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BEVEZETES

A microvascularis anastomosisokat szamos sebészeti szakteriilet alkalmazza, kiilondsen
a rekonstruktiv és transzplanticios sebészet. A megfeleld érregeneracidhoz szamos feltételnek
biztositottnak kell lennie, ezért kiilondsen fontos a vérellatas helyreallitisa soran az extra
Ovatossag. A szdvetek elOkészitése, preparalasa, megfeleld mértékii nedvesitése, a kialakult
vagy a kialakitott trauma mértéke, az adventitia nem megfelel6 eltavolitasa, a hibas szogben
tortént egyeztetés, az ér megcesavarodasa, a vérzéses komplikaciok, a trombdzis, a gyulladas és
az ischaemia-reperfusids karosodas, mind befolyasolhatja az anastomisalds sikerességét. Az
érzékeny szovetekkel torténd banasmod soran alapvetd fontossagu a mutéti teriilet
testhdmérsékleti fiziologids sooldattal torténd hidratacidja. Errél azonban nem sok objektiv
tanulmany all rendelkezésre, hanem inkabb csak empirikus megfigyelések.

A hidrataltsag kritikus szerepet jatszik a szovetek ¢életképességének megdrzésében, a
vizualizadci6 javitasdban ¢és a szoveti trauma csokkentésében, kiilonosen a kényes
mikrosebészeti mitéteknél. A szovetek hidrataltsagi allapota kulcsfontossagu a perioperativ
idészakban a microvascularis anastomosisok készitése soran, mivel a kiszaradas jelentds
mértékl karosodashoz vezethet. A szovetek kiszaradasabol eredd sejtkarosodas ronthatja az
¢letképességet és felvetheti a nekrézis lehetdségét. Ezenkiviil a kiszaradas érgdresot idézhet
el6, ami megneheziti az anasztomizalds folyamatat és potencidlisan akadédlyozza a
posztoperativ  véraramlast. A dehidratalt szovetek torékennyé valnak és elveszitik
rugalmassagukat, novelve a varrds vagy manipulaci6 soran bekovetkezd véletlen sériilés
kockazatat. A kiszaradt szovetek a lathatdsagot is rontjak azaltal, hogy a vér és a
szovettormelékek a mitéti teriiletre tapadnak, szennyezik a teriiletet és megneheziti a
beavatkozast. Tovabba a kiszaradt erek hajlamosabbak az endothel sériilésére, ami noveli a

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

crcr

crer

A szovetek megfeleld hidratdldsa nemcsak a szovetek életképességének fenntartdsat
segiti eld, hanem megkonnyiti a mikrosebészeti eljarasok soran a kényes struktarak
manipulalasat és Osszevarrasat is. A szdvetek hidratdlasanak elhanyagoldsa a mitétek soran
fokozott szovodményekhez vezethet, példaul a gyogyuldsi id0 meghosszabbodasahoz, a
posztoperativ szovodmények magasabb ardnydhoz és a sebészeti eredmények romlésahoz.
Sebészeti jelentdségének ellenére, korlatozott irodalom all rendelkezésre a szovetek nedvesen
tartasarol, foként az olyan objektiv adatok tekintetében, mint amilyenekkel a szdvettani,

biomechanikai és a folyadékdinamikai megfigyelések szolgalhatnak.
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Az anastomisalt ér megfeleld regeneracidja kritikus fontossagu a fiziologias érfunkciod
helyredllitdsdhoz. A folyamat hasonl6 a sebgyogyulashoz, az inflamatorikus, a proliferacios és
a maturacios fazisok itt is jelen vannak. Az extracellularis matrixot termeld sejtek beszivargasa
¢s az 1) matrix kialakitasa nagyban meghatarozza az anastomosis biomechanikai stabilitasat.
Folyamatos erdfeszitések torténtek-e regeneracids folyamatok tamogatisara ¢és a klinikai
eredmények javitasara, példaul a miitéti id6 lecsokkentésével a varrat nélkiili technikdk esetén,
valamint az idegen anyagok mérséklésével a szovetragasztok hasznalata révén. A szovetek
regeneralasara szamos gyogyszert vizsgaltak, ilyen igéretes gyogyszerjeldlt lehet a PACAP és
a BGP-15-is.

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

A kutatadsunk sordn a hematologiai €s haemorheologiai vizsgalatok mellett a
biomechanikai és hisztopatoldgiai jellemzoket is elemeztiik, hogy felmérjiik a PACAP és/vagy

a vérzéscsillapito szivacs, a BGP-15 vagy akar a szovetek nem megfelel nedvesitésének a

crer

CELKITUZESEK

1. Invivo modell kidolgozasa, amellyel vizsgalhatjuk a microvascularis ér-anastomosisok
regeneracios folyamatait

2. Ervarratok mechanikai integritasanak (szakitoszilardsaganak) objektiv vizsgalata,
késziilék tovabbfejlesztése

3. A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP) hatdsanak kovetéses vizsgalat
soran az anastomosisok ,,érésére”

4. A BGP-15 hatasanak vizsgalata az anastomosisok gyogyuldsara

5. Kvalitativ és kvantitativ adatok gytlijtése a szdvetek intraoperativ nem megfeleld

nedvesitésének jelentdségérol



ANYAGOK ES MODSZEREK
1.1 Kisérleti engedély

A kisérleteinket a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal (1998. évi XXVIIL
torvény ,,Az allatok védelmérdl és kiméletérdl”) €s az Eurdpai Unios allatkisérleteket érintd
(63/2010 EU-iranyelv) eldirasainak megfelelden végeztiik. Kutatasi terviink regisztralasra és
jovahagyasra keriilt a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsdg (engedély
regisztracios szam: 21/2022/DEMAB) éltal.
1.2 Kisérleti allatok és felhasznalt gyogyszerek

Him Wistar (Crl:WI) patkanyokat (Toxi-Coop Zrt., Budapest, Magyarorszag) vontunk
be a vizsgalatainkba. Az éllatok hat hetes korukban érkeztek a Tanszék allathazéba, ahol 2-3
hétig akklimatizalodtak. Az eldkészités sordn az allatok tomegét lemértiik, majd ennek
megfeleléen altalanos érzéstelenitésben részesitettiik az egyedeket Ketamin-Xilazin
kombinaciodjaval (100 mg/kg; 10 mg/kg). Thrombosis megelézésére heparint (HEPARIBENE,
Teva Gyogyszergyar Zrt., Debrecen), adtunk a lateralis farokvénan keresztiil (80 NE/kg). A
posztoperativ fajdalomcsillapitds érdekében a hagyomdanyos NSAID-okat kizartuk, hogy a
gyogyulasi folyamatokat egyéb rahatds nélkiil értékelhessiik, ezért Tramadolt (15
mg/teststilykg/nap) alkalmaztunk intraperitonealisan a mitét végén ¢és az elsé harom
posztoperativ napon.
1.3 Miitéti protokoll

A mitéti teriileteket depilaltuk és fert6tlenitettiik (Betadine, Egis Gyogyszergyar Zrt.,

Budapest). A jobb hatsé végtag belsé combjan, a ligamentum inguinale szintje alatt és azzal
parhuzamosan koriilbeliil 4 cm hossza bemetszést ejtettlink. A mikrosebészeti
beavatkozdsokhoz ALPHA ENT-4A (Elektro Optika, Erd, Magyarorszag) mikroszkopot
hasznaltunk. Az artéria koriili zsiros kotdszovetet kipreparaltuk a lagyékszalagtol egészen az a.
saphena ¢és az a. poplitea eredéséig, elvalasztva a vena femoralistol €és az idegektdl. Az arteria,
vena €s nervus epigastrica inferior superficialis (PACAP kezelt allatok esetén ezek a képletek
atvagasra keriiltek), illetve a vena és nervus femoralis és azok oldalagait funkcid6 megdrzo
modon atraumatikusan kezeltiik és sziikség esetén a képletek sériilése nélkiil félre htiztuk oket.
Az approximator egyik klippjét a ligamentum mellé, a masikat pedig a femoralis artéria distalis
elagazasa elé helyeztiik. A kettd kozott olloval merdlegesen atmetszettiik az eret. Heparinos
bemosast kovetéen (~0,4 mL, 2500 NE/mL) fiziologias sooldattal Oblitettiink és gézt
hasznaltunk a felesleg felszivasara. A minimalis adventitia eltdvolitasat kovetéen, a nyolc
egyszeri csomods Oltést poliamid-6 monofil varréanyaggal (Daclon, SMI, Vith, Belgium)

készitettiik, amely 10/0 szerozatlt tartalmazott. Az érszegélyek megfeleld egymashoz illesztése
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érdekében az atellenesen elhelyezett két tartooltés segitségével elkiilonitettiik az ér eliilso és
hatso falat. A tartdoltéseket gy vagtuk le, hogy az egyik szalat hosszabbra hagytuk (~ 3 mm),
mig a masikat kozvetleniil a csom6 mellett vagtuk le. A megmaradt hosszabb szalat
felhasznalva d6vatosan manipulaltuk az érszéleket, hogy azok megfelelden illeszkedjenek
egymashoz, konnyitve a megfeleld oltés mélységének ¢és tavolsaganak kialakitasat. Ezt
kovetden a tartodltések felezopontjaban alkalmaztunk egy ) kozépso tartd oltést, majd pedig
tovabbi egy-egy felezOoltést a kozépso és a tartodltések kozott.

Miutan elkésziilt az eliils6 fal, a varroanyagot minden Oltésnél (kivéve a szélso
tartooltéseket) a csomo mellett levagtunk. Az approximator atforditasaval és a két sz€lsod
tartooltés megfeleld pozicionalasaval eldtarult a hatsé fal, amelybe hasonlé modon helyeztiink
el tovabbi harom o6ltést. Végiil a két szélsd tartdoltés hosszabb szélait is levagtuk a csomd
mellett. Ez az egyszerii, de gondosan kialakitott csomds technika lehetévé teszi az érvégek
pontos illeszkedését és konnyli manipulaciot a muitét soran. Az approximator eltavolitasat
kovetden alltalaban csak enyhébb szivargas volt megfigyelhetd. Az anastomosis atjarhatosagat
minden esetben ,Milking-teszttel” ellendriztiik. A BGP ¢és deszikkacids erek esetében az
aramlas kvantitativ is vizsgaltuk (T206, Transonic Systems Inc., USA).

Mitét végén a seb szElét betadinos gézzel letoroltiik, és a bort horizontalis tovafuto
matracvarrattal zartuk. A kovetési iddszak alatt naponta sebkontrollt végeztiink, szlikség esetén
Betadinos sebapolést végeztiink.

1.4 Mintavételi protokoll

Laboratoriumi mérések céljabol preoperative, valamint a miitét utani 7., 14. és 21. napon
a lateralis farokvénat kaniilaltuk (26 G), amelyen keresztiil 0,5 ml vért vettiink (K3-EDTA,
Vacutainer®, Becton Dickinson GmbH, Franklin Lakes, NJ, USA), majd 0,8 ml fiziol6gias
sooldattal visszamostunk. A miitét végén a kaniil eltavolitasat kdvetden subcutan tovabbi 1 ml
fiziologias sooldatot adtunk folyadékpdtlasként.

A hérombhetes kovetési idészak végén a meghatarozott szovetmintdkat (anastomisalt és
ép, ellenoldali arteria femoralis; deszikkacios kutatas esetén az arteria és vena epigastrica
inferior superficialist is) eltavolitottuk, és az allatokat tulaltattuk. A femoralis artériakat a bels6
iliaca agatol a poplitealis elagazasig preparaltuk. Az ereket az eltdvolitasukat kovetden a lehetd
leghamarabb szakitoszilardsag mérésnek vetettiik ala. Az allatoknak intravénasan Ketamin-
Xilazin oldatot (50 mg/ttkg; 5 mg/ttkg) adtunk, miutan mindkét ér eltavolitasra keriilt, hogy a

tomény oldat ne befolyasolhassa a vizsgélati eredményeket.



1.5 Kisérleti csoportok, kiegészito 1épések
1.5.1 PACAP 1-38 érgyogyulasra kifejtett hatasanak vizsgalata

Harmincnégy Wistar him patkanyt (321,23 + 37,1 g) véletlenszerien SHAM (n = 8) BP
(bioplast, vérzéscsillapité szivacs) (n =8), PACAP (n=8) és PACAP + BP (n = 8) csoportokba
osztottuk a kezeléseknek megfelelden. A kutatds soran eltavolitott szovettani mintak sorsaa 11.
abran lathat6. A PACAP csoportok 0,2 png PACAP 1-38-at (100 pg/fiola, amelyet a Szegedi
Egyetemrdl Toth Géabor professzor biztositott) kaptak kétnaponta (az elsé kezelés kdzvetleniil
a mutét utdn), amelyet 0,2 ml fizioldgids s6oldatban oldottunk fel és adtunk be, majd tovéabbi
0,2 ml fiziologias sooldattal oblitettilk a kaniilt. A tobbi csoport szintén 0,4 ml fiziologias
sooldatot kapott kétnaponta a beaddsi ponton keresztiil. Az bioplast (BP) csoportok
kialakitasakor egy 3 x 4 mm-es Spongostan Standard™ (Raritan, Franklin Township, NJ, USA)
hemasztatikus szivacsdarabot helyeztiink az anastomosis kéré. A PACAP + BP csoport
esetében a PACAP els6 adagjat kozvetleniil a szivacsra injektaltuk a miitét végén, majd ezt
kovetden sebet zartunk (4/0 poliglikolsav, Surgicryl Rapid, SMI, Vith, Belgium).

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

Ezeket atgondolva, sajat készitésl kaniilok mellett dontottiink, melyet nagy pontossaggal
az érhez lehet vezetni a subcutan térben, masik végénél pedig az éllat altal nem elérhetd
lokalizacioban (két eliilsé lapocka k6zé) egy adagolési pontot alakitottunk ki, igy biztositva a
streszmentes lokalis kezelést. Egy tompa hegyli 22G 1x (Neoject, Dispomed GmbH&Co. KG,
Gelnhausen, Németorszag) tiit helyeztiink egy 20 cm hosszu polietilén (Polyethylene Tubing,
Clay Adams, 427411, BD Intramedic™, Sollentuna, Svédorszag) csébe (0,965 mm kiilsd
atméro, koriilbeliil 0,05 mL térfogat). Ezt egyenként az allatok méretéhez igazitottuk a mutét
soran, figyelembe véve, hogy a ragcsalok gyakran 0sszegdmbolyddve pihennek. A rogzités
biztositasa érdekében a tii merevitd szarnyain mindkét oldalon 2 mm-es furéfejjel lyukat
fartunk. Az el6készités utan a belsejét €s a kiilsejét Betadinnal fertétlenitettiik, majd fiziologids
sooldattal oblitettiik ki a behelyezés elott. Az agyéki régidbol egy csatornat készitettiink egy
Lumniczer segitségével subcutan az allat hatan keresztiil a lapockdk kozé nyirt teriiletig, ahol

bemetszést ejtettiink, €s behelyeztiik az elokészitett kaniilt. A sebet a tii felett és alatt Donati

5



oltésekkel (4/0 poliglikolsav, Surgicryl Rapid, SMI, Vith, Belgium) zartuk, és a tiit két egyszerti
lengécsomoval (3/0 selyem, fonott, SMI, Vith, Belgium) rogzitettiik. A kaniil masik végét az
ér folé (~1 cm) vezettiik, €s harom ponton rogzitettiik a kornyezd szévetben (8/0 poliamid-6,
monofil, Vitrex, Herlev, Dania). Végiil a kaniilon egy lyukat (1,05 = 0,034 mm) vagtunk
kozvetleniil az anastomosis felett a lokalis kezelés céljabol.
1.5.1.1 Microcirculatidos mérések

Mikrocirkulacids méréseket végeztiink a muitét elétt, 3 perccel az artérids leszoritds utan, a
mutét végén, a 7., 14. és 21. napon a patkdnyok labfejének lateralis oldalan 1évé disztalis
labdudor also6 részén. LD-01 Laser

Doppler aramlasmérét (Experimetria Rt., Budapest, Magyarorszag) hasznaltunk, standard
,pencil probe” szondaval (MNP100XP, Oxford Optronix Ltd., Adderbury, Egyesiilt Kiralysag).
Ez a késziilék a vizsgalt szdvetteriilet (kb. 1 mm?®) mikrokeringésérdl egy relativ paramétert
(véraramlasi egység, BFU) szolgaltat, amelyet a mozgd vordsvérsejtek sebessége €s szama
folyasol be, azok iranya nem.
Minden mérésnél egy 20 masodperces BFU felvételt atlagoltunk. A mikrocirkulaciés mérési
pontokon ellendriztik a boér homérsékletét is (ri-thermo® N professional Clinical
Thermometer, Riester, Phoenix, USA).
1.5.1.2 Szovettenyésztés

A szdvettenyésztd helyiségben végzett elokisérlet soran véglegesitett tenyésztési eljaras
alapjan a levagott erek egy részét HG-DMEM taptalajban tenyésztettiik (Dulbecco-féle
modositott Eagle-taptalaj, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), amelyet 10% FCS-vel
(magzati borjusavd; Gibco, Gaithersburg, MD, USA), valamint antimikrobialis szerekkel
(penicillin, streptomycin, ampicillin, fungizone + aszkorbinsav) egészitettiink ki. Az
érdarabokat Petri-csészékbe helyeztiik (Eppendorf, Hamburg, Németorszag), majd 37 °C-on,
5%-0s CO.-tartalmu, 95%-o0s paratartalmt inkubatorban 14 napig tenyésztettiik. A tenyésztés
soran egyes mintakat PACAP-pal kezeltiink (10 pL PACAP, 10 nmol/L koncentracid) 48
oranként, az adott csoportnak megfeleld taptalajcserék idépontjai szerint. Ezek az erek olyan
allatokbol szarmaztak, amelyek korabban a SHAM, vagy a kezeltcsoporthoz tartoztak in vivo.
Az ép és anastomisalt artériak mellett PACAP-ot teszteltiink egy olyan csoporton is (€p artéridk,
mint viszonyitasi alap), amely frissen preparalt, mechanikai sériilés nélkiili ereket tartalmazott.
Két patkdnybdl négy arteria femoralist prepardltunk, majd ezeket mikrosebészeti olldval
félbevagtuk. Ezek az érdarabok méretiikben hasonloak voltak a kettétépett ér darabokhoz
(megkozelitdleg 4 mm). A kisérletekhez az erek proximalis és disztalis részeit egyenld

aranyban hasznaltuk fel. Az in vitro kisérletek soran ugyanazokat a kezeléseket folytattuk az
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egyes ereken, mint az in vivo kisérletekben, kivéve a viszonyitasi alapként szolgalo csoportot,
amelyet in vivo nem szakitottunk szét és nem is kezeltiink.
1.5.1.3 Immunhisztokémia

Az erekben az I-es tipusu kollagén €s az elasztin lokalizacidjat vizualizaltuk. Az érmintakat
4%-os formaldehidben fixaltuk, majd 70%-o0s etanolban mostuk. A bedgyazas utdn sorozat
metszeteket készitettlink, melyeket paraffinbol valo eltavolitas kovetett, majd PBS-ben (pH 7,4)
torténd Oblités kovetkezett. A nem specifikus kotddési helyeket 1% szarvasmarha
szérumalbumint (BSA; Amresco LLC, Solon, OH, USA) tartalmazo PBS-sel blokkoltuk. Ezt
kovetden a mintakat 1:500-as higitdsu monoklonalis I-es tipusu kollagén elleni (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA), valamint 1:1500-as higitast poliklonalis elasztin elleni (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) ellenanyagokkal inkubaltuk 4 °C-on, egy ¢€jszakan at. Az elsddleges
ellenanyagok vizualizalasahoz anti-nyul Alexa Fluor 555 maésodlagos ellenanyagot (Life
Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA) hasznaltunk 1:1000-es higitasban. A mintakat
DAPI-t tartalmaz6d Vectashield fedokozegbe (Vector Laboratories, Peterborough, UK)
helyeztiik a sejtmag DNS megfestéséhez. A negativ kontrollokhoz csak az anti-nyal Alexa
Fluor 555-6t hasznaltuk, elsddleges ellenanyag nélkiil. A fénymikroszkopos felvételek DP74
kameraval (Olympus Corporation, Tokyo, Japan) késziiltek Olympus Bx53 mikroszképon
(Olympus Corporation, Tokyo, Japan). A képek rogzitéséhez a Cell Sense Entry 1.5 szoftvert
(Olympus, Shinjuku, Tokyo, Japan) hasznaltuk &lland6 kamera-beallitdsokkal a fluoreszcens
jelintenzitasok Osszehasonlithatosaga érdekében. Az AlexaS55 és DAPI képeket Adobe
Photoshop 10.0 verzioju szoftverrel fedtiik 6ssze. A képek kontrasztjat egységesen noveltiik
anélkiil, hogy a beallitasokat megvaltoztattuk volna.
1.5.1.4 Western blott

Az érmintdkat fiziologias sooldatban mostuk, majd —70 °C-on taroltuk. A mintakat

folyékony nitrogénben, szovetdaraloval mechanikusan homogenizaltuk. Ezutin 100 pL
homogenizaldé RIPA pufferbe (Radio Immuno Precipitation Assay; 150 mM natrium-klorid,
1,0% NP40, 0,5% natrium-dezoxikolsav, 50 mM Tris, pH 8,0) gylijtottik Oket, mely
proteazgatlokat tartalmazott (Aprotinin — 10 pg/mL, 5 mM Benzamidin, Leupeptin — 10 pg/mL,
Tripszin inhibitor — 10 pg/mL, 1 mM PMSF, 5 mM EDTA, 1 mM EGTA, 8 mM nétrium-
fluorid, 1 mM nétrium-ortovanadat). A szuszpenzidkat 30 masodpercig pulzald ultrahanggal
szonikaltuk 40 A erdsségen (Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, USA). A Western blot analizishez
teljes sejtlizatumokat készitettlink. 20 pg fehérjét vélasztottunk szét 7,5%-os SDS—
poliakrilamid gélen az I-es tipust kollagén, elasztin és aktin kimutatasdhoz. A fehérjéket

elektroforetikusan  nitrocellul6z membranokra transzferdltuk, majd az elsddleges
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ellenanyagokkal inkubdltuk egy ¢€jszakan at 4 °C-on, a fent megadott higitasban. 30 perces
PBST-ben torténd mosas utdn a membranokat peroxiddz-kapcsolt masodlagos ellenanyaggal
inkubaltuk: anti-nytl IgG (1:1500; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) vagy anti-egér
IgG (1:1500; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). A jelek kimutatasahoz az Advansta
Inc. (Menlo Park, CA, USA) éltal gyartott fokozott kemilumineszcens mddszert alkalmaztuk a
gyartd utasitasai szerint. Belso kontrollként aktint hasznaltunk (housekeeping protein), €s az
elasztin és I-es tipusii kollagén expresszios eredményeit ehhez normalizaltuk. A jelek
megjelenitését egy gél dokumentacios rendszerrel (Fluorchem E, ProteinSimple, San Jose, CA,
USA) végeztiik. A jelek optikai denzitasat az Imagel 1.40 g szoftver segitségével mértiik.
1.5.2 A BGP-15 érgydgyulasra kifejtett hatasanak vizsgalata

Harminckét him, Wistar patkanyt (330,2g+17,5g) négy egyenld csoportba osztottunk a
kezeléseknek megfeleléen: SHAM, kaniildlt SHAM (KSHAM), BGP-15 kontroll (KBGP) ¢és
BGP operalt (BGPO) csoportokra. A KSHAM ¢és a BGPO csoportokban egy kaniil kertilt
beiiltetésre, mely megegyezett a PACAP kezelt allatok protokolljaval. A farmakonnal kezelt
csoportba tartozd allatok a 14. napig minden masodik napon 15 mg BGP-15-6t kaptak. A
KSHAM csoportban azonos mennyiségli fiziologias soéoldattal tortént a kezelés. Arteria
femoralis anastomosis csak a KBGB csoport esetén nem tortént, itt az allatok mitéti
beavatkozas nélkiil, subcutan kaptak a kezelést, hogy tisztan a BGP hatasat tudjuk megfigyelni.
A beavatkozasok végén az inguinalis sebet 4/0, forditott vagé tlivel rendelkez6, poliglikolid-
poli (e-kaprolakton) kopolimer (Simfra, KOLLSUT, USA) varrdéanyaggal zartuk.
1.5.3 Szovetek nedvesen tartasdanak jelentoségének vizsgalata

Az ér-anastomosisok elkészitéséhez csoportonként 8, dsszesen 24 him Wistar patkanyt
(testtomeg: 307,54 + 27,69 gramm) hasznaltunk fel. Az allatokat utankdvetés nélkiili kontroll
(UNK), Operalt, Deszikkalt csoportokra osztottuk. Anastomosis mind a harom csoportban
késziilt, azonban az UNK csoport esetén nem tortént utankovetés, az anastomosisokat a varrast
kovetden, frissen vizsgaltuk. Az Operalt csoportunkban kiilonds figyelmet forditottunk arra,
hogy a miitét soran (3143,5 perc) nedvesen tartsuk a miitéti teriiletet, ezt fiziologias sooldattal
(Izotonias sooldat 0,9%; B. Braun Avitum Hungary; Magyarorszag) tettiik, mig a masik nem
nedvesitett (deszikkalt) csoportunkban pedig fokozott figyelmet forditottunk arra, hogy
egyarant az operatér se nedvesitse a teriiletet, de a szovetkozi folyadék és a seb teriiletén
felgyiilemld minden jellegii folyadéktdl is elszeparalddjon az ér. A sebzarashoz 4/0, forditott
vago ti, poliglikolid-poli (e-kaprolakton) kopolimer (Simfra, KOLLSUT, USA) varroanyagot

hasznaltunk.



1.6  Laboratoriumi vizsgalatok
1.6.1 Hematoldgiai paraméterek

A hematologiai méréseket Sysmex K-4500 hematologiai automata analizatorral
végeztiik (TOA Medical Electronics Co., Ltd., Kobe, Japan). A vizsgélataink soran a
vorosvérsejtszamot  (Vvs, (x10'?/L)), a fehérvérsejtszamot (Fvs, (x10°L)) és a
vérlemezkeszamot (Thr, (x10°/L)) apertura-impedancia elven hatarozta meg, mig a hemoglobin
koncentraciot (Hgb (g/L)) spektrofotometrids modszerrel. Ezen adatokbdl szarmaztatja az
atlagos vorosvérsejt térfogatot (MCV, (fL)), az atlagos vorosvérsejt haemoglobin tartalmat
(MCH, (pg)), az atlagos vorosvérsejt haemoglobin koncentraciot (MCHC, (g/dL)) ¢és a
haematokritot (Hct, (%)).
1.6.2 Micro-rheologiai paraméterek
1.6.2.1 Vorosversejt deformabilitas mérése

A vordsvérsejtek deformabilitasat az elongatids index-szel (EI) jellemezhetjiik, melyet a

hozza tartozd nyirderdk (SS, (Pa)) fliggvényében a deformabilitds gorbéken abrazolhatunk.
Kisérletiink soran ektacytometrids elven (laser-diffractios ektacytometria) miikodé6 LoRRca
MaxSis Osmoscan ektacytométert (RR Mechatronics International BV, Zwaag, Hollandia)
segitségével hatdroztuk meg. A késziilék laser fénynyaldbot bocsajt ki, mely a vordsvérsejt-
szuszpendald kozeg kiilonbozo stiriségii hatarfelszineinek talalkozasan szorodik, ami a sejtek
résbe (0,3 mm) helyezett mintan forgomozgas segitségével nyirdfesziiltséget hoz 1étre a
késziilék. K3-EDTA-val antikoagulalt, 10 pl vért magas viszkozitdsu polimer oldatban (360
kDa polyvinyl-pyrrolidon, PVP; viszkozitas: 28 mPas, ozmolaritas: 294 mOsm/kg, pH=7,3-
7,4; ~1 ml) szuszpendaljuk kozvetleniil a mérések el6tt. A magas viszkozitas kozvetitd
kozegként eldsegiti a sejtek megfeleld ,,iranyba allasat”, illetve a magas nyirderd attevodését a
megfeleléen végzddne, a sejtek csupan kiillonbozd sebességgel pordiilnének, mely hibas
méréshez vezetne. A szamitdogép meghatdrozza a henger fordulatszamat, tehat a
nyiréfesziiltséget, a kapott szorédéasi mintazatot pedig ennek megfeleléen elemzi. A mérések
ellendrzott, standard 37 °C-os hémérsékleten torténtek, ami hozzasegit az in vivo kornyezet
szimulalasahoz.

A diffrakciés mintdzat alapjan hosszisaga (A) ¢és szélessége (B) ismeretében az

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

elnyultak. Adott nyirofesziiltség értéknél nézve, a nagyobb EI jobb voOrdsvérsejt



deformalhatdsagot jelez. Az EI €és a hozzéatartozo nyirofesziiltség adatparokat Lineweaver-
Burke féle non-linedris regresszion alapuld elemzésnek vetettik ald, mely alapjan

meghatarozhato volt a végtelenhez tartozé maximalis EI (Elmax) valamint ennek a feléhez

. ‘o e L1 ss1/2 1 1
tartoz6 EI (Eli2) — nyirofesziiltség (SS12 (Pa)) par: UE — Emax 55 T Ema

Az egyes elongatids index — nyirofesziiltség gorbék dsszehasonlitasa torténhet egy-egy
mért nyirofesziiltség értékhez rendelt EI 6sszehasonlitasaval (pl. EI 3 vagy 5 Pa-ndl), vagy a
gorbét leird kiszamolt paraméterekkel (pl. Elmax, SS12). A deformabilitas romlasaval az Elnax
csokken €s az SS1» n6, vagyis a hanyadosuk is csokken.
1.6.2.2 Vorosversejt aggregatio mérése

A vorosvérsejtek aggregatios képességének mértékét a Myrenne MA-1 erythrocyta
aggregometer (Myrenne GmbH, Roetgen, Németorszag) segitségével hataroztuk meg, amely
fénytranszmisszios elven miikddik. A vérmintat egy 2°-os csiszolt iiveg lencsébdl és egy
réhajthat6 iiveg targylemezbdl allo (cone-plate) mérdkamra rendszer fogadja be. 20 pl-nyi
anticoagulalt (K3-EDTA, 1,5-1,8 mg/ml) vért cseppentiink a lencse kdzepére, ahol a targylemez
rahajtasaval kor alakban szétteriil, a lencse domborulatanak megfelelden. Egy infravoros dioda
helyezkedik el az livegrendszer felett, melynek mintan athaladd intenzitas-valtozasat az alatta
elhelyezkedd detektor regisztralta. A mintatarolé kamra egy motor segitségével forgasba
hozhat6, meghatarozott 600 Hz-es fordulatszammal. Ennek hatasara a sejtek disaggregéalodnak,
a minta fénytranszmisszidjanak csokkenését eredményezve. A motor hirtelen megallasakor,
vagy 3 Hz-es fordulatszamra csokkenésekor a sejtek aggregalddni kezdenek, a fényintenzitas
folyamatosan novekszik. Az M paraméter jelzi a motor teljes megallasat, amikor a nyirasi
fesziiltség hirtelen O-ra csokken, mig a M1 paraméter mutatja a 3 Hz-es fordulatszam, tehat
nagyon alacsony, fizioldgidshoz hasonld nyirderd mellett mért adatokat. A disaggregalt
allapottol szamitott 5. illetve 10. masodpercben meghatarozott fényintenzitasbol hataroztuk
meg az aggregatios indexeket. Innen szarmaztatott az altalunk is mért négy, dimenzid nélkiili
paraméter (M 5s; M 10s; M1 5s; M1 10s), melyek novekedése fokozott aggregatios kézséget
jelez.
1.7  Szakitészilardsag mérése

A szakitészilardsag mérésére egy tovabbfejlesztett, egyedi készitésii eszkozt
alkalmaztunk, mely a Debreceni Egyetem, Informatikai Kar, Informéci6 Technologiai
Tanszékének és az Altalanos Orvostudomanyi Kar, Sebészeti Miitéttani Tanszékének
kozremuiikodésével jott l1étre. A késziilék korai valtozata, a tapasztalatok alapjan tovabb lett

fejlesztve.
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1.7.1 Stabil keret kialakitisa

A késziilék tervezésének egyik legfontosabb szempontja a stabil és erds vaz kialakitasa
volt. A mérés sordn jelentés er6k hatnak a szerkezetre, igy a preciz adatfelvételhez
elengedhetetlen, hogy a késziilék ne mozduljon el vagy rezegjen tilsdgosan. Ez jelentds
fejlédést jelent az eldzo, egyszerii fémdobozbol késziilt valtozathoz képest, amely nagyobb
torzidt engedélyezett, ami pontatlanabb mérésekhez vezetett. A robusztus kialakitas mellett
fontos szempont volt a konnyli, mégis tartés szerkezet, amely konnyen széllithatd
laboratoriumi, miitéti €s oktatasi helyszinek kozott. Ezért a vazat nagy szilardsag aluminium
profilokbdl épitettiik fel.

1.7.2 A huzémechanika pontos kialakitasa

A pontos mechanika elengedhetetlen a megbizhatdé mérésekhez. A huzoegység egy
HPV7 C-Beam linearis aktuatorra (Guangzhou Hanpose 3D Technology Co., Ltd., Kina) épiil,
amely egy C-alakt aluminium szerkezeti elemmel van 6sszekotve. A mozgaté mechanizmust
egy NEMA17 [éptetdmotor (42BYGHWS811M, Kuongshun Electronic Ltd., Kina) hajtja,
amelyet egy Arduino CNC Shield V3-ra (Kuongshun Electronic Ltd., Kina) épitett DRV882
motorvezérld (Pololu Robotics and Electronics, USA) iranyit. A motor egy tengelykapcsolo
révén egy T8 trapézmenetes orsdval kapcsolodik, amely egy kottyanasmentes trapézanyat
mozgat, ami révén a C-beam kocsi pontos linedris mozgast végez.

Az el6z6 eszkdz egy millanyag szijjal hiizta a fogdkat, ami nemlineéris erdatvitelt és
valtozo sebességet eredményezett. A felcséveélddo szij a tengely atmérdjének novekedése miatt
a motor minden Iépése nagyobb erdt fejtett ki, rdadasul a szij rugalmassaga csokkentette a
hatékonysagot és pontossagot. Emellett a régi fogd csak 2 mm-nél vékonyabb mintakat tudott
megfogni.

A fejlesztés soran eldszor 3D nyomtatott fogokat probaltunk ki, de ezek nem voltak elég
stabilak a nagy huzéerdk mellett. Végiil HJJ-001 tipusu ipari szabvanyu fogokat (Baoshishan
Co., Dalian, Kina) alkalmaztunk, amelyek akar 500 N er6t is kibirnak. A fogd feliilete
bordézott, hogy megakadalyozza a minta elcsiszasat vagy megsériilését.

1.7.3 Az eroméro rendszer és annak kalibrdlasa

A huzoerd mérésére egy nyulasmérd bélyeggel ellatott, IP 65 védelemmel rendelkez6
eromérd cellat (TAL220, Deecom Technology, Kuala Lumpur, Malajzia) hasznaltunk,
kiegészitve egy analog-digitalis atalakitoval. A nyulasmérd bélyeg a rogzitett test mechanikai
véltozasait elektromos ellenallasvaltozassa alakitja at. Ahogy a test deformalodik, a
hozzaerdsitett nyuldsmérd bélyeg rugalmas alakvaltozdson megy keresztiil, mikdzben a benne

1év6 vezetdk ellenallasa megvaltozik. Az altalunk valasztott tipus egy széles korben alkalmazott
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eréméro cella, amelyet gyakran hasznalnak tesztberendezésekben, mérdeszkozokben, nyomo-
¢és huzoszerkezetekben. Két parhuzamosan elhelyezett nytlasmérd bélyeget tartalmaz, mérési
kapacitéasa 5 kg (49,03 N). Az eszkozt alland6 szobahdmérsékleten, laboratériumi koriilmények
kozott hasznaltuk, hogy biztositsuk a mérések dsszehasonlithatosagat. Ennek eredményeként a
hiba és a nemlinearitas +0,05%FS alatt van, gyakorlatilag észlelhetetlen.

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

A legfontosabb kiilonbség az elsé verzidju késziilékhezképest az volt, hogy az érzékeld
sz¢lesebb mérési tartoméannyal rendelkezik, ami lehetdveé tette valtozatosabb mintak vizsgalatat.
1.7.4 A kezdo- és végpozicio

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

1.7.5 Mikrokontroller

Az Arduino Mega 2560 (RS-75-12, MEAN WELL Enterprises Co., Ltd., Uj-Tajpe;j,
Tajvan) vezérlokartya kezeli az A/D atalakitobol érkezé 24 bites jelet, vezérli a motort, figyeli
a kapcsoldkat, mikdzben valds idében kommunikal a szamitdogéppel. A panel 54 digitalis
bemeneti/kimeneti csatlakozassal (I/O port) rendelkezik, amelyek kozil 16 PWM
(impulzusszélesség-modulacio) kimenetként, masik 16 pedig bemenetként hasznéalhaté analog

jelek szamara. A kartyan talalhat6 egy USB, egy tapfesziiltség, valamint egy ICSP (In-Circuit
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Serial Programming) csatlakozd. A teljes eszkoz tapellatasat egy 72 W-os tapegység modul
biztositja (RS-75-12, MEAN WELL Enterprises Co., Ltd., Uj-Tajpej, Tajvan).
1.7.6 A szoftver
Az eszkoz elsd verziojahoz egy asztali alkalmazas késziilt C# nyelven, és a gép USB

2.0 porton keresztiil kommunikalt a szamitogéppel. A jelenlegi verzidban egy univerzalis soros
monitort kezdtiink el hasznalni (QtSerialMonitor 1.5, Michal W. altal fejlesztett nyilt
forraskodu szoftver a GitHub Inc.-t6l, San Francisco, Kalifornia, USA). Ez lehetdséget nyujt
parancsok kiadasara az eszkoz felé (példaul a pofak elére meghatarozott pozicioba mozgatasa,
motor sebességének beallitasa, mérés inditdsa), biztonsagi mentést készit (folyamatos log fajl
mentése), valamint a mért adatok meghatarozott helyre, CSV f3jlba torténd exportalasara.
1.7.7 A kalibrdlas

Két problémaval szembesiiltink a késziilék kalibralasakor: az erdérzékeldt vizszintes
iranyu er6k mérésére tervezték, ¢és a két pofa kozotti tdvolsadg csupan 15 cm volt, igy nem
lehetett egyszeri szabvany sullyal kalibralni. A megoldas végiil az volt, hogy az egész
berendezést 90 fokkal elforgattuk, és vizszintes helyzetbe allitottuk. Ezutan megfeleld méreti,
proba sulyokat készitettiink, amelyeket a pofak kozé helyeztiink, és a felsé részen 1€vo
rogzitdszalag segitségével befogtunk. A szenzorhoz tartoz6 Arduino koényvtar (HX711 ADC)
tartalmaz egy kalibral6 programot is (Calibration.ino 1.2-1

Olav K., nyilt forraskédu szoftver, GitHub Inc., San Francisco, Kalifornia, USA), amely
segit meghatdrozni a kalibracios allandot, amelyet aztan a sajat programunkban hasznalhatunk.
Miutan a késziilék meghatarozta az iires allapothoz tartozd 0 értéket, a készitett sulyokat
felerdsitettiik, majd egy hitelesitett laboratoriumi mérleggel (AJCS Laborscale, Demandy,
Budapest, Magyarorszag) lemértiik. Ezt az értéket adtuk meg a programnak, amely ezutdn
visszaadott egy konstans értéket — ez lett a kalibracios szam. A mérést minden sullyal (n = 5)
tizszer elvégeztiik, az eredményeket atlagoltuk, és a kapott értéket beillesztettiik az Arduino
programkddba.
1.7.8 Meérés kivitelezése és kiértékelése

Az eltavolitott artériakat mindig ugyanazon a helyen rogzitettiik a befogd pofakban, 8 mm
tavolsadgra egymastol, az anastomosis helyét pedig kozépre igazitottuk. A motor altal kifejtett
huzoerét (PACAP kezelt erek esetén: 48,66 1épés/mp; 1,95 mm/mp; tobbi kutatas soran: 4,78
1épés/mp; 0,1912 mm/mp) grammban rogzitettilk, és az adatokat CSV fajlba exportaltuk,
melyek elemzésére Microsoft Excel 2016 programot hasznaltunk. Az adatfeldolgozéas soran
elvégeztilk a gramm-newton atvaltast (9,81 m/s?), valamint elemeztiilk a maximalis értéket

(maximalis szakitoszilardsag) és az er6-megnyuléas gorbe meredekségét a kiilonb6z6 pontokon.
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Az elemzést a 0,0098 N feletti gorbeszakaszon végeztiik, mivel a miiszer pontossaga
alapjan ezen a tartomanyon mdr nem voltak jelen szabalytalan elemek. Mivel a gorbék
szakaddsmintazata hasonlitott az elasztomerekéhez, az eredetileg szabalytalanabb elsd
egyharmadot figyelmen kiviil hagytuk, ¢és csak a felszallo szakasz meredekségét (tga; a teljes
szakitasgdrbe 33—100%-a kozott) elemeztiik, amely informaciot nyujt a kollagén integritdsarol
¢s rugalmassagarol, mely komponens elsddlegesen felelds a kiillonbozé szovetek mechanikai
stabilitasaért.

1.8  Szovettan

A szdvettani vizsgalatok az Anatdémiai Szovet- és Fejlodéstani Intézetben torténtek. A
mintdkat hdromszor PBS-ben mostuk, majd 4%-os formalinban fixaltuk, ezutan paraffinba
agyaztuk Oket. Sorozatmetszetek készitését kovetden hematoxilin-eozin (H&E, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) festést végeztiink morfoldgiai analizishez, valamint orcein festést (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) az elasztin vizualizalasara. A festési protokollokat a gyartoi
utasitasok szerint hajtottuk végre. A mikroszkdpos képeket Olympus Bx53 mikroszkoppal és
DP74 kameréval (Olympus Corporation, Tokid, Japan) készitettiik. A kollagénrostok erekben
Louis, MO, USA) alkalmaztunk. A polarizalt fény sikjat lambda/4-gyel elforgatva (Olympus
Bx53 polarizaciés mikroszkop) a kettdstorést mutatod strukturdk kollagénrostokat jelolnek, ahol
a fényes piros struktirdk vastagabbak, mig a z6ld struktirdk vékonyabb kollagénrostokat
mutatnak.

A tunica intima, media €és adventitia vastagsdganak méréséhez H&E festett mintak 20x
nagyitasu objektivvel késziilt képeit vizsgaltuk az ImageJ 1.40 g szoftverrel. Egy merdleges
vonalat huztunk a membrana elastica internatél a tunica adventitia irdnydba, majd
meghataroztuk a pixelértékeket.

Az eredményeket a kontroll pixelértékek szazalékaban adtuk meg. Metszetenként hisz
fiiggetlen mérést végeztiink, és kisérleti csoportonként tobb fliggetlen artériat hasznaltunk fel.
Az orcein festésnél a normadl szint inverz szinre (zold és fekete) allitottuk a pixelkontraszt
novelése érdekében. A zold pixelek szdmat az Imagel szoftverrel hatdroztuk meg. Az érfal
egyenld teriiletét vizsgaltuk 40x objektivnagyitas mellett az orcein (zdld) pozitivitas
meghatarozasadhoz.

1.9  Statisztikai analizis
A tervezett mintaclemszamot (egyed) G*Power 3 program segitségével, a Mead-egyenlet

alapjan hataroztuk meg.
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A statisztikai elemzéshez a GraphPad Prism 9.1.2 (v.226) szoftvert hasznaltuk. Minden
adateloszlasnal ellendriztiik a normalitast, és ennek megfelelden Student t-tesztet vagy nem
parametrikus teszteket (Wilcoxon vagy Mann-Whitney probat) és kétutas/ismételt méréses
ANOVA-teszteket alkalmaztunk. A szignifikanciaszintet p < 0,05 értéknél hataroztuk meg.
EREDMENYEK
1.10 PACAP 1-38 érgyogyulasra kifejtett hatasanak vizsgalata
1.10.1 Altalinos megfigyelések

Minden operacidt sikeresen, standard moédon végeztiink el. Az éllatok sulya minden
csoportban jelentdsen csokkent a sebészeti trauma utan a 7. napig, majd a 21. napra visszatér a
kiindulasi értékekhez.

A 1égzési paraméterek az anesztézia alatt minden csoportban hasonloak voltak; csak a
mutét végén emelkedtek szignifikdnsan, amikor mar csokkent az altatdoszer hatasa (BP: p =
0,0216; PACAP: p =0,0424).

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

1.10.2 Mikrokeringés

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

A jobb és bal labfej keringési paraméterei (BFU) szinte azonos moédon valtoztak a
beavatkozasok soran. Az iszkémia alatt a keringési paraméterek minden csoportban
csokkentek, kivéve a PACAP + BP csoport miitétt 1labat. A mitét utdni értékek szinte
megegyeztek az iszkémia alatti értékekkel. A legalacsonyabb posztoperativ értékek a
kovetkezok voltak: SHAM: 21. nap, BP: 14. nap, PACAP: 14. nap (bal 1ab p =0,0323), PACAP
+ BP: 21. nap. A posztoperativ napok soran a keringés fokozatosan novekedett, ¢s a maximalis
értékeket a PACAP + BP (jobb 1ab p = 0,0291) és a SHAM csoport (bal 1ab p = 0,0392; jobb
1ab p = 0,0004) esetében a 14. napra érték el. A BP csoportban a legmagasabb értékeket a 7.
napon, a PACAP csoportban pedig a 21. napon mérték (jobb 1ab p = 0,002).
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1.10.3 Hematologiai valtozdsok

A PACAP és BP csoport kivételével a thrombocytaszam szignifikdnsan megnétt a miitét
utan (SHAM 14. nap: p = 0,025; PACAP + BP 7. nap: p < 0,0001), majd szinte minden
csoportban a 21. napra normalizalodott. A vorosvérsejt-szam a 14. napig csokkent, ami utdn
normalizalédni kezdett. A fehérvérsejtszdm a mitét utani 7. napon minden csoportban
emelkedett (SHAM: p= 0,0267; BP: p < 0,0326; PACAP: p= 0,0242; PACAP + BP:p<
0,0003), leginkabb a SHAM allatoknal, majd az értékek csokkenni kezdtek. A PACAP-kezelt
csoportokban enyhe iddeltolodas figyelheté meg, a maximumot a 14. napon érték el, majd
csokkent, de a 21. napon is szignifikdnsan eltértek (p = 0,0026) a miitét eldtti allapothoz képest.
A hemoglobin és MCV paraméterek a miitét utan folyamatosan csokkentek a 21. napig,
azonban a csoportok kozott nem volt szignifikans kiilonbség. A hematokrit is a 14. napig
csokkent, majd a 21. napra emelkedett.

1.10.4 Vorosvérsejt deformabilitas és aggregatio

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

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

1.10.5 Szakitoszilardsag mérése

Minden esetben az anastomisalt arteria femoralis szignifikansan gyengébb volt, mint az
¢p kontralateralis artéria. Az ellenoldali artériahoz képest a legalacsonyabb értékeket a BP
csoportban, a legerdsebb anastomosisokat pedig a PACAP csoportban taldltuk (SHAM: 0,647
+ 0,073 vs. 0,198 + 0,089 N; BP: 0,641 + 0,088 vs. 0,163 + 0,059 N; PACAP: 0,63 + 0,15 vs.
0,395 + 0,177 N; PACAP + BP: 0,694 + 0,061 vs. 0,325 + 0,173 N). Az anastomosisok
szakitoszilardsdga szignifikdnsan (p <0,0001) csokkent a sajat ép artéridkhoz képest (100%):
SHAM anastomosis: 30 = 10,4% (p <0,0001 vs PACAP), BP: 25,9 + 12,3% (p < 0,0001 vs.
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PACAP; p=0,0456 vs. PACAP + BP), PACAP: 57,8 + 8,3% (p = 0,0137 vs. PACAP + BP),
PACAP + BP: 39,6 + 7,5%. A szakitasi gorbék emelkedd szakaszanak meredeksége csokkent
az ¢ép érhez képest. A gorbék 33—100%-o0s szakaszaban az ép artéridhoz képest a legnagyobb
eltérést az BP csoport mutatta (28,3 + 8,9%), mig a legkisebb eltérés a PACAP csoportban volt
(64,8 = 22,5%). A masik két csoport kozel azonos eltérést mutatott (SHAM: 53,5 + 13,4%;
PACAP + BP: 55,8 + 16,8%). Az anastomisalt erek meredekségét a sajat ipsilateralis
artériajukhoz viszonyitottuk (100%), és mindegyik szignifikans eltérést mutatott (p <0,0001):
SHAM csoport: 50,3 = 10,2% (p = 0,0021 vs BP), BP: 24,5 + 9%, PACAP: 53,7 + 13% (p =
0,0015 vs. BP), PACAP + BP: 52,6 + 10,2% (p = 0,0039 vs. BP).

1.10.6 Hisztolégia, molekuldris biologia

1.10.6.1 Erfalrétegek vastagsiga

Az artéridk falvastagsaga csokkent az BP kezelés utan (p = 0,0058). A kombinalt PACAP
+ BP kezelés védohatast gyakorolt a csokkenés ellen. Az anastomisalt artéridkban a tunica
intima nem valtozott az BP vagy PACAP kezelést kovetden, de enyhe, nem szignifikans
novekedés figyelheté meg a SHAM anastomosisokhoz képest. A tunica media vastagsaga
szignifikansan nétt a PACAP + BP kezelésti mintakban (p = 0,0121) a tobbi anastomisalt
artériahoz képest. A tunica adventitia falvastagsaganak csokkenése szignifikans volt a BP kezelt
anastomosisokban a SHAM-hez képest, mig a PACAP kezelés enyhe csokkenést
eredményezett. A kombinalt kezelés csokkentette a tunica adventitia vastagsdganak
csOkkenését az anastomisalt erekben.

Az ¢ép erek falai (ép ellenoldali ér referenciaértékként) a PACAP kezeléstdl fliggetlentil
nem mutattak szignifikdns valtozast, sét az erek szakitassal torténd traumatizacidjat kovetd in
vitro PACAP kezelés sem okozott szignifikdns valtozast az anastomisalt erekben. Ezzel
szemben a PACAP ndovelte az artéridk falvastagsagat. A tunica intima kiilon elemzése nem
mutatott szignifikdns valtozast sem ép, sem anastomisalt erekben az in vitro PACAP kezelést
kovetden. A tunica media vastagsaga enyhén csokkent az in vitro tenyésztett erekben, de egyik
csoportban sem volt szignifikans eltérés. Erdekes modon a PACAP kezelés csokkentette a
tunica adventitia vastagsagat az in vitro tenyésztett erekben, de szignifikans novekedést okozott
az anastomisalt erekben.
1.10.6.2 Elasztin expresszio

Az erek elasztikus rostjainak mennyiségét orceinfestéssel vizualizaltuk, kvantifikaltuk.
Az anastomisalt artéridkban az orceinfestés intenzitdsa csokkent az BP csoportban az ép ¢€s
SHAM anastomisalt erekhez képest. Ezzel szemben a PACAP hozzdadasa az BP-hez novelte

az orceinfestés intenzitasat az anastomisalt erekben in vivo. Az elasztin lamellak szamat is
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meghataroztuk a tunica medidban, €s némi eltérést észleltiink a kiilonbdz6 csoportok ép artériai
kozott. Az BP jelenléte enyhe csokkenést okozott az elasztikus gylirik szdméban az
anastomisalt tunica medidban. A PACAP kezelés novelte az elasztikus lamelldk szamat ezekben
az erekben, de a BP alkalmazasa csokkentette a PACAP hatasat az anastomisalt artéridkban. Az
orcein-pozitivitast a kantil koriili kotoszovetben is mértiik, ahova PACAP diffundéalhatott. Bar
az erek kornyezetében az elasztin-pozitivitds alacsony volt, a PACAP adagolast kdvetden
enyhe, de nem szignifikdns novekedés figyelhet meg.

Az in vitro tenyésztett erek, beavatkozas nélkiil, nem mutattak szignifikans valtozast az
orcein-pozitivitasban a PACAP adagolasat kdvetden, de az orcein-pozitivitasuk szignifikdnsan
magasabb volt, mint a megmiitott erekben. A megmiitott erekben a PACAP enyhe, de nem
szignifikans csokkenést okozott. Az anastomisalt erekben a PACAP jelenléte nem okozott
valtozast. Az elasztikus lamellak szama, hasonléan az in vivo kisérletekhez, enyhén nétt a
PACAP hozzéadasaval az in vitro szovettenyészetekben.

Az elasztin fehérje expressziojat Western-blot analizissel is vizsgaltuk. Az ép ¢és
anastomisalt erek alacsony elasztin expressziot mutattak a SHAM csoportokban. A PACAP ¢és
BP kezelés novelte az elasztin expressziojat mind az €p, mind az anastomisalt artéridkban.
Tovabba, a PACAP hozzdadasa BP-al vagy anélkiil novelte az elasztin expresszidjat az
anastomisalt erekben az ép artéridkhoz képest. Hasonld expresszio-ndvekedést észleltek a
PACAP-kezelt in vitro szovettenyészetekben.

Az elasztin immunopozitivitasat immunhisztokémiaval is kimutattuk. A SHAM ¢és BP
csoportok ép ereiben diffuz jeleket észleltek, néhany lamella immunpozitivitassal. A PACAP-
kezelt csoportokban elasztin-pozitiv lamellédk voltak észlelhetok. A PACAP-kezelt anastomisalt
erekben a diffiiz és lamellas elasztin-pozitiv jelek hangsulyosabba véltak az ép erekhez képest.
Az BP kezelés csokkentette az elasztin immunpozitiv lamellainak jelét az anastomisalt erekben.
Hasonlo eredményeket észleltek a tenyésztett erekben, ahol erds diffuz elasztin jeleket
vizualizéltak az ép in vitro tenyésztettekben. A PACAP kezelés novelte a lamellak szervezddését
az anastomisalt in vitro artéridkhoz képest.
1.10.6.3 L tipusu kollagén expresszio

Az artériak tunica medidjaban az I. tipusu kollagén befolyasolja az erek integritasat, igy
a kollagén jelenlétét picrosirius festéssel vizsgaltuk.

Az ¢ép erekben a BP csokkentette a vastag, de emelte a vékony kollagénszalak
mennyiségét a tunica medidban. A PACAP foként a vékony szélak esetén okozott csokkenést,
az anastomisalt ereknél viszont emelkedett a vastag szdlak mennyisége. Az in vitro

szovettenyészetekben az anastomisalt majd elszakitott (traumatizalt) ereket vizsgaltuk. Ebben
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az esetben a PACAP kezelés enyhén novelte a vastag kollagénszalak jelenlétét a vékony szalak
megvaltoztatasa nélkiil. A ép artéridkhoz hasonld mennyiségli vastag kollagénszal volt
¢észlelhetd a SHAM csoportokban, de csokkenés figyelhetd meg a PACAP-kezelt erekben. A
vékony szalak szdmossaga csokkent mind a SHAM, mind a PACAP szdvettenyészetekben. Az
anastomisalt megmiitott erekben csokkent a vastag szalak szama az ép és megmitdtt SHAM
csoporthoz képest. A vastag és vékony kollagénszadlak szdma szignifikansan csokkent a
PACAP-kezelt in vitro anastomisalt tenyészetekben.

Az 1. tipusu kollagén specifikus expresszidjat Western blot analizissel tovabb vizsgaltuk,
¢s hasonld eredményeket kaptunk in vivo. A PACAP alkalmazasa csokkentette az expressziot
az anastomisalt erekben, de az BP jelenléte nem okozott valtozast. Az in vitro
szovettenyészetekben az I. tipust kollagén expresszio alig volt észlelhetd, de enyhe emelkedés
figyelhetd meg az anastomisalt tenyészetekben. Az 1. tipusi kollagén lokalizaciojat
immunhisztokémidval is kovettiik.

SHAM ¢és kezelt artéridk tunica medidja diffuz és szalszerli immunpozitivitast mutatott. Az
¢ép artéridkban a PACAP ¢és BP alkalmazas csokkentette a diffuz 1. tipusu kollagén jeleket és
hasonlé mddon csokkentette a kollagénszalakat, mint a picrosirius festés eredményei. Az
anastomisalt erek I. tipust kollagén immunpozitivitasa tovabb csokkent, és a szaljelek eltlintek
a PACAP-kezelt és BP csoportokban. A szovettenyészetekben diffuz és szaljeleket észleltek az
¢ép erekben, ahol a PACAP adagolés tovabb ndvelte a tunica media kollagénszal-tartalmat. Az
anastomisalt tenyésztett erekben 1. tipust kollagénszalak voltak észlelhetdk a tunica mediaban.
A PACAP adagolas novelte a diffuz kollagén jeleket, de nem fokozta a szalképzddést.
1.10.6.4 Granulomdas szovet a kannula koriil

Perikanniilarisan granulomas szdvet képz6dott minden csoportban, de a PACAP-kezelt
esetekben ez kifejezettebb volt. A polarizalt fényben vizsgalt picrosirius-festett metszeteken
nem szignifikdns emelkedést észleltiink a PACAP-kezelt csoportokban mind a vorés (SHAM
¢s BP: 8030,26 + 1224,92; PACAP és PACAP + BP: 17 954,93 £ 5270,92), mind a zold (SHAM
¢s BP: 3575,05 + 2248; PACAP és PACAP + BP: 9203,76 + 3876,22) fénydenzitasban. Az
orceinfestésli metszeteken nem volt lathato kiilonbség a PACAP-kezelt csoportokban (SHAM
¢s BP: 1212,869 + 183,353; PACAP és PACAP + BP: 1382,403 + 93,97) integralt fénystrliség
tekintetében.

1.11 A BGP-15 érgyogyulasra kifejtett hatasanak vizsgalata
1.11.1 Altalinos megfigyelések
A kutatds soran nem talalkoztunk aneurizmaval, vagy tromboézissal. Az &ramlasi

paraméterek a miitét sordn alig valtoztak, egyediil a KSHAM csoportban volt megfigyelhetd
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egy szignifikans valtozas az alap értékhez (p=0,0116) ¢s a SHAM (p=0,0203) csoporthoz
képest. A 21. napon, a sajat ép ellenoldali artéridk adataival Gsszevetve az anastomosisok
aramlasat, a BGPO csoportnal volt megfigyelhetd szignifikdns emelkedés, az ép ¢és az
anastomisalt oldalon is. Ezen adatok mérése allatonként kdzel azonos idében (anesztetikus
mélységben) tortént, igy a relativ adatokat vizsgalva, nem volt eltérés a csoportok kozott
(SHAM: 95,70%, KSHAM: 1,18%, BGPO: 0,99%)

Az allatok az altalanos gondozési folyamatokat, a kétnaponkénti kezeléseket, illetve a
sebtisztitdsokat jol tlrtek. Ez foként a BGP kezelt allatok esetén volt megfigyelhetd. Az
esetiikben altalanossdgban elmondhatd, hogy sokkal nyugodtabban viselkedtek a tarsaikhoz
képest. Az allatok tomege a miitéti traumat kovetden novekedni kezdett és a BGPO csoport
kivételével a 21. napra meg is haladtak a kiindulési értéket, a SHAM (p=0,0132) és a BGPK
(p=0.0303) csoportokban ez szignifikans mértékii volt.

1.11.2 Laboratoriumi vizsgalatok
1.11.2.1 Hematologiai mérések

Bér a BGP-15-6t lokalisan, kdzvetleniil az anastomosis helyére juttattuk, nem csak az erekre
volt hatédssal, felszivodas révén a keringésbe is keriilhetett, igy szisztémdas hatasokat is
kifejthetett. A KSHAM csoportban szignifikans, tartos leukocytosis alakult ki, amely a 7. naptol
a 21. napig fennallt, jelezve a miitéti trauma ¢&s a kaniil altal kivaltott elhizodo gyulladasos
valaszt. Ezzel szemben a BGPK és BGPO csoportokban alacsonyabb, atmeneti FVS-emelkedés
volt csak megfigyelhetd, s6t a 14. napon a BGPK csoportban a kiindulasi érték ala
csokkenéssel, ami a BGP-15 gyulladascsokkentd hatasat erdsiti.

A BGPO csoportban mind a vordsvértestszam, mind a hematokrit értékek szignifikans,
folyamatos csokkenést mutattak, kiilondsen a 14. és 21. napon (VVS: 7,04+0,46 és 7,06+0,34;
Htc: 38,96+£2,7 ¢és 39,41+£2,5). A BGPK csoportban viszont enyhébb csokkenés volt
megfigyelhetd, amely a 21. napra kdzel normalizalodott. Ezzel szemben a tobbi csoportban csak
a mitéti traumat kdvetd elsé héten volt jelentOsebb eltérés az alapértékekhez képest. A BGPO
csoportban a hemoglobinszint a 14. és 21. napon is szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a
tobbi csoportban. Ez az érték a vordsvértestszadm és hematokrit csokkenésével parhuzamosan
jelentkezett, mig a BGPK csoportban csak enyhe, de konzisztens csdkkenés volt tapasztalhatd
a 14. napig. A SHAM ¢és KSHAM csoportokban a hemoglobinszint jelentdsebb eltérése a 7.
napra korlatozddott.

A BGPO csoportban szignifikdnsan alacsonyabb MCV-értékeket mértiink minden
idépontban, ami a mikrocitozis iranyaba torténd eltolodasra utalhat. A BGPK csoportban

szintén kisebb, de statisztikailag szignifikans csokkenés volt észlelhetd a korai postoperativ
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hetekben. A kontrollcsoportokban az MCV nem mutatott klinikailag relevans valtozast. A
BGPO éllatokban tartds thrombocytosis alakult ki, a 7. naptdl kezdve mindvégig szignifikansan
magasabb értékekkel. A BGPK csoportban és a KSHAM csoportban nem észleltiink
szamottevo valtozast a thrombocytaszamokban. A SHAM csoportban atmeneti, posztoperativ
thrombocytaemelkedés volt megfigyelhetd, amely a 14. naptol csokkent.

1.11.2.2 Vorosversejt deformabilitas és aggregatio

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

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

1.11.3 Szakitoszilardsag mérése

Az intakt artéridk jelent6sen nagyobb szakitdszilardsaggal rendelkeztek, mint az
anastomisaltak. A BGP kezelés emelte az anastomosisok szakitoszilardsdgat, azonban a
KSHAM csoportnal is megfigyelhetd egy emelkedés. A gorbék meredeksége a 33-100%-0s
tartomanyban (kollagén dominélta, irreverzibilis deformacios szakasz) esetén a legnagyobb
eltérés a KSHAM csoportban volt, mig a BGPO csoport esetén volt a legkevesebb eltérés az
intakt erekhez képest, mely az artéria biomechanikai érésének eldsegitésére utal.

1.11.4 Szovettani vizsgalatok
H&E festett metszteken vizsgaltuk az érfal rétegeinek a vastagsidgat. A teljes

rétegvastagsag esetén a BGPO csoportban szignifikans eltérést lathattunk a SHAM csoporthoz
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képest, mely a SHAM csoportnal jelen 1évo fiziologias, sebzést kdvetd intima hiperplasiat is
felerdsitette.

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

Az orcein festett metszeteken vizsgaltuk az elasztikus rostok mennyiségét ¢s az altaluk
képzett lamellak szamat. A BGPO csoport esetén szignifikdns emelkedés volt megfigyelhetd
az elasztikus rostok mennyiségében, a lamelldk szambeli eltérése nélkiil.

1.12 Szovetek nedvesen tartasanak jelentoségének vizsgalata
1.12.1 Makroszkopos megfigyelések

A sebészeti beavatkozdsok sordn megfigyeltilk, hogy a nem nedvesen tartott szdvetek
manipulalasa egyre nehezebbé valt. A Deszikkalt csoportban a 21. napon a miitéti helyen
fokozottabb, stirlibb kotdszovet volt, valamint az egyik artéridban trombozis, egy masikban
pedig aneurizma alakult ki.

Az epigasztrialis ereket nem érintette a metszési és varratkészitési sériilés, de az Oket
tartalmazd szovetrész volt a leginkabb kitéve a kiszaradasnak. Az allatok sulya a kovetési
iddszak alatt hasonloan valtozott, azonban a kiszaraddsos csoportban sokkal nagyobb volt a
szoras, €s a sulygyarapodas is alacsonyabb volt az Operalt csoporthoz képest.

Mindkét csoportban sikeresen elvégeztiik az 6sszes anastomisalast, amint azt a miitét eldtti
és utani artérids aramlasi sebességek mutattdk. A 21. napon nem taladltunk szignifikans
kiilonbséget a két csoport vagy a két oldal kozott, de a Deszikkalt csoportban enyhén
megnovekedett véraramlast figyeltiink meg.

Az éllatok borhomérséklete nem valtozott szignifikdnsan, de a Deszikkalt csoportban enyhén
emelkedett talp bérhdmérsékletet mutattak a 21. napon.

1.12.2 Laboratoriumi paraméterek

A hematologiai paraméterek esetén enyhe eltérések voltak megfigyelhetok. A kovetési
1d6szak alatt a fehérvérsejtszam nem valtozott jelentdsen. A vordsvérsejtszam a masodik héten
mindkét csoportban szignifikdns emelkedést mutatott (Operalt p=0,0169; Deszikkalt
p=0,0018), a harmadik héten pedig csak az Operalt mutatott kiilonbséget (p=0,0418). A
hematokrit a 2. héten szignifikdns ndvekedést mutatott (p=0,0030) a Deszikkalt csoportban az
Operalthoz képest. A hemoglobin koncentracioban az egyetlen szignifikans kiilonbség az elso

héten az Operalt csoportban tortént (p=0,0220). A vérlemezkeszam mindkét csoportban enyhe
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novekedést mutatott, legnagyobb mértékben az Operalt csoportban, ahol az elsé héten
szignifikans (p=0,0007) mértékii volt. Az MCV a masodik (p=0,0212) és a harmadik
(p=0,0233) héten nodtt a Deszikkalt csoportban. Az MCH az elsé héten nétt a Deszikkalt
csoportban (p=0,0168), mig az Operaltban a mésodik (p=0,0002) és a harmadik (p=0,0007)
héten csokkent. Az MCHC szintén szignifikans csokkenést mutatott az Operalt csoportban a
masodik (p=0,0003) és a harmadik (p=0,0001) héten.

Vizsgaltuk a vorosvérsejtek deformalhatosagi paraméterét is. A Deszikkalt csoport gorbéi
az els6é héten mutattdk a legnagyobb csokkenést az alaphoz képest, ami a deformalhatosag
romlasara utal. Erdekes modon az Operalt csoport gorbéi a beavatkozast kovetéen emelkedést
mutattak. Az Elmax és SS1, értékek kozott nem volt szignifikans kiilonbség a csoportok kozott.
Az Elnax/SS12 az elsé héten szignifikans csokkenést mutatott a Deszikkalt csoportban az
alaphoz (p=0,0014) és az Operalthoz (p=0,0471) képest. Az EI 3Pa a mutét utan csokkenést
mutatott a csoportokban, de a harmadik héten az értékek novekedtek, leginkabb az Operalt
esetén (p=0,0061 vs. alap).

A vorosvérsejtek aggregatiojanak mértékét az aggregatios index fejezi ki. Az M 5Ss és
M1 5s index paraméterei a mutétet kovetden a deszikkalt csoportban megemelkedtek, és az elsd
héten szignifikdnsak voltak a SHAM-hez képest (M 5s p=0,0190; M1 5s p=0,0026), majd a
harmadik hétig normalizalodtak. Az M 10s paraméterben a mitétet kdvetden az Operalt
csoportban novekedés, mig a deszikkalt csoportban csdkkenés volt tapasztalhatd. Ez az els6
héten szignifikans kiilonbséget okozott a két csoport kozott (p=0,0423), de a harmadik hétre
normalizaldédtak. Az M1 10s paraméter csak kis, nem szignifikans valtozasokat mutatott.
1.12.3 Szakitoszilardsag mérése

A szakitészilardsdgi mérésekbdl erd-megnyulas diagramokat kaptunk, amelyeket
numerikusan is elemeztiink. Az artéridk fesziiltség-alakvaltozas gorbéinek lefutdsa az
elasztomerekhez hasonlo. Az elemzés meghatarozta a maximalis szakitoszilardsagot, amelyre
mindharom csoport anastomosisa szignifikansan gyengébbnek bizonyult az ép kontralateralis
artéridhoz képest (UNK p=0,0146; Operalt p<0,0001; Deszikkalt p=0,0006). A csoportok
kozott nem volt szignifikdns kiilonbség, de a legerOsebbek a frissen késziilt UNK
anastomosisok, a leggyengébbek pedig az Operalt artéridk voltak.

A gorbék meredekségét a teljes szakaszon (0,001 N- maximalis pont) és kiilon-kiilon a
teljes szakasz 0-33% és 33-100% teriiletein vizsgaltuk. A teljes gorbe esetében a UNK
anastomosisnal volt a legnagyobb eltérés a sajat kontralateralis artéridhoz képest (p=0,0024),
mind a gorbe kezdeti részén (0-33%) (p=0,0138 vs. sajat alap), mind a gorbe terminalis részén

(33-100%) (p=0. 0138 vs. sajat alap). A Deszikkalt és Operalt csoportok esetében a lejtdk nem
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csokkentek szignifikansan a gorbe teljes és végsd szakaszan az €p ellenoldali érhez képest. A
Deszikkalt csoport esetében azonban a kezdeti szakaszban ndvekedés volt megfigyelhetd az
ellenoldali intakt érhez képest, ami szignifikans (p=0,0175) kiilonbségnek bizonyult a UNK
csoporthoz képest.

1.12.4 Hisztomorfologia

Az anastomosisok kozott nem volt szignifikans kiilonbség a teljes falvastagsag és a
tunica adventitia vastagsaga tekintetében. Az intima vastagsidga azonban nem nodvekedett a
Deszikkalt csoportban. A tunica media vastagsaga elsésorban a Deszikkalt csoportban nott
(p=0,0127 vs. UNK).

Az artérias fal rétegvastagsagan kiviil altalanos morfologiai elemzést is végeztiink. A
tunica intima mind az Operalt, mind a Deszikkalt csoportban patoldgids rendellenességek
nélkiil azonosithato volt. A Deszikkalt csoport tunica medidjaban tobb duzzadt sejt jelent meg,
¢s a sejtek Osszlétszama is megndtt az Operalt csoporthoz képest. A tunica adventitia kissé
stirlibb kollagénmatrixot és valamivel siirlibb szdvetet tartalmazott, és valoszinii, hogy a
Deszikkalt csoportban a fibroblasztok szama is megndtt. Masrészt a festddés intenzitasa
magasabb volt a tunica adventitidban a Deszikkalt csoportban. Ez az erdsebb eozinofil
megjelenés fokozott fehérjeexpressziot jelenthet.

Az epigasztrikus artériaban csak a tunica intima mutatott szignifikans névekedést mind
az Operalt (p=0,0073), mind a Deszikkalt csoportban (p=0,073) az ép érhez képest. Ezzel
szemben az epigasztrikus véna esetében a Deszikkalt csoportban a tunica media, az adventitia
¢s a teljes vastagsadg nem szignifikans megvastagodasa volt megfigyelheto.

A picrosirius festett metszeteken mind a vords (vastag rostok), mind a zo6ld (vékony
rostok) fényintenzitas novekedést mutatott a Deszikkalt csoportban az ép artéridkhoz képest, a
vOrds fényintenzitasban pedig szignifikans (p=0,0226) novekedést figyeltiink meg a UNK
anastomosisokhoz képest.

Az orceinnel festett metszeteken megvizsgaltuk a rugalmas rostok mennyiségét és
lamellakba rendez0dését. A combartériak esetében nem lattunk egyértelmii kiilonbségeket a
rugalmas rostok mennyiségében ¢s a lamellak elrendezédésében. Az epigasztrikus artériaban
azonban az Operalt csoportban nem szignifikans novekedést tapasztaltunk, ami a Deszikkalt
csoportban nem volt megfigyelhet6. A Deszikkalt csoportban a lamellak mennyiségénél kis

mértékili csokkenés volt megfigyelhetd.
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FONTOSABB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

1.

Sikeresen kidolgoztunk egy modellt a microvascularis ér-anastomosisok regeneracios
folyamatainak vizsgélatara, valamint a kiilonbozd lokalis kezelések koltséghatékony és
megfeleléen modulalhatdsaggal torténd kivitelezésére.

Az ¢érvarratok mechanikai integritasdnak (szakitoszilardsdganak) objektiv vizsgalata
tovabbfejlesztettiik a szakitdszilardsdg-mérd késziiléket, mely tobbféle szovetminta tipus
esetén hasznalhato.

Eldszor szamoltunk be a PACAP ¢és a BGP-15 microvascularis anastomosisokra kifejtett
hatasarol, a szisztémas hatasok figyelembevételével. A PACAP alkalmazasa novelte az
elastin kifejezddést, mig a BP csokkentette azt, de az I. tipusu kollagén kifejezddésében
nem észleltiink jelentds valtozasokat. A biomechanikai rugalmassag és a szakitoszilardsag
a PACAP csoportban nétt, mig a BP csoportban csokkent. A kombinalt alkalmazasuk
azonban elényds volt az érregeneracid szempontjabol.

A BGP-15 lokalis alkalmazasa kedvez6 hatast gyakorol a microvascularis anastomosisok

crer

crcr

Ugyanakkor a szisztémas felszivodas kovetkeztében megfigyelt haematoldgiai é€s
aggregatios valtozasok, kiilondsen a BGP kezelt anasztomizalt csoportban, tovabbi
vizsgalatot igényelnek.

A szovetek intraoperativ nem megfeleld nedvesitésének jelentdségérdl bemutatott objektiv
adatok alatamasztjdk a klasszikus sebészi elvet. Tovéabbi kutatasok sziikségesek a
hidratalas gyakorisdganak és idOtartamanak optimalizalasara annak érdekében, hogy

meghatarozhatd legyen a szoveti kiszaradas visszafordithatd/irreverzibilis hatarvonala.
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Urnak, aki a szakértelmével és tiirelmével mindvégig mogottem allt. Koszonom a szakmai
iranymutatast ¢és a kutatasi feltételeket, melyekkel lehetoséget teremtett a fejlodésemre, mar
egészen 2018 oOta, amikor is eldszor kapcsolodhattam be a Tanszék tudomanyos munkajaba.

Koszonettel tartozok Dr. Souleiman Ghanemnek és Dr. Szabo Balazsnak, akik
elhivatottsagukkal példat mutattak és elsoként ismertették meg velem az allatkisérletek menetét
¢s a mikrosebészetet. Koszondom Prof. Dr. Furka Istvannak, hogy szilard mikrosebészeti
alapokr6l indulhattam. Tovabba koszoném Prof. Dr. Miké Irénnek, Dr. Pet6é Katalinnak Dr.
Vanyolos Erzsébetnek és Dr. Deak Adamnak a szakmai tanacsokat, javaslatokat.

Hatalmas koszonettel tartozom Dr. Al-Smadi Mohhamad, Dr. Varga Adam, Dr. Matrai
Adam Attila, Dr. Bed8cs-Barath Barbaranak, Fiizesi Robert, jelenlegi és volt kollégaimnak,
jobarataimnak, akik mindig és mindenben mellettem alltak és tamogattak. Koszondm a
szamtalan, kellemes egylitt toltott pillanatot, illetve a timogatasukat a nehéz idoszakokban is.

Koszonetet szeretnék mondani a Sebészeti Miitéttani Tanszék valamennyi munkatarsanak,
hogy barati kornyezetben tolthettem mindennapjaimat és végezhettem a munkamat.

Ko6szonom minden kedves Kollaboracios Munkatarsamnak az egyiitt eltoltott 1dot,
valamint a munkdjukat, mellyel hozzajarultak a szakmai fejlédésemhez, a disszertaciom
elkészitéséhez, tovabba 1j perspektivak megismeréséhez. Mind az Anatdmiai Szovet- és
Fejlédéstani Intézet, Farmakologiai €s Farmakoterapiai Intézet, Pathologia Intézet és a
Gyobgyszertechnologiai Tanszék Munkatarsainak halaval tartozom, akik koziil az évek soran
tobben is a Barataim lettek.

Ezen disszertacido nem késziilhetett volna el a Csaladom, valamint a Barataim szeretete,
tamogatasa és Osztonzése nélkiil, melyért mindig halas leszek. Koszonom Edesanyamnak,
Nagypapamnak, Feleségemnek, hogy mindig velem voltak, tAmogattak, 6sztonoztek, illetve

megteremtették a biztos hatteret, hogy most itt lehessek.
Tamogatéasok:

NKFI-1 “OTKA” K-139184
UNKP-20-2-1-DE-58, UNKP-21-3-1-DE-157, UNKP-22-3-1-DE-344

30



	Microvascularis anastomosisok regenerációjának vizsgálata kísérletes sebészeti modelleken
	BEVEZETÉS
	CÉLKITŰZÉSEK
	ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK
	1.1 Kísérleti engedély
	1.2   Kísérleti állatok és felhasznált gyógyszerek
	1.3   Műtéti protokoll
	1.4   Mintavételi protokoll
	1.5   Kísérleti csoportok, kiegészítő lépések
	1.5.1 PACAP 1-38 érgyógyulásra kifejtett hatásának vizsgálata
	1.5.1.1 Microcirculatiós mérések
	1.5.1.2 Szövettenyésztés
	1.5.1.3 Immunhisztokémia
	1.5.1.4 Western blott

	1.5.2 A BGP-15 érgyógyulásra kifejtett hatásának vizsgálata
	1.5.3 Szövetek nedvesen tartásának jelentőségének vizsgálata

	1.6   Laboratóriumi vizsgálatok
	1.6.1 Hematológiai paraméterek
	1.6.2 Micro-rheologiai paraméterek
	1.6.2.1 Vörösvérsejt deformabilitás mérése
	1.6.2.2 Vörösvérsejt aggregatio mérése


	1.7   Szakítószilárdság mérése
	1.7.1 Stabil keret kialakítása
	1.7.2 A húzómechanika pontos kialakítása
	1.7.3 Az erőmérő rendszer és annak kalibrálása
	1.7.4 A kezdő- és végpozíció
	1.7.5 Mikrokontroller
	1.7.6 A szoftver
	1.7.7 A kalibrálás
	1.7.8 Mérés kivitelezése és kiértékelése

	1.8   Szövettan
	1.9   Statisztikai analízis

	EREDMÉNYEK
	1.10   PACAP 1-38 érgyógyulásra kifejtett hatásának vizsgálata
	1.10.1 Általános megfigyelések
	1.10.2 Mikrokeringés
	1.10.3 Hematológiai változások
	1.10.4 Vörösvérsejt deformabilitás és aggregatio
	1.10.5 Szakítószilárdság mérése
	1.10.6 Hisztológia, molekuláris biológia
	1.10.6.1 Érfalrétegek vastagsága
	1.10.6.2 Elasztin expresszió
	1.10.6.3 I. típusú kollagén expresszió
	1.10.6.4 Granulomás szövet a kannula körül


	1.11   A BGP-15 érgyógyulásra kifejtett hatásának vizsgálata
	1.11.1 Általános megfigyelések
	1.11.2 Laboratoriumi vizsgálatok
	1.11.2.1 Hematológiai mérések
	1.11.2.2 Vörösvérsejt deformabilitás és aggregatio

	1.11.3 Szakítószilárdság mérése
	1.11.4 Szövettani vizsgálatok

	1.12 Szövetek nedvesen tartásának jelentőségének vizsgálata
	1.12.1 Makroszkópos megfigyelések
	1.12.2 Laboratóriumi paraméterek
	1.12.3 Szakítószilárdság mérése
	1.12.4 Hisztomorfológia


	FONTOSABB EREDMÉNYEK ÉS KÖVETKEZTETÉSEK
	KÖSZÖNETNYILVÁNÍTÁS

