EGYETEMI DOKTORI (PhD) ERTEKEZES

Dr. Magyar Zsuzsanna Sarolta

Korai és késoi tavoli szervi ischaemias preconditionalas hatasai

parcialis maj ischaemia-reperfusio soran patkanymodellben

Témavezeto:

Prof. Dr. Németh Norbert

DEBRECENI EGYETEM
KLINIKAI ORVOSTUDOMANYOK DOKTORI ISKOLA

Debrecen, 2019



Tartalomjegyzék

1. BEVEZETES ..ottt sttt bbbt 5
2. IRODALMI ATTEKINTES. ....cottvtmriimirieiineriseessesisesssee e sssse s ssss s sssesssesssnessssssssssssssesses 7
2.1. A maj makroszkopos €s mikroszkOpos anatomidja..........ccecereeverreeeeneneeneeneneeneesesee s seeeene 7
2.1.1. A MAJ SEDESZI ANALOMIAJA ...ttt st sre s sre s 7
2.1.2. A MAJ SZOVEIANT fOIEPILESE.....cc.oeveeeeeiiiieeiiisete ettt s s 9
2.1.3. A laboratoriumi patkany mdj anatomiai fElEPItesSe ...........cuivvvviniviriveriiiriniieeniieeesreenineenns 10

2.2, A MIKTOKETINZES ..etuiveiiiieeiiee ittt esie et st e e st e e sttt e sabe e ebaeesabeeebtessasaessbeesssbeesasaesnstessnbeesnsneens 13
2.3. Haemorheologiai parametereki..........ocuevireriiirieseiineceeseneesee st 14
2.3.1. VOrosversejt deformabilitas............coouuueeiiireeiiiiiniiiieeeet et 15
2.3.2. VOTOSVEFSEJt AZGFCZALIO ....eneeeereeeeresteeecte ettt st st st sre st st er et sreere e resreeneenre s 16
2.3.3. A haemorhelogiai paramétereket befolydsolo korfolyamatok..............uvvvvviviiiiiieeninnns 17

2.4, AZ 1SChaCMIA-TEPETTUSIO.eeuuviiitieeie e ettt ettt ettt ettt e e st e sbae s sabe e sabeeesaneesseessranens 19
2.4.1. Ischaemia-reperfusios karosodas patofiziolOQiAfA...........ccuevcvueivciincieeinieiiniienseeeneeesnieeens 19
2.4.2. A mdj ischaemia-reperfusio patOMeCHANIZIMUSA .........c.cueveereeeieeeiieeiieiieeiee st 21
2.4.3. Az ischaemia-reperfusio prevencios leNetOSEZei . .......uuvvuuvuumivumivinieiiiiaiieseesie e 23
2.4.4. A tavoli szervi ischaemias preCONAItIONALAS ............oocvevoeivceiiieiiieiiineeeese et 24

3. CELKITUZESEK .....oouuiiimmieianeeiieiissessesessee et sssse st essses s snsons 27
4. ANYAG BS MODSZER.......comsiiiriiimeeeiiiseiisssesisssesssesssssee st ssssesssssessssses s sessse s 28
4.1. Kisérleti allatok, miitéti technika és mintaveételi ClJAraS .......cccvevvereerreriirieereeree e 28
4.2. Legzesszam, hOMETSEKICL ........coiiiieiiiieeiciiee et 32
4.3. Hemodinamikai parameterek ..........occerereiririininieineeeeseneesee s e 33
4.4, Microcirculatio MONITOTIZAIASA. ... .cevueerieriirieeiee sttt sttt st st e 33
4.5. LaboratOriumi VIZSZALAtOK........cecviruiiiirirrieiieeiieesieeseeereesstesteesreeseesresseesseeseesseessesssessnsesssennns 36
4.5.1. SAV-BAZIS PATATNGLETEE.......oovuveieiiieeiie ettt ettt e sstee st e e stee e sabe e sbaeesabeesbae s sbeesans 36
4.5.2. Haematologiai PATAMEIEIEK ............cc.covcuuieiiiiiiiiiniiiiesiieseieesie st e ssteessteesstesssaeessaeeesaneeens 36
4.5.3. VOrosversejt defOrmabilitas. ...........ooueveeviiieneniiiene sttt 37
4.5.4. VOrOSVErSeft AZQIEGALIO «...e.vvevuireeeiiseeteteete sttt ettt st sttt b e r e e e e srenees 40

4.6. SZOVETANT VIZSZALAL.....ccieitiiiieieeiiie et 40
4.7, StatiSZIKAT ANALIZIS ...eveeveetiitieterte ettt sttt ettt et sb e b e et e b ae et e 41
5. EREDMENYEK .....ccoomiiimriiririmnesseessessssesssssesssesssses st sesssses st esssss st ssseessssessssss s sssnssssnessenns 42
5.1. Légzesszam, NOMETSEKICT . .......covereiririeiiiiieeeieee et 42
5.2. Hemodinamikai parameéterek ........c.cuveerereereerinieieienere ettt 44
5.3 MICTOCITCULALIO ..ttt ettt ettt ettt ettt ettt ettt e sat e st e et e eabe e sbe e s bt e satesatesneeeteebeenbeenneens 45



5.4. LaboratOriumi ParamEtreK ........covueivueriiiiierieiniiienieessitessbeessieesseeessieessteessseeestaeesaseesnsseenseenns 49

5.4.1. SAV-BAZIS PATATGLETCE.......oovuveieiiieiieiiie ettt ettt e sttt e e stee e sabe e sbte e abeesbaesnsbaesans 49
5.4.2. Haematologiai PArameéterek.............coueuueviiieveriinieneiinese sttt sttt 50
5.4.3. VOrosversejt defOrmabilitas. ..........c.couevveviiieneniiiene ettt 52
5.4.4. VOrOSVErSeft AZQIEGALIO «...c.uvevuirueiiirieietieete ettt ettt sttt sae b n e e renees 53

5.5. SZOVEttani VIZSGAIALOK .....ccuierieerieieeitieeteeeeesie s tee e et e ste e se e saeesateesteeste e s e e ssaesseessseeneeeneeenseenneens 56
6. MEGBESZELES......ottuimreimieimteiseessee et ssse st sttt st sssessesessssecs 58
7. FONTOSABB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK......cccomirirrrierienirerisesssessesesennens 66
8. OSSZEFOGLALAS/SUMMARY .....ouvviiuieeeiieeeeisieessesseses s sesassssssssssssssassesessassssssssssssssssssessas 67
9. IRODALOMIEGYZEK ....couvuiveeiiieeieeeseeseeseeeesesassessesssessssesssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssnsssans 69
9.1. Hivatkozott kozlemények JeZYZEKE. .......ovvririiriiieiieeeeeee e 69
9.2. Az értekezés alapjaul szolgalo és egyéb in extenso kozlemények hitelesitett listaja ................. 83
10. TARGYSZAVAK .ouciomivimiinniineestessssessisssssesss st st sssse st ssssss s sssessssesssssssssessssesseseecs 85
11. KOSZONETNYILVANITAS .....vtviiriitiinteiecieteiee it sssssssessses s s sssesssses 86
12, FUGGELEK ...ttt sess et bbb 87



Roviditések jegyzéke

ATP adenozin-trifoszfat

BFU blood flux unit (véraramlési egység)

pCO; parcialis szén-dioxid nyomas

EI elongatids index

Fvs fehérvérsejt

Htc haematocrit

IL-10 interleukin-10

I/R ischaemia-reperfusio

LD 1ézer Doppler

MCH mean corpuscular hemoglobin (atlagos vorosvérsejt haemoglobin)
MCHC mean corpuscular hemoglobin concentration

(atlagos vordsvérsejt haemoglobin koncentracio)

MCV mean corpuscular volume (atlagos vordsvérsejt térfogat)

MOF multiorgan failure (t6bbszervi elégtelenség)

NO nitrogén-monoxid

pO2 parcialis oxigén nyomas

PAS perjod-acid-schiff

PBS phosphate buffered saline (foszfat puffer)

PVP polyvinylpyrrolidone

RIPC remote ischemic preconditioning (tavoli szervi ischaemids preconditionalas)
SS shear stress (nyirofesziiltség)

The thrombocyta

VEGF vascular endothelial growth factor (vascularis endothelidlis novekedési faktor)
Vvs vOrosvérsejt



,, Az embernek hinnie kell abban,
hogy a megfoghatatlan megfoghato,
kiilonben felhagyna a kutatdssal.”
(J.W. Goethe)
1. BEVEZETES

Részleges, vagy teljes méj ischaemia szamos patofiziologiai folyamat soran
kialakul, mint példdul trauma, sokk kovetkeztében, vagy a majon végzett kiilonb6zé mitéti
beavatkozasok és majtranszplantacio soran (Fondevila és mtsai, 2003; Zhai és mtsai, 2011 és
2013). E mitétek soran a beavatkozas sziikséges velejargdja lehet az ischaemia é€s a reperfusio
kialakulasa (Kim, 2003), hiszen a majat ellatd érképletek ideiglenes leszoritasa sokszor
nélkiilozhetetlen a miitét sikeres elvégzéséhez (Silva és mtsai, 2002; de Araujo €s mtsai,
2005; Jakab, 2014).

Irodalmi adatok alapjan jol ismert, hogy az ischaemia-reperfusio komoly szoveti
karosodast eredményezhet, ami jelentésen befolyasolja a postoperativ morbiditast ¢és
mortalitdst. Az ischaemia hatasara felborul az egyensuly az oxigén és tdpanyag ellatas ¢és
sziikséglet kozott, ami hypoxidhoz ¢és acidosishoz vezet. Az anaerob metabolizmus
kovetkeztében nd a laktat koncentracio, ami csokkent intracellularis pH-t eredményez. Az
ischaemids inzultust kdvetden, a véraramlas Ojrainduldsa paradox modon fokozza a kérosodas
mértékét és tovabbi gyulladasos reakciokat indukéal (Carden és mtsai, 2000; Fondevila és
mtsai, 2003; Zhai és mtsai, 2011 és 2013; Eltzschig és mtsai, 2011; Nomi és mtsai, 2015).

A folyamat kovetkeztében felszabadult szabadgyokok és medidtorok a mikrokeringést
is befolydsoljak. A micro-rheologiai paraméterek szoros Osszefiiggésben 4llnak a
mikrokeringés allapotaval, a metabolikus valtozasok, az oxidativ stressz pedig hatéssal
lehetnek a vorosvérsejt aggregatiora €s vorosvérsejt deformabilitdsra (Kayar és mtsai, 2001;

Gori és mtsai, 2006; Baskurt, 2007; Baskurt és Meiselman, 2008; Németh és mtsai, 2014).



A parenchymas szervek sebészete sordan fellépd ischaemia-reperfusios karosodast
kovetden a haemorheologiai paraméterek valtozast mutatnak. A kdvetkezményes micro- €s
macro-rheologiai eltérések a mikrokeringés allapotanak megvaltozasdhoz ¢és csokkent
perfusidhoz vezetnek (Baskurt, 2007; Németh és mtsai, 2018). A vorosvérsejtek csokkent
deformabilitdsa a vérviszkozitas novekedését eredményezheti (Popel €s Johnson, 2005;
Lipowsky, 2005; Jung és Rampling, 2016). A fokozott vordsvérsejt aggregatio szintén noveli
a vérviszkozitast €s noveli az aramlasi ellenallast. A sebészeti beavatkozasok soran fellépd
patofiziologias valtozasok kutatdsa sordn is kiemelt jelentéségii lehet a haemorheologiai
paraméterek valtozasainak megismerése (Németh €s mtsai, 2018).

Szamos farmakologiai és sebészeti intervencidos modszer ismert az ischaemia-
reperfusidos karosodds ¢és az ehhez kapcsolodd postoperativ komplikaciok mértékének
megeldzésére €és csokkentésére (Kupcsulik €s Kokas, 1979; Selzner és mtsai, 2003; Gurusamy
¢s mtsai, 2010; Eltzschig és mtsai, 2011; Jaeschke és mtsai, 2012). A szdvetek ischaemias
tolerancigjanak novelésének egyik modszere a tavoli szervi ischaemids preconditionalas
(remote ischemic preconditioning-RIPC), mely rovid idejii ischaemia-reperfusids ciklusok
alkalmazasat jelenti az ischaemidt megel6zOen, az ischaemidnak kitett szervtdl tavol esd
masik szerven, jellemzOen végtagon. Az eljards kedvezd hatdsai a kisérletes sebészetben
bizonyitottak, azonban a terapids hatds a klinikai gyakorlatban tovabbra sem tisztdzott
(Heusch és mtsai, 2015; Pickard és mtsai, 2015; Krogstrup és mtsai, 2017).

Ugyanakkor a folyamat hatdsmechanizmusanak részletei nem ismertek teljes
mértékben. Nem rendelkeziink altaldnosan hasznalhat6 protokollal, nem ismert az sem, hogy
mennyi idével érdemes a célszervi ischaemia el6tt végezni. Nem ismeriink irodalmi adatokat
arra vonatkozdéan sem, hogy milyen hatdst gyakorol a tavoli szervi ischaemids

preconditionalds a micro-rheologiai és a microcirculatios paraméterekre.



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. A maj makroszkopos és mikroszkopos anatomiaja
2.1.1. A maj sebészi anatomidja

Testlink legnagyobb mirigye a m4j sulya megkozelitdleg 1500-2000 g, mely egyetlen,
folytonos parenchyma tomegbdl all, a jobb hypochondriumban a rekesz jobb kupolajaban
fekszik. A mdj mobilizaladsaval jard operacioknal kiemelt jelentdsége van a peritonealis
kettézetek altal képzett szalagoknak (lig. coronarium, lig. triangulare dextrum et sinistrum,
lig. falciforme, lig. teres hepatis). A m4j felszinén elhelyezkedd szalagok tapadasi vonalai és a
visceralis felszin H alaku bardzdarendszere alapjan oszthatd fel a m4j lebenyekre. A mjj
eliilsé felszinén tapado lig. falciforme a majat jobb és bal lebenyre osztja fel. A majat mély
barazdak osztjak fel, Cantlie 1989-ban funkcionalis szemlélet alapjan osztotta fel a majat jobb

¢s bal majfélre. A Rex-Cantlie-vonal az epeholyag fundusatol a v. cava inferiorig huzodik.

sulcus interlobaris

jobb lebeny bal lebeny

1. abra
A m3j sebészeti anatomiaja Couinaud alapjan
(Gaal Csaba: Sebészet, 2012 alapjan)



Az érstruktira (v. portae, v. hepaticae) alapjan a m4dj anatomiai egységének a
segmentum tekinthetd (Goldsmith és Woodburn, 1957). A harom v. hepatica négy szektorra
osztja a majat, melyekbe a v. portae egy-egy aga fut mindkét majfélbe a biliovascularis nyélen
keresztiil, igy alakitva ki a mdj nyolc segmentumat (Couinaud, 1954) (1. abra).

A mij kettds vérellatasu szerv, a majon atdramlo vérmennyiség megkozelitdleg 75%-
at szallito v. portae a v. mesenterica superior €s a v. lienalis egyesiilésébdl jon l1étre a pancreas
colluma mogott. A majhilusba érkezve két dgra oszlik: egy széles rovid jobb agra és egy
hosszabb, keskenyebb bal agra.

A masik taplalo ér, az a. hepatica a truncus coeliacusbol ered. A méajsejtek soha nem
kapnak teljesen oxigenizalt vért, mert a majparenchyma hepatocytainak perfusidja elott
keveredik a két forrdsbol szarmazod vér. Anatdmiai lefutdsa igen valtozatos, a normalis
anatomia minddssze 55%-ban fordul eld (Jakab, 2014).

A maj sinusoidalis keringésének gyijtévénai a bal, kozépso illetve a jobb v.
hepaticaba szedddnek Ossze. A v. hepaticak a segmentumok kozott futnak, ismerete sebészeti
szempontbol is nélkiilozhetetlen, hiszen véletlen lekotése az adott segment elhalasahoz vezet.

Az operaciok elvégzéséhez sziikséges vértelenség eléréséhez alkalmazzak a vascularis
exclusiot. Az érkirekesztés a Baron-Pringle miifogéassal kivitelezhetd, mely a ligamentum
hepatoduodenale leszoritasat jelenti (Pringle, 1908; Jakab, 2014). A mddszer elonyeit és
hatranyait a 1. tdblazat foglalja Ossze.

A maj mikodése nagymértékben fligg a megfeleld oxigénellatottsagtol, elsésorban
magas energiaigénye €és anoxids, hypoxias allapotokra valo érzé¢kenysége miatt (Kim és mtsai,
2005; Teoh, 2011). Az irodalmi adatok és a klinikai gyakorlat alapjan az intermittald
ischaemia-reperfusio alkalmazasa egy elfogadott eljaras, hiszen a majszovet akar 60 perc
meleg ischaemiat is tolerdlni képes. Freitas és munkatarsai a moédositott Pringle mandver

alkalmazéséaval kiilonb6z6 iddtartamt ischaemia-reperfusios periodusok hatdsat vizsgaltak,



megfigyeléseik alapjan csak 30 perc ischaemia ¢€s az ezt kdvetd 120 perces reperfusio utan
1épett fel majparenchyma necrosis, tovabba leirtak, hogy csak hosszabb idétartamu ischaemia-
reperfusio okoz kiterjedtebb vascularis congestiot, micro-vesiculakat ¢és hydropicus

degeneraciot a majparenchymaban (Freitas és mtsai, 2017).

I. tablazat A Baron-Pringle mandver alkalmazéasanak eldnyei és hatranyai (Jakab, 2014)

Elonyei Hatranyai

Egyszerti, biztonsagos, gyors Ha az a. hepatica sinistra az a. gastrica

sinistrabol ered nincs teljes vértelenség

20 perc ischaemia utan az egészséges maj 6 | A vv. hepaticae nincsenek lezarva

napon beliil regeneralddik

4x ismételhetd (80 perc) Magas centralis vénas nyomas

Teljes vérzéskontroll érhetd el Légembdlia veszélye

2.1.2. A maj szovettani felépitése

A klasszikus majlebenyke (lobulus) a mdj mikroszkopikus felépitésének fontos
egysége. Az atmetszetében hatszogleti képlet kozepén helyezkedik el a v. centralis,
szogleteinél fut az ugynevezett Glisson-triasz (portalis tridsz: v. portae, a. hepatica és az
epeutrendszer agai). A v. centralistdl sugariranyban helyezkednek el egyetlen sejtrétegben a
majsejtgerendak, melyek kozott talalhatdéak az egymadssal kozlekedd, Osszefliggd rendszert
alkoté majsinusok. A kiilonleges szerkezeti felépitésnek koszonhetden a hepatocytdk nagy
feltileten képesek érintkezni az dket koriilvevd vérrel, és latjak el feladatukat. A lebenykén
beliil harom zdnat kiilonithetiink el: periportalis, kzépso €s centrolubularis zonék.

A portalis lebenyke felépitésének alapjaul a ductus interlobularis biliferi gytjtoteriilete
szolgal. A haromszdogletli egységek szogleteinél talalhatdéak a v. centralisok és centrumédban

van a Glisson-triasz.




A keresztmetszeti képben rombusz alaku Rappaport-féle madjacinus a portalis
kiserektdl valod tdvolsdg alapjan harom zoénara oszthat6. A zondknak kitiintetett szerepe van
ischaemia-reperfusios karosodéas sordn, hiszen a majsejtek pusztulasa a v. centralishoz kozel
esO 3. zonaban a legkifejezettebb. Az 1. zdna vérellatasa a legjobb, itt a legintenzivebbek az
anyagcserefolyamatok, ¢és a sejtek ellenallobbak a hypoxidval szemben, tovabba a

regeneracios potencial is nagy (Rappaport, 1958) (2. dbra).

|
|

| portalis tridsz /\

'/t/ v. centralis

~_

Klasszikus lebenyke Portalis lebenyke Majacinus

2. abra
A maj szovettani egységei: klasszikus lebenyke, portalis lebenyke, majacinus
(1: periportalis zona, 2: atmeneti zona, 3: pericentralis zona)

A hisztomorfologiai vizsgalatok tovabbi értékes informaciokkal szolgalhatnak az
tovabba, hogy a tavoli szervi ischaemias preconditonalas hogyan befolyasolja a szdveti

karosodas mértékét.

2.1.3. A laboratoriumi patkany maj anatomiai felépitése
A laboratoriumi patkany az egyik leggyakrabban hasznalt kisérleti allat a méjon
végzett kisérletes sebészeti beavatkozasok soran. A patkany felépitése igen hasonldé a human

anatomiahoz, ezért alkalmas az emésztérendszeren végzett anatdmiai, fiziologiai €s biokémiai
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vizsgalatokra. Elméletileg barmely sebészeti beavatkozés kivitelezhetd a patkany mdjon is,
azonban a patkdny m4dj pontos anatémiai felépitése még tovabbra sem ismert, a hasznalt
nomenklatura sem egységes (Martins és mtsai, 2007). A lehetséges anatomiai variaciok

pontos ismerete azonban kiemelten fontos a kisérletek sikeres kivitelezésénél.

lig. falciforme

v. cava inferior

lig. falciforme

SRL~12%

IRL~10%

B

3. abra
Az emberi m4j (A) és a patkany maj (B) felépitése
(Huawen Shi és mtsai, Thongsen Zheng rajza alapjan, 2015)
PC (lobus caudatus posterior), AC (lobus caudatus anterior), CP (processus caudatus),
IRL (jobb also lebeny), SRL (jobb fels6 lebeny), ML (medialis lebeny), LML (bal medialis lebeny),
RML (jobb medialis lebeny), LLL (bal lateralis lebeny), MF (medialis fissura), LF (bal fissura)

11



A human ¢és patkany maj felépitésében a legnagyobb kiilonbség a lebenyezettség €s az
epeholyag hianya (Kruepunga és mtsai, 2018). A patkany maj egy multilobularis szerv,
melynek tomege (15,5 g) a teljes testsuly 6%-at teszi ki. Fontos megjegyezni, hogy a
kiilonbozé szerzok eltéré anatomiai nomenklaturat haszndlnak. Madrahimov 4 lebenyt
kiilonboztet meg: bal lateralis lebeny, jobb lebeny, medialis lebeny ¢és caudalis lebeny
(Kogure és mtsai, 1999; Madrahimov ¢és mtsai, 2006; Martins és mtsai, 2007). Kogure ¢és
munkatérsai 0sszehasonlitottak a patkany €s a human m4;j felépitését (II. tablazat).

Vdoviakova szerint 6 lebenyt kiilonithetiink el: bal medialis, bal lateralis, jobb
medialis, jobb lateralis, caudalis és a quadrans lebeny (lobus hepatis sinister medialis, lobus
hepatis sinister lateralis, lobus hepatis dexter medialis, lobus hepatis dexter lateralis, lobus
caudatus, lobus quadratus). A patkany esetében nincs epehdlyag és ductus choledochus. A
vasculatura tekintetében igen nagy anatdémiai variabilitdst mutatnak (Vdoviakova és mtsai,

2016).

II. tablazat A patkdny m4j és a human mé;j 6sszehasonlitdsa (Kogure és mtsai alapjan, 1999)

Patkany m4j Emberi méj

Caudalis lebeny, paracavalis portio | L. és VIII. segmentum

Bal lebeny II. segmentum
Ko6z€pso lebeny L., IV., V. segmentum
Jobb lebeny VI. és VIIL. segmentum

A mjj keringésének szempontjabdl fontos tény, hogy a patkany maj esetében gyakori
a kollateralis artérids keringés és a kommunikacié a hepaticus és portalis vénds rendszer

kozott, ellentétben az emberi méjjal, ahol ez nem fordul elé (Martins és mtsai, 2007).
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2.2. A mikrokeringés

A keringésnek harom szakaszat kiilonboztetjiik meg, a ,,tomeges aramlas” - (ératmérd
nagyobb, mint 300 um), az ,,atmeneti” - (ératmérd: 300-8 um), és az ,,egyenkénti” aramlas
zonaja (ératmérd kisebb, mint 8 um).

A ,tomeges dramlas” zonajaban fiziologias koriilmények kozott elsdsorban a
hemodinamikai  tényezOk (perfusiés nyomas, vasodilatditor ¢€s  vasoconstrictor
mechanizmusok) hatarozzak meg a véraramléast. Patofiziologias allapotokban, a
hemodinamikai rezerv kapacitds kimeriilése esetén kiemelt jelentdséggel birnak a
haemorheologiai paraméterek (Chien, 1987, Bernat és Pongracz, 1999; Baskurt ¢és
Meiselman, 2003).

A 300 ¢és 8 um kozotti ératmérdvel rendelkezd szakaszon a parabolikus aramlasi
sebesség-profil érvényesiil. Az érpalya axisa mentén magasabb haematocrit és az aramlasi
sebesség novekedése figyelhetd meg, mig az érfal mentén Iétrejon egy sejtszegény
plazmaréteg (Poiseuille-zona). Igy kialakul az axialis 4ramlds, melyet a vorosvérsejt
aggregatio felerdsit (Bernat és Pongracz, 1999; Baskurt és Meiselman, 2003; Popel és
Johnson, 2005). A Poiseuille-zondban az aramldsi sebesség alacsonyabb, ez pedig a
haematocrit redukciojahoz vezet (Fahreus-effektus) (Fahreus, 1958). A 100 és 40 um kozotti
érszakaszon érvényesiil, ami az ératméré csokkenésével parhuzamosan vérviszkozitas
csokkenést jelent (Fahreus-Lindquist-effektus) (Fahreus és Lindquist, 1931).

A mikrokeringés teriiletét a 100 pm-nél kisebb erek jelentik, mely a pre-kapillaris
arteriolaknal kezdddik és a post-kapillaris venuldkkal végzddik (Copley, 1990; Baskurt és
Meiselman, 2003).

A 8 um-nél kisebb erek esetében létrejon az ,.egyenkénti aramlas” szakasza, ahol
kiemelt jelentdségiick az ataramlé alakos elemek, hiszen morfologiai, mechanikus

tulajdonségaik és az érfallal valé kolcsonhatdsaik hatarozzék meg az dramlas sebességét.
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A mikrokeringés allapotat befolyasolja a kapillarisok felépitése, a micro-rheologiai
paraméterek, és a hemodinamikai statusz.

Az ischaemia-reperfusio ideje alatt bekovetkezO mikrokeringési zavarok tovéabb
fokozhatjak a szdvetet ért karosodas mértékét (Menger és mtsai, 1999), ezért a microcirculatio
monitorozasa elengedhetetlen az ischaemia-reperfusio okozta szervi karosodas detektalasaban

¢s eldrejelzésében.

2.3. Haemorheologiai paraméterek

Alfred Lewin Copley (1910-1992), haematologus definidlta a haemorheologia, azaz a
véraramlastan fogalmat: ,, A haemorheologia a vér sejtes és plazmatikus komponensei makro-
és mikroszkopikus dimenzioju aramlastananak, valamint a vérrel kontaktusban lévo eérfal
rheologiajanak dsszefoglalo megjeloléese” (Copley, 1985).

A 6 haemorheologiai paramérek kézé sorolhatd a teljes vér €s plazma viszkozitas, a
haematocrit, a vorosvérsejt aggregatio €s a vorosvérsejt deformabilitas (Bogar, 1999; Baskurt
¢s mtsai, 2003; Baskurt és Meiselman, 2007).

A haemorheologiai paraméterek koziil kiemelt fontossdgiiak a voOrdsvérsejtek
elnyujthatosagaval, deformabilitasaval, illetve reverzibilis 0Osszekapcsolodasaval, azaz
aggregatiojaval Osszefliggd tényezok, hiszen a microcirculatio teriiletén ezen faktoroknak
meghatdroz6 szerepiik van.

A vér nem-newtoni folyadékként értelmezhetd, viszkozitdsa fligg a sebesség-
gradienst6l (Hardeman, 2007), befolydsolja a haematocrit (szuszpendalt alakos elemek
mennyisége), a plazma viszkozitds (hidrataltsdgi allapot, nagy elongalt térszerkezetli
molekuldk, mint a fibrinogén, a triglicerid szint) és a voOrdsvérsejtek micro-rheologiai
tulajdonsdgai (deformabilitds ¢és aggregatio) (Berndt és Pongracz, 1999; Baskurt ¢és

Meiselman, 2003; Németh, 2011).
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2.3.1. Vorosversejt deformabilitas

A vordsvérsejtek nyirdfesziiltséggel szemben mutatott passziv alakvaltozasi képessége
a deformabilitas, amely a vorosvérsejtek elnyujthatosagaként értelmezhetd. A deformabilitas
hatterében kiilonleges mechanikai tulajdonsagaik és egyediilallo, bikonkav alakjuk és
szerkezetlik all (Evans és La Celle, 1975; Meiselman, 1981; Chien, 1987). A vorosvérsejtek
viszkoelasztikus corpusculumoknak tekinthetdk, a deformalt allapot 1étrejottét kovetden,
amikor az er6hatds megszlinik képesek visszanyerni korabbi alakjukat. Tulzott mértéki
erObehatds esetén azonban az alakban bekovetkezett valtozas irreverzibilis maradhat (Evans
¢s La Celle, 1975; Bhattacharya, 2011).

A deformabilitds a vordsvérsejtek individualis tulajdonsagdnak tekinthetd. Az
elongalodas kialakulasaban a cytoskeleton, a sejtmembran viszkozitdsa, a sejt térfogat, a sejt
felszin, a sejt felszin/térfogatanak ardnya, a sejtek egyéni morfologiai tulajdonsagai
meghatarozo szereppel birnak. Az alakvaltoztatasi képességben kimelt szerepe van a
sejtmembran alatt taldlhatd cytoskeletonnak (Chasis és Shohet, 1987). A vordsvérsejtek
kiilonleges bikonkdv alakjdnak koszonhetd, hogy képesek az alakvaltozasra a membran
feliiletének valtozasa nélkiil.

A sejt hidrataltsagi allapota befolyasolja a sejt feliilet/térfogat aranyat, azaz a sejt

crer

crer

novekedése mellett a sejtfelszin mérete valtozatlan marad (Meiselman, 1981; Chien, 1987;
Mohandas és Chasis, 1993; Baskurt és Meiselman, 2003; de Oliveira és Saldanha, 2010).
A vorosvérsejtek deformabilitasi képessége, azaz elnyujthatdosdga nélkiilozhetetlen a

keringés ugynevezett ,,egyenkénti aramlas” zoénajaban, hiszen itt az ératmérd 8§ um alatt van.
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2.3.2. Vorosversejt aggregatio

A haemorheologiai paraméterek kozott masik fontos micro-rheologiai tényezd a
vOrosvérsejt aggregatio, amely a vorosvérsejtek stasisnal vagy alacsony sebesség-gradiensnél
bekovetkezd reverzibilis Osszekapcsolddasat jelenti (Toth és Juricskai, 1999; Baskurt és
mtsai, 2000; Baskurt és Meiselman, 2003; Baskurt és mtsai, 2012). A folyamathoz tobb
vOrosvérsejt interakcioja sziikséges, szemben a deformabilitdssal, amely a sejt individualis
tulajdonsagaként foghato fel. Az aggregatiohoz elengedhetetlen a megfelelé deformabilitas,
hiszen az aggregatio soran kialalkuld pénztekercsképzddéshez sziikséges a vordsvérsejtek
alakvaltoztatasi képessége. A plazmaban keringd nagyméretli, elongalt térszerkezetli
molekuldk, mint a fibrinogén, eldsegiti az aggregatio kialakuldsat (Baskurt, 2003; Baskurt és
mtsai, 2012).

A voOrosvérsejt aggregatio létrejottének magyarazatara két elmélet 1étezik. Az
ugynevezett ,bridging modell” szerint a voOrosvérsejt kornyezetében 1évo elongalt
térszerkezetli makromolekuldk koncentracidja hatarozza meg, hogy kialakul-e az aggregatio
azaltal, hogy a vorosvérsejtek talalkozasat, 6sszekapcsolodasat tamogatjak. Ezt tamasztja ala,
hogy az aggregatio folyamata nem jon Iétre fizioldgids sooldatban vagy pufferben
szuszpendalt sejtek kozott.

A ,,deplécios-modell” elmélet a sejtfelszinen 1étrejovo deplécios zona kiemelt szerepét
hangsulyozza. Az elmélet szerint a plazma és a vorosvérsejtfalhoz kozeli folyadékzona kozott
ozmotikus gradiens alakul ki annak kovetkeztében, hogy a makromolekuldk nem képesek
teljesen a membranhoz penetralni a glycocalyx réteg miatt, ez a folyamat pedig eldsegiti a
sejtek dsszetapadasat (Chien, 1987; Carvalho és mtsai, 2010; Baskurt és mtsai, 2012).

Fiziologias koriilmények kozott az Gjrainduld véraramlas, novekvd sebesség-gradiens
esetén a vorosvérsejtekre disaggregatidos erdk hatnak, igy mint a sejtfelszini elektrosztatikus

taszitderd, a sejtmembran csokkent elaszticitasa és a nyiroerd (Baskurt és mtsai, 2012).
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2.3.3. A haemorhelogiai paramétereket befolyasolo korfolyamatok

A haemorheologiai paraméterek komplex Osszefiiggései révén magyarazhato, hogy
szamos patofiziologias allapot vezethet a rheologiai értékek valtozasaihoz.

Az aramlasi sebesség szerepe donté a haemorheologiaban. Elettani koriilmények
kozott az ératmérdt szabalyozd mechanizmusok ¢és a perfusidos nyomas befolyasolja, mig
koros allapotokban a teljes vér viszkozitas is jelentds hatast gyakorol az aramlasi sebességre
(Schmid-Schonbein, 1976; Baskurt és Meiselman, 2003; Rampling és mtsai, 2007).

A rigidebb vorosvérsejtek deformabilitasi képessége romlik, ez pedig a viszkozités
novekedését okozza. A kapillarisok atmérdje kisebb is lehet, mint a vorosvérsejtek atmérdje,
igy ezeken az érszakaszokon a vordsvérsejtek csak alakvaltoztatds aran tudnak athaladni. A
deformabilitas csokkenése perfusidés zavarokat okoz az adott teriileten, a megvaltozott
tapanyag ¢és oxigénellatas pedig szoveti funkcidzavarokat okoz (Driessen és mtsai, 1980;
Baskurt és mtsai, 2009a; Németh és mtsai, 2012).

Az intakt intracellularis homeosztazis esszencialis, hiszen a membran rigiditasat és a
sejtek fizioldgids mechanikai allapotdt meghatarozza a sejtmembranban elhelyezkedé ATP-
dependens calcium csatorna milkodésével fenntartott alacsony cytosolicus calcium
koncentracio, ezaltal a metabolikus valtozadsok és az ATP mennyiségének csokkenése
befolyasolja az ioncsatornak megfeleld miikddését (Hochmuth és Waugh,1986).

A pH, a laktat koncentracid, az ozmolaritas €s a homérséklet valtozasai szintén
befolyasolhatjdk a vordsvérsejtek deformabilitasi képességét (Bernat és Pongracz, 1999;
Kuzman és mtsai, 2000; Brun, 2002; Baskurt, 2007 ¢és 2008).

A vorosvérsejt aggregatio fokozodasa is a viszkozitas emelkedéshez vezet, tovabba
csokken a surlodasi ellendllds az érfal mentén, a mikrokeringés teriiletén ndé a vascularis

ellendllas. A fokozott aggregatio hatasara erdsddik az axialis aramlés, itt az dramlasi sebesség
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magasabb, igy az érfal mentén alacsonyabb lesz az aramlési sebesség ami a haematocrit
csokkenéséhez vezet, ¢és kozos eredoként ndvekedhet a vascularis tonus (Cokelet, 1980;
Baskurt, 2008; Baskurt és mstai, 2012).

Az aggregatumok érpalyan beliili kozépre sodrodasanak kovetkeztében létrejon az
érfal mellett egy sejtmentes zona, amely jelentdsen megneheziti az oxigén érfalon keresztiili
idézhetik eld, ami ischaemids karosodast eredményez a szdvetben (Pearson és Lipowsky,
2000; Bishop és mtsai, 2001; Yedgar €s mtsai, 2002).

Osszefoglalva a kovetkezd tényezdk hatnak a vorosvérsejt deformabilitisra és
aggregatiora: sav-bazis valtozasok, vér pH valtozas, laktat koncentracid, ozmolaritas,
oxigenizaci6 mértéke, szabadgyok-reakciok, NO szint valtozasai, mechanikus sériilés,
hemodinamikai valtozasok (Meiselman, 1981; Brun, 2002; Popel és Johnson, 2005; Baskurt,
2007; Németh, 2011; Baskurt és mtsai, 2012, Németh és mtsai, 2018).

A haemorheologiai paraméterek romlasa csokkent szdveti perfusiot eredményez, ami
tovabbi karosoddsokhoz és a micro-rheologiai paraméterek tovabbi valtozasaihoz vezethetnek
(Baskurt és mtsai, 2004; Yalcin és mtsai, 2004).

Mind az alapkutatasokban, mind az allatkisérletes vizsgalatokban a fenti paraméterek
valtozasai gyakran jelzd értékiiek. A kisérletes modellek soran kapott eredmények adekvat
értekelése jelentdsen hozzdjarulhat a micro-rheologiai eltérésekkel és ezzel egyidejlileg a
microcirculatio allapotanak valtozasaval jar6é korfolyamatok megismeréséhez és a megfeleld

terapids stratégia kidolgozasahoz (Lipowsky, 2005; Baskurt, 2007 és 2008; Németh, 2011).
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2.4. Az ischaemia-reperfusio
2.4.1. Ischaemia-reperfusios karosodas patofiziologidaja

A vérellatas akadalyozottsaga a szovetek ischaemids karosodasat eredményezi, az ezt
kovetd reperfusio, a véraramlas ujraindulds paradox médon pedig tovabb erdsiti ezeket a
patologias folyamatokat.

Az ischaemia-reperfusio patomechanizmusa ¢és a kialakul6 patofizioldgiai folyamatok
sz¢éles korben vizsgaltak (Nanobashvili és mtsai, 2002; Gori és mtsai, 2006). Az ischaemia-
reperfusio soran a csokkent tapanyag €s oxigénellatds kovetkeztében felborul a szovetek
metabolikus egyenstlya, mely szovetkarosodashoz vezet. A komplex folyamat soran lokalis
¢és szisztémas valtozasok alakulnak ki. A fellépd hypoxia és acidosis kovetkeztében csokken
az intracellularis pH ¢és laktat akkumuléacid alakul ki, inflammatorikus reakciok, neutrophil
aktivacié, komplementrendszer aktivacio, oxigén tartalmi szabadgyok felszabadulas és
endothel kéarosodas Iépnek fel (Anaya-Prado és mtsai, 2002; Nanobashvili és mtsai, 2002;
Miranda és mtsai, 2004; Gori és mtsai, 2006; Silva és mtsai, 2006).

A lokalis metabolikus valtozasok, és az ischaemia altal érintett teriileten bekovetkezo
leukocyta akkumul4cié hatdssal lehet a szisztémas paraméterekre is, hiszen a kezdetben
lokalisan felhalmozodott metabolitok a reperfusio kovetkeztében elérik a szisztémas keringést
1s, és irreverzibilis szervkarosodast eredményezhetnek (Anaya-Prado és mtsai, 2002; Gori és
mtsai, 2006; Szokoly és mtsai, 2006; Eltzschig és mtsai, 2011). A gyulladasos folyamatok
részeként fellépd akut fazis reakciok hatasara nd a fibrinogén szint és az immunglobulinok
szintje, ezzel parhuzamosan pedig relativ albumin csékkenés Iéphet fel (Zhai és mtsai, 2011).

A fellépé ATP hidny kovetkeztében karosodik az ionpumpdk miikddése, ami
intracellularis Ca*" akkumul4ciohoz vezet. A megndvekedett intracellularis Ca*" koncentracio
kovetkeztében a Ca-fliggd proteaz mitkodésének hatdsira a xantin dehidrogendzbdl xantin-

oxidaz képzddik. A xantin-oxiddz mukodéséhez oxigén jelenléte sziikséges, amely a
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véraramlas ujraindulasdval ismét rendelkezésre all. A hypoxantin az ischaemia miatt
bekovetkezd ATP defoszforildlodasa soran keletkezik. A xantin-oxiddz enzim hatisara
szuperoxid anion ¢és hidrogén-peroxid keletkezik, amely karositja a sejtmembrant, tovabba
megvaltoztatja a haemoglobin szerkezetét és a kiilonboz6 strukturalis fehérjéket (Popel és
Johnson, 2005; Baskurt, 2008; Németh, 2011; Granger és mtsai, 2015).

Tovabb sulyosbitja a karosodast a szabadgyokok elimindlasara szolgald enzimek
(katalaz, glutation-peroxidaz, szuperoxid-dizmutaz) reperfusio alatt bekovetkezd funkcionalis
sériilése (Granger ¢és mtsai, 2015).

Az endothel-diszfunkci6 kulcsszerepet jatszhat, hiszen ezen sejtek rendkiviil
érzékenyen reagalnak mind az oxigénhianyra, mind az azt kdvetd reoxigenizaciora (Granger,
1988).

Tobb tényezd akadalyozhatja a véraramlds Ujrainduldsat, mint példaul thrombus,
endothel duzzadas, interstitialis oedema, haemoconcentratio. Az ugynevezett ,,no-reflow”
jelenség kialakulasat indukald patologias folyamatok mar az ischaemia alatt elkezdddnek, de
a reperfusio soran ez tovabb fokozodik €s a kapillarisokban a keringés ledllasat is okozhatja.
A jelenség okozta karosodds mértéke aranyos az ischaemia és az azt kovetd reperfusio
idotartamaval. A folyamat hatterében az endothel-diszfunkcido ¢és duzzadas, a kapillaris
permeabilitas novekedése, a megndvekedett thrombocyta szam és fibrinkoncentracio, a levalod
sejtek miatt képzddd intralumindlis micro-thrombusok, a sav-bazis egyensuly felboruldsa,
vascularis spasmus kialakuldsa, és a gyulladasos sejtek aktivéacioja all (Reffelmann és Kloner,
2002; Rezkalla és mtsai, 2002).

Ezek a koros folyamatok tobb ponton is eredményezhetik a micro-rheologiai
kornyezet valtozasat €s a mikrokeringés romlasat. Ismert, hogy az ischaemia-reperfusio
kovetkeztében kialakuld kéarosodas érinti a vordsvérsejtek deformabilitdsat és aggregatios

készségét (Kayar és mtsai, 2001; Németh és mtsai, 2006; Gori és mtsai, 2006). A sav-bazis
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egyensuly valtozasai kozvetleniil is befolydsolhatjak a vér Osszetételét, a vorosvérsejtek
morfologiai tulajdonsagait (Nanobashvili és mtsai, 2002; Baskurt és Meiselman, 2007) és a
micro-rheologiai paramétereket (Szokoly €s mtsai, 2006; Németh és mtsai, 2018). A reaktiv
oxigén szabadgyokok lipidperoxidacio altal karositjak a vordsvérsejtek membréanjat és a

haemoglobint (Baskurt és Meiselman, 2007).

2.4.2. A maj ischaemia-reperfusio patomechanizmusa

A madj ischaemia-reperfusidos karosoddsaval szamolhatunk trauma, maj resectio és
transzplantacio soran. A miitétek hatékony kivitelezéséhez sziikséges a majat ellatd erek
kirekesztése a keringésbdl. Erre alkalmas az ugynevezett Baron-Pringle mandver, mely a
ligamentum hepatoduodenale ideiglenes leszoritasat jelenti (Pringle, 1908; Sébe ¢és mitsai,
2000; Camargo ¢és mtsai, 2003; Freitas ¢és mtsai, 2017). Az eljaras soran csokken a maj, a
gyomor, a vékonybél, a vastagbél anterior teriiletének, a pancreas és a 1ép véraramlasa.

Fontos megjegyezni, hogy nem csak a majon végzett mitétek erdményezhetik a ma;j
ischaemia-reperfusios karosodasat, hanem kozvetett modon a sepsis, trauma, keringési-,
1égzési elégtelenség, haemorrhagia kovetkeztében kialakult keringési zavar és hypoxia is
vezethet a maj ischaemia-reperfusios szoveti karosodasdhoz (Birrer és mtsai, 2007; Rushing
¢és mtsai, 2008).

Az ischaemia-reperfusio kozvetlen sejtkarosodast okoz, valamint a kiilonbdzo
inflammatorikus utvonal aktivalasa révén szervi diszfunkcidhoz vezet a majon (Kim, 2003;
Kupiec-Weglinski €és mtsai, 2005; Kanoria és mtsai, 2006; Abu-Amara és mtsai, 2010b; Feng
¢s mtsai, 2012; Freitas és mtsai, 2017). A reaktiv oxigéngyokdk, a citokin szekrécio, a
neutrophil sejtek infiltracidja, valamint a mdj csokkent mikrokeringése tovabb fokozza a
gyulladdsos folyamatokat, ami sejthalalhoz, a miikddoképes parenchyma vesztéshez ¢és

majelégtelenséghez vezet (Fondevila és mtsai, 2003; Jaeschke és mtsai, 2012; Gilbo és mtsai,
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2016). A cholangiocytak kiilonosen érzékenyek az ischaemia-reperfusios kéarosodasra, a
necrosis és a micro-thrombusok kialakuldsa miatt pedig karosodik a peribiliaris plexus. A
sejthalal folyamatdban mind a necrosis, mind az apoptosis szimultan jelen lehet. Necrosist
kovetéen a sejtmembran elvesziti integritasat, a kidramlo intracelullaris komponensek
gyulladast okoznak a kornyezd szovetekben (Gilbo €és mtsai, 2016).

A mjj rezidens makrofagjai, a Kupffer sejtek, kulcsszerepet jatszanak az ischaemia-
reperfusiora adott valaszreakci6 kialakulasdban (Raptis €s mtsai, 2014; Yue és mtsai, 2017).
A Kupffer sejtek altal szekretalt IL-10 kiemelten fontos a pro-inflammatorikus valasz

A szovetek regeneracidos képességét, a sejtkarosodas reverzibilitasanak lehetdségeit
jelentdsen befolyasolja az érintett szovet mindsége, altalanos allapota, a karosodas kiterjedése.
Ismert, hogy majcirrhosis és steatosis hepatis esetén a szovetek ischaemids toleranciaja
alacsonyabb, a regeneracidos potencial is korlatozott (Kneuertz és mtsai, 2011).
Transzplantacidé €s maj resectio utan a klinikai kimentel szempontjabol a legfontosabb a
residualis méjszovet miikodoképessége (Olthof és mtsai, 2017).

A majat ért ischaemia-reperfusio soran jelentkezd patologias folyamatok soran
kulcsszerepet kap a vasoconstrictor ¢és vasodilatator mechanizmusok egyensulyanak
felborulasa, a komplement aktivacio, a thromboxan és endothelin termelddésének ndvekedése

¢s a prosztaglandin szintézis csokkenése (Abu-Amara és mtsai, 2010b) (4. abra).
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Sinus endothel
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Novekvo
endothelin
koncentracio
4. abra

A méjat ért ischaemia-reperfusios karosodas kovetkezményei
(Abu-Amara és mtsai alapjan, 2010b)

2.4.3. Az ischaemia-reperfusio prevencios lehetioségei

Tekintettel arra, hogy az ischaemia-reperfusio szamos korfolyamat és sebészeti
beavatkozéas soran kialakulhat, jelenleg is intenziv kutatdsok folynak olyan farmakoldgiai
agens vagy intervencios eljaras kifejlesztésére, amely hatékony lehet az ischaemia-reperfusio
altal elszenvedett szovetkarosodds prevencidjaban vagy a kéarosodas mértékének
csokkentésében. Mivel a szovetek ¢életképessége alapvetden a megfeleld vérellatottsagtol
fligg, ezért az ischaemia-reperfusio okozta karosodas megeldzése és mérséklése kiemelten
fontos. Ezen folyamatok befolyasolhatjak az operacid eredményességét, hiszen jelentds
szerepet jatszanak a postoperativ morbiditasban és mortalitasban (Kim és mtsai, 2005; Teoh,
2011).

Farmakologiai szempontbol alkalmazhatoak antioxiddns szerek, vasodilatatorok,
rheologiai paraméterekre hatdé agensek (Nanobashvili és mtsai, 2002; Abu-Amara €s mtsai,
2010).

A kovetkezd intervencids stratégidk ismertek: kontrollalt reperfusio, a szovetek

ischaemids  tolerancidjanak  fokozésa  preconditionalds,  perconditionalas  vagy
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postconditionalas altal. Az ischaemids conditionalas révid idejli, reperfusios idészakokkal
megszakitott ischaemids periddusok sorozatat jelenti az ischaemia eldtt vagy utan (Murry és
mtsai, 1986; Przyklenk ¢és mtsai, 1993; Kharbanda és mtsai, 2002; Costa és mtsai, 2014). A
modszer hatékonynak bizonyult az ischaemia-reperfusidés szoveti karosodas mértékének
csokkentésében szamos szerv esetében, beleértve a majat is (Cheung ¢és mtsai, 2006;
Hausenloy és mtsai, 2007; Li és mtsai, 2015; Gilbo és mtsai, 2016).

Az ischaemias preconditiondlds aktivalja a szovet endogén védelmi rendszerét és
szamos sejttipusra hatdssal van (Kupffer sejt aktivacid, leukocyta adhézid), tovabba
befolydsold hatassal bir a mikrokeringés allapotara, pro-inflammatorikus citokin
felszabadulasra, apoptosisra, necrosisra (Bahde és mtsai, 2010). A modszer hatranya a szervre
kifejtett kozvetlen stressz, a vascularis occlusio pedig a nagyobb erek mechanikai sériilését
okozhatja (Tapuria és mtsai, 2008).

Az eljaras alkalmazhat6 az ischaemianak kitett szerven vagy egy attol tdvol es6, masik
szerven (tavoli szervi ischaemids preconditionalas- remote ischaemic preconditioning-RIPC)

(Przyklenk és mtsai, 1993; Otani és mtsai, 2008; Gilbo és mtsai, 2016).

2.4.4. A tavoli szervi ischaemias preconditiondlas

Tobb tanulmany beszamol a tavoli szervi ischaemids preconditionalds jotékony és
védo hatasairdl, mely rovid idejli ischaemia-reperfusids ciklusok alkalmazasat jelenti egy, az
ischaemianak kitett célszervtdl tavol es6 masik szerven/szoveten (Kharbanda és mtsai, 2002;
Waldow és mtsai, 2005; Kanoria és mtsai, 2006). A tavoli szervi ischaemids preconditionalas
gyakran alkalmazhat6 végtagon, igy ndvelve szdmos szerv (agy, sziv, vese, mdj) ischaemids
tolerancidjat (Tapuria és mtsai, 2009; Hoole és mtsai, 2009; Botker és mtsai, 2010; Zhang ¢€s

mtsai, 2012; Li és mtsai, 2015; Hausenloy és mtsai, 2015; Hu és mtsai, 2016).
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Az RIPC az egyik leghatékonyabb protektiv eljarasként ismert az ischaemia-
reperfusids karosodassal szemben (Otani és mtsai, 2008; Kierulf-Lassen és mtsai, 2015),
azonban a pontos hatdsmechanizmus részletei még nem tisztdzottak. Feltételezheté a mentd
kinaz utvonalak aktivalodasa és a paraszimpatikus valaszreakcid hatasai (Costa és mitsai,
2014). Rovid idejii ischaemia-reperfusios ciklusok alatt a kondicionalt szovet csokkent
vérellatdsa kovetkeztében csokken az oxigénellatds és a metabolizmus, az ezt kovetd
reperfusio pedig felerdsiti a szabadgyok- reakciot és az inflammatorikus aktivaciot (Fondevila
¢s mtsai, 2003; Eltzschig és mtsai, 2011).

Limani és munkatédrsai idds egereket hasznaltak annak vizsgalatara, hogy az RIPC
hatékony prevencios stratégia-e maj ischaemia-reperfusio sordn. Megerdsitést nyert, hogy a
tavoli szervi ischaemias preconditionalds hatékonyabb, mint mas prevencids eljarasok, mivel
a standard ischaemiés preconditionalas ineffektivnek bizonyult id0s méj esetén. Tovabba azt
talaltak, hogy az RIPC jobban aktivalja a protektiv jelatviteli utvonalakat. A VEGF a
kulcsmediator az RIPC protektiv hatasainak kialakuldsaban id0s mdjban, ¢és a korfiiggd
elvaltozasokat is csokkenti a maj sinusoidokban (Limani és mtsai, 2016).

Irodalmi adatok alapjan a tavoli szervi ischaemias preconditionalds véddéhatasat a
vérbol felszabadulod protektiv faktorok indukcidja €s felszabadulasa altal fejti ki (Tapuria és
mtsai, 2009; Kierulf-Lassen €és mtsai, 2015). Bar az effektormechanizmus, melyen keresztiil a
protektiv faktor eljut a preconditiondlt szovettdl az ischaemidn atesett szervhez még
ismeretlen, ugy tlinik, hogy a vizsgalat targyat képezd egész testre hatdssal vannak az
ischaemids conditionalas altal indukalt valtozasok. Elképzelhetének tlinik, hogy a védelmet
biztosito keringd faktorok kozott maga a vér lehet az egyik.

A legfrissebb kutatasi eredmények alapjan a preconditiondlas soran lokélis mediatorok
szabadulnak fel a preconditiondldsnak kitett szervben/szovetben, melyek triggerelik az

affrerens szenzoros neuronokat, majd a kdzponti idegrendszerbe érkezett szignal hatasara a n.
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vagus a kiilonboz6 szervek autondm beidegzése altal szekunder mediatorok felszabadulasahoz
vezet. Szubcellularis utvonalak ¢és felszini receptorok kozvetitésével fejtik ki protektiv
hatasukat a célszerven (Szijartd és mtsai, 2012; Pickard és mtsai, 2016).

A téavoli szervi ischaemias preconditionalds altal indukalt protektiv hatasok egy korai
(2-3 ora) ¢és egy késoi (72 oraig tartd) fazisra oszthatéak (Stokfisz és mtsai, 2017; Chen G és
mtsai, 2018).

Az eljaras klinikai jelentdségét noveli, hogy a tavoli szervi ischaemids
preconditionaldas egy non-invaziv, konnyen alkalmazhaté modszer a kiilonbozd klinikai
szituaciokban, mely egy mandzsettaval létrehezott ischaemiaval kivitelezhetd az also- vagy

felsd végtagon.
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. CELKITUZESEK

Célunk volt olyan allatkisérletes modell kialakitdsa, ahol a parcidlis maj ischaemia-
reperfusio hatasai vizsgalhatoak.

Kisérleteinkben vizsgalni kivantuk patkanymodellen a 60 perc idétartamt 70-%-0s
parcidlis maj ischaemia €és az azt kovetdé 120 perc reperfusio vitalis paraméterekre,
hemodinamikai statuszra, mikrokeringésre, sav-bazis-, haematoldgiai-, micro-rheologiai
paraméterekre kifejtett hatasait.

Kisérletiink célja volt az ischaemia-reperfusio hatdsara kialakulé morfoldgiai valtozasok
elemzése, és a szovettani eltérések mikrokeringéssel vald dsszefliggéseinek vizsgalata.
Célunk volt annak Osszehasonlitdsa, hogy milyen mértékii valtozdsok mutatkoznak az
altalunk vizsgalt paraméterek esetében a korai és késdi tavoli szervi ischaemias

preconditionalt csoportokban az ischaemia-reperfusion atesett csoporthoz képest.
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4. ANYAG ES MODSZER
4.1. Kisérleti allatok, miitéti technika és mintavételi eljaras

A kisérlet a Debreceni Egyetemi Allatjoléti Biztottsag (DEMAB) altal jovahagyott és
regisztralt engedély alapjan keriilt kivitelezésre (Engedélyszam: 20/2011; 25/2016 DEMAB),
0sszhangban az 1998. évi XXVIIL. ,,Az éllatok védelmérol és kiméletérdl szold térvény, a
40/2013. allatkisérletekrdl szol6 Kormanyrendelet és Europai Unios (2010/63 EU-Direktiva)
eldirasaival.

Huszonegy him és ndstény Crl:WI outbred patkanyt (Toxicoop Kft., testtomeg:
386,5+57 g) véletlenszertien kivalasztva harom kisérleti csoportba osztottunk, oly modon,
hogy minden csoportba 5 him ¢és 2 ndstény allat keriiljon. A kisérleti allatokat ketrecben,
szobahOmérsékleten tartottuk, vizhez és taplalékhoz szabad hozzaférést biztositva. Azonos
koru (14-16 hetes) patkanyokat vontunk be a kisérletbe, hiszen a sebészeti beavatkozasok
soran az ¢letkor kritikus tényezd lehet (Jiménez-Castro és mtsai, 2013). A mitétet megel6zo
napon minden allat analgeticumként Flunixin (2,5 mg/kg s.c.) injekcidban részesiilt.

Az ischaemias preconditionaldsi protokollt és a sebészeti beavatkozasokat altalanos
anaesthesidban végeztik (60 mg/kg Thiopental, i.p.). Premedikacioként atropin-szulfatot
kaptak (0,06 mg/kg, s.c.). Az allatok szupindlt testhelyzetben fiitott padon keriiltek
elhelyezésre az allando testhomérséklet fenntartasa céljabol.

A Kontroll csoportban (n=7) a bal inguinalis és abdominalis régidok teljesen
leborotvalasra keriiltek, majd Betadine-os dezinficialas tortént. A bal lagyéki teriileten 1 cm-
es horizontalis metszést kdvetden operald mikroszkop segitségével (Leica Wild 64 M650) az
a. femoralis kipreparalasra keriilt, majd kaniilalas tortént (BD Neoflon™ 26G). Median
laparotomidt végeztiink, melynek soran a metszést a sternum caudalis végétdl a processus

xiphoideustol a pecten ossis pubisig vezettiink, majd a beleket dvatosan a kisérleti allat bal
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oldalara helyeztiik, és nedvesen tartas céljabol, valamint a dehidracidét megelézendd miianyag
lappal izolaltuk.

Ezt kovetden 70%-os parcidlis m4j ischaemiat hoztunk 1étre oly mddon, hogy a bilio-
vascularis nyél identifikalasat kovetden vascularis occlusiot létesitettiink. Atraumatikus,
mikrosebészeti klippet helyeztiink fel 60 percre az érnyélre gy, hogy a processus caudatus €s
a jobb also és felsd lebeny vérellatasa intakt maradt (Kupcsulik és Kokas,1979; Szijartd és
mtsai, 2006) (5-7. dbra). A m4jlebenyek szinében bekovetkezd valtozas jelezte a leszoritas

sikerességét.

5. abra
A 70%-o0s maj ischaemia-reperfusio 1étrehozasa (M. Oltean alapjan)
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6. abra
A kaniilalt bal oldali a. femoralis

7. abra
Atraumatikus mikrosebészeti klippel 1étrehozott vascularis occlusio

Az ischaemids i1d0 leteltével a klippet eltavolitottuk, majd 120 perc reperfusios
periodust figyeltiink meg. A 60 perces ischaemias €s a 120 perces reperfusios idoszak alatt a

hasfali sebet két rétegben fedtiik. Elsé rétegként miianyag lapot hasznaltunk, ezzel
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minimalizélva az evaporizaciobdl adodoé folyadékveszteséget. Masodik rétegként pedig
gézlapot helyeztiink a hasfalra a hdveszteség csokkentésére.

A preconditionalt csoportokban 3x10 perc iddtartamt ischaemids periddusokat
hoztunk Iétre 10 perces reperfusios idészakokkal megszakitva. A bal hatsé végtagon a
ligamentum inguinale magassagaban az ischaemia indukaldsa céljabol tourniquet keriilt
felhelyezésre. A preconditiondalasi protokollt 1 o6raval (RIPC-1 csoport, n=7), vagy 24 oraval

(RIPC-24 csoport, n=7) a m4j ischaemia eldtt végeztiik (8. abra).

Alap I-60 R-30 R-60 R-120

R A .

Kontroll

bal a. femoralis
kaniilalasa

ischaemia reperfusio
(60 perc) (120 perc)

1 Ora
riec [

bal hatso végtagi leszoritasok ischaemia Teperfusio
(60 perc) (120 perc)
24 6ra
warcas [ (I
bal hatso végtagi leszoritasok ischaemia reperfusio
(60 perc) (120 perc)
8. abra

A tavoli szervi ischaemias preconditionalasi és maj ischaemia-reperfusios protokoll

A mitét kezdetén (Alap), valamint a reperfusio 30., 60. és 120. percében (R-30, R-60,

R-120) a kaniilalt a. femoralisb6l (Antikoagulans: K;-EDTA 1,5 mg/ml) vérvétel (~0,4-0,5
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ml) tortént laboratériumi vizsgédlatok céljabol. Minden vérvételt kovetden a levett
vérmennyiségnek megfeleld testhdmérsékletli fizioldgias sdoldattal potoltuk a folyadékot.

A miutét kezdetén (Alap), valamint az ischaemia 60. (I-60), a reperfusio 30., 60. és
120. percében (R-30, R-60, R-120) meghatarozasra keriilt a 1égzésszam, a rectalis
homérseklet, a szervfelszini hédmérsékletek (ischaemids és nem-ischaemias madjlebeny),
tovabba szoveti dramlasmérés (ischaemids €s nem-ischaemias majlebeny, jejunum kacs, jobb
vese) €s hemodinamikai mérések torténtek.

A megfigyelt vizsgalati id0szakot kovetden a majbol szdvettani mintavétel, majd a

kisérleti allatok exsanguinatidja tortént.

4.2. Légzésszam, homérséklet

A kisérleti allat altalanos allapotanak kovetésére rendszeresen meghataroztuk a
légzésszamot. A rectalis hdmérséklet mérésére digitalis hdmérdt, a szervfelszini hdmérséklet
értekek mérésére infravordos homérét hasznaltunk (Rudolf Riester GmbH, Németorszag)

(9. ébra).

S

9. abra
Infravords homérd hasznalata a maj felszini homérséklet meghatarozasara
(Rudolf Riester GmbH, Németorszag)
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4.3. Hemodinamikai paraméterek
A vérnyomas ¢€s a szivfrekvencia indirekt monitorozasra Apollo Amplifier non-invaziv
vérnyomasmérdt (IITC Inc.,USA) hasznaltunk, melyhez a kisérleti allat farkara mandzsettat

helyeztiink (10. abra).

10. abra
Apollo Amplifier non-invaziv vérnyomasmérd
(IITC Inc., USA)

4.4. Microcirculatio monitorizalasa

A mikrokeringésben bekovetkezd valtozadsok monitorozéasara 1ézer Doppler szoveti
aramlasmérét (LD-01 Laser Doppler szoveti aramlasmérd, Experimetria Kft., Magyarorszag)
hasznaltunk (11. &bra).

A 1ézer Doppler aramlasmérd egy non-invaziv, széles korben alkalmazott eszkoz a
mikrokeringésben  bekovetkezd  valtozdsok és a  szovetek  életképességének
diagnosztizalasaban. A modszer a Doppler-shift jelenségen alapszik (Doppler, 1842).
Az emittélt, koherens fény hulldimhossza megvaltozik, ha mozgasban 1év6 partikulumokkal
talalkozik, azonban valtozatlan marad, ha statikus szoveti elemekbe {itkozik (Stern, 1975).
A lézer Doppler aramlasmérd 4altal szaloptikdn kibocsatott lézerfénynyaldb a mozgd
vorosvérsejtek  felszinérdl visszaverddik, ¢és hullamhosszaban valtozas kovetkezik be.

A visszaverddd fénynyalabot a késziilék detektdlja, ez az eltolodas pedig grafikusan

33



konvertalhatd a szamitogép képernydjén (Frerichs és mtsai, 1990). A modszer nagy elonye,
hogy valos idejli, az eredmény kozvetleniil értékelhetd, igy lehetévé teszi az azonnali

beavatkozast.

2

=8

11. abra
LD-01 Lézer Doppler szoveti aramlasmérd
(Experimetria Kft., Magyarorszag)

—LTTE—
i

A lézer Doppler aramlasmérés soran rogzitett hulldm mintdzatat szamos faktor
befolyasolhatja, példaul a homérséklet, a méréfej instabilitdsa, 1égz6- és izommozgés, a
szovetek kiszaradasa, lokalis vérnyomasvaltozas, oxigenizacidé mértéke, haemolysis, szérum
lipidstatusza (Obeid és mtsai, 1990; Vongsavan és mtsai, 1993).

A késziilék standard pencil fejét (MNP100XP, Oxford Optronics Ltd., Egyesiilt
Kiralysag) az ischaemids- és nem ischaemias m4jlebeny, a jejunum kacs anti-mesenterialis
sz¢lén, valamint a jobb vese anterior felszinére helyeztiik (12. ébra).

A késziilék altal kifejezett érték, a BFU (blood flux unit) egy relativ, dimenzi6 nélkiili
szam. A valtozas mértéke egyenesen aranyos a mozgOd vordsvérsejtek szdmaval és
sebességével, azonban fiiggetlen a mozgasuk iranyatol (Stern, 1975; Obeid és mtsai, 1990,

Németh és mtsai, 2003).
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12. abra
A standard pencil fej alkalmazasa a maj felszinén

A mérofej rogzitése €s a jel stabilizacigjat kovetden 20 masodperces iddintervallumon
keresztiil regisztraljuk a gérbét, melyek off-line analizalasa utan kapjuk meg az eredményeket

(13. abra).

13. dbra
A 1ézer Doppler aramlasméré altal rogzitett reprezentativ gorbe
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4.5. Laboratoriumi vizsgalatok

4.5.1. Sav-bazis paraméterek

A sav-bazis paraméterek mérésére, hordozhatd, vezeték nélkiili kézi EPOC® Blood
Analysing System késziiléket hasznaltunk (Siemens Healthcare GmbH, Németorszag),
mellyel meghatarozasra keriiltek a vérgdz paraméterek, az elektrolit é&s metabolikus értékek. A
méréshez megkozelitéleg 0,1 ml vérmennyiség sziikséges. Kisérletiinkben vizsgaltuk a pH-t,

a laktat koncentracidt valamint a pO,-t és pCO,-t (14. abra).

14. abra
EPOC® Blood Analysing System késziilék
(Siemens Healthcare GmbH, Németorszag)

4.5.2. Haematologiai paraméterek

Meghataroztuk a mennyiségi és mindségi haematologiai paramétereket (Vvs [T/1],
Hgb [g/dl], Htc [%], MCH [pg], MCV [fl], MCHC [g/dl], Fvs [G/I], Thec [G/1]), melyhez
Sysmex F-4500 (TOA Medical Electronics Corp., Ltd., Japan) haematologiai automatat
hasznaltunk.

A késziilék fotometrias elven hatdrozza meg haemoglobin koncentraciot (Hgb [g/dl]),
majd impedancia-elven torténd sejtszeparalas (leukocyték: ~30-300 fl, erythrocytak: ~25-250
fl, thrombocytak: ~2-30 f1) alapjan ezekbdl szarmaztatva adja meg a paramétereket (15. abra).
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15. abra
Sysmex F-4500 haematologiai automata
(TOA Medical Electronics Corp., Ltd., Japan)

4.5.3. Vorosversejt deformabilitas

A vorosvérsejtek deformabilitasit LoRRca MaxSis Osmoscan ektacytometer
(Mechatronics BV, Hollandia) segitségével mértilk, mely késziilék a voOrosvérsejtek
nyirofesziiltséggel (shear stress, tartomany: 0,5-30 Pa) szemben mutatott elnyujthatosagat
méri 1ézer diffrakciés modszerrel (16. dbra).

A lézer diffrakcids ellipszometria vagy ektacytometria széles korben hasznalt eljaras a
vorosvérsejtek elnyujthatosdganak vizsgéalatara (Hardeman, 2007; Baskurt és mtsai, 2009;
Musielak és mtsai, 2009). A késziilékben a magas viszkozitdsu kozegben szuszpendalt
vordsvérsejtek a nyirofesziiltség hatdsara elnyulnak, a feliiletiikrdl szor6do 1ézersugar
nyalabok létrehoznak egy diffraktogramot, melynek optikai analizise adja az elongatios

indexet (17. abra).
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16. abra
LoRRca MaxSis Osmoscan ektacytometer
(Mechatronics BV, Hollandia)

17. abra
Az elongatids index kalkuldlasa a 1ézersugarnyalabok altal kialakult diffraktogram
optikai analizise alapjan: elongatios index (EI) = (A-B) / (A+B)
(Hardeman, 2007)

A mérések szempontjabol fontos komponenst jelent a szuszpendald kozeg, hiszen egy
magas viszkozitasti kozegre van sziikség a nyirofesziiltség vorosvérsejtekre torténd
atadasahoz, melynek kovetkeztében a vorosvérsejtek elongalddni tudnak. Az elnytjthatosag
mértéke, igy a mérések érzékenysége is fiigg a kozeg viszkozitasatdl (Fisher és Schmid-
Schonbein, 1978; Hardeman, 2007). Jelen munkdban szuszpendaldé kozegként

polyvinylpyrrolidone (PVP) — foszfat puffer (PBS) oldatot (PVP: 360 kDa, Sigma-Aldrich
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Co. USA) hasznaltunk. A PVP-PBS oldat viszkozitdsa 22,5 mPas, osmolalitasa 326
mOsmol/kg, pH-ja 7,1 volt. Méréseink sordn 10 pl vért szuszpendaltunk 2 ml PVP-PBS
oldatban.

Az alkalmazott 0,5-30 Pa nyirofesziiltség (shear stress, SS [Pa]) fliggvényében
rogzithetd az elongatidés index profil, ahol a magasabb EI értékek a jobb vordsvérsejt
deformabilitast tiikkrozik (Hardeman, 2007; Baskurt és mtsai, 2009a; Baskurt és mtsai, 2009b).

A kapott eredmények Osszehasonlitdsa torténhet egy-egy kivalasztott nyirofesziiltség
értékhez rendelt EI 6sszehasonlitdsaval (pl. EI 3 Pa nyirdfesziiltségnél) vagy az egyszeriibb
Osszehasonlithatosag érdekében a gorbét leird szamitott paraméterekkel. Az egyes EI-
nyirofesziiltség gorbék elemzésére a Lineweaver-Burke analizist (1/EI =SS/, / Elyax x 1/SS +
1/Elnax) hasznaltuk (18. abra), meghatarozva a maximalis elongatios index értéket (Elpay),
valamint annak feléhez tartozo nyiréfesziiltséget (SS;, [Pa]) (Baskurt és Meiselman, 2004;

Baskurt és mtsai, 2009b).

Elmax - Elmax

elongatids index (El)

0.0 I I I I I

0 10 20 30 40 50
Nyirdfesziiltség [Pa]

18. dbra
Az elongatids index gorbe és a szamitott paraméterek
(Baskurt és Meiselman, 2004 alapjan)
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4.5.4. Vorosvérsejt aggregatio

A vorosvérsejtek aggregatios készségének vizsgalatara a fény-transzmisszios elven
miikod6 Myrenne MA-1 Erythrocyta aggregometert (Myrenne GmbH, Németorszag)
alkalmaztuk (19. 4bra). A mérésekhez 20 pl vérminta sziikséges. Lehetdség van a
vorosvérsejtek reverzibilis osszekapesolodasanak vizsgalatara stasisnal (0 s, M index) és
alacsony sebesség-gradiensnél (3 s, M1 index). Az aggregatio folyamata idében kovethetd, a
mérések 5 vagy 10 madasodperccel az agreggatio meginduldsat kovetden torténnek a
késziilékben (Baskurt és mtsai, 2009a; Hardeman, 2007). Ezek alapjan a késziilék négyféle
aggregatios index paramétert hataroz meg: M 5s, M1 5s, M 10s és M1 10s indexeket.

A magasabb érték nagyobb mértékili vorosvérsejt aggregatiora utal (Hardeman, 2007).

19. abra
Myrenne MA-1 Erythrocyta aggregometer
(Myrenne GmbH, Németorszag)

4.6. Szovettani vizsgalat

A megfigyelt ischaemia-reperfusidés periodus végén hisztopatoldgiai vizsgalatok
céljabol szovettani mintavétel tortént a bal lateralis majlebenybdl. A szdvettani mintakat 10%-
os formalinos fixalast kovetden a Debreceni Egyetem AOK Patologiai Intézetébe kiildtiik,

ahol paraffinba agyazds és mikrotommal 4 pum vastagsdgi szeletek metszése tortént.
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Haematoxylin & eosin és PAS festés késziilt az ischaemia-reperfusio okozta morfologiai
eltérések és csoportok kozotti kiilonbségek analizalasa céljabol. A karosodds mértékének
szamszeri kiértékeléséhez az irodalombodl ismert Suzuki pontrendszert alkalmaztuk (Suzuki
¢s Robinson, 1994). Tapasztalt patologus az ischaemia-reperfusios karosodas harom
kiilonbozo jellegzetes szdvettani jelét (sinusoidalis congestio, necrosis, vacuolisatio) kisérleti
allatonként 0-t61 4-ig terjedd pontszammal értékelt, az eltérés stlyossagatol fiiggden

(I11. tablazat).

I11. tablazat Suzuki pontrendszer (Suzuki és Robinson alapjan, 1994)

Sinusoidalis pangas Necrosis Vacuolisatio
0 nincs nincs nincs
1 enyhe egy-egy sejtnecrosis enyhe
2 kozepes 0-30% kozepes
3 sulyos 30-60% sulyos
4 nagyon sulyos tobb mint 60% nagyon sulyos

4.7. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzések elvégzésére SigmaStat szoftvert alkalmaztunk (Systat
software Inc., San Jose, California, USA).

A mérések soran kapott adatok atlag és standard deviacid formajaban lettek
feltiintetve. Az adatok eloszldsanak fliggvényében a csoporton beliili alaphoz viszonyitott
valtozasok értékelésére ANOVA tesztet (Dunn- vagy Bonferroni modszer), valamint a
csoportok kozotti kiilonbségek dsszehasonlitasara Student féle t-tesztet vagy Mann-Whitney

tesztet hasznaltunk. Az eredményeket p<0,05 mellett tekintettiik szignifikansnak.

41



5. EREDMENYEK
5.1. Légzésszam, homérséklet

A légzésszam tekintetében nem mutatkozott szignifikans kiilonbség, bar mérsékelt
emelkedést detektaltunk a Kontroll és az RIPC-24 csoportban a reperfusio ideje alatt.

A rectalis hémérséklet kdzel azonos volt a kiilonb6zé mérési idopontokban minden

vizsgalati csoportban (20. abra).

120 [ ] Kontroll [[] RIPC-1 || RIPC-24

100 l l l l l

[*o}
(-

60

40

Légzésszam [1/min]

>

Alap 1-60 R-30 R-60 R-120

Rectalis hémérséklet[ °C]

or

Alap 1-60 R-30 R-60 R-120
20. abra
A légzésszam (A) és a rectalis hdmérséklet (B) valtozasai
a Kontroll, RIPC-1 és RIPC-24 csoportokban.

Alap= ischaemia el6tt, [-60= ischaemia 60. perc, R-30= reperfusio 30. perc,
R-60=reperfusio 60. perc, R-120= reperfusio 120. perc. Atlag+ S.D.
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Az ischaemids és nem ischaemiis majlebeny felszini hémérséklet értékeit elemezve
megallapithatd, hogy a nem ischaemias majlebeny homérséklete emelkedett volt a Kontroll és
az RIPC-1 csoportban a reperfusio végére (Kontroll vs. Alap p=0,049, RIPC-1 vs. Alap
p=0,012). Az RIPC-24 csoport esetében az értékek nottek a reperfusio 60. percére (RIPC-24

vs. Alap p=0,002) (21. 4bra).
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21. abra

Az ischaemias majlebeny homérsékletének (A) és a nem ischaemias majlebeny homérsékletének
valtozasai a Kontroll, RIPC-1 és RIPC-24 csoportokban.
Alap= ischaemia el6tt, [-60= ischaemia 60. perc, R-30= reperfusio 30. perc,
R-60=reperfusio 60. perc, R-120= reperfusio 120. perc.
Atlag = S.D.; * p<0,05 vs. Alap; # p<0,05 vs. Kontroll; x p< 0,05 vs. Nem-ischaemias majlebeny
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Osszehasonlitva a kiilonbdzé csoportok értékeit azonos mértékii valtozasokat
talaltunk. A reperfusio 60. percére szignifikans kiilonbség mutatkozott a Kontroll és az RIPC-
24 csoport kozott (p=0,032 vs. Kontroll). Az ischaemids €s nem ischaemias méajlebeny adatai
hasonldak voltak ¢és a megfigyelt valtozasok is azonos mintazatot kovettek a kisérlet
idotartama alatt. Egy esetben szignifikans eltérést regisztraltunk a Kontroll csoportban a

reperfusio 30. percében (p=0,015 vs. Nem ischaemias majlebeny) (21. 4bra).

5.2. Hemodinamikai paraméterek

A Kontroll csoportban a systolés vérnyomas értékek folyamatos csokkenést mutattak
az ischaemia ideje alatt és a reperfusio 30. percére, majd a kiindulasi értékekhez hasonlo
szintet értek el. A reperfusio 120. percére az értékek dramaian csokkentek, mely valtozés az
alap értékekhez képest szignifikdns volt a Kontroll csoportban (p=0,022 vs. Alap). A systolés
vérnyomas értékek mindkét preconditionalt csoportban alacsonyabbak voltak a miitét
kezdetén a Kontroll csoporthoz képest, majd mérsékelt csokkenés volt megfigyelhetd,
azonban a reperfusio végére az értékek meghaladtak a Kontroll csoportnal mért adatokat (22.
abra).

A szivfrekvencia valtozasai mérsékelt fluktuaciét mutattak a Kontroll csoportban, az
értékek szignifikdnsan csokkentek az alap értékekhez viszonyitva (p=0,045 vs. Alap). Az
RIPC-1 csoportban a szivfrekvencia csdkkent a reperfusio 30. és 60. percére, majd a 120.
percre ismét emelkedett. Az RIPC-24 csoportban megkozelitdleg azonos szivirekvencia
értékeket mértiink a vizsgalati periddus alatt (22. abra). Szignifikans kiillonbség azonban nem

volt megfigyelhetd.
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22. abra
A systolés vérnyomas (A) ¢€s a szivfrekvencia (B) valtozasai
a Kontroll, RIPC-1 és RIPC-24 csoportokban.
Alap= ischaemia el6tt, [-60= ischaemia 60. perc, R-30= reperfusio 30. perc,
R-60=reperfusio 60. perc, R-120= reperfusio 120. perc.
Atlag + S.D.; * p<0,05 vs. Alap

5.3. Microcirculatio
Az ischaemids majlebenyen mért BFU értékeket elemezve hasonlé mintdzatot
figyeltiink meg a miitét kezdetén és az ischaemia végén minden csoportban. A reperfusio 30.

percére az RIPC-24 csoportban az értékek szignifikansan csokkentek (p=0,021 vs. Alap;
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p=0,036 vs. Kontroll). A reperfusio 120. percére a BFU értékek mérsékelten emelkedtek
mindharom kisérleti csoportban, de szignifikans kiilonbség nem volt (23. abra).

A nem ischaemids majlebeny BFU értékei nem mutatattak 1ényeges eltérést a Kontroll
csoportban. Az RIPC-1 csoportban a BFU értékek mérsékelten emelkedtek az ischaemia
végére, majd fokozatosan csokkentek a reperfusiés periodus végére, bar szignifikans
kiilonbséget nem észleltiink. Az RIPC-24 csoportban a BFU paraméterek folyamatosan
csokkentek a reperfusio 30. percéig ahol a kiilonbség szignifikansnak mutatkozott, mind az
alap értékekhez, mind a Kontroll csoporthoz viszonyitva (p=0,021 vs. Alap; p=0,036 vs.
Kontroll) (23. abra).

A Kontroll csoport esetében az ischaemias majlebenynél mért BFU érték a nem
ischaemids majlebeny BFU szintjéhez viszonyitva szignifikdnsan alacsonyabbnak
mutatkozott a reperfusio 120. percében (p=0,035 vs. Nem ischaemids majlebeny), az RIPC-1
csoportban pedig a reperfusio 60. percében mértiink szignifikansan alacsonyabb értékeket
(p=0,043 vs. Nem ischaemias majlebeny) (23. 4bra).

A vékonybél jejunum kacsanak anti-mesenterialis szélén mért BFU paraméterek
emelkedtek az ischaemids periodus végére a Kontroll és az RIPC-24 csoportban, majd
csokkentek a reperfusio ideje alatt, azonban szignifikdns kiilonbség nem mutatkozott. A
reperfusio 60. percében szignifikdnsan alacsonyabb értéket mértiink az RIPC-1 csoportban a
Kontroll csoporthoz képest (p=0,038 vs. Kontroll) (24. abra).

Az RIPC-1 ¢és RIPC-24 csoport BFU értékeit Osszehasonlitva, a jobb vese
mikrokeringésének monitorozasa soran az RIPC-1 csoportban magasabb értékeket
regisztraltunk statisztikailag szignifikdns kiilonbség nélkiil. Az RIPC-24 csoport BFU
értekeiben bekdvetkezett valtozasok szignifikdnsak voltak az ischaemia 60. és a reperfusio 60.
percében a Kontroll csoporthoz képest (p=0,001 vs. Kontroll I-60; p= 0,01 vs. Kontroll R-60)

(24. &bra).

46



= 35 [JKontron [J RIPC-1 [ RIPC24
/< X
> 30
o
= 25
e
= 20
=
& 15
§ 10
s s
= 0
ap ~ -
A Al R-60 R-120
=
o]
> 35
o
= 30
S
Z 25
=
& 20
§ 15
£ 10
5
%]
Z. 0
B Alap 1-6 R-3 R-60 R-120
23. abra

Az ischaemias majlebeny (A), a nem ischaemias majlebeny (B) BFU értékeinek valtozasai
a Kontroll, RIPC-1 és RIPC-24 csoportokban.
Alap= ischaemia el6tt, [-60= ischaemia 60. perc, R-30= reperfusio 30. perc,
R-60=reperfusio 60. perc, R-120= reperfusio 120. perc.
Atlag + S.D.; * p<0,05 vs. Alap; # p<0,05 vs. Kontroll; x p< 0,05 vs. Nem ischaemias majlebeny
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24. abra

A bél (A), és a jobb vese (B) BFU értékeinek valtozasai
a Kontroll, RIPC-1 és RIPC-24 csoportokban.
Alap= ischaemia el6tt, [-60= ischaemia 60. perc, R-30= reperfusio 30. perc,
R-60=reperfusio 60. perc, R-120= reperfusio 120. perc.
Atlag + S.D.; # p<0,05 vs. Kontroll
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5.4. Laboratoriumi paraméterek
5.4.1. Sav-bazis paraméterek

A pH értekek vonatkozasdban a megfigyelt reperfusiés periddusban minden
csoportban mérsékelt valtozdsok mutatkoztak. Sem a csoportok kozotti adatokban, sem az
alap értékekhez viszonyitott valtozasokban nem volt szignifikans eltérés (25. ébra).

A vizsgalt idészak végére a laktat koncentracid szignifikdnsan nétt a Kontroll és az
RIPC-1 csoportokban (Kontroll: p=0,01; RIPC-1: p=0,009), bar a kisérleti csoportok kozott
szignifikans eltérés nem volt megfigyelhet6. Ha a relativ értékeket, azaz az alaphoz
viszonyitott valtozas mértékét vizsgaljuk, tigy megallapithatd, hogy az RIPC-1 csoportban
magasabb értékek voltak megfigyelhetéek az RIPC-24 csoporthoz viszonyitva (Kontroll:

p=0,016; RIPC-1: p=0,002; RIPC-24: p=0,029) (25. 4bra).
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25. abra

A pH (A), a laktat koncentracio (B), a pO2 (C) és a pCO2 (D) valtozasai
a Kontroll, RIPC-1 és RIPC-24 csoportokban.
Alap= ischaemia el6tt, R-120= reperfusio 120. percében. Atlag + S.D.; * p<0,05 vs. Alap
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A reperfusio végére a pO2 ¢értekek mindhdrom csoportban emelkedtek, bar
szignifikans eltérés nem volt megfigyelhetd. A pCO2 paraméterek minden vizsgalati
csoportban csokkentek, szignifikans valtozast mutatva a preconditionélt csoportokban (RIPC-
1: p<0,001 vs. Alap; RIPC-24: p<0,001 vs. Alap). Csoportok kozotti 0sszehasonlitasban

szignifikans kiilonbség nem volt (25. abra).

5.4.2. Haematologiai paraméterek

A mennyiségi és mindségi haematologiai paramétereket a IV. tdblazat foglalja dssze.
A vorosvérsejtszam ¢és a haematocrit (Htc [%]) mérsékelt emelkedést mutattak a megfigyelt
reperfusids iddszak ideje alatt a Kontroll és az RIPC-24 csoportban. Az RIPC-1 csoportban
szignifikdnsan alacsonyabb haematocrit értékeket mértiink a reperfusio 30. és 60. percében
(RIPC-1: p=0,021, p=0,039). Az alapértékek tekintetében szignifikans kiilonbség mutatkozott
a Kontroll és az RIPC-1 csoport kozott (RIPC-1: p=0,049). Bar az eltérés mértéke nem volt
szignifikdns, a haematocrit értékek folyamatos ndvekvd tendencidja volt megfigyelhetd a

kovetési periodusban a Kontroll csoportban (26. dbra).

[0 Kontron [ Ripc-1 [ RIPC-24

60 - . +
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26. abra
A haematocrit koncentracid valtozasai
a Kontroll, RIPC-1 és RIPC-24 csoportokban.
Alap= ischaemia elott, R-30= reperfusio 30. perc, R-60=reperfusio 60. perc,
R-120= reperfusio 120. perc.
Atlag + S.D.; * p<0,05 vs. Alap; # p<0,05 vs. Kontroll; + p< 0,05 vs. RIPC-24
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IV.tablazat A haematologiai paraméterek dsszehasonlito adatai

Alap R-30 R-60 R-120
Vvs Kontroll 7,44 + 1,69 7,85+ 1,13 8,1+ 1,02 7,92+ 0,41
[T RIPC-1  8,13+0,51 7,85+0,36 " 7,7+0,46 *" 7,97 +0,41"
RIPC-24  8,59+0,37 8,77 + 0,41 8,8 +0,57 8,87+0,6"
Hgb Kontroll 11,53 +2,92 12,41+ 1,2 12,51 + 1,62 12,4+ 1,21
[g/dll  RIPC-1 12,72+ 1,05 12,13+ 0,48 11,87 +£0,62 ** 12,26+1,14°
RIPC-24 12,99 +0,97 13,15+ 0,86 13,07 + 1,28 13,13+ 1,05
MCH  Kontroll 1541+ 1,08 15,55+ 1,05 15,45+ 0,91 15,63 + 0,81
[pgl RIPC-1 15,65+0,77 1547+0,67 15,44 +0,76 15,34+ 0,78
RIPC-24 15,12+ 0,66 14,98 + 0,46 14,82 + 0,57 14,81 +0,51%
MCV  Kontroll 60,03 2,16 62,42+ 6,7 61,94 + 3,38 60,83 + 1,76
(f1] RIPC-1  62,53+2,16 60,53 + 2,62 61,71+ 1,83 " 61,28 +2,61"
RIPC-24 58,32 +2,04 59,66 + 3,9 57,93+ 1,81" 58,17+ 1,47 "
MCHC Kontroll 25,63 + 1,32 25,03 + 1,24 24,96 + 0,62 25,7+ 0,91
[g/dl]  RIPC-1  25,03+14 25,57+ 0,82 25,03+ 1,24 25,1+ 1,46
RIPC-24  2595+1,25 25,18+ 1,3 25,6 0,99 25,38 + 0,67
Fvs Kontroll 5,61 +2,54 5,69+ 1,44 542409 4,86+ 1,22
[GN] RIPC-1 6,81 £2,87 6,97 + 1,57 6,9+1,6" 6,53 £2.,36
RIPC-24  536+0,97 6,38 + 1,95 572+1,15 5,62+ 1,76

The Kontroll
[GN] RIPC-1
RIPC-24

737,88 275,29
914,08 £ 227,62
856,92 + 157,63

844,1 + 142,77
781,5 £205,83
766,75 + 216,59

726,6 £ 179,81
790,67 + 199,45
733,25+ 221,92

661,63 +261,72
712,92 + 180,87*
748,92 + 228,95

Vvs=vorosvérsejt szam, Hgb=haemoglobin, MCH = mean corpuscular haemoglobin, MCV = mean
corpuscular volume, MCHC = mean corpuscular haemoglobin concentration, Fvs = fehérvérsejtszam,
The= thrombocyta szam.

Atlag £ S.D.; * p<0,05 vs. Alap; # p<0,05 vs. Kontroll; " p< 0,05 vs. RIPC-24
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5.4.3. Vordsversejt deformabilitas

Az elongatidés index-nyiréfesziiltség gorbéket elemezve megéllapithatd, hogy a
vorosvérsejtek deformabilitdsi képessége javult az RIPC-1 csoportban, mivel az elongatios
index értékek magasabbak voltak a reperfusios periodus végére (27. abra).

A 3 Pa-nal mért elongatids index értékek csokkenése szignifikans volt a reperfusio 30.
(p=0,031 vs. Alap) és 120. (p=0,008 vs. Alap) percére az RIPC-24 csoportban. Az értékek
magasabbak voltak a reperfusio 30. perce utdn az RIPC-1 csoportban (p=0,041 vs. Kontroll)
¢s a reperfusio 60. percét kdvetden az RIPC-24 csoportban (p=0,022) a Kontroll csoporthoz
viszonyitva (27. 4bra).

A kalkuldlt paraméterek esetében az Ely.x €és SS;, hényadosdban (El,../SSi)
szignifikans valtozas mutatkozott az RIPC-24 csoportban a reperfusio 30. ¢és 120. percére

(p=0,043 vs. Alap; p=0,002 vs. Alap) (28. abra).
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0,4 1 + # % # %
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0,1 -
0,05 -

EI 3 Pa-nal

Alap R-30 R-60 R-120

27. abra
A 3 Pa-nal mért elongatids index (EI) valtozasai
a Kontroll, RIPC-1 és RIPC-24 csoportokban.
Alap= ischaemia elétt, R-30=reperfusio 30. perc,R-60=reperfusio 60. perc, R-120= reperfusio 120. perc.
Atlag + S.D.; * p<0,05 vs. Alap; # p<0,05 vs. Kontroll; + p< 0,05 vs. RIPC-24
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Alap R-30 R-60 R-120

28. abra
A El0x/SS; valtozasai a Kontroll, RIPC-1 és RIPC-24 csoportokban.
Alap= ischaemia elott, R—}O: reperfusio 30. perc, R-60=reperfusio 60. perc, R-120= reperfusio 120. perc.
Atlag = S.D.; * p<0,05 vs. Alap; # p<0,05 vs. Kontroll

5.4.4. Vorosvérsejt aggregatio

A Myrenne aggregometer segitségével négy vorosvérsejt aggregatios paraméter (M 5s,
M1 5s, M 10s, M1 10s) keriilt meghatarozasra.

A Kontroll csoportban mérsékelt emelkedés volt megfigyelhetd a reperfusio 30. és 60.
percében, majd az aggregatios index paraméterek csokkentek a megfigyelt reperfusids iddszak
végeére.

Stasisndl az értékek csokkentek mindkét preconditionalt csoportban a reperfusio ideje
alatt, de érdekes modon az eredmények ellentétesek voltak az alacsony sebesség-gradiens
mellett végzett mérési modban, ahol az aggregatios index értékek folyamatosan emelkedtek,
legkifejezettebben az RIPC-24 csoportban (29. és 30. dbra).

A novekedés mértéke szignifikdnsnak mutatkozott az RIPC-1 csoportban a reperfusio
30. (M1 5s: p=0,011 vs. Alap), 60. (M1 5s: p<0,001, M1 10s: p=0,042 vs. Alap) ¢és 120.

percében (M1 5s: p=0,002, M1 10s: p<0,001 vs. Alap) (29. és 30. abra).
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Az aggregatidos index értékek szignifikdnsan alacsonyabbak voltak az RIPC-24
csoportban a Kontroll csoport értékeihez viszonyitva a miitét elétt (M 10s: p=0,033), valamint
a reperfusio 30. (M 10s: p=0,008) és 60. (M5s: p=0,031) percében (29. és 30. abra).

AZ RIPC-1 csoportban szignifikans valtozasokat észleltiink a muitét kezdetén (M1 Ss:
p=0,05), R-60 (M 5s: p=0,031) és R-120 (M1 5s p=0,048) mérési idépontokban (29. abra).
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29. abra
A vOrosvérsejt aggregatios index valtozasai M 5s (A), M1 5s (B) modban
a Kontroll, RIPC-1 és RIPC-24 csoportokban.
Alap= ischaemia el6tt, R-30= reperfusio 30. perc, R-60=reperfusio 60. perc, R-120= reperfusio 120. perc.
Atlag + S.D.; * p<0,05 vs. Alap; # p<0,05 vs. Kontroll
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30. abra
A vorosvérsejt aggregatios index valtozasai M 10s (A), M1 10s (B) modban
a Kontroll, RIPC-1 és RIPC-24 csoportokban.
Alap= ischaemia el6tt, R-30= reperfusio 30. perc, R-60=reperfusio 60. perc, R-120= reperfusio 120. perc.
Atlag + S.D.; * p<0,05 vs. Alap; # p<0,05 vs. Kontroll
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5.5. Szovettani vizsgalatok
Jelen tanulméanyban a kovetkezd szdvettani eltéréseket figyeltiik meg ischaemia-
reperfusiot kovetden:
- sinusoidalis congestio jelei
- pericentralis desorganisatio
- necrosis a pericentralis regioban
- hepatocyta dilatatio

- gyulladas jelei

a centralis zonaban a cytoplasma eosinophilabb és homogénebb volt.

A hisztologiai valtozasokat szdmszerlisitve megallapithatd, hogy az ischaemids majlebeny
szOvettani metszeteiben mérsekelt sinusoidalis congestio, necrosis €s a vizsgalt mintak 50%-
ban enyhe vacuolisatio volt megfigyelhetd a Kontroll csoport esetében (31. dbra).

Az RIPC-1 csoport metszeteit vizsgalva azt talaltuk, hogy a szovetkarosodas mértéke
kifejezettebb volt a Kontroll csoporthoz képest, hiszen a sinusoidok kozvetlen kozelében
elhelyezkedd necrotizalt hepatocytak szama magasabb volt, tovabba congestio és gyulladésos
sejtek jelenléte is igazolodott. Hasonlo hisztopatoldgiai eltérések mutatkoztak az RIPC-24
csoportban, azonban a vacuolisatio mértéke erdteljesebb volt, és a Suzuki pontrendszer
alapjan kalkulalt 6sszpontszam is magasabb volt az RIPC-1 ¢és Kontroll csoport értékeinél
(Kontroll: 4,125+1,96; RIPC-1: 5,83+1,6; RIPC-24:6,13+2,12).

A megfigyelt morfologiai eltérések alapjan az alkalmazott preconditiondlési
protokollok egyike sem mérsékelte az ischaemia-reperfusio okozta karosodas mértékét,
melynek hatterében feltételezhetden az RIPC-24 csoportban az anaesthesia, és mindkét
preconditionalt csoportban az operacio eldtt megkezdddott akut fazis reakcid hatésai

allhatnak.
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31. abra

A Kontroll (A), RIPC-1 (B) és RIPC-24 (C) csoportok majbol vett mintak szovettani képe
H&E és PAS festés, eredeti nagyitas: 20X
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6. MEGBESZELES

A ma3j ischaemia-reperfusios karosodasa felléphet miitéti beavatkozdsok soran, csak
ugy, mint maj resectio vagy transzplantacio és aorta- vagy szivmutét alkalméaval. A majon
végzett sebészeti beavatkozasok soran kialakulo ischaemia-reperfusios kéarosodas vezetd
okként szerepel a szervi diszfunkcid és postoperativ szovodmények kialakuldsaban
(Henderson, 1999; Yue ¢s mtsai, 2017).

Ischaemia-reperfusio soran a m4j vérellatdsanak megsziinése, majd helyreallitdsa
elséként a metabolikus egyensuly felborulasdhoz és sejtkarosodashoz vezet, ezt kdvetden
pedig reaktiv szabadgyokok képzOdnek ¢és inflammatorikus ttvonalak aktivalodnak,
kovetkezményes szovetkarosodassal (Eltzschig €s mtsai, 2011; Zhai és mtsai, 2011). Szamos
faktor és mediator részt vesz a mdj ischaemia-reperfusios karosodasaban, valamint tobbféle
tipusu sejt (hepatocytak, sinusoidalis endothelsejtek, Kupffer sejtek, Ito sejtek) jatszik
szerepet ebben a komplex multifaktoridlis folyamatban. Az ischaemia id6tartaméatdl és a ma;j
parenchyma mindségi allapotatol fiiggden a karosodas mértéke széles hatdrok kozott mozog
az enyhe biokémiai valtozasoktdl kezdve, a maj necrosison, majelégtelenségen at a halalig
(Kim, 2003; Abu-Amara ¢és mtsai, 2010b; Dello és mtsai, 2012; Feng és mtsai, 2012; Olthof
¢és mtsai, 2017).

A csokkent oxigén és tapanyagellatas felerdsiti a sejtkarosodast, mely mikrokeringési
zavart ¢és csokkent majfunkciot eredményez (Pannen és mtsai, 2002; Spiegel és mtsai, 2006),
tovabba a vordsvérsejt rheologiai tulajdonsaganak valtozasaival, igy a deformablitéasi készség
¢s az aggregatio romlasaval jar (Baskurt, 2007; Németh és mtsai, 2014; Németh és mtsai,
2018). Jol ismert és irodalmi adatokkal is alatamasztott tény, hogy a micro-rheologiai
paraméterek jelentds hatast gyakorolnak a mikrokeringésre (Schmid-Schonbein, 1976;
Lipowsky, 2005; Jung és mtsai, 2011; Németh és mtsai, 2004 és 2014). Az ischaemia ideje

alatt a vorosvérsejtek karosodnak, az elszenvedett morfolégiai valtozasok pedig romlo
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deformabilitast ¢és megnovekedett aggregatios készséget eredményeznek, amelyet a
,ho-reflow” jelenség hatasai tovabb sulyosbitanak (Reffelmann és Kloner, 2002).

Az ischaemia-reperfusio okozta kdrosodas adekvat megel6zése ¢€s kezelése jelentds
kihivast jelent a transzplantdcio ¢és majsebészeti beavatkozdsok sordn (Kupcsulik és
Kokas,1979; Fondevila és mtsai, 2003; Selzner ¢és mtsai, 2003; Zhai és mtsai, 2011). Szamos
farmakologiai és mechanikai eljaras ismert az ischaemia-reperfusios karosodas kovetkeztében
kialakuld szoveti karosodas megeldzésére és meérseéklésére (Kupcsulik és Kokas, 1979;
Selzner és mtsai, 2003; Heusch és mtsai, 2015; Gilbo és mtsai, 2016). A kiilonb6z6
modszerek kozos célja a majszovet ischaemias tliréképességének novelése, ezaltal lehetdség
lenne hosszabb idejli leszoritasok alkalmazésara is, ami tovabbi vértelenséget biztositana a
maj mutétek elvégzése soran.
ischaemidt elszenvedd célszervre, vagy a gyulladasos valaszt befolyasold farmakologiai agens
megismerésére fokuszal, azonban a mechanikai prevencids stratégiak (preconditionalas,
postconditionalds, RIPC) haemorheologiai paraméterekre gyakorolt hatdsardl szo6lo
ismereteink csekélyek (Zhai és mtsai, 2011 €s 2013; Heusch és mtsai, 2015; Pickard €s mtsai,
2015; Gilbo és mtsai, 2016).

A kiilonbozé tavoli szervi ischaemids preconditionaldsi protokollok hatdsa a
klinikumban és a kisérletes sebészetben is széles korben vizsgalt. Az eljaras soran alkalmazott
kiilonb6z6é idétartami és szamu ischaemia-reperfusidos periddusok, a szovetmennyiség
befolyasolhatja a beavatkozas kimenetelét és jotékony hatasait (Galagudza és mtsai, 2016).

A m4j ischaemia-reperfusio esetében alkalmazott tavoli szervi ischaemids
preconditionalas javitja a majfunkciot €s a microvasculdris aramlast, melyet a kisérleti
eredmények is alatimasztanak (Kanoria és mtsai, 2006; Tapuria és mtsai, 2009). Bar szdmos

tényezé befolyasolhatja az RIPC hatékonysdgat, azonban az RIPC pontos mechanizmusat
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illetéen nem all rendelkezésre kell6 mennyiségli informacio, a preconditionalasi protokoll és a
szervi ischaemia kozotti idedlis iddintervallum sem ismert. Irodalmi adatok alapjan gyermek
szivsebészetben a. coronaria bypass sordn alkalmazva, a 24 oraval az operaciot megel6zden
végrehajtott tdvoli szervi ischaemids preconditionalasi protokoll jotékony hatéasai
kifejezettebbek voltak (Cheung és mtsai, 2006).

A mechanizmus jobb megértése hasznos lehet az RIPC terapias alkalmazasanak
optimalizaldsdhoz. Az ischaemia-reperfusios sériilések heterogenitasa és az eltérd
hatdsmechanizmusok korlatozhatjdk az RIPC alkalmazasi lehetdségeit.

A kisérletek tervezésénél figyelembe kell venni, hogy az altalanosan hasznalt
anaestheticumok, analgeticumok hatast gyakorolhatnak a preconditionalas eredményére,
mivel antagonizalhatjak vagy utdnozhatjdk annak véddhatasat (Barbosa és mtsai, 2015;
Schlapfer ¢és mtsai, 2015). Szédmos kutatds bizonyitja, hogy az anaestheticumok
interferalhatnak az RIPC hatésara aktivalodé szignal-transzdukcids utvonalakkal, ily modon
befolyasolhatjdk az RIPC jotékony hatasait. A propofol szivsebészeti alkalmazasa
csokkentheti az RIPC troponin T szintre gyakorolt kedvezd hatasat (Ney és mtsai, 2018).

Az ischaemia-reperfusio altal indukalt micro-rheologiai és microcirculatios valtozasok
jol ismertek (Baskurt és Meiselman, 2003; Baskurt, 2007; Kusza és Siemionow, 2011;
Németh és mtsai, 2014), de a mdj ischaemia-reperfusio soran alkalmazott tavoli szervi
ischaemias preconditionalds haemorhelogiai paraméterekre gyakorolt hatasairdl jelenleg nem
rendelkeziink kell6 mennyiségli informaciodval, a szakirodalomban fellelhetd adatok alapjan a
kérdéskor tobb pontja még tisztdzatlan (Grau és mtsai, 2016). Feltételeztiik, hogy a micro-
rheologiai paraméterek vizsgélata informativ lehet az RIPC mechanizmusanak és hatdsainak
jobb megértésében. Tovabba feltételeztiik, hogy az RIPC alkalmazéasanak ideje befolyassal

lehet az eredmények kozotti kiillonbségekre.
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Tanulmanyunk célja a parcialis m4j ischaemiat megel6zé két kiilonbozé idében
végzett tavoli szervi ischaemids preconditiondlds vitalis paraméterekre, mikrokeringési- €s
hemodinamikai paraméterekre, sav-bazis értékekre, haematologiai, micro-rheologiai,
paraméterekre kifejtett hatasainak €s a hisztomorfoldgiai valtozasok vizsgalata volt.

Feltételeztilk, hogy ezen vizsgalatok informativak Iehetnek a parcialis m4j
ischaemidban alkalmazott tdvoli szervi ischaemias preconditionalas patofiziologiai hatterének
jobb megértésében.

Kisérletlink soran az egyik csoportban 1 oraval, a masik csoportban 24 oraval a
tervezett ischaemia el6tt végzett RIPC protokollt alkalmaztuk annak eldontésére, hogy melyik
bizonyul hatékonyabbnak a vizsgalt paraméterek esetében.

Vizsgalati eredményeink azt mutattak, hogy a preconditionalt csoportokban a systolés
vérnyomas ingadozasai nem mozogtak olyan széles tartomanyban, mint az megfigyelhetd volt
a Kontroll csoportnal. Ez szintén megallapithatd a szivfrekvencia értékek esetében.
Feltételezhetden a tavoli szervi ischaemias preconditionalas hatassal lehet a kisérleti allatok
hemodinamikai statuszara. Klinikai vizsgalatok soran Xu €s munkatarsai beszamoltak az also
végtagi tavoli szervi ischaemias preconditionalas systolés és diastolés vérnyomasértékekre
gyakorolt kedvezd hatasairol szivkoszoruér betegségben szenvedd paciensek esetében.
Eredményeik alapjan, ugy tlinik, hogy az RIPC jétékonyan befolyasolhatjdk a coronaridk
collateralis keringését és a coronariak perfusios nyomasat (Xu és mtsai, 2018).

Az ischaemids és nem ischaemias majlebeny felszinén mért hdmérséklet eredmények
tekintetében az RIPC-24 csoportban regisztraltunk magasabb értékeket a kisérlet idétartama
alatt, bar a reperfusio végére a Kontroll és az RIPC-1 csoportok értékei kismértékben
meghaladtdk az RIPC-24 csoport adatait.

Az ischaemids majlebeny mikrokeringését vizsgalva az 1-6rds preconditionalési

protokoll kezdetben hatékonyabb védelmet biztositott az ischaemia-reperfusio okozta
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karosodassal szemben, hiszen itt magasabb BFU értékeket regisztraltunk. A reperfusio 120.
percére azonban a 24-6ras preconditiondlt csoport értékei bizonyultak jobbnak. A nem-
ischaemids madjlebeny esetében mar a reperfusio 60. percétdl az RIPC-24 csoportnal
regisztraltunk magasabb értékeket. A bélnél az RIPC-24, mig a vesénél az RIPC-1 csoportban
mértiink magasabb BFU paramétereket.

Szijartd és munkatarsai leirtak, hogy az ischaemias preconditionalas csokkentheti a 45
vagy 60 perces ischaemia okozta majkarosodast és a mikrokeringési valtozasokat, ezen
valtozasok pedig 1ézer Doppler szdveti aramlasmérdvel pontosan kovethetdek voltak (Szijartd
¢és mtsai, 2006).

A preconditiondlast kovetd 24 oras varakozas kedvezden befolyasolta a laktat
koncentraciot. A vorosvérsejt aggregatios index értékek romlottak M1 modban. Az elongatios
index értékek mérsékelt javulasa volt megfigyelheté az RIPC-1 csoportban.

A micro-theologiai paraméterek valtozasa ismert ischaemia-reperfusio soran, mely
eltérések foként a szabadgyok reakcioknak, mechanikus sejtkdrosodasnak, metabolikus
valtozasoknak (pH, laktat) és akut fazis reakcioknak tulajdonithatoak (Baskurt, 2007; Németh
¢s mtsai, 2014). Feltételezhetd, hogy a két preconditionalt csoport kozott fellépd kiilonbségek
az akut fazis reakcid kovetkezménye, amely egy nappal az elsé vérvételt megelézéen
kezdddhetett az RIPC-24 csoportban. Tekintettel arra, hogy laboratériumi patkanyok esetében
a levehetd vérmennyiség korlatozott, nem volt lehetdségiink az akut fazis fehérjék és egyéb
paraméterek széleskorii vizsgalatara.

Szovettani szempontbdl a kovetkezd valtozasok figyelhetdek meg ischaemia-
reperfusiot kovetden: endothel sejt disruptio, sejtduzzadas, vacuolisatio, neutrophil infiltracio,
jellemz6 a kifejezettebb eosinophilia, cytoplasmaticus vacuolumok jelenléte és a sejtmagban

bekovetkezd valtozasok. Apoptosis sordn a sejtfal intakt marad, a gyors fagocitdzis miatt

62



pedig nem indukal gyulladast. A sejtméret csokken, €s kromatin lerakddas figyelheté meg a
periférian (Freitas és mtsai, 2017).

A Suzuki pontrendszer alapjan kapott szovettani eredményeket elemezve
megallapithato, hogy az elvaltozasok kifejezettebbek voltak a preconditionalt csoportokban
(Suzuki és Robinson, 1994). A csoportok kozotti kiillonbségek hatterében feltételezhetden az
akut fazis reakciok allnak, amelyek az RIPC-24 csoportban mar egy nappal a mérési id0szak
elott elkezdddtek. Eredményeink alapjan nem donthetd el egyértelmiien, hogy a szdvettani
valtozasok esetében a preconditiondldsnak vannak-e kedvezd hatdsai az ischaemia-reperfusios
karosodassal szemben.

Rakic és munkatdrsai a tavoli szervi ischaemids preconditiondlas ¢és a lokalis
ischaemids preconditionélas (LIPC) hepatoprotektiv hatasait hasonlitottak 6ssze colorectalis
carcinoma majmetastasisa miatt majresection atesett pacienseken. Eredményeik alapjan a
szérum transzaminaz ¢€s bilirubin szint legnagyobb mértékben a Kontroll csoportban nétt, a
legalacsonyabb a LIPC csoportban volt. A Rodriguez score alapjan értékelt szovettani
vizsgalataikban leirtak, hogy a LIPC és RIPC enyhitett az ischaemias karosodas mértékén
(Rakic és mtsai, 2018).

Tobb kutatas beszamol a majtranszplantacidt megelézden torténd alkalmazas protektiv
hatésairdl az ischaemia-reperfusids karosodassal szemben (Wang ¢és mtsai, 2013; Jia és mtsai,
2015). Ugy tiinik, hogy a tavoli szervi ischaemias preconditionalas hatékonyan csokkenti a
szOvetkarosodast, apoptosist, javitja a graft keringését, pozitivan befolyasolja a gyulladasos
citokin expressziot. A conditiondldsi protokoll ischaemidt megelézden torténd alkalmazésa
effektivebbnek bizonyult, mint a reperfusiot kovetden (Czigany és mtsai, 2018).

A kiilonb6z0 tipust ischaemiés karosodasok korlatozzak az ischaemids conditionélési
protokollok hatékonysagat. Kutatasok alapjan a sziik id6keret kritikus tényezd a prevencios

modszerek kivitelezésében (Rodriguez-Lara és mtsai, 2016).
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A colorectalis metastasis miatt majresection atesett betegek atlagéletkora 60 év, mely
szamos egyéb tarsbetegséggel jar egyiitt, ez jelentds rizikdfaktort jelent a postoperativ
1doszakban kialakulé morbiditds és mortalitas kialakulasdban, egyuttal befolyasolhatjak az
alkalmazott tavoli szervi preconditiondlas hatékonysagat (Kanoria és mtsai, 2017).

Az eljards alkalmazhatd tervezett sebészeti beavatkozasok eldtt (szivsebészet,
szervtranszplantacid, percutan coronaria intervencio). Szivsebészeti beavatkozasok, mint
példaul arteria coranaria bypass operaciot megel6zden alkalmazott tavoli szervi conditionalas
enyhiti a myocardium kéarosodas mértékét (Hausenloy és mtsai, 2007; Candilio és mtsai,
2015). A kiilonb6zé RIPC kedvezd hatasainak vizsgalata tovabbi fontos informacidkat
alkalmazhat6 legoptimalisabb, leghatékonyabb protokoll megtalaldsaban.

A téavoli szervi ischaemias preconditionalds alkalmazéasaban potencialis prevencios €s
terapias, eddig még kiaknazatlan lehetdségek rejlenek, ezért tovabbi vizsgalatuk kiemelt cél a
kisérletes sebészeti kutatdsok soran. Fontos megemliteni, hogy az eljaras a mindennapi
betegellatasban is alkalmazhatd, a moddszer technikai kivitelezése konnyen elsajatithato,
eszkozigénye és koltsége is minimalis, betegek altal is jol toleralhatd, hiszen egy egyszerli
mandzsettaval elvégezhetd a prevencids beavatkozas. A beavatkozas minden invazivitast
nélkiiloz, ellentétben az ischaemias pre- ¢és postconditionalassal, mely adott szerv
vasculaturdjanak occlusidjaval jar, ezaltal tobb kockazatot rejt és a szervezetre is nagyobb
megterhelést jelent.

Kiemelend6, hogy a sebészeti és egyéb intervenciés beavatkozasok eldtti
alkalmazéson tul, egyre tobb kutatdsi eredmény ¢és klinikai vizsgalat beszamol a tavoli szervi
ischaemias preconditionalas kiilonbdzo patologias allapotokban kifejtett eldnyds hatasairol.

Intenziv kutatdsok folynak a tdvoli szervi ischaemiis preconditionalds, mint

prevencids és terdpids stratégia alkalmazéasanak lehetOségei terén neuroldgiai korképek
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esetében. Segithet a vér-agy gat integritdsanak fenntartdsaban és eldsegitheti a protektiv
intracellularis molekuldk expressziojat, igy védelmet jelenthet egy akut ischaemids stroke-ot
kovetd tovabbi ischaemias karosodas kivédésében (Hougaard és mtsai, 2014).

Xia ¢és munkatarsai megallapitottdk, hogy az RIPC hatékony Ilehet cerebralis
karosodassal szemben. Az RIPC neuroprotektiv hatasai feltételezhetden kapcsolatban
allhatnak HIF-1alta/AMPK/HSP70-nel. Eredményeik alapjan az RIPC hatékony terapias
stratégia lehet az ischaemias karosodassal szemben (Xia és mtsai, 2017).

Chen ¢és munkatarsai korabbi vizsgalataik soran beszamoltak a végtagi RIPC protektiv
hatdsarol ischaemids stroke esetén. Megallapitottak, hogy a neuroprotektiv hatas
kifejlodésének hatterében a cirkuldlé immunsejt populacidk aktivalédasa all. Egyik legijabb
tanulmanyukban a 1€p, mint a legnagyobb periférias immunszerv szerepét vizsgaltdk a
protektiv hatas kialakulasdban patkanymodellen. A kisérlet soran a hatso végtagi ischaemias
preconditionalasi protokoll alkalmazasat kovetden kozvetleniil emelkedett a CD3" CD4"
cytotoxicus T sejtek szama a 1épben, valamint relativ késébbi CD3'CD161" NKT és CD3
CD45RA" B lymphocyta szam emelkedést figyeltek meg. Tovabba megallapitottéak, hogy az
egy nappal vagy két héttel az RIPC eldtti splenectomia csokkentette az RIPC jétékony
hatésait (Chen és mtsai, 2018).

Vizsgalataink limitadlo tényezdjeként emlithetd, hogy a levehetd vérmennyiség
korlatozott a kistestli laborallatoknal, mint a patkdny. A vérmennyiség determinalta a
vizsgalhato paraméterek szamat is, hiszen a kiillonb6zé mérdberendezések meghatarozott
vérmennyiséget igényelnek. A kisérlet idOtartama alatt nyert vérmintak szdma nem tette
lehetdvé hosszitavi kovetéses vizsgalat kivitelezését, igy a tavoli szervi ischaemids
preconditiondalas késdi-akar 72 Oraig tartd- hatdsainak vizsgélatat (Jiménez-Castro és mtsai,

2013).
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7. FONTOSABB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

1.

Kialakitottunk egy olyan modellt, ahol a parcidlis mdj ischaemia ¢és reperfusio elott
alkalmazott tavoli szervi ischaemias preconditionalas hatdsai jol vizsgalhatoak.

Az ischaemia-reperfusio hatdsara a hemodinamikai paraméterek stabilitasa csokkent, a
m4dj mikrokeringésében romlds mutatkozott, a laktdt koncentracidban jelentds
emelkedés volt megfigyelhetd. Romlott a vorosvérsejt deformabilitas, a vordsvérsejt
aggregatios index értékek egy kezdeti mérsékelt emelkedést kdvetden csokkentek a
kisérlet végére.

A preconditionalt csoportokban a systolés vérnyomas ¢€s a szivfrekvencia ingadozasa
kisebb volt, mint a Kontroll csoport esetében, igy kedvezden befolydsolhatja a
kisérleti allatok hemodinamikai statuszat. Kimutattuk, hogy a mikrokeringési értékek
a korai hatdsu tavoli szervi ischaemias preconditiondlt csoportban voltak magasabbak
a reperfusio 60. percéig. A laktat koncentracid kisebb mértékben emelkedett a késoi
hatdsu tavoli szervi ischaemias preconditionalt csoportban. A haemorheologiai
paraméterek tekintetében a vorosvérsejt deformabilitasra kedvezdbb hatast gyakorolt a
preconditionalast kovetd 1 oras varakozas. A vorOsvérsejt aggregatios index mindkét
preconditionalt csoportban alacsonyabb volt a Kontroll csoporthoz viszonyitva.

A szovettani eredményeket elemezve megallapithato, hogy a hisztopatoldgiai eltérések
kifejezettebbek voltak a preconditiondlt csoportokban. A kialakult hisztologiai kép
alapjan nem egyértelmii, hogy a tavoli szervi ischaemias preconditionalas jotékony

hatassal rendelkezik-e a szovettani karosodas megeldzésében €s csokkentésében.

A két kiilonbozd idében végzett tavoli szervi ischaemias preconditionalas kedvezd hatésai

eltéréek voltak a kiilonbozé vizsgalt paraméterek esetén. Tovabbi vizsgélatok sziikségesek

annak tisztazasara, hogy melyik protokoll a kedvezdbb, és ez mennyi idOvel elézze meg a

tervezett szervi ischaemia-reperfusiot a méj vonatkozasaban.
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8. OSSZEFOGLALAS/SUMMARY

A téavoli szervi ischaemias preconditiondlas (remote ischemic-preconditioning, RIPC)
kedvez6 hatésait tobb irodalmi adat is aldtdmasztja, azonban tovabbra sem tisztazott, hogy
mennyi iddvel a tervezett ischaemia el6tt érdemes végezni az eljarast. E kérdéskor tisztazasara
célul thztik ki két kiilonbozé iddpontban végzett RIPC vitdlis €s hemodinamikai
paraméterekre, mikrokeringésre, sav-bazis, haematologiai, haemorheologiai paraméterekre
gyakorolt hatasainak vizsgalatat parcidlis m4j ischaemia-reperfusio soran.

Altalanos anaesthesiaban Crl:WI patkanyokon a Kontroll csoportban 70%-os parcialis
ischaemidt hoztunk Iétre, majd 120 perc reperfusios periddust figyeltink meg. A
preconditionalt csoportokban 3x10 perces reperfusios szilinetekkel megszakitott ischaemias
periodusokat alkalmaztunk 1 vagy 24 oraval a m4j ischaemia eldtt (RIPC-1 és RIPC-24
csoport). A mitét eldtt, a reperfusio 30., 60. és 120. percében a kaniilalt a. femoralisbol
vérvétel tortént a sav-bazis, haematologiai, vOrosvérsejt aggregatio ¢és -deformabilitas
meghatarozasa céljabol, mellyel parhuzamosan €s az ischaemia 60. percében 1égzésszam,
rectalis- és szervfelszini hdmérséklet, hemodinamikai és mikrokeringési mérések torténtek. A
vizsgalat végén szovettani mintavétel tortént az ischaemias majlebenybdl.

A systolés vérnyomas mindhdrom csoportban csokkent, de a Kontroll csoportban
nagyobb ingadozéas mutatkozott. A mikrokeringés tekintetében maj vonatkozasdban az RIPC-
24 csoportndl regisztraltunk magasabb értékeket a kisérlet végén. A laktat koncentracid
kevésbé emelkedett az RIPC-24 csoportban. A Kontroll csoportban mindvégig magasabb
haematocrit értékeket figyeltiink meg. A vordsvérsejt deformabilitdas az RIPC-1 csoportban
javult, a vorosvérsejt aggregatio mértéke legkifejezettebb az RIPC-24 csoportban volt M1
modban. A szdvettani eltérések a preconditionalt csoportokban voltak kifejezettebbek.

Osszefoglalasként  elmondhatd, hogy a maj ischaemia-reperfusio okozta
haemorheologiai valtozdsokon a tavoli szervi ischaemids preconditiondlds enyhitett
patkanymodellen. A talélés, a hemodinamika €és a microcirculatio tekintetében mind a korai,
mind a késleltetett RIPC csokkentett az ischaemia-reperfusio okozta karosodas mértékén. A
szovettani eredmények ellentmonddsosak, az eredmények alapjan nem donthetd el
egyértelmiien, hogy az RIPC kedvezd hatasu-e a hisztopatologiai valtozasokkal szemben. A
rendelkezésre all6 adatok alapjan még nem itélhetd meg, hogy a protokoll mennyivel eldzze
meg a szervi I/R torténéseket méj vonatkozasaban, ezért ennek tisztasara tovabbi vizsgalatok

sziikségesek.
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SUMMARY

Several studies described the beneficial effects of remote ischemic-preconditioning,
however there is no consensus on the optimal time of the preconditioning before I/R. The aim
of the study was to investigate the hemodynamic, microcirculatory, acid-base, hematological,
hemorheological and histological changes in two different timing of remote ischemic
preconditioning in partial liver ischemia.

In anesthetized Crl:WI rats 60-minute partial (~70%) liver ischemia was induced
followed by 120-minute reperfusion (Control, n=7). In the preconditioned groups a tourniquet
was applied on the left thigh for 3x10 minutes 1 hour (RIPC-1, n=7) or 24 hours (RIPC-24,
n=7) before the liver ischemia. Blood samples were taken before the operation and at the 30,
60™ and 120™ minutes of reperfusion (R-30, R-60, R-120) from the cannulated femoral artery
for testing acid-base, hematological parameters, red blood cell aggregation and deformability.
Respiratory rate, rectal- and liver surface temperature, hemodynamic and microcirculatory
measurements were performed before and just after the liver ischemia, and at R-30, R-60, R-
120.

Blood pressure decreased in all groups, which fluctuated in the Control group. Liver
microvascular perfusion increased in the RIPC-24 group at the end of the experiment. The
lactate concentration elevated moderately in the RIPC-24 group. The hematocrit values
continuously increased in the Control group. In the RIPC-1 group the red blood cell
deformabilty was better, while the aggregation index worsened in the RIPC-24 group in M1
mode. The histological changes were more severe in the RIPC groups.

As a summary, it can be concluded, that the RIPC diminish the hemorheological
changes caused by liver ischemia-reperfusion injury. Regarding the survival, the
hemodynamic and the microcirculation both RIPC protocol could improve the condition after
partial hepatic I/R. The histological results are controversal, therefore it could not but decided
wether the RIPC has beneficial effects on histological changes. However, based on these
results the optimal time of the remote organ preconditioning could not be clearly defined in

case of the liver, therefore further investigations are needed.
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