPC-24 csoportban jelentésen kisebb mértékben,
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mint az I/R, illetve korai csoportokban. A laktat szint emelkedés megfigyelhet6 anaerob
folyamatokban, mig a K* koncentracié emelkedése a sejtkarosodas mértékével fligg 6ssze. Ezen
paraméterekben tapasztaltalt eltérések a sejt anyagcsere folyamatain kiviil hatassal vannak a
deformabilitasat (Murry és mtsai, 1986; Ramesh és mtsai, 2004; Solomon és mtsai, 2011; Singh
és mtsai, 2017).

A maj mikrokeringése a reperfusio ideje alatt kiilonbozé mértékben emelkedett az I/R
karosodasnak kitett csoportokban, legjelentésebben az I/R csoportban. A jobb oldali I/R
karosodas nélkiili vesék esetén nem tapasztaltunk jelentdsebb eltérést egyik csoportban sem, a
vizsgalt idészak alatt, mig a bal, ischaemias vese esetén a BFU értékek emelkedése volt
megfigyelhet6 az I/R és RIPC-24 csoportokban a reperfusio 60. percében, mely az I/R csoport
esetén tovabb emelkedett az elkovetkezd 1 oraban, mig az RIPC-24 csoport esetén
normalizalodott a reperfusio végére. A kontroll és az RIPC-1 csoportokban jelentds eltérést
nem tapasztaltunk. Korabbi kutatasban megfigyelték, hogy reperfusio soran lokalisan
hyperfusio kovetkezik be, valamint fokozddik a méjban is a perfuzio, illetve, hogy az RIPC
protokollok képesek csokkenteni ezen hyperfusiot (Tapuria és mtsai 2009).

Sajat kutatasi eredményeink is korrelalnak ezen megfigyelésekkel, azonban nem
kizarhato az altatishoz hasznalt altatoszer hatasa sem (Wada és mtsai, 1996). Egyes
barbituratokrol ismert, hogy megvaltoztatjak a kapillarisok denzitdsat, valamint perfusiojat
arterio-venosus shuntok megnyitasa révén (Franke és mtsai, 1982). A thiopental csokkenti a
szisztémas vérnyomast, tovabba a légzésszamot is, valamint megfigyelték, hogy oxidativ
stresszt okoz (Kavanagh és mtsai, 1991; Koshy és mtsai, 2003; Ahiskalioglu és mtsai, 2016).
Bizonyitottdk tovabba, hogy a thiopental direkt hatissal bir a mikrokeringésre az erekben
talalhatd simaizom szimpatikus, illetve paraszimpatikus beidegzésének befolyasolasa révén

(Gargiulo és mtsai, 2013).
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A vorosvérsejt deformabilitas, illetve aggregatio mérésekor az alap értékek kozott is
szignifikans eltéréseket észleltiink. Fontos megemliteni a preconditionalas szerepét, hiszen a
rovid ischaemias peridodusok, mint a preconditionalasként alkalmazott 3x10 perc leszoritas
képes befolyasolni a haemorheologiai paramétereket, illetve a mikrokeringést is (Lazaris és
mtsai, 2008; Patschan és mtsai, 2012; Johnsen és mtsai, 2016). A preconditionalas miatt az
Osszes kisérleti allat két alkalommal részesiilt altatasban. Egyszer a miitétet megel6z6 napon,
egyszer pedig a tervezett beavatkozast megel6zéen. Mind az anaesthesia, mind a
preconditionalas akut fazis reakciot indithat el a szervezetben, mely a szabadgyokok, illetve a
kialakul6o gyulladasos reakcio révén a vorosvérsejtek deformabilitdsanak romlasaval, illetve
fokozott aggregatios készségével jar, mely részben magyarazhatja a csoportok eltérd
aggregatios, illetve deformabilitdsi mintazatat a kutatas ideje alatt (Murry és mtsai, 1986;
Solomon ¢és mtsai, 2011).

A leukocytaszam a legtobb esetben fizioldgias tartomanyban mozgott (6-18 G/I), bar
szignifikdns kiilonbségek megfigyelhetéek voltak a kisérlet alatt. Az I/R csoportban egy
fokozottabb, a kontroll csoportban pedig egy ehhez képest enyhébb, de szignifikans emelkedés
latszott a reperfusio elsd felében, mely az alap értékekhez tért vissza a reperfusio végére. Az
RIPC csoportok értékei mindvégig stabilak voltak. Az emelkedés hatterében szamos tényezd
allhat. Az allatok el6készitése, a metszés, preparalas ¢s az erek kaniilalasa, akut fazis reakciot
okozhatnak, tovabba maga az I/R kérosodas, illetve a preconditionalasként végzett leszoritasok
is lokalis gyulladasos valaszt okozhatnak, azonban a preconditionalds Osszességében a
szisztémas gyulladas csdkkenésével jar (Singh és mtsai, 2017).

A vese I/R kérosodast kovetd postischaemias gyulladasban jelentds szerepet jatszanak
a karosodott endothel-, és tubularis sejtek, melyek kiilonbozé gyulladdsos medidtorokat
szabaditanak fel (IL-1 B, IL-6, and IL-8, TNF-a, TGF-fB, and MCP-1) (Ramesh és mtsai, 2004;

Patschan és mtsai, 2012). A kutatasi eredmények eltéréek az RIPC protokollok gyulladasos
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mediatorokra gyakorolt hatdsat illetden. MacAllister és mtsai nem taléltak szignifikans eltérést
a szérum IL-1pB, IL-6, TNF-a és INF-y értékekben az RIPC, illetve a kontroll csoport kdzott,
mig Zapata-Chayira és mtsai a gyulladasos medidtorok szignifikans csokkenését tapasztaltak.
(MacAllister és mtsai, 2015; Zapata-Chayira és mtsai, 2019). Pan és mtsai tanulmanya a
késleltetett RIPC-t renoprotektivnek taldltak szeptikus akut veseelégtelenségben, az miR-21
gyulladascsokkentd hatasa révén (Pan és mtsai, 2019).

A maj szovettani vizsgalata nem mutatott szignifikans eltérést a csoportok. A kontroll
és az I/R csoport értékei hasonldak voltak, mig ehhez képest az RIPC-1 csoportban magasabb,
az RIPC-24 csoportban pedig alacsonyabb értékeket kaptunk. Az ép, jobb vesék kapcsan
jelentdsebb eltérés nem volt, az RIPC csoportokban tapasztaltunk enyhe valtozasokat. A bal,
ischaemias vesék vizsgalatakor mindharom I/R karosodasnak kitett csoport szignifikdnsan
magasabb pontszammal rendelkeztek, mind a kontroll csoport, mind a jobb oldali vesékhez
viszonyitva. Legnagyobb pontszammal az I/R csoport rendelkezett, ehhez képest az RIPC-24
csoport értékei szignifikansan alacsonyabbak voltak. A szovettani vizsgalat alapjan a
késleltetett protokoll mérsékelte az I/R okozta vesekarosodast, mig a korai preconditionalés
nem befolyasolta szignifikansan azt. Oral és mtsai tanulmanyukban vizsgaltak a korai tavoli
szervi preconditionalas hatasat patkany vese I/R karosodas kapcsan, azonban Ok azt talaltak,
hogy a korai protokoll a kedvezé szovettani vizsgalatok alapjan (Oral és mtsai, 2018). A két
kutatas kiilonb6zd eredménye szarmazhat az eltérd kutatéasi protokolltol, hiszen Oral és mtsai 4
oras reperfusios idészakot figyeltek. Ezt a hypothesist erdsiti Motta és mtsai kutatasa, akik I/R
vizsgélata kapcsan, 15 perces reperfusidos periddust kovetéen nem taldltak semmilyen
szovettani eltérést az RIPC és I/R csoportok kdzott (Motta és mtsai, 2018).

Az RIPC protokollok hatasossaga fligg az I/R karosodasnak kitett szervtdl. Magyar és
mtsai hasonld RIPC protokollokat alkalmaztak patkany partialis maj I/R modellen, azonban

kutatasunktol eltérd szovettani eredményeket kaptak (Magyar és mtsai, 2018).
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Az 1/R okozta karosodas teljes pathomechanizmusa rendkiviil 6sszetett és szdmos pontja
ismeretlen. A bekovetkezd csokkenés a véraramlasban lokalisan hypoxiat, metabolit
accumulatiot, acidosist okoz. Szabad oxigéngyokok keriilnek a keringésbe, a vorosvérsejteket
ért trauma kovetkeztében megvaltoznak azok rheologiai paraméterei, melyek micro, illetve
macrocirculatios szinten is csokkenést eredményeznek, igy a véraramlas tovabb csokken,
kialakul egy magat erdsit6 ,,0rdogi” kor (Baskurt és mtsai, 2007). Ezek alapjan jol értheté az
altalunk vizsgalt paraméterek szerepe a karosodas stlyossdganak megitélésében.

Kutatdsunk limitalé tényezéi kozé tartozik, hogy csupan 120 perces reperfusios
idészakot vizsgaltunk. A szamos vizsgalt paraméter a korai fazis jobb megértését teszi lehetove,
azonban a nagymennyiségi levett vér miatt meghatarozza a vizsgalhato reperfusio hosszat. Ha
tovabb kivantuk volna ndvelni a vizsgalt id6szakot, és ez id6 alatt mérni valamennyi paramétert,
ugy értékeinket jelentdsen torzitotta volna a csokkent vérmennyiség és a kovetkezményes
kompenzacios folyamatok. Kutatdsunkat kozel azonos koru, him patkdnyokon végeztiik.
Ismert, hogy a kisérletes allatok kora, illetve neme hatdssal van a haemorheologiai
paraméterekre, illetve azok valtozasara (Somogyi és mtsai, 2018).

A klinikai kutatasokban tapasztalt eltérések hatterében szdmos magyardzat allhat.
Kisérletes allatmodellekben hianyzik a komorbiditds, limitalt az alkalmazott gyogyszerek
szama, illetve a legjobban hasonlité kisérleti allatmodellek esetén is eltérd lehet a collateralis
halézat, valamint a szoveti ischaemias tolerancia is (Baskurt és mtsai, 2008; Németh és mtsai,
2018). Az optimalis preconditionalasi protokoll elkészitéséhez tehat tovabbi, jol megtervezett,

hosszabb reperfusios periodusu kisérletes kutatasok sziikségesek.
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FOBB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK OSSZEGZESE

1. Az altalunk alkalmazott vese-ischaemia modell alkalmas volt az ischaemia-reperfusio
okozta karosodas rovidtavu vizsgalatara, valamint a kiillonb6z6 alkalmazott tavoli szervi
preconditionalési protokollok 0sszehasonlitasara a vizsgalt paraméterek segitségével.

2. A 45-perces vese ischaemia hatdsara jelentds mértékii romlast észleltiink a vordsvérsejtek
deformabilitdsdban, a sav-bdazis, illetve metabolit értékekben, valamint szignifikdns
leukocytaszam emelkedés alakult ki az I/R csoportban a kontroll csoporthoz képest.
Szovettani  vizsgalat alapjan ezen csoportban volt legnagyobb a karosodas. A
mikrokeringés az ischaemids, bal vesében fokozodott. A voOrdsvérsejt aggregatioban,
illetve a vitalis paraméterekben szamottevo eltérést nem észleltiink.

3. A preconditionalasi protokollok valamennyi I/R hatasara bekovetkezé valtozast
mérsékelték. A haematologiai paraméterek koziil a thrombocyta szdmban csokkenést, mig
az erythrocyta szamban emelkedést okoztak, a leukocytaszam ezen csoportokban nem
valtozott jelentésen. A deformabilitasi értékeket a preconditiondlasi protokollok nem
javitottdk, mig a szdvettani pontszdmok kedvezObbnek mutatkoztak az I/R csoporthoz
képest. A bal vesében megfigyelhetd fokozott keringést mindkét RIPC protokoll
mérsékelte.

4. A két preconditiondldsi protokollt Osszehasonlitva szdmos paraméter esetén mindkét
eljards kedvezden hatott. A haemorheologiai paraméterek esetében a korai protokoll
bizonyult kedvezobbnek, mig a metabolit értékek és szovettani vizsgalatok esetén a

késleltetett preconditionalt csoport eredményei voltak jobbak.

A vese-ischaemia reperfusio soran alkalmazand6 optimalis tavoli szervi ischaemids
preconditionalasi protokoll meghatarozdsahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek, melyek

hosszabb tava utan kovetést tesznek lehetové.
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6. OSSZEFOGLALAS

A vese ischaemia-reperfusios karosodasa napjainkig jelentés problémat jelent. A tavoli
szervi ischaemias preconditiondldsrol ismert, hogy kisérletes koriilmények kdzott mérsékli az
I/R okozta karosodast, azonban az idealis protokoll nem tisztazott. Alapvetden kétféle protokoll
ismert: a korai, illetve a késleltetett RIPC, ezért célul tliztiik ki ezen protokollok vizsgalatat
patkany vese ischaemia-reperfusios modellben, vitalis, haematologiai, haemorheologiali,
haemodinamikai, sav-bazis, valamint szovettani vizsgalatok segitségével.

Altaldnos anaesthesidban Crl:WI patkanyokon laparotomia, a bal vese kipreparalasa,
valamint bal a. femoralis kaniilalas tortént. A kontroll csoportban egyéb beavatkozast nem
végeztiink. Az I/R csoportban a bal vese ereit 45 percre leszoritottuk, majd 120 perces
reperfusiot vizsgaltunk. Az RIPC csoportokban az ischaemia el6tt 1 (RIPC-1), illetve 24 oraval
(RIPC-24), a jobb hatso végtagot 3x10 percre leszoritottuk, 10-perces reperfusios idokozokkel.
Miitét eldtt, valamint a reperfusio 30., 60. és 120. percében haematologiai, haemorheologiai
paramétereket hatdroztunk meg. A reperfusio 120. percében sav-bazis paramétereket,
metabolit- és elektrolit-koncentracié értékeket mértiink. Meghataroztuk az artérias
kozépnyomast, szivirekvenciat, 1égzésszamot, rectalis hdmérséklet, a maj és a vesék felszini
homérsekletét és mikrokeringését. A miitétet kovetden szdvettani mintavétel tortént.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy az alkalmazott vese ischaemia jelents romlast
okozott valamennyi vizsgalt paraméterben. Az RIPC-1 és az RIPC-24 protokollok kiilonb6z6
mértékben, de mérsékelték valamennyi valtozast. Bar a vizsgalt laboratoriumi, hemodinamikai
¢s vitalis paraméterek alapjan nehezen eldonthetd, hogy melyik tdvoli szervi preconditionalési
protokoll a kedvezébb az alkalmazott vese ischaemia-reperfusios karosodas csokkentésére, a
szOvettani  vizsgalatok jelentésen kedvezébb eredményeket mutattak a késleltetett
preconditionalt csoportban. Az optimalis protokoll meghatarozasahoz tovabbi, hosszabb tava

kutatasok sziikségesek.
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SUMMARY

Renal ischemia-reperfusion injury is a significant problem till nowadays. Remote organ
ischemic preconditioning is a known procedure to reduce I/R injury under experimental
conditions, however, the ideal protocol is unclear. Basically, two types of protocols are known:
early and delayed RIPC, so we aimed to investigate these protocols in a rat renal ischemia-
reperfusion model using vital, hematological, hemorheological, hemodynamic, acid-base, and
histological examinations.

In general anesthesia in Crl:WI rats laparotomy, left kidney dissection, and left a.
femoral cannulation was performed, in addition, no other intervention was performed in the
Control group. In the I/R group, the vessels of the left kidney were clamped for 45 min and then
reperfusion was examined for 120 min. In the RIPC groups, 1 (RIPC-1) and 24 h (RIPC-24)
before ischemia, respectively, the right hind limb was clamped for 3x10 min with 10-min
reperfusion intervals. Hematological and hemorheological parameters were determined before
surgery and at 30, 60, and 120 minutes of reperfusion. Acid-base parameters, metabolite, and
electrolyte concentrations were measured at 120 minutes of reperfusion. Mean arterial pressure,
heart rate, respiratory rate, rectal temperature, liver and kidney surface temperature, and
microcirculation were determined. Histological sampling was performed after surgery.

In summary, the renal ischemia used caused significant deterioration in all parameters
examined. Both the RIPC-1 and RIPC-24 protocols in varying levels, but moderated all
changes. Although it is difficult to determine which remote organ preconditioning protocol is
more favorable to reduce renal ischemia-reperfusion injury based on the laboratory,
hemodynamic, and vital parameters studied, histological examinations showed significantly
better results in the delayed preconditioned group. Further, longer-term research is needed to

develop the optimal protocol.
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