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1. BEVEZETES

A Kklinikai gyakorlatban a vese ischaemia-reperfusios kdrosoddsa elkeriilhetetlen
kovetkezménye lehet szamos koréllapotnak és miitéti beavatkozdsnak is.

Lehet éltalanos hypoperfusio €s a keringés ezt kovetd helyredlldsanak kovetkezménye
szivmegéllast koveto djraélesztés, shockos allapot kapcsan, de okozhatja lokalis hypoperfusio
is hasi traumak esetében. El6fordulhat minden olyan érsebészeti beavatkozds sordn, mely az
aorta teljes keresztmetszetl leszoritasat igényli az arteria renalis eredése felett.

Meleg- és hideg ischaemids, illetve reperfusids karosoddsokkal lehet szamolni vese-
transplantatio sordn is. A kiilonbozd tipusi veseresectiok esetén (egysiki vagy ékalaku
resectiok, longitudinalis nephrotomia), vesedaganat eltdvolitdsa kapcsin -fOleg soliter vese
esetén- és egyéb, az arteria renalis rovidebb vagy hosszabb idejli idoleges leszoritasit igényld
uroldgiai beavatkozédsok (pl. traumds sériilések és vese liregrendszeri miitétek) sordn egyarant
figyelembe kell venni a korai és késoi ischaemia-reperfusids kdrosoddsok lehetc'iségét.s’ 138

Ismert tény, hogy az arteria renalis maximadlisan 30 percre szorithaté le a vese
irreverzibilis kdrosoddsa nélkiil. Bizonyos miitéteknél ez a leszoritds hosszabb idot is igénybe
vehet, mely megfelel6 védelem hianyaban nem kivitelezheto.

Ezen beavatkozasoknal nemcsak a veseparenchyma szenvedhet reverzibilis vagy akdr
irreverzibilis kdrosodasokat a leszoritds idejétdl fiiggden, hanem magédban a leszoritott artéria
falaban, a leszoritds helyén is bekovetkezhetnek hasonlé elvéltozasok, amelyek az arteria
renalis kontrakcids-relaxacids képességét kedvezdtleniil befolyasolhatjak.

A szovetek morfologiai és funkciondlis allapota mellett a keringd vér rheologiai
tulajdonsdgai is fontos szerepet jatszanak a kiilonb6z0 folyamatokban. A megvéltozott
rheologidju vér az egész szervezetre hatdssal lehet, akdr a karosodott régi6tdl tavol is.
Az ischaemia €s az azt kovetd reperfusio a szervekben, szovetekben szdmos folyamatot

indithat el, amelyek befolydsolhatjdk a vér rheologiai faktorait.



A szabadgyok reakcidk, a felszabadul6 medidtorok, a helyi vagy szisztémads
haemodinamikai valtozdsok, a pH véltozdsa, a folyadékterek datrendezddése, koros
elvdltozasai mind befolydsolhatjdk a haemorheologiai &llapotot. A haemorheologiai
paraméterek vizsgdlata ezért fontos és értékes informdaciot adhat az ischaemia-reperfusio
soran létrejott valtozasokrol.

A vese ischaemia-reperfusios karosodds pathomechanismusanak tisztdzasara az elmult
évtizedekben szamtalan kisérletes modell sziiletett, melyek igazoltdk a szabadgyokok oki
szerepét. Ezzel parhuzamosan egyre boviilt azon lehetdségek, bioldgiai és kémiai anyagok
kore (természetes és szintetikus antioxiddnsok, gyokfogdok, kiillonbozé tadmadaspontd
gitlészerek), melyekkel a kdrosodds megelézhetd, vagy csokkenthets.'*

Ezek egyike a szabadgyok termelddésben kulcsszerepet jatsz6 xantin-oxidaz
gatlészere, az allopurinol, melynek ischaemia-reperfusios karosoddsokra gyakorolt kedvezo
hatdisdt mar szdmos kisérlet bebizonyftotta, 1= 13 16:20: 23253435, 40,43,47,49,52, 54,50, 87, 89,95, 103, 117, 121-122

Nem taldltunk azonban olyan irodalmi hivatkozast, mely specidlisan a leszoritott
erekre, igy az arteria renalisra vonatkozéan kozolt volna adatokat magaban az érfalban, az
ido6leges leszoritdsra bekodvetkezd ischaemia-reperfusiés elvaltozasokkal, s azok esetleges
kivédési lehetdségével kapcsolatban allopurinol el6- vagy utdkezelést kvetden.

Ezért olyan sebészi modell kidolgozasat terveztiik, melyben a mar kordbban jelzett,
foleg uroldgiai jelleglh beavatkozdsok soran az idOleges arteria leszoritast kovethetod
ischaemia-reperfusios karosodasok kiilonbozo laboratériumi mdédszerekkel kimutathatok €s
megfeleld kezeléssel csokkenthetok, nemcsak a leszoritds helyén az érfalban, hanem a
veseszovetben is, és az egész szervezetet érintd szisztémds valtozédsokra is kedvezden tudnak
hatni. Végsd célunk az volt, hogy a kisérletek sordn nyert mérési adatok értékelése sordn

hasznosithat6 eljardsokat javasolhassunk a klinikai gyakorlat szdméra az ilyen jellegi miitéti

technikdk alkalmazdasa sordn, ezzel is a sebészi biztonsdgot novelve.



CELKITUZESEK

1.  Megfeleld artérids érmodell kidolgozdsa kutydk arteria renalisian, az ér teljes
keresztmetszetének iddleges leszoritdsat kovetd ischaemids-reperfusidés karosodasok
vizsgalatéra.

2. A érmodellben -1 hetes postoperativ utdnkovetéssel- kiillonbozdé funkciondlis és
morfoldgiai mérdmddszerekkel annak bizonyitdsa, hogy az arteria renalis leszoritasat és
felengedését kovetd -az irodalombdl jol ismert- valtozasok nemcsak a veseparenchymat,
hanem a veseartéridt is érinthetik.

3. FErreaktivitdsi vizsgdlatokkal bizonyitani az arteria renalis leszoritisit kovetd, az
érfalban kialakulhaté ischaemids karosoddsokat, a xantin-oxiddz gétlé allopurinol
feltételezett véddhatdsanak kimutatdsaval.

4. Az allopurinol feltételezett védohatdsanak bizonyitdsa nemcsak a vese, hanem a
veseartéria morfologiai valtozdsainak vonatkozdsaban is a 45 perces ischaemia és az azt
kovetd reperfusio sordn.

5. A 45 perces ischaemia és az azt kovetd reperfusio szisztémdsan bekovetkezd
valtozdsainak kimutatdsa haematologiai és haemorheologiai vizsgélatokkal, antioxidans
aktivitds és endothelin szint meghatdrozdssal.

6. Fenti modellen a leggyakrabban alkalmazott rutin vesefunkcids vizsgélatok (szérum
urea és kreatinin meghatdrozds) mellett -az ischaemia-reperfusids karosoddsok
kimutatdsara eddig erre a célra nem alkalmazott mdédszer- a vizelet N-acetyl-B-D-

glukézaminidaz aktivitds meghatarozasa.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Ischaemia-reperfusios karosodasok

A szervek, szovetek vérellatdsanak barmilyen okbdl torténd megsziinése ischaemiét
eredményez, mely igen rovid idon beliil a szovetek anyagcseréjének karosodasdhoz vezet, s
irreverzibilis valtozdsok alakulhatnak ki. Paradox mdédon a véraramlds helyreélldsa olyan
torténések sorozatat inditja el, melyek tovabb sulyosbitjdk az adott szerv, szovet allapotat.
Ez a jelenség ischaemia-reperfusio néven ismert.

Az évtizedek sordn szamos dllatfaj kiilonbozd szerv- és szovetmodelljén végzett
kutatomunka sordn bdviiltek az ismeretek az ischaemia-reperfusio pathophysiologidjaval

136,193 yoyanakkor a kdrosoddst okozé ischaemids idé hosszét illetden

kapcsolatban,gg’
tovédbbra is vannak tisztdzatlan kérdések.

Az elvaltozdsok nagy része a reaktiv oxigén intermedierek, a szabadgyok reakciok
direkt vagy indirekt kérosit6 hatdsaira vezethet$ vissza.*® A kédrosodds alapveté oka, hogy a
korai reperfusio alatt keletkezd oxigén eredetli szabadgyokok, reaktiv oxigén intermedierek
mennyisége meghaladja az endogén antioxiddns rendszer kapacitdsat és kialakul az oxidativ
stressz éllapota. Ennek ismert celluldris kovetkezményei a membran lipidperoxidacio,
membréin fehérje szerkezeti elvaltozasok, ioncsatorndk és receptorok karosoddsa, valamint
DNS denaturdcié. Az intracellularis ion homeostasis megvéltozik, a sejtmembran
permeabilitds fokozddik, ami a kalcium ion intracellularis bedramldsdhoz és végiil
sejthaldlhoz vezet.* 34
A kéarosodas masik komponense a szoveti gyulladds. Ischaemia-reperfusio hatdsara a

neutrophil granulocytdk aktivdlédnak, az endothel sejtekhez kitapadnak és egy tobblépcsos

folyamatban az extracellularis térbe keriilve oxigén szabadgyokoket, proteolyticus enzimeket,



histamint termelve gyulladdsos folyamatokat generdlnak és tartanak fenn, szovet- és
microcirculatiés kdrosodast, silyos esetben a sejtek és szdvetek necrosisat okozva.* 1!

Az oxidativ stressz kivdltotta biokémiai folyamatok hatdssal vannak nemcsak a
granulocytdk, de a vorosvérsejtek és thrombocytdk funkcidjara is. Aggregalédasuk
kovetkeztében a capillarisokat eltomithetik, amihez hozzdaddédhat az interstitialis oedema
capillarisokat komprimdlé hatdsa is. A jelenség ,no reflow” jelenségként ismert az

irodalomban. El8szor agyi ischaemidban irtak le,

majd mas szervekben, tobbek kozt a
vesében is kimutattak.'” Minél hosszabb az ischaemia id6tartama, annal valdszinubb a
jelenség megnyilvanuldsa. Szovettanilag duzzadt endothelium, intralumindris kitiiremkedések
jellemzik, ritkdbban thrombocytdk és fibrin thrombusok is megfigyelhetok a lumenben, mig

az interstitiumban oedema jellemzi.'*

2.1.1. Szabadgyok reakciok

A szabadgyokok olyan molekuldk vagy molekula fragmentek, melyek egyik kiilsd
elektronhéjukon egy vagy tobb pdrositatlan elektront tartalmaznak. A parositatlan elektron
hajlamos a parképzddésre, ezért a szabadgyokok rovid élettartamiak és kémiailag igen
reaktivak. Vannak oxigénkodzpontu (pl. szuperoxid, hidroxil), kénkdzponti (glutation gyok) és
szénkodzpontd (triklormetil) gyokok, de reaktiv oxigénterméknek tekinthetd a nitrogén-
monoxid és egyéb, a sejtekben zajlé termindlis oxidicié nem gyoktermészetli végterméke is
(hidrogén-peroxid). Bioldgiai szempontbdl legnagyobb jelentdsége az oxigénbdl eredd
szabadgyokoknek van (reaktiv oxigén intermedierek). Ezek koziil legfontosabbak a
szuperoxid anion (O,"), a hidrogén-peroxid (H,O,) és a hidroxil gyok (OH').33’ 41, 158
A szabadgyokok kémiai folyamatokban kiilonb6z0 szubsztratokkal reagédlnak egy

tobblépcsos folyamatban. Az elsd 1€pés, vagy inicidcié sordn szabadgyokok generdlédnak.



A masodik, propagdcios fazisban egész sor olyan reakcidt képesek beinditani, melyek tovéabbi
szabadgyok-aktivdlédashoz vezetnek, végiil a rermindcios folyamatban megsemmisiilnek.
A gyokok képzédését kiilonbdzé fémionok, elssorban a vas és a réz, katalizalni képesek.™

A szervezetben egy Osszetett védekez0 rendszer l1étezik, mely a szabadgyok reakcidkat
egyensulyban tartja, részben antioxiddns enzimek, részben nem-enzimatikus antioxidansok
kozremiikodése révén. ! 18

Az intracellularis, Un. enzimatikus védelmi rendszer enzimei a szuperoxid dizmutazok,
a katalaz és a glutation-peroxiddz. A szuperoxid dizmutdz €s a kataldz dizmutaci6 révén, mig
a glutation-peroxiddz oxido-redukcids reakcio katalizise révén fejti ki antioxiddns hatdsat.
Mindkét izoenzim a szuperoxid gyok semlegesitését végzi azaltal, hogy H,O,-vé redukalja.
A kataldz a hidrogén-peroxid vizzé €s oxigénné vald redukcidjat katalizdlja. A glutation-
peroxiddz elektront visz 4t a redukalt glutationrdl, és a peroxidokat ily médon destrudlja.
Az oxidalt glutation a glutation-reduktdz révén alakul vissza redukalt formavd, ehhez az
enzim NADPH-t hasznal.

A sejteken beliil fontos szerepe van a mitochondriumok citokrém-oxiddz rendszerének
is, mely tetravalens 1évén, négy elektronnal torténd redukcié soran az oxigént vizzé alakitja.

Az extracellularis tér kevésbé védett a szabadgyok hatdsokkal szemben. A védelem
legfontosabb eleme a coeruloplasmin, mely a lipidperoxidaciot katalizal6 ferrovasat ferrivassa
alakitja at, de a transzferrin, a glukdz, a bilirubin, a piruvét, és a higysav is rendelkeznek
antioxidédns hatassal.

Az elsO, Un. enzimatikus védelmi rendszer targyaldsa utdn megemlitendd a nem
enzimatikus antioxiddnsok csoportja. Ezek a lipidperoxidécié kiilonb6zd fazisaiban hatnak,
egy adott antioxidans egyszerre tobb hatdsmechanizmussal is kifejtheti hatasiat. A védekezés
tobb tdmadaspontd lehet, igy az inicidcié gatlasdval (pl. E-vitamin), a hidroperoxidok

képzOddésének megakadalyozasaval (pl. E-, C-vitamin), a hidroperoxidok elbontdsaval



(pl. thiol vegyiiletek: cisztein, ciszteamin, glutation, metionin), a lipidperoxidacioét katalizald
fémionok keldtora révén (pl. D-penicillamin, desferal), és a képzddott szabadgyokok
megkotésével (pl. A-, E-vitamin) is torténhet,* 3% 41+ 46-104. 150 138

Ha a keletkezett szabadgyokok mennyisége meghaladja a sejtek endogén antioxidans
kapacitdsat, kialakul az oxidativ stressz. Ennek sordn a szabadgyokok olyan lancreakcidkat
inditanak be, melyek tovédbbi sejtkdrosodast okoznak. Autooxidiciés és peroxidacids
folyamatok indulnak be, a gyokok kérosithatjdk a strukturdlis fehérjéket, inaktivalhatjak az
enzimeket, oxiddlhatjdk a hormonokat, lipidek peroxidacidjat okozzdk, roncsoljdk a
nukleinsavakat. Sejtszinten az oxidativ stressz mutdcidkhoz, kromoszéma eltérésekhez,
apoptosishoz, necrosishoz vezethet.* '* 19

Az oxidativ kdrosodds az életciklus folyaman akkumulélédik és a szabadgyok-fiiggd
karosoddsok a DNS, fehérjék és lipidek kérositdsa révén kulcsszerepet jatszanak szdmos
betegség, mint pl. egyes rosszindulatd daganatok, arteriosclerosis, arthritis, neurodegenerativ

kérképek kialakuldsaban,>> '%

2.1.2. A szabadgyokok és az ischaemia-reperfusios karosodas

Granger €s munkatdrsai bizonyitottdk els6ként a szabadgyok reakcidk szerepét macska
intestinalis ischaemia modelliikdn,** melyet azéta szdmos szerzo igazolt.g& H9

A szabadgyokok két legfontosabb forrdsa ischaemia-reperfusios kdrosodas sordn a
xantin-oxidaz rendszer és a neutrophil leukocytak.

A xantin-oxiddz rendszer egyike a legjelentdsebb szuperoxid és hidrogén-peroxid
forrdsoknak. A xantin-oxiddz (XO) és a xantin-dehidrogendz (XD) ugyanazon enzim

-a xantin-oxidoreduktdz (XOR)- két formdja, melyek képesek atalakulni egyik formédbdl a

masikba. In vivo az enzim 90%-ban xantin-dehidrogendz formaban van jelen.14



A purin nukleotidok katabolizmusa sordn az utols6 két 1épés a hipoxantin-xantin és
xantin-higysav dtalakulds, melyet a xantin-oxidoreduktdz katalizal.""” Normal koriilmények
kozott a hipoxantint a xantin-dehidrogendz enzim oxidélja hiigysavva, de oxidédlhatja a xantin-
oxiddz is. Ischaemia sordn xantin-dehidrogendz/xantin-oxiddz konverzié kovetkezik be.
A xantin-dehidrogendz/xantin-oxiddz 4atalakulds irreverzibilis, ha proteolyticus tuton és
reverzibilis ha a szulfhidril csoportok oxidaciéja sordn megy végbe.” '

A konverzidhoz sziikséges ischaemids idétartam szervenként véltozik, a vese esetében
hozzévetSlegesen 30 perc.®® A xantin-dehidrogendz fizioldgids elektronakceptora a
nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD™), a xantin-oxid4zé a molekuldris oxigén.

A hypoxids sejtben a xantin-dehidrogendz datalakul oxidalt formdva, ugyanakkor
ischaemia sordn az ATP defoszforildlodik, az AMP koncentracidja fokozdédik a sejtekben,
majd adenozinnd, inozinnd és végiil hipoxantinnd kataboliz4lédik. Igy a sejtben mind a
xantin-oxiddz, mind az enzim egyik szubsztritja jelen van. Reperfusio sordn a masik
szubsztrat, a molekuldris oxigén is megjelenik és a xantin-oxiddz a molekularis oxigént

szuperoxid gyokké és hidrogén-peroxidda redukalja.* *> 163
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AMP
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= .
< adenozin tripszin- __ | profeokizis
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m ; ) X0 .y hugysav
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. . <2 ~ ~ T . 42
Az ischaemia-reperfusids kdrosodés szabadgyokos mechanizmusa 88
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Tovéabbi szabadgyok képzddéshez vezet, hogy a szuperoxid gyok katalizdlja a Fe
redukci6jat Fe*™ ionn4, igy fokozza a hidroxil gyokok képzédését a Fenton-reakci6 sordn.

A szabadgyokképzédés maésik f6 forrdsit a neutrophil leukocytdk jelentik."’
Ischaemia sordn a neutrophil leukocytdk citokinek 4altal aktivalédnak, infiltralédnak a
szovetekbe és a myeloperoxiddz és NADPH oxiddz révén szabadgyokoket generdlnak.”” '>"1>®

Fentieken kiviil képzddnek képzddnek még szabadgyokok az arachidonsav
metabolizmus sordn, a megzavart miikodésli nitrogén-monoxid-szintdz, az endothelidlis
NADPH oxidéz, tovabba a mitochondridlis elektrontranszport lanc miikddése révén jg 33 101, 157

Bar az elvaltozasok nagy része a reaktiv oxigén intermedierek, a szabadgyok reakciok
direkt vagy indirekt kéarosité hatdsaira vezethetd vissza, mds mechanizmusok is szerepet
jatszanak a karosodas kialakuldsaban.

A neutrophil leukocytdk szerepe az ischaemia-reperfusiés vesekdrosodds
kialakuldsdban vitatott.”” Mig egyes kutat6k feltételezik szerepiiket a folyamatban,® " '®1
addig masok szerint nincs meghatdrozé szerepiik.''" '

Az aktivalt és extracellularis térbe keriilt leukocytdk oxigén szabadgyokoket,

proteolyticus enzimeket, histamint termelve gyulladdsos folyamatokat generdlnak és tartanak

fenn, szovet- és microcirculatios karosodast, a sejtek és szovetek necrosisat okozva.”’

2.1.3. Az ischaemia-reperfusios karosodas elleni védelem lehetdségei

Az ischaemia-reperfusios kdrosodds elleni védelem tobb tamadaspontu lehet.

A szervezet sajat védelmi rendszerét jelentd fiziologids védelem intracellularis (szuperoxid-

dizmutdz, kataldz, glutation-peroxiddz) €s extracellularis (glukéz, bilirubin, transzferrin)

elemeit a korabbi fejezetben méar emlitettem.
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A farmakologiai védelem csoportjdba tartozd vegyliletek tobbfélék lehetnek.
Antioxidansnak neveziink dltaldnossigban minden olyan természetes vagy szintetikusan
elddllitott vegyiiletet, mely a szabadgyokok képzddését megakaddlyozza, vagy a reaktiv
oxigén-intermediereket ,befogva” (gyokfogdk) védelmet nyudjt azok karos hatdsaival
szemben.™

A szuperoxid gyokok képzodését akaddlyozza meg a xantin-oxiddz gatlé allopurinol
illetve oxiddciés metabolitja, az oxipurinol. A lipidperoxidacié gatlasdval hatnak az
E és C vitamin, a propranolol, a Ca-csatorna blokkoldk, a Captopril. A vas katalizalta Haber-
Weiss reakcioban képzodott hidroxil gyok képzodést gatoljak a vaskelat képzok, mint a
desferrioxamin és a deferoxamin.* *'- 4% %3

A gyokfogok kozé tartoznak a mannitol, dimethyl-thiourea, dimethyl-sulphoxid és a
mercaptopropionyl-glycin, melyek a hidroxil gyokoket ,,fogjdk be”. A histidin a szinglet
oxigén gyokfogdja. Foleg a hidroxil gyokok semlegesitését végzik a thioltartalmu vegyiiletek
koziil az angiotenzin-konvertalé enzim Captopril és az N-acetylcystein.*" '**

A védelem masik lehetséges megkozelitési moddja az ischaemia-reperfusids
karosoddsban szerepet jatszd neutrophil sejtekre kifejtett hatds. Az egyik lehetOség a
gyulladdsos medidtorok felszabaduldsdnak gétldsa (anti-TNF-o antitestek, IL-1 receptor
antagonistdk, PAF antagonistdk), tovdbba a leukocyta adhaesi6s molekuldk szintézisének
csokkentése  transzkripciés  faktorok  expresszidjanak  géitlasdval  (D-penicillamin,
glucocorticoidok, salicylatok), vagy a leukocyta-endothel interakcidk gatldsa (anti-ICAM-1
antitestek). 13
A tovabbi lehetoségek kozott emlithetd a membrdnstabilizdlok alkalmazasa. Ide

sorolhaték a 21-aminosteroidok vagy mds néven lazaroidok, melyek gatoljdk a vas altal

katalizalt lipidperoxidéaciét és az arachidonsav metabolizmust. Szintén az arachidonsav
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metabolizmusra kifejtett hatds révén alkalmazhaté a ciklo-oxigendz gitlé Ibuprofen,” a
prosztaciklin és a tromboxan A2."!

NO donorok alkalmazéasa, a NO-szintézis gatldsa szintén lehetséges alternativa az
ischaemia-reperfusiés kdrosodds csokkentésére.*

Az egyéb lehetdségek kozt emlithetd a meleg ischaemids vesekdrosoddsok elkeriilése
céljabol alkalmazott hypothermia, amely lehet feliileti vagy perfusios jellegti. Ez akar 90-120
percre is megnovelheti az irreverzibilis kdrosodds nélkiili leszorithatésdg idejét.** A vena
renalis collateralis 4gain (v. spermatica/ovarica interna, v. suprarenalis) keresztiil torténd
perfusio kidolgozésa tanszékiinkhoz kotédik.” !

Az ischaemids prekondiciondlds (IPC) a sejtek stresszre adott adapticiés vilasza,
mely sordn az egy vagy tobb rovid ischaemids epizdd noveli a sejtek tolerancidjat egy késdbbi
sulyosabb ischaemia-reperfusios karosoddssal szemben. El0szor Murry és munkatarsai irtak le
kutyasziv modellen.”® A kialakult protekcié Kkétfazisi: a klasszikus, vagy korai
prekondiciondlds a stimulust kovetden azonnal megjelenik és 2-3 6rdig mutathaté ki,”® mig a
késdi 12-24 6ra milva jelenik meg és 3-4 napig tart.'

A vesével kapcsolatban ellentmonddsosak a kutatdsi eredmények, mind a
prekondiciondlds hatdsossdga, mind protokollja, mind hatdismechanizmusa tekintetében. Korai
tanulmdnyok szerint vese esetében hatdstalan az IPC,”® kés6bb azt taldltdk, hogy kisméretii
emldsdllatok (egér, patkdny) esetében hatdsos,? 207 70- 11612444 nagyobb testlieknél (kutya,
sertés) nem.> ® A protokollokban 3 vagy 4 ciklusban alkalmaztak kiilonb6z6 id6tartamd,
rovid ischaemids-reperfusids periddusokat (2, 4, 8, 10 perc ischaemia, 5, 10, 11 perc
reperfusio). Az IPC egyik valdszinli medidtora az adenozin, " mig mdsok szerint a
NO felszabadulds fokozéddsa.”’

Meérsékelhetdk az ischaemia karos hatdsai az un. hypoxids reperfusioval is, mely

e s o oo o1 41,164
alacsonyabban oxigenizélt vért dtdramoltatasdval torténik.”
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A védekezés fobb lehetséges modozatait az 1. tablazat sszegzi.

L. tablazat: Az ischaemia-reperfusios kdrosoddsokkal szembeni védelem lehetséges modjai

FIZIOLOGIAS FARMAKOLOGIAI EGYEB
Szabadgyok fogok Antioxiddnsok Hypothermia
szuperoxid Szabadgyok-képzodést Gyokfogok Ischaemids
dizmutaz gatlok prekondiciondlds
katalaz allopurinol Mannitol Hypoxids
glutation E és C-vitamin dimethyl-thiourea reperfusio
peroxidaz desferrioxamin dimethyl-sulphoxid
Antioxiddnsok Propranolol mercaptopropionyl-glycin
glukoz Ca-csatorna blokkolok | histidin
bilirubin Captopril N-acetylcystein
transzferrin Neutrophil aktivitds gdtlok
C és E vitamin PAF antagonistdk
albumin 5-lipo-oxigendz inhibitorok
urea TGF-

adenozin

perfluoro vegyiiletek

anti TNFa antitestek

IL-1 receptor antagonistak

adhesiés molekula blokkolé antitestek

Membrdn stabilizdlok

21 aminosteroidok
Ibuprofen
prosztaciklin
tromboxan

NO donorok alkalmazdsa

NO szintézis gdtldsa

2.1.4. Az allopurinol hatasmechanizmusa

Az allopurinol tautomerikus keveréke az 1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-olnak és az

1,5-dihidro-4 H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-onnak. Falco és munkacsoportja szintetizdlta az

1950-es évek kozepén eredetileg egy dj tumorellenes szerként, azonban hamarosan kideriilt,

hogy xantin-oxidazt gatld6 hatdssal bir, csokkentve ezdltal a szérum és vizelet hugysav

szintjét,'>"128
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Az allopurinol por alaki, vizben gyengén, kdlium vagy natrium-hidroxidot tartalmazé
oldatokban azonban joél old6dé szer.

In vivo igen rovid id6 alatt oxiddlja a xantin-oxiddz, aktiv metabolitjava, oxipurinolla,
mely szintén gatolja a xantin-oxid4zt. Alacsony koncentraciéban az allopurinol szubsztratja és
kompetitiv gatlészere az enzimnek, magas koncentraciondl pedig nem-kompetitiv gatloszere,
mig az oxipurinol kizdr6lag nem-kompetitiv gatlo.

Az allopurinol plasma felezési ideje 2-3 6ra, mig f6 metabolitja, az oxipurinol
(alloxantin) plasma felezési ideje 14-30 6rara tehetd.'* Kovetkezésképpen a xantin-oxidédz
gatlas hatékony lehet a reperfusids iddszakban is, hozzavetélegesen 1 napig.

A xantin-oxiddz gitlds hatdsmechanizmusit Massey és munkatdrsai irtdk le 1970-
ben.* A reperfusio sordn a XO molekuldris oxigént haszndl a hipoxantin-xantin és xantin-
higysav atalakuldshoz, mely folyamat sordn hidrogén-peroxid és szuperoxid gyokok
keletkeznek nagy mennyiségben.** Ezt a szabadgyokképzédést akaddlyozza az allopurinol,

mely a hipoxantin struktdranalégja (2. dbra).

2. abra
Az allopurinol kémiai szerkezete
Az allopurinol akkor fejti ki hatdsat a legjobban, ha mar az ischaemia bekovetkezése
eldtt jelen van a veseszdvetben illetve ha megfelelden magas koncentridcidban megtaldlhat6 a
reperfusio megindulélsakor,52 melyet mdj ischaemia-reperfusios kisérletben is igazoltak.59
Béar az allopurinol kedvez6 hatdsiat els6sorban a xantin-oxiddz gatld hatasnak

tulajdonitjak, egyes kutatok tgy vélik, hogy mint a reaktiv oxigén gyokok nem specifikus
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scavengere is szerepet jatszik az ischaemia-reperfusiés kdrosoddsok csokkentésében,” *> %

mésok szerint serkenti az ATP reszintézisét is.”

Az allopurinolt az elmilt évtizedben kiilonb6zé  ischaemia-reperfusios
szervmodellekben alkalmaztak a karosodas csokkentésére, kivédésére.

Vese ischaemia-reperfusiés modell esetében azt tapasztaltdk, hogy allopurinol
alkalmazdsa szignifikdnsan javitotta a tulélési ardnyt és a vesefunkciét a 40-120 perc
ischaemisnak kitett allatokban, > %20 47- 4952 122

M34j ischaemia-reperfusiés modellnél alkalmazva azt taldltdk, hogy mérsékelte a
mdjkarosodast, amit a hepaticus enzimek csokkent felszabaduldsa jelzett, tovabba
csokkentette a lipidperoxiddcidt és az NFkB aktivitdst. > >0 87 121

IdGleges arteria coronaria leszoritds el6tt alkalmazva mérsékelte az infarctus
kiterjedését™ és csokkentette az arrythmidk elforduldsi gyakorisdgét,'”” javitotta a szivizom
kontraktilitdsat.”

Tiid6 ischaemia-reperfusiés modellben is szignifikdnsan csokkentette a postischaemids
kdrosodds mértékét.'

Vékonybél ischaemia-reperfusiéos modellben mérsékelte a cryptak epitheliuménak és a

43, 117

bélbolyhoknak a necrosisat, kedvezden befolydsolta az érpermeabilitast, csokkentette a

mucosa karosodast és a mortalite’tst,89 a histamin felszabadulést,16 a leukocyta infiltraciét, a
lipidperoxidaciot és gyulladdsos chemokinek szintjét.54’ 123

Agyi ereken torténd alkalmazds soran csokkentette az infarctus kiterjedését’’ és az
idegsejtek karosodésat a korai és kés6i reperfusids idészakban.’

Végtag ischaemia-reperfusio esetében az allopurinol javitja a végtag életképességét24’
Mésa vorosvérsejtek deformalddo képességének megorzésével a vérellatdsat, keringése’:t.102

Az allopurinol oxidaciés metabolitjat, az oxipurinolt (mds néven alloxantin) is

. . . 28,75, 100
alkalmaztak az ischaemia-reperfusids kdrosodds kivédésére, szintén sikerrel.”™ >
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Az allopurinol alkotéeleme a transplantatiéra szant szervek preservatidjadhoz hasznélt
University of Wisconsin (UW) oldatnak is. Owens és munkatérsai kutydkon végzett kisérlete
vetette fel alkalmazdsanak lehetdségét, amikor 1974-ben leirtdk szignifikans védohatasat vese

transzplantacié esetén.'®

2.2. Az endothel szerepe az értéonus szabalyozasaban

2.2.1. Az endothel altal termelt vasoactiv faktorok

Az endothel fontos szerepet jatszik az ér kontrakcié-relaxdcié szabdlyozasdban

kiilonbozé vasodilator és vasoconstrictor anyagok termelése révén (IL. tdblazat).™

IL. tablazat: Az endothel altal termelt anyagok hatds szerinti csoportositdsa

VASODILATATOR VASOCONSTRICTOR
nitrogén-monoxid (NO) endothelin-1 (ET-1)
prosztaciklin (PGI,) angiotenzin II
tromboxan A; (TXA))
EDHF prosztaglandin H, (PGH,)
endoperoxidok

A vasodilatator hatasu anyagok koziil Furchgott és Zawadski 1980-ban mutattdk ki
egy endothel-fiiggd, lokalisan hat6 faktor jelenlétét,”’ melyet késébb nitrogén-monoxidként
(NO) azonositottak.”™ '* A NO fiziol6gids koriilmények kozott részt vesz az értonus
kozvetlen szabalyozdsaban cGMP-dependens mechanizmus révén.”* Védé hatdsai kozott a
trombocyta €s leukocyta adhesio/aggregatio gatldsat és a szabadgyokok semlegesitését tartjuk

szamon. Ezek mellett szerepe beigazolédott a normdl érpermeabilitds fenntartisiaban, a
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simaizom proliferdcié gitldsiaban és az endothel sejtek regenerdci6janak serkentésében.’
Nagyfoku reaktivitdsa miatt a NO igen alacsony fél-€letidejii. A molekula részben konstitutiv
médon (endothelialis és neuronalis NO-szintdz révén) vagy koros koriilmények kozott,
gyulladdsos koriilmények kozott (az induktiv NO-szintdz révén) fokozott mennyiségben
keletkezik.'*'* A NO kapcsolata a szabadgyok reakciékkal meglehetsen ellentmondésos.
A reperfusio sordn nagy mennyiségben keletkezd szuperoxid gyokok a NO-t semlegesitik,
ugyanakkor a NO a szuperoxid gyokkel reakciéba l€pve peroxynitritet képez, mely a
szovetkdrosodds egyik medidtora.” Indirekt médon, az NFkB upreguldciéjan keresztiil is
kifejthet szovetkdrosité hatést.”

Egy masik hatékony vasodilatatiot kivalt6 faktor az arachidonsav metabolizmus egyik
lebomlasi terméke, a prosztaciklin (PGIl;) vasodilator hatdsat az intracellularis cAMP szint

emelésével éri el,m'133

emellett a NO-hoz hasonl6an gatolja a thrombocyta aggregatiot.

Az Endothelium-Derived Hyperpolarizing Factor (EDHF) hatdsara hyperpolarizacio,
é€s kovetkezményes relaxdcid6 kovetkezik be, mely a simaizomsejtekben taldlhato
K. csatorndk megnyildsdval van osszefiiggésben.'® Egyes nézetek szerint az endothelbél az
alatta fekvo simaizomsejtekhez fut6 elektromos impulzus terjedése valt ki un. ,,gap junction’-
okon keresztiil relaxci6t.”” Mig a NO elsdsorban a nagy nyomdsi artéridk mint pl. az aorta
esetében bir nagyobb jelentdséggel, addig az EDHF-nek inkdbb az un. rezisztencia erek
esetén van szerepe az értonus fenntartasaban.'?!

Fentieken kiviil a purinerg receptor aktivator adenozin szintén vasodilatatiét okoz
fazisos kontrakciot kovetden, amelynek hatterében szervenként mads, egymastdl eltérd
receptoridlis mechanizmusok dllhatnak,'” hasonléan a muscarin receptor agonista
acetylcholinhoz, amely szintén relaxdciét okoz.

Az endothel-fiiggd kontrakcioban szerepet jatszé legfontosabb és legpotensebb

vasoconstrictor az endothelin-1 (ET-1, Yanalgisavva).151 A NO részben ellensilyozza az
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ET-1 vasoconstrictor hatdsat,” ugyanakkor gétolja is az ET-1 termel6dését és felszabaduldsat

1."7 Az endothelinek egy 21 aminosavbdl 4ll6 peptidcsaldd, melynek

az endothel sejtekbd
harom aktiv isoformja (ET-1, ET-2, ET-3) van, koziiliikk a legpotensebb hatdst az ET-1 fejti ki.
Hatésa szdzszorosa a noradrenalin vasoconstrictor hatdsanak, de az angiotensin II hatdsanal is
tizszer erdsebb. Részt vesz a simaizomténus szabdlyozdsiaban mind fiziol6gids, mind
pathophysiol6gids koriillmények kozott.'" 14> 14 K¢t specifikus receptora (ETa, ETg) van.
Az ET, receptorok vasodilatatiot kozvetitenek €s az ET-1 irdnt van nagy affinitdsuk, mig az
ETjg receptorok vasoconstrictiot (ETg;) €s vasodilatatiot is kozvetithetnek (ETg;) és egyforma
affinitisuk van ET-1 és ET-3 irant'*°

Szintén vasoconstrictor hatdsu az angiotenzin II, amely kozvetleniil a simaizomsejten
1évo receptorok stimuldldsa altal fejti ki hatdsat, emellett az endothel sejten 1évé receptorok
izgalma révén fokozza az endothelin és a reaktiv oxigén intermedierek szintézisét.
Ezen indirekt hatdsok szintén a vasoconstrictio irdnydba hatnak. Az arachidonsav anyagcsere

termékei, a tromboxdn A,, a prosztaglandin H, és az endoperoxidok szintén vasoconstrictor

hatdsdak. A thrombocytékban és az endothelsejtben egyarant termelédnek.”

2.2.2. Az erek endothel-fiiggé kontrakciojanak és relaxaciéjanak valtozasa ischaemia-

reperfusiot kovetoen

Az endothel egyik f6 funkcidja az értonus autoreguldcids szabdlyozasa vasoconstrictor
€s vasodilator anyagok elvélasztdsdval, melyek az érfali simaizomzatra fejtik ki hatdsukat.
Az endothel 4ltal termelt, az el0bbiekben targyalt faktorok érzékeny egyensulyt tartanak fenn,
azonban egy faktor szintjének megvaltozasa 4dtmenetileg kibillenti az egyensulyt, ami a
rendszerben ellenreakcidkat vélt ki. Ez szerencsés esetben egy Uj egyensulyi dllapotot

eredményez. Normadlis endothel funkcié esetén az egyensily zavar gyorsan korrigalddik,
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ellenben ha az endothel funkcié karosodott, akkor visszafordithatatlan lancreakcidok
indulhatnak be, az erek endothel-fiiggd kontrakciés-relaxdcidés képessége karosodik.
Ez az 4lland6 dinamizmus az endothel tobbi funkciéjdra is jellemzé.”

Az endothel dysfunctiot okozhatja dltaldnossdgban egyrészt a vasodilator medidtorok
(NO, prosztaciklin, EDHF) csokkent felszabaduldsa és/vagy az erek simaizomzatdnak
csokkent érzékenysége/rezisztencidja ezen medidtorokkal szemben, masrészt a
vasoconstrictorok (ET-1) fokozott termelddése és/vagy az erek simaizomzatdnak fokozott
érzékenysége.

Ischaemia-reperfusio sordn a NO aktivitds csokken, melynek tobb oka is lehet:
1./ NO csokkent termelddése az endothel sejtek kéarosoddsa miatt; 2./ NO gyorsabb
destrukcidja a felszabadulédst kovetden; 3./ csokkent NOS aktivitds; 4./ plasma membran
fluiditds véltozdsa, ami befolydsolhatja a membran receptorok €s a messenger rendszer kozti
interakcidkat; 5./ a reperfusio sordn keletkezett oxigén eredetli szabadgyokok semlegesitd
hatasa; 6./ indirekt moédon, az I/R sordan termel6dd vasoconstrictor faktorok hatasara;
7./ ér simaizom kdrosodas.'*

Az endothel sejtek felszinén specifikus receptorok taldlhatdk, melyek az acetylcholin,
bradykinin, serotonin, ADP, UTP, vasopressin €s catecholaminok vasodilatatiét kivaltd
medidtorok felszabaduldsat kivalté hatdsit kozvetitik.

A human veseartéridban az acetylcholin, thrombin, serotonin, ADP is endothel
medidalta vasodilatatiét okoz, mig az endothel dysfunctiés vizsgélatok egy része altal tesztelt
végtag artéridk esetén a fentiek koziil egyediil az acetylcholint emlitik."*

Kisérleteink sordn egyik fo célkitiizésiink volt kiillonb6z6 funkciondlis és morfologiai
modszerekkel annak bizonyitdsa, hogy az arteria renalis leszoritdsat és felengedését kovetd
-az irodalombdl jOl ismert- ischaemia-reperfusids véaltozdsok nemcsak a veseparenchymat,

hanem a veseartériat is érinthetik.
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A veseartéria leszoritdsa egyrészt az endothel sejtek €és az ér simaizomzatdnak
karosodasaval, s kovetkezményes endothel dysfunctiéval jarhat, mdasrészt az ischaemia-
reperfusié daltalanos hatdsai -szabadgyok felszabadulds, membran fluiditds valtozas,
vasoconstrictor  faktorok termelddése- szintén befolydsolhatjdk az arteria renalis
kontraktilitdsat €s morfol6gidjat.

Mivel a fenti kdrosodds hatterében szabadgyok reakciok &llhatnak, ezek relativ
etiologiai szerepére -indirekt mdédon- a xantin-oxiddz gatlészere, az allopurinol
alkalmazdsdval kivantunk kovetkeztetni €s annak feltételezett védOhatasat kivantuk igazolni

az altalunk kialakitott érmodellben kapott vizsgélati eredmények Osszehasonlité vizsgalataval.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Kisérleti allatok, miitéti technika, kisérleti csoportok

Kisérleti dllatok

Kisérleteinket 82 keverék kutydn végeztiik -nemre és korra vald tekintet nélkiil-
melyek teststilya 2143,2 ttkg volt. A kisérleteket az 1998. évi XXVIIIL. szadmi, az ,,Allatok
védelmérdl és kiméletérol” szo6l6 torvény eldirdsait betartva, a Debreceni Egyetem
Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsag engedélyeivel (25/1996 ATEB, 15/2000 DEMAB, 6/2001
DEMARB) végeztiik.

Az allatokat 2-4 hét megfigyelés utdn vontuk be a kisérletekbe. Az éllatokat egyedi
ketrecekben tartottuk, normdl vegyes étrenden, vizhez valé szabad hozzaféréssel, a sziikséges

szabad mozgds lehetdségét biztositva, dllatorvosi feliigyelet mellett.

Anaesthesia

Az anaesthesia SBH-Ketamin (10%-o0s ketaminum hydrochloricum, 10 mg/ttkg), és
Primazin (2 %-os xilazinum hydrochloricum, 1 mg/ttkg) kombin4ci6 intramuscularis addsdval
tortént, a miitéti periddusban 6ranként adott, felezett dézisban.

Az éllatokndl, tekintettel az érreaktivitdsi vizsgédlatokra, a szokdsos altatasi
protokolltdl eltéréen nem alkalmaztunk Atropint a praemedicatioban, nem végeztiink
Lidocain infiltrdldst a vesehilus hidraulikus prepardldsa sordn és nem alkalmaztunk

anticoagulans kezelést sem, mivel ez a vizsgalatok eredményeit befolyasolhatta volna.
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Muitéti technika

A mitét kezdetén valamennyi dllatndl kiprepardltuk és kaniildltuk a bal oldali vena
jugularis externdt, ezen keresztiil tortént -az egyes csoportok protokollja szerint- vagy
fiziologids séoldat, vagy fizioldgids sdoldatban oldott allopurinol beaddsa. A laboratériumi
vizsgdlatokhoz a miitét ideje alatti vérvételek is ezen a kaniilon keresztiil torténtek. Ezt
kovetden fels6-koz€psd median laparotomia elvégzését kovetden feltartuk a bal oldali vesét.
A vesehilus képleteinek prepardldsa eldtt fiziologids sdéoldatos infiltrdlast végeztiink.
Az arteria renalist finoman kiprepardltuk, majd az ér ald fonalat vezettiink (3.A-D &bra).

Ezt kovetden az eret Blalock érleszoritoval puhdn leszoritottuk.

3. abra

A: vesehilus hidraulikus preparéldsa; B: arteria renalis és vena renalis kiprepardldsa;
C: az arteria renalis ala fonal vezetése; D: az izolalt veseartéria
A= arteria renalis, V= vena renalis, H= vesehilus
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Kisérleteinket 2 f6 sorozatban végeztiik:

Az elso kisérletsorozatban a 45 perces ischaemiat kovetd 60 perces reperfusio sordn a

vesearteridban bekovetkezo érreaktivitdsi valtozasokat vizsgaltuk az aldbbiak csoportokban:

L

1L

111

IV.

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

A bal oldali arteria renalist (kettds arteria esetén mindkét &4gat) leszoritottuk
(4. abra). Ezen id6 alatt a hasiireg szerveit nedves, testhdmérsékletii géztorlOkkel
fedtik. A veseartéria leszoritisit megel6z0 20 percben az dllatok inftzidban
200 ml fiziologids sooldatot kaptak a kaniildlt vena jugularis externdn keresztiil.
A leszoritds megsziintetése utdn, 60 perc reperfusios idészakot kdvetden a bal arteria
renalist érreaktivitds vizsgédlatok c€ljabol kimetszettiik, majd az éllatokat tulaltatassal
extermindltuk.

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

A bal oldali arteria renalis leszoritdsat megel6z6 20 percben az éllatok a kaniildlt vena
jugularis externan keresztiil allopurinolt kaptak (100 mg/ttkg). Az allopurinolt 200 ml
fiziol6gids séoldatban oldottuk fel, a minél tokéletesebb oldddas elérése érdekében
NaOH-dal lugositva (végleges pH: 8,6). Az arteria renalisbdl a mintavételek szintén az
érleszoritas felengedését kovetd 60 perces reperfusio utdn torténtek, melyet a kisérleti
allatok extermindldsa kovetett.

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

A hasiireg megnyitasat kovetden az éllatok csak fiziologias séoldatot kaptak 20 perc
alatt bejuttatva azt a vena jugularis externdba vezetett kaniilon keresztiil. Majd a 45
perces érleszoritdsnak €s a 60 perces reperfusionak megfelel6 idotartamot kivartuk, ezt
kovetden a bal arteria renalist kimetszettiik, majd az allatokat extermindltuk.

Az allopurinollal eldkezelt ischaemia-reperfusiés csoport jobb oldali arteria renalisai

allopurinollal kezelt kontrollként szolgaltak (K+AP).
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ez

A mdsodik kisérletsorozatban, a mitét utdn 7 napos utdnkovetési idével az ischaemia-
reperfusio kovetkezményeit a vese funkciondlis és morfologiai kdrosoddsa és a szisztémas

paraméterek vonatkozasaban vizsgaltukaz elso kisérletsorozat protokollja szerint:

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

Ebben a csoportban az allatok 200 ml fizioldgids sdoldattal valé kezelése €s bal oldali
arteria renalisdnak leszoritdsa az elsé kisérletben leirtak szerint tortént, majd az
occlusio megsziintetését kovetden a hasfalat zartuk.

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

III.  Aloperdlt csoport + hordozéanyag (AL, n=18):
A hasiireg megnyitasat kovetden az édllatok 200 ml fiziol6gids séoldatot kaptak az elsd
kisérletben leirtak szerint, majd 45 perces varakozasi idészakot kovetden a hasfalat

zartuk.

A miitétet kovetSen az allatok fajdalomesillapitét kaptak (Demalgonil®), anticoagulans
kezelés nem tortént.
Mindhdrom csoportban a miitéteket 7 napos intenziv postoperativ megfigyelés és

meghatarozott idOpontokban laboratériumi és szovettani mintavételek kovették.
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4. abra
A kiprepardlt és leszoritott bal oldali arteria renalis.
A= arteria renalis, V= vena renalis, B= Blalock az arteria renalis atraumatikus leszoritasara

3.2. A veseartéria leszoritasat koveto ischaemia-reperfusios karosodasok funkcionalis és

morfolégiai vizsgalata az érfalban

3.2.1. Erreaktivitasi vizsgalatok

Az elsé kisérletsorozatban vizsgélataink alapja a acetylcholin, adenozin és
nitroglicerin koncentraciéfiiggd relaxdlé hatdsanak kimutatdsa az eltdvolitott érgyliriin in vitro
koriilmények kozott.

A vizsgalatokhoz a prepardtumokat a vizsgalatok megkezdéséig (a mintavételt kdvetd
1 6ran beliil) oxigenizalt Krebs oldatban tartottuk. A kimetszett arteria renalis felszinérdl az
adventitiat 6vatosan eltdvolitottuk. A prepardldst a lehetd legnagyobb gondossaggal végeztiik,
hogy az endothel réteg sériiléseit elkeriiljiik.

Az artéridbdl kb. 2 mm széles csikprepardtumot készitettiink, amelyet két

kapillaritdismentes fondllal rogzitettiink és kettOsfald, vertikdlis elrendezési, 37°C-on
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termosztélt szervkadban fliggesztettiink fel. A szervfiirdd Krebs oldatot tartalmazott, melynek

osszetétele a kovetkezo volt:

NaCl 118 mM

KCl 4.7 mM
MgCl, 1.2 mM
CaCl, 2.5 mM
NaH2P04 1.0 mM
NaHCO3 249 mM
gliik6z 11.5 mM

Na,-EDTA 0.004 mM
aszkorbinsav 0.11 mM

A tépoldatot 95% O, és 5% CO, keverékkel oxigenizdltattuk, ezaltal az oldat
atlagosan 7,4 pH értéket vett fel. Az egyik fonalat rozsdamentes acélhoroghoz, a masikat
izometrids mechanoelektromos transzducer érzékel6jéhez rogzitettiik (5. abra).

A vascularis simaizom mechanikai valtozasait poligrafon regisztraltuk.

B

izometrias transzducer rogzitett teflonhorog

érprepardtum

inkubdcids (Krebs) oldat

) L
termosztait ——*
G3 szuro folyadékcsere
95 % O,
5% CO,
5. abra

TFO2 tipusu szervfiirdd vazlatos rajza (Experimetria Kft.)
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Megfelelo ekvilibraciés id6 elteltével noradrenalinnal kumulativ koncentracié
hatasgorbéket vettiink fel. Az artéridk 1 uM noradrenalin 4ltal eldidézett prekontrakcidja utan
novekvo (10 nmol/l1-100 umol/l) koncentraciéban acetylcholint (muscarin receptor agonista)
adagoltunk a Krebs oldatba, majd az egyensulyi allapot eléréséig folyamatos &atmosast
végeztiink. Ezt kovetéen a P; purinerg receptor aktivator adenozint adtuk az oldathoz,
melynek koncentracidja 1 umol/lI-lmmol/l volt. Az djabb egyensilyi dllapot bedlldsa utidn az
1 pmol/I-10 umol/l koncentraci6ji nitroglicerin (exogén NO donor) koncentraciéfiiggd
relaxdlo hatdsat vizsgaltuk. Minden egyes farmakoldgiai kisérletiink végén kalium-kloridot
juttatunk az oldatba, a doézis-hatds gorbék felvétele 10 mmol/l - 120 mmol/l
koncentraciétartoméanyban tortént.

A koncentracié-hatds gorbéket egy iterativ, minimalis négyzetes eltérés elven alapul6

algoritmus segitségével illesztettiik a kovetkezo egyenlettel:

E_[A]®

max

E=lie, P +iar

ahol E a hatés, E,.x a hatdsmaximum, [A] az agonista koncentricid, 1Csy a fél-maximalis
hatds kivéltdsahoz sziikséges koncentrdcid, S a gorbe meredekség-paramétere (Hill

koefficiens). Az ICsg értékeknek kiszdmoltuk a negativ 10-es alapu logaritmusét (pD,).

3.2.2. A leszoritott veseartéria fénymikroszkopos szovettani vizsgalata

A mdsodik kisérletsorozat allataindl a 3. és 7. postoperativ napon tortént mintavétel

szovettani vizsgdlatok céljabol, 4-4 dallatot bevonva egy-egy idOperiddushoz tartozd

vizsgalatba. Az eltdvolitott arteria renalist formalinban fixaltuk, paraffinba agyaztuk, majd

metszeteket készitettiink, melyeket haematoxylin-eosinnal (HE) festettiink.
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3.2.3. A leszoritott veseartéria apoptosis vizsgalata

A mdsodik kisérletsorozamal a 3. és 7. postoperativ napon az arteria renalis
szovetmintdkbol 10%-os formaldehides fixélds és paraffinba dgyazds utdn 5 um vastagsagu
metszeteket készitettiink.

A veseartéria falban az apoptosissal elhal6 sejteket az Apoptag Plus Peroxidase, in situ
apoptosis detection kit (Biomarker Ltd.) segitségével, TUNEL technikaval tettiik lathatova.
A vizsgélatot a gyarto leirdsa szerint végeztiik.

Apoptosis sordn a sejtmagban aktivdlod6 endonukledzok a DNS dllomény
feltordelésével okozhatjak az egyik szdl torését (nick). A DNS molekula 3’OH végének
digoxigeninnel jelolt nukleotidokkal torténd megjelolését jelenti a TdT-mediated X-dUTP
nick end labeling (TUNEL) technika.

Az apoptag festéssel a barnds festddésii, apoptotikus sejtmagokat szamoltuk meg

l4téterenként, illetve az endothelsejtsor mm-ben.

3.3. A veseartéria leszoritasat koveto ischaemia-reperfusios karosodasok funkcionalis és

morfoldgiai valtozasainak vizsgalata a vesére vonatkozoan

A madsodik kisérletsorozat valamennyi laboratériumi vizsgalata sordn a kisérleti allatok
alkalmassagat felmérd vérvételek a mitétet megel6z6 napokban torténtek. Ezt kovetden a
mitét reggelén (alap), a reperfusio kezdetén (RO0), a reperfusio 30., 60. és 120. percében (R30,
R60, R120) illetve a miitét utani 1., 2., 3., 5. és 7. postoperativ napokon torténtek a vérvételek.
A laboratériumi vizsgdlatokhoz a vérmintdkat a mitétet megel6zden a vena cephalicabdl
vettiik, a mitét ideje alatt a kipreparalt vena jugularis externdbodl, majd a mitétet kovetd
napokon ismét a vena cephalicib6l. A  vizeletmintdkat fenti idépontokban

hélyagkatéterezéssel nyertiik. Szovettani mintavételek a 3. és 7. postoperativ napon torténtek.
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3.3.1. Rutin vesefunkcios vizsgalatok

Szérum kreatinin és szérum urea-nitrogén koncentracié meghatdrozasa tortént
natrium-citrattal alvadasgatolt vérbol. A mérések kolorimetrids mddszerrel torténtek,
Praxislab fotométer alkalmazasaval (reagens: Fabio Kft, 470 nm). A szérum urea €s kreatinin

tartalméanak valtozasait a miitét eldtti értékekhez viszonyitottuk és relativ értékben adtuk meg.

3.3.2. Vizelet N-acetyl-p-D-gluk6zaminidaz meghatarozasa

Meghatdrozdsit a Pécsi és munkatdrsai''® 4dltal médositott Horak-féle kolorimetrids
moédszerrel™  végeztik, VRA-GIcNAc szubsztritot (PPR Diagnostics, London, UK)
alkalmazva. Az enzimatikus folyamat leéllitdsa utdn a kialakult szines termék abszorbancidjat
505 nm-en mértiik SPECOL-1000 spectrophotométeren (Jena-Zeiss). A NAG-4z aktivitast a
reagens vakkal szemben mért abszorbancia alapjan szdmoltuk. Az enzimiirités napszaki
ingadozasanak kikiiszobolése céljabol a NAG aktivitds és a vizelet kreatinin hanyadosat, azaz

a NAG indexet (NAG;) alkalmaztuk.

3.3.3. A veseparenchyma fénymikroszkopos szovettani vizsgalata

A mdsodik kisérletsorozamal a szovettani vizsgalatok az egyes csoportokndl a 3. és 7.
postoperativ napon torténtek, 4-4 dllatot bevonva egy-egy idoperiddushoz tartozé vizsgalatba.
A mintavétel altatdsban végzett relaparotomia sordn tortént, melyet tulaltatdssal
torténo exterminalas kovetett. Az eltavolitott veseszovetet 10%-os formalinban fixaltuk,

paraffinba dgyaztuk. A metszeteket haematoxylin-eosinnal (HE) festettiik.
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3.4. A veseartéria leszoritasat koveté szisztémas ischaemia-reperfusios karosodasok

vizsgalata

3.4.1. Haematologiai paraméterek meghatarozasa

A vizsgdlatokat Sysmex F-800 haematologiai automataval (TOA Medical Electronics
Co., Ltd., Japan), K;-EDTA-val alvaddsgatolt vérbol végeztiik. A késziilék meghatarozza a
vorosvérsejt-, fehérvérsejt- és thrombocyta szdmot, a haemoglobin és haematocrit értékeket,
tovabba a MCV (mean corpuscular volume), MCH (mean corpuscular hemoglobin), MCHC
(mean corpuscular hemoglobin concentration), MPV (mean platelet volume) paramétereket és

a monocytdk, granulocytdk, valamint a lympocytdk szdzalékos aranyét.

3.4.2. Haemorheologiai paraméterek meghatarozasa

3.4.2.1. Vorosvérsejtek deformabilitasinak meghatarozasa

A Dormandy és munkatérsai altal kifejlesztett St. George’s Blood Filtrometer elvén
miikod6 Carat FT-1 tipusu filtrometerrel (Carat Diagnostic Kft., Budapest) hatdroztuk meg a
vorosvérsejtek deformalddési képességét.”® A Na-heparinnal anticoaguldlt vért 10 percig
centrifugaltuk (2500 g), majd a plasmaét €s a ’buffy coat’-ot eltdvolitottuk. A sejtszuszpenziét
kétszer mostuk foszfat pufferben. Az utolsé centrifugalast koveten a feliiliszo eltdvolitasa
utdn a vorosvérsejt-szuszpenziot PBS-sel 5%-ra higitottuk, majd 5 pm &4tlagos pérusatmérdji
polycarbonat filteren dramoltattuk 4t (Nuclepore®, Whatman Inc.) dllandé (negativ) dramldsi
nyomads mellett (4 vizem). A folyadékoszlop haladasi (filtracids) sebessége €és a vorosvérsejt-

szuszpenzid haematocritjanak ismeretében a software meghatarozza a kezdeti relativ filtracios
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sebesség (Initial Relative Filtration Rate, IRFR) és a relativ sejt-tranzitidé (Relative Cell

Transit Time, RCTT) paramétereket.
3.4.2.2. Teljes vér- és plasma viszkozitas meghatarozasa

A vizsgélatok a magyar fejlesztésii, klinikai laboratériumokban is elterjedt Hevimet-
40 kapillaris viszkoziméterrel torténtek (Hemorex Kft, Budapest). A vizsgalatokat natrium-
heparinnal alvadasgatolt vérbdl végeztiik. A hazai és nemzetkozi konvencidknak megfeleléen
290 s sebesség-gradiensnél mért teljes vér viszkozitds értékeket hasonlitottuk Sssze. Mivel
a teljes vér viszkozitds nagymértékben haematocrit-fiiggd, ezért a vérviszkozitasi adatokat
40%-o0s haematocritra korrigalt formédban is megadtuk a Métrai és munkatérsai® 4ltal ajdnlott

matematikai formula segitségével:

40%
TVVe, ( TVV 410, ) Hic
PV PV

ahol TV V44 = a 40%-0s haematocritra korrigalt teljes vér viszkozitdsa; TVVy, = az adott
haematocriti minta teljes vér viszkozitdsa; PV= a minta plasma viszkozitdsa;

Htc = a vérminta eredeti haematocritja.

3.4.2.3. Fibrinogén koncentracié meghatarozasa

A plasma fibrinogén koncentraciét (Fbg, g/L) natrium-citrittal alvaddsgétolt vérbdl

Clauss médszerén alapul6 elv szerint Sysmex CA-500 automata coagulometer (TOA Medical

Electronics Co., Ltd., Japan) segitségével.
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3.4.3. Szérum antioxidans aktivitas meghatarozasa

Meghatdrozésa Stocks és munkatérsai médositott médszerével tortént.'>’

A bovin agyhomogenizatumhoz adott szérum gétolja az adott id6 alatt végbemend
lipidperoxidaciét, melyet tiobarbitursavas szinreakcidoval fotometridsan kovetiink.
A képzd6dott TBA- reaktiv aldehidek (pl. malondialdehid, MDA) mennyisége forditva ardnyos
a szérum antioxidans kapacitdsdval. A kontroll mintdhoz szérum helyett desztilldlt vizet
adunk, ennek autooxidacidjat tekintjilk 100 %-nak a kiinduldskor mért MDA-hez képest
(Abs. vak).

Maradék autooxidacio (MAQO)= (Abs. minta - Abs. vak) / (Abs. kontroll - Abs. vak)
Antioxidans aktivitds (AOA) % = (1 - MAO) x 100
Az antioxidans aktivitds értékeket a preoperativ értékhez viszonyitva adtuk meg,

szazalékban kifejezve (relativ antioxiddns aktivitas).

3.4.4. Plasma endothelin szint meghatarozasa

Az endothelin meghatarozdsa enzimhez-kapcsolt immunoassay (ELISA, Biomedica)
modszerrel tortént.

A minta elOkészitése sordn 3 ml nativ vérhez 150 ul Heparint
(Inj. Heparibene-Na 5000 NE/ml) és 150 ul GORDOX-ot (Trasylol 10000 NE/ml) adtunk.
Felhasznéldsig jég kozé tettiik, majd 10 percig (2500 g) centrifugéltuk.

A mintdban 1évd endothelin és a microtitrdlé plate aljan 1évd specifikus policlonalis
antitest kozott antigénspecifikus kotddés jon létre. A kotddd komponens mennyisége
enzimmel (peroxiddz) konjugdlé mdsodik antitesttel és a megfeleld enzim-szubsztrattal

(TMB —tetrametil bezidin) lathatéva tehetd és fotometridsan mérheto.
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A szinreakcié (450 és 620 nm-en Shimadzu Spectrofotométerrel mérve) ardnyos a

mintdban 1évo endothelin mennyiségével.

3.5. Statisztikai analizis

Eredményeinket dtlag + szérds (S.D.), illetve az atlag standard hibdja M.) formédban
tiintettiik fel. A statisztikai analizishez SigmaStat for Windows szoftvert haszndltunk (Jandel
Scientific Co., 1992-1994., Erkhrath, Németorszag).

A laboratériumi paraméterek variancia analizise (ANOVA) sordn a csoporton beliili
Osszehasonlitdshoz Dunnett’s tesztet, a csoportok kozti analizishez Kruskal-Wallis tesztet
alkalmaztunk.

Az érreaktivitdsi vizsgdlatokndl a kiilonboz6 kisérleti csoportok esetében kapott
hatdsokat Newman-Keuls post hoc teszt felhaszndlasaval hasonlitottuk 6ssze.

A statisztikailag szignifikans eltérést p<0,05 értéknél fogadtuk el.
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4. EREDMENYEK

4.1. A veseartéria leszoritasat koveto ischaemia-reperfusios karosodasok funkcionalis és

morfoldgiai vizsgalatanak eredményei az érfalban

4.1.1. Az érreaktivitasi vizsgalatok eredményei

A noradrenalin koncentricié-hatds gorbék értékelése alapjan azt taldltuk, hogy a 45
perces ischaemiét és a 60 perces reperfusidt kovetden az o-adrenerg receptor medidlt valaszok
nem kérosodtak, a dozis-hatds gorbék az egyes csoportok kozott nem mutattak szignifikans
eltéréseket. Az allopurinol az «-adrenerg receptor érzékenységet sem normoxidban, sem
ischaemia/reperfusiot kovetden nem befolyasolta.

Az acetylcholin 4ltal kivaltott relaxacié az ér endothel funkcigjanak fontos markere.
Az III. tablazatban az acetylcholin hatdst jellemz6 paraméterek (Ep.x % és pD,), a 6. dbrdn
a leszoritott veseartéria acetylcholin dézis-hatds gorbéi lathatok.

Az acetylcholin (muscarin receptor agonista) altal kivéltott relaxdciora jellemzd, hogy
a leszoritdst kovetden az I/R csoportban az acetylcholin érzékenység erdsen csokkent
-majdnem 2 nagysdgrenddel az AL csoporthoz képest (50+15; 70£17)- ezt ugy tiinik, az
allopurinol eldkezelés kivédi, hiszen az allopurinollal el0kezelt csoportban gyakorlatilag

azonos paramétereket mértiink (75+17).

I11. tablazat: Az allopurinol védo hatdsa az acethylcholin altal kivéltott relaxaciora
E..x. hatdsmaximum; pD,. a félmaximadlis hatds kivaltdsdhoz sziikséges agonista koncentracié
negativ logaritmusa; p<0,05: “vs IR; " vs AL

Emax % PDz
AP+I/R | 75+15 7.4£0.1*
I/R 50£15 5.840.2"
K+AP 48+14 6.5+0.3
AL 7017 7.1£0.4
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Az allopurinol védo hatdsa az acetylgili})iflaéltal indukalt relaxdciora az érfalban
45 perces ischaemiét és 60 perces reperfusiot kovetden
A IV. tébldzatban az adenozin hatdsdra jellemzd ICsy értékeket adtuk meg.
Az adenozin (P; purinoceptor aktivator) receptor érzékenység nem valtozik szignifikansan
sem a leszoritds utdn, sem az allopurinol eldkezelést kovetden az ép kontrollhoz képest, de
meglepd mddon a leszoritast kdvetden az allopurinol jelentdsen fokozza a P; purinoceptor

érzékenységet (3.610.1; 4.210.1) (7. 4bra). Ez egy ischaemia-specifikus jelenségnek foghat6

fel, azaz az allopurinol csak hypoxidban hat, normoxidban nem.

IV. tablazat: Az allopurinol kezelés potencialé hatdsa az adenozin altal kivaltott relaxaciora
ICs: a prekontrakciét 50%-kal csokkentd agonista koncentracié; p<0,01: ‘vs Al; *vs AP+I/R

-log(ICsp)
AP+I/R 4.24+0.1"
I/R 3.740.1°
K+AP 3.540.1"
AL 3.6+0.1
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7. abra
Az allopurinol potencidlo hatdsa az adenozin altal kivaltott relaxaciéra az érfalban
45 perces ischaemiét és 60 perces reperfusidt kovetden

Az V. tablazat adatai a nitroglicerinnel indukalt relax4ciét jellemzd adatokat mutatjak.
A nitroglicerinnel (exogen NO donor) indukélt relaxdcié esetében, ellentétben az adenozinnal,
az allopurinol csak normoxids koriilmények kozott befolyasolta a NO altal kivaltott relaxaciot
(4,210,1). A K+AP csoport dézis-hatds gorbéjének balratoléddsa figyelhetd meg, a pD,
értékek emelkedésével parhuzamosan (8. abra).
V. tablazat: Az allopurinol potencidlé hatdsa a nitroglicerin altal kivaltott relaxacidra

E,ux: hatdsmaximum; pD,. a félmaximadlis hatas kivéaltdsahoz sziikséges agonista koncentracid
negativ logaritmusa; ‘p<0,05 vs AL

Emax % pDZ
AP+I/R 107£10 | 8.7+0.2
I/R 83+7 8.4+0.2
K+AP 99+11 9.0+0.2"
AL 93+6 8.240.2
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8. abra
Az allopurinol potencidlo hatdsa a nitroglicerin altal kivaltott relaxaciéra az érfalban
45 perces ischaemiét és 60 perces reperfusidt kovetden

4.1.2. A leszoritott veseartéria fénymikroszkopos szovettani vizsgalatanak eredményei

A 3. postoperativ napon tortént arteria renalis mintavétel sordn az I/R csoportban az
endothelsejtek valtozé nagysigat, a lamina elastica és az elastica interna ellapuldsat, sot
helyenként megszakadasat és goécos subendothelidlis fibrosist (9. 4bra), néhol necrosist
tapasztaltunk, melyek nem, illetve enyhébb forméban jelentkeztek az allopurinollal kezelt
csoportban.

Az I/R csoport 7. postoperativ napon vett mintdiban leukocyta marginacié (10. dbra),
simaizomsejt €s endothel sejt proliferacié volt lathat6 (11. dbra), mig az AP+I/R csoportban a

vizsgalatok emlitésre méltd valtozasokat nem mutattak.

38



9. abra
A 45 perces leszoritast kovetd ischaemia-reperfusios kdrosodds kapcsin
a lamina elastica/elastica interna megszakaddsa, fragmentalodas lathato
subendothelidlis fibrosissal a veseartéridban.
I/R csoport, 3. postoperativ nap, HE festés, N: 400x

10. abra
A 45 perces leszoritast kovetd ischaemia-reperfusids kdrosodds kapcsan
leukocyta marginatio figyelhetd meg a veseartéridban.
I/R csoport, 7. postoperativ nap, HE festés, N: 400x
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11. abra

A 45 perces leszoritdst kovetd ischaemia-reperfusios kdrosodds kapcsan
simaizomsejt és endothel sejt proliferacio lathaté a veseartériaban.
I/R csoport, 7. postoperativ nap, HE festés, N: 400x

4.1.3. A leszoritott veseartéria apoptosis vizsgalatinak eredményei

Fiziologids mértékli apoptosis természetesen mindig zajlik az érfalban, amely
latoterenként 1-2 endothelsejt és 1-2 adventitidlis mesenchymasejt apoptosisa forméjaban
jelentkezik. Kérosnak tekinthetd a simaizomsejtek és az adventitia ereinek endothelsejt apoptosisa.

Az I/R csoportban mar a 3. postoperativ napon megjelent latéterenként 1-2
apoptosissal elhalé simaizomsejt a medidban és néhdny érendothelsejt az adventitidban (12.
abra). Az apoptotikus sejtek szdma kissé ndtt a miitétet kovetd 7. napon, ezenkiviil leukocyta
marginéci6 is megfigyelhetd volt.

Az allopurinollal elékezelt I/R csoportban a 3. postoperativ napon nem észleltiink
pathologids apoptotikus valaszt (13. abra), de a 7. postoperativ napon elszértan lathatok
voltak apoptotikus simaizomsejtek €s adventitialis érendothelsejtek.

Az aloperalt csoportban a metszetekben csak fiziol6gids mértékii érendothelsejt €s

adventitidlis mesenchymasejt apoptosis észlelhetd.
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A latéterenkénti apoptotikus sejtek szdmdban a 45 perc ischaemids (I/R), valamint az
allopurinollal eldkezelt (AP+I/R) csoportot dsszehasonlitva a kiilonbség szembetiind volt a
3. postoperativ napon (12-13. 4bra).

A 7. postoperativ napon nem volt jelentds kiilonbség az I/R és AP+I/R csoport mintéi kozt.

12. abra
A 45 perces leszoritast kovetd ischaemia-reperfusids karosodds kapcsan
a veseartéria simaizomsejtjeiben €s az adventitia endothel sejtjeiben élénk apoptosis lathato.
I/R csoport, 3. postoperativ nap; Apoptag festés, N: 400x

13. abra
A 45 perces leszoritast kovetd ischaemia-reperfusids kdrosodds kapcsan
a veseartéria endothel sejtjeiben apoptosis lathato.
AP+I/R csoport, 3. postoperativ nap; Apoptag festés, N: 400x
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4.2. A veseartéria leszoritasat koveto ischaemia-reperfusios karosodasok funkcionalis és

morfoldgiai valtozasainak valtozasai a vesére vonatkozoan

4.2.1. Rutin vesefunkcios vizsgalatok eredményei

A valtozast a mitét elotti értékekhez viszonyitva, relativ értékben adtuk meg.

A szérum kreatinin értékek (14.A abra) az I/R csoport esetében szignifikdns mértékben
emelkedtek a reperfusio 30. (193+£90%) és a 60. percében az alapértékhez képest (155+68%)
majd csokkenni kezdtek és egy héttel a miitétet kovetden visszatértek a kiinduldsi szintre.
Az allopurinollal eldkezelt (AP+I/R) csoport esetében a mért értékek a 1. postoperativ napot
kivéve valamennyi vizsgdlt idOpontban alacsonyabbak voltak a kezelés nélkiili, arteria
leszoritasos csoportndl, gyakorlatilag megegyeztek az dloperélt csoport értékeivel. A mitétet
kovetd napon az alapértékhez képest szignifikdnsan magasabb (149+64%) volt a szérum
kreatinin szint.

Az dloperdlt (AL) csoportndl az értékek lassii, folyamatos, nem szignifikans
emelkedése mutatkozott a reperfusiét kovetd 1. napig, majd fokozatosan csokkenést kovetden
a miitét utdn 1 héttel ismét a kiindul4si értékre estek.

A szérum urea koncentricid (14.B 4bra) az I/R csoportban a korai reperfusios
idoszakban észlelhetdé nem szignifikdns csokkenést kovetden az 1. postoperativ napon
szignifikdns mértékben, masfélszeresére emelkedett az alapértékhez képest (150+66%), majd
ezt kovetden a miitétet kovetd napokon ismét csokkend tendenciat észleltiink, a 2., 5. és 7.
napon az alapértékhez képest szignifikans mértékben. Az allopurinollal kezelt (AP+I/R)
csoport esetében a korai reperfusids idoszakban és az 1. postoperativ napon a szérum urea
szint az alapérték kozelében maradt, a 2-3. mitét utdni napokon azonban szignifikdnsan

alacsonyabb szérum-urea értékeket mértiink (65+11 és 61+13%).
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Az éloperalt csoportndl a reperfusio meginduldsatdl kezdve a 2. mutét utdni napig

kiss€ magasabb szérum urea értékeket mértiink, majd a 3. postoperativ naptdl csokkenést

figyelhettiink meg., mely az 5. napon szignifikdns volt az alapértékhez képest (59+22%).

AP+I/R

o Al mI/R

[95] sezoj[eA UIUnBIIY WNIJZS

[25] sezojjeA eaan wINIIZS

Postoperativ napok

Reperfusio

14. abra

ének valtozasa

z

(B) szintj

z

€S szerum urca

z

A szérum kreatinin (A)

s 2

a veseartéria 45 perces leszoritdsat kovetd ischaemia-reperfusios kdrosodas kapcsan.

atlag+S.E.M.; *p<0,05 vs alap
R-0’, R-60’, R-120’: reperfusio kezdete, 60. és 120. perce; 1.,2.,3.,5.,7. postoperativ napok
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4.2.2. Vizelet N-acetyl-p-D-gluk6zaminidaz aktivitas valtozasok

Az I/R csoport esetében jelentds NAG; emelkedést tapasztaltunk az ischaemids
periddus végén (8,13+1,87), mely a reperfusio 2. érdjaban érte el csticspontjat (11,19+1,56),
ezt kovetden csokkenni kezdett és a 2. postoperativ napon mdr 1jbol az alapérték kozelében
volt (2,63%£0,31), illetve a miitét utdni 5. napon az eredeti érték felére csokkent (1,11+0,02).
Szignifikdns volt a véltozds (p<0,05) a kezdeti NAGi értékhez képest az arteria renalis
felengedésének idépontjdban, tovabba a reperfusio els6 és mdasodik Ordjaban, valamint a
mitét utini elsé napon.

Az allopurinol eldkezelésben részesiilt csoport (AP+I/R) allataindl hasonlé tendenciat
tapasztaltunk, de az emelkedés kisebb mértékii volt és maximumat a reperfusio kezdetén érte
el (6,67+0,98). Szignifikdnsan volt a véltozds az alapértékhez képest a reperfusio kezdetén,
annak els6 és masodik ordjaban.

Az &loperdlt csoport (AL) dllatai esetében szdmottevé viltozdst nem taldltunk, az
alapértékhez képest szignifikans eltérés egyik idépontban sem volt észlelhetd.

Az aloperalt csoporthoz viszonyitva szignifikdnsan magasabb NAG;-t taldltunk az I/R
csoportban a reperfusio kezdetén, annak els0 és madsodik Ordjaban, ugyanakkor az
allopurinollal kezelteknél ezt csak a reperfusio kezdetén tapasztaltuk.

Osszehasonlitva az I/R csoport értékeit az allopurinollal kezelt csoportéval, a
reperfusio elsd és masodik 6rdjdban az I/R csoportban szignifikdnsan magasabb értékeket

talaltunk (15. abra).
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alap R-0’ R-60° R-120° 1. 2. 3. 5. 7.
Reperfusio Postoperativ napok
15. abra

Vizelet NAG; valtozasa
a veseartéria 45 perces leszoritasit koveto ischaemia-reperfusids karosodas kapcsan.
atlag+S.E.M.; *p<0,05 vs alap, # p<0,05 vs AL, + p<0,05 vs AP+I/R
R-0’, R-60’, R-120’: reperfusio kezdete, 60. és 120. perce; 1.,2.,3.,5.,7. postoperativ nap

4.2.3. Szovettani valtozasok a veseparenchymaban

A fénymikroszkopos vizsgalatok sordn az aloperdlt és az allopurinollal eldkezelt

(AP+I/R) csoportban nem taldltunk komolyabb eltérést.

Az I/R csoport 7. postoperativ napon késziilt metszeteiben interstitialis fibrosist és
kissé tagult corticalis tubulusokat taldltunk, némelyikben szovettormelékkel.

Az AP+I/R csoport esetében a szOvettani vizsgdlatok sem a glomeruldris, sem a

tubularis rendszerben emlitésre mélto valtozasokat nem mutattak.
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4.3. A veseartéria leszoritasat koveto szisztémas ischaemia-reperfusios karosodasok

4.3.1. Haematologiai paraméterek valtozasai

A VL. tablazatban a haematologiai paraméterek véltozasait tiintettem fel.

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

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

A haematocrit értékek hasonl6 modon valtoztak, bar a kiilonbség nem volt
szignifikans (18.B dbra).

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

A thrombocyta szdm a 1-3. postoperativ napokon kismértékben csokkent, majd
fokozatosan visszatért az eredeti szintre. Az MPV értékek a thrombocyta szimmal inverz
moédon alakultak, azaz a mitétet kovetd 1-5. napon emelkedtek, gyakorlatilag mindhdrom
csoport esetében hasonld, de nem szignifikdns mértékben.

A fehérvérsejt szam az 1. postoperativ napra minden csoportndl szignifikdns
mértékben (p<0,001) emelkedett és a 2-5. miitétet kovetd napokon folyamatosan szignifikdn
mértékben magasabb maradt, kivéve az AP+I/R csoportot az 5. postoperativ napon.

A legmagasabb fehérvérsejt szdmot (32,8+6,3 x 10°/ul vs alap) és a legnagyobb

emelkedést az alapértékhez képest (150% az 1. napon) az I/R csoportban tapasztaltuk.
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VI. tablazat: Haematologiai paraméterek valtozasa a veseartéria 45 perces leszoritasat kovetd ischaemia-reperfusiés karosodas kapcsan

Vizsgalt Reperfusio ideje (perc) Postoperativ napok
paraméter  Csoport Alap R-0’ R-30° R-60’ R-120° 1. 2. 3. 5. 7.
Vvs AL 6,9 +0,7 6,8 +0,9 6,6 + 1,1 69+09 701, 7,7+1,3 6,3+0,8 6,2+1,0 5,6 £0,6 54+14
[*10%/ul] I/R 7,1£0,5 6,8 £0,6 70+£08 74+11 7405 76+09 7,1 +£0,7 6,7+0,7 55+1,2 4,1 +1,3*%
AP+I/R 6,7+0,7 6,2+1,1 6,7+1,1 63+10 6,6+1,3 6,2+0,5 6,9+1,3 5,6 +04 5,6 +04 5,6 +0,2
Hgb AL 14,1 +1,1 14,1+1,5 145+22 144+2,1 15119 155+1,6 136+£1,6 135+1,5 120+1,0 11,7413
[g/dl] I/R 145+0,6 139+09 143+09 142+0,7 14,7+09 153+1,1 146+14 136+14 122+1,6* 11,1+04%
AP+I/R 13,7+09 12,7+1,2 129+0.8 129+1,1 129+14 134+1,0 12,7+ 1,1 12,0+0,8* 11,0+0,5%* 11,2+ 1,5%
MCV AL 723+34  72,1+27 71,726 719+28 723+45 724+29 70,7£2,6 684+30 722+56 68,8+3]3
[f1] I/R 71,6 £33  T714+27 70929 71,5+25 723+£27 715+29 70,729 70,6+24 70,0+5,1 70,1+£22
AP+I/R  726+24 728+27 728+28 729+29 735+22 736+£2,6 709+22 703+15 71,645 699+1,6
MCH AL 20,7+1,5 209+1,1 214+1,1 208+07 213+13 215+1,3 21,7¢0,7 214+04 214+1,1 203+1,5
[pgl I/R 209+12 204+09 206+14 214+14 20,707 212+14 214+0,8 21,0+09 209+08 202+1,8
AP+I/R  209+1,6 207+1,7 21,1+14 204+18 212+15 213+1,3 209+0,8 21,2+13 203+26 205+1,5
MCHC AL 28,7+£2,6 29019 299+13 290+15 290+1,6 29,6x1,7 204+29 298+27 297+16 295+1,7
[g/dl] I/R 292+14 28617 29,1+19 282+36 281+23 296+14 303+14 289+24 300+20 277+£2]7
AP+I/R  288+21 284+16 278+35 279+15 282+26 289+1,5 272+34  302+14 284+20 292+1,6
Thr AL 294 + 98 297 + 52 257+80 281+84 281+67 270+71 267 +78 254+ 100 294 + 67 246 + 93
[*¥10%/pl] I/R 313 + 67 356 £ 110 284 +129 337+48  305+129 326+113 281 + 87 246 + 95 301 £126 364 +101
AP+I/R 308 + 73 278 + 39 284 +105 307+43 304 +53 296 + 116 285 + 61 258 + 83 297 +73 319 + 127
MPV AL 10,8+0,71 11,104 11,1£0,52 11,3+04 11,3+0,5 11,4+0,9 11,4+1,2 11,2412 11,1£1,2 10,3£1,5
[f1] I/R 10,8+0,9 11,2+0,8 10,9+0,9 11,3+0,6 11,1+£0,9 11,0+1,2 11,0+0,9 11,3+0,8 11,4+0,7 11,6+0,7
AP+I/R 10,6+1,4 11,0+0,9 11,1+1,0 11,8+0,9 11,6+0,9 11,2+0,8 11,5+0,8 12,0+0,3 11,5+0,7 10,7+0,1
Fvs AL 135+28 134+24 143+1,8 152+15 16,6+20 248+43* 244+25% 229+44*% 199+0,7%* 149+1,6
[*¥10%/pl] I/R 13,3+3,1 140+38 13,1+26 133+24 157+58 328+63* 282+64* 286+63* 246+43* 168+5,6
AP+I/R 12,6 + 3,1 138+26 126+16 145+1,7 160+49 30,5+50*% 23,7+35% 256+58* 180+23 184+52

Vvs=vorosvérsejt szam,
MCH=mean corpuscular haemoglobin (atlagos vorosvérsejt Hgb tartalom),
Thr=thrombocyta szam,

*p<0,05 vs. sajat alap
MCV=mean corpuscular volume (4tlagos vorosvérsejt térfogat),

Hgb=haemoglobin szint,

MPV=mean platelet volume (4tlagos thrombocyta térfogat),

47

Fvs=fehérvérsejt szdm

MCHC=mean corpuscular haemoglobin concantration (4tlagos vorosvérsejt Hgb koncentracio),



4.3.2. Haemorheologiai paraméterek valtozasai

4.3.2.1. Vorosvérsejtek deformabilitasanak valtozasai

A Relative Cell Transit Time (RCTT) értékek alakulasat az id6 fiiggvényében a
16. dbra mutatja. A mutét elott mért alapértékek kozel azonosak voltak a kisérleti
csoportokban, mig a reperfusio 30. percében az I/R és az AP+I/R csoportndl szignifikdnsan
magasabb (7,51£1,75 és 8,51+1,12; p=0,015 illetve p<0,001) értékeket taldltunk az alaphoz
viszonyitva. A reperfusio kovetkez0 masfél oOrdjdban az emelkedett RCTT értékek
visszatértek a preoperativ szint kozelébe, majd az AP+I/R csoportndl a 1-3. postoperativ
napon mutatkozé enyhe, folyamatos, de nem szignifikdns emelkedést kovetden a
7. postoperativ napra ismét a mitét elotti szintre csokkentek. Az I/R csoportban szignifikans
emelkedést kovetden maximdlis értékiikket a miutétet kovetd 2. napon érték el.
Az 1. és a 2. postoperativ napon (l. nap: 8,66+1,21; 2. nap: 10,5£2,83) a kiilonbség
szignifikdnsnak mutatkozott az alapértékekkel (p=0,015 illetve p=0,011), az daloperalt
csoporttal  (p=0,001 és p=0,002), valamint az allopurinollal eldkezelt csoporttal
(p=0,019 és p<0,001) 6sszehasonlitva. A 3-7. postoperativ napokon a miitét eldttihez hasonld
értékeket tapasztaltunk mindegyik csoportndl, kivéve egy enyhe, nem szignifikians csokkenést

az aloperalt csoport esetében az 5. és 7. postoperativ napon.

A 17. 4bra az Initial Relative Filtration Rate (IRFR) adatokat mutatja a harom kisérleti
csoport esetében. Lathat6, hogy a reperfusio kezdetén az IRFR szignifikdnsan alacsonyabb
volt az alaphoz képest az AP+I/R csoport esetében (p=0,006), mig a reperfusio 30. percében
az I/R és az AP+I/R csoport értékei szignifikdnsan alacsonyabbak voltak az alapértékeknél
(p<0,001 mindkét esetben). Az 1. és 2. postoperativ napokon az IRFR értékek kismértékdl,

nem szignifikans csokkenése lathatd, amely az RCTT értékek esetében nem volt észlelhetd.
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das kapcsan.

4roso

osk

Postoperativ napok

1.

17. abra
49

IRFR értékek valtozasa

R-120°
t kovetd ischaemia-reperfusi

R-60’
asa

2

atlag+S.D.; *p<0,05 vs alap
R-0’, R-30’, R-60, R-120’: reperfusio kezdete, 30., 60. és 120. perc; 1.,2.,3.,5.,7. postoperativ nap

Reperfusio

R-0’

alap
a veseartéria 45 perces leszorit



4.3.2.2. Teljes vér- és plasma viszkozitas valtozasok

A 90 s nyiréfesziltségnél mért teljes vér viszkozitds a reperfusio ideje alatt
kismértékben emelkedd tendencidt mutatott és az I/R csoport esetében szignifikansan
magasabb maradt az els6 két postoperativ napon az AP+I/R csoporthoz viszonyitva
(7,21+1,13 mPas, p=0,033; illetve 7,17£1,33 mPas, p=0,036). A 3-7. miitét utdni napokon a
teljes vér viszkozitds értékek valamennyi csoport esetében mérsékelten, bar nem szignifikans
mértékben csokkentek (18.A dbra), amelyet a haematocrit értékek hasonld valtozasa kisért
(18.B ébra). A 40%-os haematocritra korrigalt teljes vér viszkozitds értékek (19. dbra), és a
plasma viszkozitas értékek (20. dbra) enyhén, nem szignifikans mértékben emelkedtek az 1-7.

postoperativ napokon.

O Al ® IR AP+I/R

|

Reperfusio Postoperativ napok

10

TVV [mPas]

Htc [%]

7.

18. abra
Teljes vér viszkozitds (A) és a haematocrit (B) véaltozasa
a veseartéria 45 perces leszoritasit koveto ischaemia-reperfusios karosodas kapcsan.
atlag+S.D.; # p<0,05 vs AP+I/R
R-0’, R-30’, R-60’, R-120’: reperfusio kezdete, 30., 60. és 120. perce; 1.,2.,3.,5.,7. postoperativ nap
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B /R AP+I/R

O Al

[sequ] »PAAL

R-60’ R-120°

R-30°

R-0’

Postoperativ napok

Reperfusio

19. abra
A 40%-os haematocritra korrigdlt teljes vér viszkozitas értékek valtozdsa

isat kovetd ischaemia-reperfusids kdrosodds kapcsan.

itasa

a veseartéria 45 perces leszor

atlag+S.D.
, R-120’: reperfusio kezdete, 30., 60. és 120. perce; 1.,2.,3.,5.,7. postoperativ nap

R-0’, R-30’, R-60’

AP+I/R

I IR

Al

[sequ] Ad

R-30° R-60’ R-120° 1.

R-0’

alap

Postoperativ napok

Reperfusio

20. abra

A plasma viszkozitds v

altozasa

das kapcsan.

aroso

osk

t kovetd ischaemia-reperfusi

ritasa

45 perces leszo

éria

z

a veseart

atlag+S.D.
R-0’, R-30’, R-60’, R-120’: reperfusio kezdete, 30., 60. és 120. perce; 1.,2.,3.,5.,7. postoperativ nap
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4.3.2.3. Fibrinogén koncentracié valtozasok

A fibrinogén koncentricié meghatdrozdsakor a legmagasabb értékeket mindhdrom
csoportndl az 1. postoperativ napon kaptuk, mely az I/R csoport esetében tartésan,
szignifikdns mértékben magasabb maradt a 2-7. mutét utdni napokon (p<0,002) az

alapértékekhez képest (21. dbra).

O Al H R AP+I/R

Fbg [g/1]

R-0’ R-30° R-60’

Reperfusio Postoperativ napok

21. abra
Plasma fibrinogén szintjének valtozasa
a veseartéria 45 perces leszoritasit koveto ischaemia-reperfusids karosodas kapcsan.
atlag+S.D.; *p<0,05 vs alap
R-0’, R-30’, R-60’, R-120’: reperfusio kezdete, 30., 60. és 120. perce; 1.,2.,3.,5.,7. postoperativ nap

4.3.3. Szérum antioxidans aktivitas valtozasok

Az antioxidans aktivitds vdltozdsat a miitét eldtti értékhez viszonyitva adtuk meg,

annak szdzalékdban kifejezve (22. dbra).

Az ischaemia-reperfusios (I/R) csoport esetében az antioxidans aktivitas a miitét elotti

értékhez képest szignifikdnsan alacsonyabb volt a reperfusio 30. (69+27% vs 10%) és
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120. percében (65+20% vs 100%), ezt kovetden atmeneti, nem szignifikdns emelkedést
kovetden a 3. postoperativ napra megkozelitette az eredeti értéket. A reperfusio 120. percében
az allopurinollal kezelt csoporthoz viszonyitva szignifikdnsan kisebb volt az antioxidans
aktivitds (8325 vs 65+ 20%).

Az allopurinollal kezelt ischaemia-reperfusios csoport (AP+I/R) esetében a reperfusio
120. percében az antioxiddns aktivitds az eredeti szint kb. 70%-ara csokkent, de az
5. postoperativ napra gyakorlatilag visszaért a beavatkozas elotti szintre. A miitét elott mért
értékekhez képest szignifikdns eltérés nem volt.

Az dloperdlt (AL) csoportban nem volt szignifikdns valtozds. Az antioxiddns aktivités

csokkenése minimadlis volt €s a 7. postoperativ napra visszatért a miitét elOtti szintre.

160 - O A BpRr AP+I/R

140 -
120 -
100 -

80 -

AOA [%]

60 1

40 -
20 4
0 - % , % ;
04 T T 4 T T -
R-0' R-30' R-60' 1. 2. 3.
Reperfusio Postoperativ napok
22. abra

Szérum relativ antioxidans aktivitas valtozasa
a veseartéria 45 perces leszoritasat kovetdischaemia-reperfusids karosodas kapcsan.
atlag+S.E.M.; *p<0,05 vs. alap, + p<0,05 vs. AP+I/R
R-0’, R-30’, R-60’, R-120’: reperfusio kezdete, 30., 60. és 120. perce; 1.,2.,3. postoperativ nap

53



4.3.4. Plasma endothelin szint valtozasok

Az aloperdlt csoportndl nem tapasztaltunk szignifikdns véltozast a plasma endothelin
szintben. Az I/R csoportban a plasma endothelin szint a reperfusio kezdetén szignifikdnsan
magasabb volt az AL és az AP+I/R csoportok adataihoz hasonlitva (0,88+0,23 vs 0,45+0,6 és
vs 0,3240,3). Az 1. postoperativ napon mindkét ischaemids csoportban a mitét
eldtti értékhez viszonyitva szignifikdnsan magasabb plasma endothelin szintet mértiink
(I/R: 1,98+1,24 vs 0,67+0,45; AP+I/R: 1,9£1,53 vs 0,54+0,32), mely az I/R csoportban végig,
az AP+I/R csoportban az 5. postoperativ napot kivéve, szignifikdnsan magasabb maradt az
alapértékhez képest. Az 5. és 7. postoperativ napon az AP+I/R csoport plasma endothelin
szint szignifikdnsan alacsonyabb volt az I/R csoporthoz képest (0,75+0,9 vs 1,47+0,48 illetve

1,25+0,38 vs 2,23+ 0,17) (23. ébra).

4 .
OAl
% ok
351 WR -
AP+IR
~ 3 )
% * %
i *

§ 25
I %
= 2 + *
o} * +
g
72}
S 1,5
A %

1 -

+
0,5 -
0 - 7 T f T
alap R-0 R-30 R-60 R-120 1. 3. 5. 7.
Reperfusio Postoperativ napok

23. abra
A plasma endothelin-1 szintjének véltozasa
a veseartéria 45 perces leszoritasit koveto ischaemia-reperfusios karosodas kapcsan.
atlag+S.E.M.; *p<0,05 vs alap, , + p<0,05 vs I/R
R-0’, R-30’, R-60’, R-120’: reperfusio kezdete, 30., 60. és 120. perce; 1.,3.,5.,7. postoperativ nap
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5. MEGBESZELES

Kisérleteink tantisdga szerint a vese ischaemia-reperfusio nemcsak veseszovet
karosodast okoz, hanem jelentOs szisztémds kovetkezményekkel is jarhat. Ennek jeleként
nemcsak a vesefunkcié besziikiilése figyelhet6 meg, hanem a szisztémds paraméterek koziil
egyes haemorheologiai paraméterek romldsa, igymint a vorosvérsejtek deformabilitdsanak
csokkenése is bekovetkezik. Ezen tilmenden vasoconstrictor medidtorok -koztiik endothelin-
fokozott felszabaduldsa is kimutathaté, mely valtozdsok egymdssal Osszeadédva akar a
szervezet egészének funkcidjara is hatassal lehetnek.

Fontos megfigyelésiink tovdabbd, hogy magdban az dtmenetileg [leszoritott
veseartéridban is generdlddnak olyan elvaltozdsok, melyek révén csokken a dilatator anyagok
hatdsa, mely magdaban rejti annak tovabbi lehetdségét is, hogy a vese szintjén a vasoreguléacid
egyensulya eltolédik a vasoconstrictio felé. Ez egyben felveti annak lehetdségét, hogy a
reperfusio sordn nem torténik meg az érintett oldali szerv tokéletes folyamatos
reoxigenizacidja.

A jelen modelliinkben észlelt fenti elvaltozdsok egy része kedvezden befolydsolhat
volt xantin-oxiddz gatlé allopurinol eldkezeléssel, mely indirekt moédon arra enged
kovetkeztetni, hogy a folyamatok hatterében legaldbb részben xantin-dehidrogendz/xantin
oxidaz pathophysiologias aktivacidja dllhat.

Ami kutatdsi modelliinket illeti, egyes szerzOk azdltal kivantdk a vizsgalatok
specificitdsat novelni, hogy az egyik vese ischaemidjat kombindltdk az ellenoldali vese
eltavolitasaval."”™ Az dltalunk alkalmazott modellnél érintetleniil hagyjuk az ellenoldali vesét,

52, 83, 150

hasonléan sok mads szerzohoz. Eredményeink szerint tehdt az egyik oldali vese

ischaemia-reperfusioja mellett is generdlédnak olyan elvaltozasok, melyek nemcsak az
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érintett oldali vesében, az azt ellatd artéridban, hanem szisztémasan is okoznak koéros
elvéltozdsokat.

Modelliinkben a tobb munkacsoport daltal is alkalmazott 45 perces ischaemids
idétartamot valasztottuk.™> > % A xantin-dehidrogendz/xantin oxidaz konverzidhoz sziikséges

id6 szervenként kiilonbozik, vese esetében koriilbeliil 30 percre tehetd. 88, 158

Ezért célszerli
ennél hosszabb iddtartamot valasztani.

Irodalmi adatok szerint 75 illetve 90 perces veseartéria leszoritds esetén a
veseelégtelenség miatti haldlozds kutydk esetében mar igen magas. Weight és munkatarsai
patkany modellen tobbféle -15, 30, 45 és 60 perces- ischaemids idétartamot alkalmazva ugy
talaltak, hogy a 45 perc mar szignifikans, de még reverzibilis véltozast idézett eld a vizsgalt
paraméterekben. 159

Az altalunk vizsgalt allopurinolt tobben is alkalmaztdk az ischaemia-reperfusios
karosodasok kivédésére. Hatdsa sok tényezd fiiggvénye, igy fligg az alkalmazds mddjatdl
(per os, intravends, intraperitonedlis), a dozistdl (vesemodellben dltaldban 50-100 mg/ttkg), az
ischaemids szovet/szerv tipusatodl, az ischaemia idétartamatol és a hdmérséklettdl (hideg vagy
meleg ischaemia), az alkalmazas idejétdl (ischaemiat megel6zden vagy azt kovetden) és végiil
a kisérleteknél alkalmazott dllatfajtdl. Southard és munkatarsai azt taldltdk, hogy bar a xantin-
oxidaz aktivitds magasabb patkdnyban, mint kutydban vagy embernél, de a szuperoxid-
dizmutdz és xantin-oxiddz ardny (SOD:XO) majdnem 26-szor nagyobb kutydban és 40-szer
magasabb embernél, mint patkdnyok esetében,'” ezért a kutya is alkalmas modell lehet a
kutatdsok soran.

Hatdsmechanizmusédnak két f6 hipotézise van. Egyik szerint a hypoxia ideje alatti

purin nukleotid vesztés megakadalyozdsa révén nyujt védelmet az ischaemids karosoddssal

szemben. Ezt alatdmasztotta az a megfigyelés, hogy allopurinol elOkezelés szignifikans
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moédon javitotta a tulélési ardnyt €s a postoperativ vesefunkciét azokban az dllatokban,
melyek 40-120 perc vese-ischaemidnak voltak kitéve.’

Idbleges coronaria leszoritds sordn csokkentette az infarctus kiterjedését, mérsékelte a
szivizom kontraktilitisdnak romldsat €s az arrythmidk kialakuldsdnak gyakorisdgat. Ezt a
hipotézist igazolta az a felfedezés is, hogy patkdny modellben csokkent a purin nukleotidok
(ATP, ADP, AMP) koncentricidja 1 6ras ischaemiat kovetden, mely allopurinol eldkezelés
alkalmazdséaval kivédhet6 volt. > '%

A masik hipotézis a reaktiv oxigén intermedierek szerepére fokuszél, oki szerepiiket
feltételezve az ischaemia-reperfusios karosodds pathophysiologidjaban.

McCord szerint a toxikus oxigén metabolitok legnagyobb részben a kordbban
ischaemids szovetek reperfusiéja sordn keletkeznek, xantin-oxiddz-dependens folyamatok
sordn. Az ischaemia a sejtek ATP tartalmdnak csokkenését okozza, amely hipoxantin-xantin,
xantin-hugysav atalakuldson megy keresztiil, amelyet a xantin-oxiddz katalizal. Normalis
koriilmények kozott a szovetekben az enzim kozel 90%-a xantin-dehidrogendz formdjaban
van jelen. Ischaemia sordn a xantin-dehidrogendz xantin-oxiddzzd konvertdlodik
-a folyamat kalcium és protedz-dependens-, amely a reperfusio sordn megjelend oxigént
haszndlja elektron-akceptorként €s szuperoxid aniont generél.42’ 8

Azok a kutatdsok, melyek sordn kimutattdk, hogy xantin-oxiddz gatlok és gyokfogdk
alkalmazasdval az ischaemia-reperfusiés karosoddsok mérsékelhetok, igazoltak az XD-XO

., . 1 ceqes <, 23,48, 110
konverzi6 soran keletkezd szabadgyokok szerepét,” ™

ugyanakkkor masok szerint nem a
. ‘s _— 1 L 38 58, 60, 90 . - 7
xantin-oxiddz rendszer a szabadgyokok fO forrasa, hanem a mitochondrialis
elektrontranszport lanc,”” a citochrom P-450 enzimek,” a neutrophil sejtekben a NADPH-
oxidazok,”* a dysfunctiondlé NOS."*’

A szabadgyokok tdmadaspontja elsddlegesen a sejtmembran. A vesében az ischaemia-

reperfusids sejtkarosoddst -legalabbis részben- a sejtmembrdnban taldlhaté tobbszordsen
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telitetlen zsirsavak és foszfolipidek lipidperoxidacidja okozza, mely mitochondridlis
dysfunctiét, valamint az energia metabolizmus és az intracellularis kalcium homeostasis
zavardt okozza.”® A szabadgyokok karositjdk a glomerularis mesangialis sejteket és a renalis
tubularis sejteket, ezaltal mind funkcionélis, mind morfoldgiai kdrosodést okozva.> '?

Az elvaltozasok nem egyforma mértékben érintik a vese kiilonbozd szegmenseit.
Foleg a proximalis tubulusok (S1, S2, S3), koztiik is leginkabb az S3 tubulusok érzékenyek az
ischaemia-reperfusios karosoddsra, mig a distalis tubulus relative nem érintett.®> Korabban
ugy vélték, hogy ez a heterogenitds a vese kiilonbozd régidinak eltérd vérellatasabol ad6dik.'"
HI 155 Kiyama és munkatdrsai szerint a sejtek eltérd intrinsic antioxiddns stitusa a kiillonbség
oka.* Mdsok is ugy taldltdk, hogy a jelenség a vese kiillonbozd régidinak/sejtjeinek eltérd
antioxiddns enzim (kataldz, glutation-peroxiddz, szuperoxid-dizmutdz) megoszla’tséval97 és az
ischaemia-reperfusio hatdsara bekovetkezd enzimvesztéssel fiigg ossze.”’

Az ischaemia és az azt kovetd reperfusio a lokdlis szovetkarosodds mellett hatdssal
lehet a vér rheologiai faktoraira is, ezaltal szisztémds szinten befolydsolja a mikrokeringés
allapotat. Ezen véltozasok jelentOségét kimutattdk kiilonb6z6 eredetli ischaemids illetve
ischaemia-reperfusios karosodasok -cardiovascularis, cerebrovascularis, periférids keringési
betegségek, SZerv- és szovet-transplantatiok- haemorheologiai valtozdsdnak
vonatkozdsdban.'*® A vese ischaemia-reperfusio ezen szisztémds hatdsdval kapcsolatban
azonban még kevés informacié all rendelkezésre.

Az erek endotheljének a vascularis reaktivitdsban, a vasoconstrictio-vasodilatatio
szabdlyozdsaban betoltott szerepe ma mar vitathatatlan. Az endothelbdl felszabadul6
endothelin a legaktivabb vasoconstrictor, melynek hatdséit ellensilyozza az endothel éltal
termelt NO.” ' Ha az endothel funkciéja ép, akkor folyamatosan termeli a nitrogén-

monoxidot, amely vasodilaticiét okoz, tehat az ér relaxdlt dllapotban van. Ha azonban az

endothel megsériil, akkor a nitrogén-monoxid csokkent termelddése miatt érkontrakcid

58



kovetkezik be. Chiang €s munkatarsai (Chiang) New Zealand nyulakon arteria femoralis
superficialis artériagytriknél 3 6rds ischaemidt és 0, 1 és 2 6rds reperfusiot kovetden nem
taldltak lényeges eltérést a noradrenalinnal indukdlt kontrakciokban. Az acetylcholinnal
kivaltott relaxdciok mérésekor azt tapasztaltdk, hogy a relaxacios képesség csak az ischaemiat
kovetd 2 oras reperfusio esetén csokkent szignifikdnsan a kontrollhoz képest. A mi
eredményeink alapjan viszont mar 1 6rds reperfusio utdn is jelentdés volt az endothel
acetylcholin irdnti érzékenységének csokkenése. A kisebb relaxacidos képességet Ok az
alacsonyabb nitrogén-monoxid szintnek tulajdonitottdk, amit a sériilt endothel csokkent NO
termelése vagy a fokozott felhasznalds okozhat. Ugy vélték, hogy a kontraktilitds-csokkenés
nem befolyésolja az ischaemia-reperfusiot kovetd relaxacios képességet.21

Az érrendszer megbetegedésével jar6 diabeteses patkdnyokndl kimutattdk az
acetylcholin altal kivaltott endothelfiiggd vasorelaxdcié nagyfoku romlédséat.*® Lieberthal és
munkatarsai vizsgdlatai szerint ischaemiit kdvetden az acethylcholin indukalt vasorelaxatio
sulyos karosoddsa mutathat6 ki a veseerekben.”” Mashiach és munkatdrsai azt tapasztaltak,
hogy az acetylcholin nem befolyésolta a vese fobb funkcidit, azonban az exogén NO donor
SNAP nagymértékben javitotta az ischaemids vese miikodését.*

Kutyék arteria femoralisain végzett 3 6ra ischaemidt €s 1 dra reperfusiot kovetden az

o;-adrenerg receptor denzitds- és aktivitisnovekedés a simaizomsejtek kontrakcidjat okozta,

mig az oi-adrenoceptorokon keresztiil az endothelidlis EDRF felszabaduldsat véltotta ki a

. P P I p 130
kontrakcié-relaxdacié egyensulydnak megdrzése érdekében.

Maiésok az arteria epigastrica
inferior és arteria mammaria interna funkcionalis 0sszehasonlitasanal is erre a kovetkeztetésre
jutottak.51

Odashiro és munkatérsai kutydkon tanulmanyoztak in situ vénagraftokat és endothel-

fosztott, forditott pozicidban beiiltetett vénagraftokat. Noradrenalinnal indukalt

el0kontrakcidk utdn endothelfiiggd relaxdcidt vdéltottak ki acetylcholinnal és adenozin-
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difoszfattal és azt figyelték meg, hogy a megforditott, endothelium-fosztott vénagraftok
relaxdcios képessége szignifikdnsan csokkent az in situ graftokéhoz képest. Arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az in situ vénagraft endothelje meg tudja 6rizni EDRF termeld,
ezdltal a relaxécids képességét, tehat minimalizalni kell a sériiléseket az endothel épségének
megovasa érdekében.'”

Kisérleteink alapjan megallapithat6, hogy a reperfusio sordn az ér endothel rétege
morfolégiai €és funkciondlis karosoddsokat szenved. Feltételezhetd, hogy ischaemids
koriilmények kozott az endothelium NO €s PGI, termelése csokken. Ismert az a tény, hogy a
szuperoxid anion képzdédés fokozodik a reperfusio sordn, tovabba ismert az is, hogy a
nitrogén-monoxid szuperoxid anion jelenlétében toxikus és reaktiv peroxinitritet képez,
amelynek jelentésége a pathophysiologiai folyamatokban, igy a gyulladdsban és az
apoptosisban is egyre vildgosabb.” 0 Garcia-Criado és munkatarsai gyulladédsos folyamatok
vizsgélatakor az exogén nitrogén-monoxid addsaval 100%-os talélést tudtak elérni hasonl6
dllatkisérleti modellben.”® Midsok a gastrointestinalis traktus és az idegrendszer
tanulmédnyozdasakor azt tapasztaltdk, hogy a non-adrenerg non-cholinerg relaxaciot, legalabbis
részben, szintén a nitrogén-monoxid mediélja.

Eredményeink szerint a korai reperfusiés fazisban jelentkez6 acetylcholin érzékenység
erdsen csokkent, mely allopurinol kezeléssel kivédhetd volt. Az allopurinol kedvezd hatdsat
tapasztaltdk Sobey és munkatarsai is keverék kutydkndl. Az arteria coronaria circumflexa
sinistra 60 perc ischaemidt kovetd 90 perces reperfusidja sordn azt taldltdk, hogy az endothel-
fliggd, acethylcholin-indukalt relaxdcié gyengiilt, amelyet sikeriilt mérsékelni allopurinol,
tovdbba amlodipine és propranolol adésaval is.'**

Feltételezhetjiik, hogy az allopurinol a szuperoxid termelddés megakadalyozadsdval
gitolja a nitrogén-monoxid - szuperoxid anion kolcsOnhatdst, visszadllitva igy a nitrogén-

monoxid eredeti, a normoxids koriilmények kozott tapasztalhaté hatdsat. Dowell és
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munkatarsai New Zealand nyulak aortagytiriin végzett kisérleteikben az erek endothel-fiiggd
€s endothel-fiiggetlen véltozasait vizsgdlva azt talaltdk, hogy elsdsorban a hidrogén-peroxid,
kisebb mértékben a szuperoxid anionok feleldsek a kialakult karosoddsokért, de a hidroxil
gyokok szerepét sem zartak ki.*!

A csak ischaemia-reperfusio kapcsan észlelhetd, allopurinol dltal kivaltott adenozin
érzékenység fokozddas okat jelenleg nem ismerjiik, bar az adenozin altal kivaltott valaszok
endothelium-fiiggését még nem tanulmédnyoztdk kutyaartéridkon -csak az ATP veseischaemiat
kovetd kedvezd hatdsat bizonyitottdk- azonban ez a jelenség az endothel-fiiggd relaxald

"2 Ha feltételezziik az adenozin hatéds

faktor(ok) fokozott felszabaduldsat is tiikrozheti.
endothelfiiggdségét, abban az esetben elképzelhetonek tartjuk, hogy a reperfusio sordn nagy
mennyiségben felszabadulé szuperoxid anion indirekt adenozin hatdst csokkentd effektusét az
allopurinol semlegesiti. Ennek héttere tovabbra is tisztdzatlan.

A leszoritott veseartéria fénymikroszképos szovettani vizsgdlatdval az irodalomban
nem taldlkoztunk, csak a veseszovetben talalhat6 erek elvaltozasairdl szamolnak be a szerzok.
Kisérleteink sordn kimutattuk, hogy a veseartéridban is hasonlé morfoldgiai elvédltozasok
jonnek létre az ischaemia-reperfusio kivetkeztében. Igy kimutathaté volt az endothelsejtek
valtoz6 nagysdga, a lamina elastica és az elastica interna ellapuldsa, helyenként
megszakaddsa, tovabba gécos subendothelidlis fibrosis, s6t néhol necrosis is el6fordult.

Az I/R csoportban a 7. postoperativ napon megfigyelhetd simaizomsejt és endothel
sejt proliferdci6 az allopurinollal kezelt csoportban elmaradt. Mindezen felismerések
aldtdmasztjdk azon hipotézisiinket, hogy a reperfusio sordn aktivilod6 XD-XO rendszer
aktivdlodasa jelentOsen hozzdjarul a postischaemids érkdrosodds pathomechanizmusihoz.
Ez magdban foglalhat olyan endothelidlis dysfunctiéval jar6é érregulaciés €s morfoldgiai

véaltozdsokat is, melyek egylittesen kritikusan befolydsolhatjdk az érintett szerv egészének

tulélését.
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A fentieket mintegy aldtdmasztva cellularis szinten is jelentds elvaltozasokat
észleltiink, hiszen kisérleteinkben jelentds apoptotikus jelenségeket észleltiink az érintett
érstrukturaban.

Az apoptosis szabélyozott sejthaldl, mely a sejtmag DNS-ének fragmentalodasaval
jellemezhetd, ez jelenti az alapjit a TUNEL technikdval torténd kimutatdsnak.**
Az irodalomban nem taldltunk a leszoritott veseartéridban kialakul6 apoptosissal foglalkoz6
kozleményt, csak a vese proximalis tubulusaira €s a glomerulusokra vonatkozdlag.

A leszoritott arteria renalis vizsgalata sordn azt taldltuk, hogy a a TUNEL pozitiv
sejtek szdma csokkent allopurinol alkalmazdsa esetében az I/R csoporttal dsszehasonlitva.

A latéterenkénti apoptosis szamdban a kiilonbség szembetlind volt a 3. postoperativ
napon. Az a tény, hogy az allopurinol eldkezelés nem tudta teljesen kivédeni az apoptosist,
azt sugallja, hogy kialakuldsaban tobb faktor is szerepet ja’ltszik.66

A szabadgyokokkel kapcsolatban igazoltdk, hogy direkt DNS karosoddst okoznak
(Hagar 1996).%° Ischaemia-reperfusio utdn az arteria renalisban apoptosis €s necrosis egyarant
1étrejohet, sejttipustdl €s az ischaemids kdrosodds sulyossagatdl fiiggden, de dontd mértékben
necrosissal torténik. Amennyiben az ischaemids inzultus enyhébb, vagy védoéfaktorok vannak
jelen, az ischaemids sejthaldl exekucids formdja nagyobb mértékben apoptosissal torténik,
ezért kisebb mértékli gyulladds jon létre a szovetekben, ami miatt kisebb mértékli a
szdvetkdrosodds és kedvezébbek a feltételek a szdvetregeneraci6 szaméra.”®

Kisérleteink szerint az ischaemia-reperfusio sordn fellépd oxidativ stressz
csOkkenthetd allopurinol eldkezeléssel, mely hozzdjarul a reaktiv oxigéngyokok szintjének
mérséklése éltal a sejtek tdléléséhez, mivel ezdltal mérséklddhet a sejteket érd intracellularis
kalcium akkumulédcid, ATP felhaszndlds. A tdléld sejtek szdmdanak novekedése mellett

eldsegitheti az apoptotikus morfolégidval torténd executiot a necrosissal szemben.
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Kisérleteinkben az I/R kérosoddsok vesefunkciora gyakorolt hatdsarél informéciét
nyujté szérum kreatinin szint valtozasai hasonléak voltak masok eredményeihez,s’ 122 bar mds
szerzOk daltaldban hosszabb ideig fenndll6 vesefunkcié romldsrél szamoltak be, mig sajat
kisérleteinkben csak a korai reperfusiés iddszakban (reperfusio 30. és 60. perce és 1.
postoperativ nap) tapasztaltunk szignifikdns emelkedést. Baker és munkatéarsi patkdnyokon
végeztek 45 perces veseartéria leszoritdst 7 napos utdnkovetéssel. Szignifikdnsan magasabb
szérum kreatinin értékeket mértek az ischaemia-reperfusios csoportban az aloperalt csoporttal
Osszehasonlitva az elsd Ot postoperativ napon €s szignifikdnsan kisebb mértékii emelkedést a
2. postoperativ napon az allopurinollal el6kezelt csoportban az ischaemidssal szemben.’
Rhoden €és munkatdrsai szintén patkdnymodellen az 1. és 4. postoperativ napokon talaltak
szignifikdnsan magasabb szérum kreatinin értékeket az I/R csoportban az allopurinollal kezelt
és a kontroll csoporttal osszehasonlitva.'” A szérum urea értékek esetében hasonl6 a helyzet,
sajat kisérleteinkben csak az 1. postoperativ napon tapasztaltunk szignifikdnsan magasabb
értékeket az I/R csoportndl, mig az irodalomban elnyujtottabb hatasrdl szamolnak be.*7®

A vesefunkcié karosoddsanak korai, érzékeny, non-invaziv indikdtora az
N-acetyl-f3-D-gliikozaminiddz (NAG) megjelenése és szintjének emelkedése a vizeletben.

A NAG egy nagy molekulasilyu enzim, mely a vese proximalis tubularis sejtjeinek
lysosomdiban nagy mennyiségben taldlhat6. Nagy molekulasulya miatt nem juthat 4t a
glomerulus ultrafiltrdtumba, viszont a tubulus sejteket ért inzultus hatdsdra a lysosomakbol
felszabadul és a vizeletbe kertil.

Az irodalomban nem taldltunk olyan, vese ischaemia-reperfusiéval kapcsolatos
kozleményt, mely a vesekdrosodds kimutatdsdra ezt a vizsgdlatot alkalmaznd, ugyanakkor
szamos tumorellenes terdpidban alkalmazott citosztatikummal, illetve egyes nephrotoxikus
antibiotikumokkal végzett kezeléssel kapcsolatos cikkben emlitik, mint a vesekdrosit6 hatés

indikatorat.'*

63



Eredményeink azt mutattdk, hogy a NAG aktivitds, illetve a NAG index (NAG;)
standardizalt koriilmények kozott alkalmas a vese ischaemia-reperfusio okozta karosoddsdnak
korai jelzésére és az allopurinol védOhatdsdnak igazoldsdra. Az a tény, hogy mar a reperfusio
meginduldsakor mindkét ischaemids csoportb6l nyert mintdkban szignifikdnsan magasabb
értékeket taldltunk az alapértékekhez, illetve az dloperélt csoportokhoz képest, mutatja az
ischaemia direkt szervkarositd hatdsit. A reperfusio elsd két 6rajaban és az 1. postoperativ
napon torténd tovabbi emelkedés pedig a reperfusio sordn nagy mennyiségben keletkezd
szabadgyokok karositd hatdsait jelezte. Ugyanakkor az allopurinol mint xantin-oxiddz gatl
szer véd0 hatdsa is jol latszott az I/R csoporttal torténd Osszehasonlitds sordn,
legmarkansabban a reperfusio 1. €s 2. érajaban és az 1. postoperativ napon.

A NAG; értékeknél tapasztalt viszonylag nagy szoOrdst tobb tényez0 magyarazhatja.
Egyrészt a NAG aktivitds az életkorral is véltozik, mésrészt a him kutydk NAG aktivitdsa
koriilbeliil kétszerese a ndstény kutye’lkén'clk,99 illetve a NAG; vizelet-kreatininre vonatkoztatva
van megadva, mely a testtomegen kiviil fligg a folyadékfogyasztastdl is.

A vese fénymikroszkopos szovettani vizsgdlatai sordn a 45 perces veseartéria
leszoritassal kapcsolatos ischaemia és az azt kovetd reperfusio az dloperalt és az allopurinollal
kezelt csoportokndl nem jart emlitésre mélt6 morfologiai eltéréssel, mig az ischaemia-
reperfusiés csoportban interstitialis fibrosist és kissé tagult corticalis tubulusokat taldltunk,
benniik szovettormelékkel, de komolyabb elviltozdsokat itt sem tapasztaltunk, hasonléan
Weight és munkatdrsai patkdny modellen végzett kisérletéhez. Modelljiikben 15-30-45-60
perces artéria leszoritast végeztek funkcionalis, morfoldgiai és pathophysiologiai véltozasok
kimutatdsdra. A 7. postoperativ napon végzett szovettani vizsgdlatok alkalmédval komolyabb
eltéréseket -mitotikus sejtek, glomerularis karosoddas, apoptotikus/piknotikus sejtmagok- csak

a 60 perces veseartéria leszoritdsos csoportndl taldltak, bar valamennyi csoportndl, a leszorités
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novekvo idotartamdval ardnyban, a proximalis tubulusok kiilonb6zé mértékii karosodasat és
ndvekvé szamban necrosist mutattak ki.'>

Kutatdsainkban az I/R szisztémds valtozdsainak jelzésére haszndlt haematologiai
paraméterek kozil a fehérvérsejt szam véltozasa nem volt karakterisztikus. A mutétet kovetd
1-5. napokon tapasztaltunk az alapértékhez képest szignifikdns emelkedést, amely
valészinlileg magdnak a sebészi beavatkozasnak tudhaté be. Az ilyenkor bekovetkezd
reakciok hasonldak lehetnek az acut fazis torténéseihez, melynél fehérvérsejtszam emelkedés
figyelheté meg.”” A fehérvérsejtek szerepe az ischaemia-reperfusio pathogenesisében j6l

ismert.* 10!

A leukocytdk adherentidja, migrati6ja befolydsolhatja a keringésben vald
megoszlisukat.

A thrombocyta szam minden csoportban enyhén csokkent a postoperativ napokon, de
az ischaemia-reperfusiés csoportok (I/R, AP+I/R) szignifikdnsan magasabb értékeket
mutattak a 7. postoperativ napon, a kontroll értékekkel dsszehasonlitva. A thrombocyta szam
csokkenés vagy emelkedés részét képezheti a sebészi traumat kovetd acut gyulladasos fazis
reakcioknak, mint a megemelkedett fehérvérsejt szdm, fibrinogén és globulin szint, a
csokkend vorosvérsejt szam, vagy éppen a haemoconcentratio.”” Ismert, hogy ischaemiat
kovetéen interakcié figyelhet6 meg a thrombocytdk €s az endothelium kozott, amely
ischaemia indukélta expressziobdl szarmazo P-selectinek altal regulélt.84

A haemoglobin és haematocrit értékek csokkend tendencidt mutattak, mely a miitétet
kovetd mdasodik napon kezdddott. Az 5. és 7. postoperativ napra szignifikdnssd vélt a
kiilonbség a miitét elétt mérthez képest mindkét ischaemids csoportban (I/R és AP+I/R).

A Vvér rheologiai viselkedését tobb tényezd hatdrozza meg, igy a teljes vér

viszkozitdsa, mely szintén szdmos tényezOtdl fiigg (haematocrit, plasma viszKkozitds,

vorosvérsejt aggregatio, nyiréfesziiltség, plasma fibrinogén szint), a keringés geometridja
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(kis atmér6ji  erek, érhdlozat felépitése) és a vorosvérsejtek egyes tulajdonsdgai
(deformabilitds, a membran mechanikai tulajdonsagai, felszin/térfogat arélny).148

Az ischaemia-reperfusio tobb mechanizmuson keresztiil befolydsolhatja a vér
rheologiai viselkedését. Ezek kozé tartoznak a lokdlis haemodinamikai valtozdsok, lokdlis
fizikai és anyagcsere véltozasok,'™ '°® a haemostasis és az endothel sejt funkcid véltozésai,”*
melyek acut fazis reakcidkat inditanak be a mutéti stresszel, vagy az adott traumadval
ésszeﬁiggésben.67 Az ischaemia-reperfusio dltal okozott stressz reakciokat kisérd altalanos
valtozdsok kovetkeztében emelkedhet a vér viszkozitdsa, a haematocrit érték, a fibrinogén
koncentricio €s a fehérvérsejt szam.”” Az ischaemia-reperfusio ezen kiviil mind a szabadgyok,
mind a nitrogén-monoxid utvonalon keresztiil is befolydsolhatja a haemorheologiai dllapotot a

v o . s 2 Ly .. . L 14 . .6, 15,61,
vorosvérsejtek deformabilitdsdnak romldsa és aggregatios hajlamuk fokozdéddsa révén.

102-103, 148

A vorosvérsejtek rendkiviil érzékenyek a szabadgyokok kérositd hatdsaival szemben,
mivel membrdnjuk sok, tobbszorosen telitetlen zsirsavat tartalmaz, mely hajlamos a
peroxiddciora, folyamatosan magas oxigénkoncentraciénak van kitéve és gazdag vasban, ami
a szabadgyok reakciok egyik katalizdtora.® % 138 A vorosvérsejteket mind extracellularis,
mind intracellularis gyokhatdsok érik. Intracellularisan az oxihaemoglobin methaemoglobinna
torténd kismértékli, alland6 atalakuldsa zajlik.55 Extracellularisan az ischaemia-reperfusio
sordn kelekezd reaktiv oxigén intermedierek fenyegetik a sejtet részben a sejtmembran direkt
kérositdsa, részben Heinz-testek képz3dése révén.™

Fiziologias koriilmények kozott egyensily van a spontdn termel6odd szuperoxid
gyokok és a vorosvérsejtek antioxiddns védekezd rendszere kozt, pathologids koriilmények
kozott azonban a szabadgyokok kifejthetik kdrosité hatdsukat.

Kisérleteinkben igazolédott a vorosvérsejtek karosoddsa, mely feltételezhetéen

nagyrészt a szabadgyokoknek tulajdonithaté. Eredményeink azt mutattdk, hogy a 45 perces
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arteria renalis leszoritds és az azt kovetO reperfusio hatranyosan befolydsolta a vorosvérsejtek
deformabilitdsat, ami a reperfusio elsé Ordjaban és a korai postoperativ napokon volt a
legkifejezettebb.

A teljes vér viszkozitds, a plasma fibrinogén szintje €és a fehérvérsejtszam is
emelkedett az ischaemia-reperfusiot kovetden. Ezen valtozdsok koziil a vordsvérsejt
deformabilitds romlasa, a teljes vér viszkozitds és a plasma fibrinogén szint emelkedése
mérsékelhetdk voltak allopurinol alkalmazédsaval.

A vese ischaemia-reperfusio kapcsan tapasztalhaté vorosvérsejt deformabilitds
rosszabbodasa kétfazisu volt: a korait a reperfusiot kovetd 30. percben, a késdit 1-2 nappal a
reperfusidt kovetden tapasztaltuk. A korai fazisban nem volt kiilonbség az I/R és az AP+I/R
csoportok kozt, mig a késdi fazisban az allopurinol véddhatdsa igazolddni latszott, mivel csak
az I/R csoportban észleltiink szignifikdns deformabilitds romldst az 1. és 2. postoperativ
napokon.

Az ischaemia-reperfusio hatdsa Osszetett. A korai fazisban lokdlis fizikai és

18, 88
Ez

metabolikus valtozdsok €s a xantin-oxiddz aktivdlédasa jatszanak kulcsszerepet.
magyardzhatja a korai féazist. A szisztémds metabolikus véltozdsok, mint a tejsavszint
emelkedése, pH csokkenés és a hypoxids véltozdsok szintén ronthatjdk a vorosvérsejt
deformabilitést,lg’ 156 de nem védhetdk ki allopurinollal, bar megeldzhetik a xantin-oxidaz
aktivalédast. Az ischaemia-reperfusids karosoddssal Osszefiiggd gyulladasos folyamatok
-mint a leukocyta aktivicié- lassabban jatszédnak le, 6rakat vesz igénybe a kialakuldsuk,*" '’
ez magyardzhatja a késoi fazist. Feltételezhetd, hogy a késdi hatds a gyulladdsos reakcid
mértékét tiikkrozi. Ha a korai fazisban a szabadgyok termelddést megeldzziik, vagy
mérsékeljiik allopurinol adédsdval, akkor a gyulladdsos reakcié enyhébb lesz, ami

mérsékeltebb acut fazis reakcidoban és enyhébb foku vordsvérsejt deformabilitds romlasban

nyilvanul meg az 1-2. napon. Ha ez a korai prevencié nem lenne, akkor a gyulladdsos reakci6
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a vorosvérsejtek rigidebbé valasat vagy az aktivalt és felszaporodott leukocytdk miatt a
porusok fokozottabb eltomddését okozna a miitétet kovetd napokon.

A plasma antioxiddns aktivitds valtozasat vizsgdlva az a tény, hogy sem az
allopurinollal kezelt csoport, sem az dloperdlt csoport esetében nem észleltiink szamottevo
valtozdst sem egymdashoz, sem az alapértékhez viszonyitva, azt mutatja, hogy sikeriilt
mérsékelni az ischaemia-reperfusio kdros hatdsat allopurinol alkalmazdsaval. Szignifikans
kiilonbséget csak az I/R csoport esetében tapasztaltunk, ahol a reperfusio 120. percében a
reperfusio 60. percéhez és az 1. postoperativ naphoz képest alacsonyabb volt az antioxidédns
aktivitas.

A szervezet sajat védekezO rendszerének részeként az enzimatikus védelmi rendszer
enzimei -a szuperoxid dizmutdzok, a kataldz és a glutation-peroxiddz- végzik a reperfusio
korai szakaszdban keletkezd oxigén eredetli szabadgyokok, reaktiv oxigén intermedierek
semlegesitését, de ha ezek mennyisége meghaladja az endogén antioxididns rendszer
kapacitdsat, kialakul az oxidativ stressz a’dlapota.125 Az éloperdlt és az allopurinollal kezelt
csoport esetében az enzimszint elegendd volt ennek megeldzésére, nem csokkent a kritikus
érték ala, mig az I/R csoportndl az egyensily a szabadgyokok irdnyédba billent és a reperfusios
karosodas kialakult.

Az irodalomban az egyes antioxiddns enzimek szintjének véltozasait tobbnyire kiilon-
kiilon vizsgéltak. Igy Unal és munkatdrsai is -mds egyéb vizsgilatok mellett- vizsgaltdk a
szuperoxid dizmutdz és a glutation-peroxiddz aktivitdst, bar nem taldltak statisztikailag
értékelhetd eltérést a kontroll és az antioxiddns vitaminokkal illetve exogén nitrogén-

150 2 A . .
Lee és munkatarsai aszkorbinsavat alkalmaztak

monoxiddal kezelt csoportok kozott.
kutydk vese autotranszplanticidjdnal az ischaemia-repersfusids karosodasok kivédésére.

Azt talaltdk, hogy az antioxiddns enzimek kiilon-kiilon mért aktivitdisa a plasmaban

szignifikdnsan magasabb volt a kezelt csoportokndl, mint a kontrollcsoportban.”
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A plasma endothelin szint valtozdsa jol demonstrdlta az ischaemia-reperfusids
karosodas kialakuldsat és az allopurinol alkalmazdsa sordn kimutathaté volt egy kétfazisu
védelem. Mivel az endothelin-1 felszabaduldsat serkenti a hypoxia és/vagy ischaemia, ennek
megfeleléen az ischaemids iddszak végén az I/R csoportban szignifikdnsan magasabb
endothelin szintet mértiink az alapértékhez képest, ami teljesen elmaradt az allopurinollal
kezelt csoport esetében, hasonldéan az aloperalt csoporthoz. Ezt tekinthetjiik a védelem elsd
fazisanak. Az allopurinol protektiv hatdsa a xantin-oxiddz gatlasdval kifejtett szabadgyok
termel0dést csokkentd hatdsa révén nemcsak a reperfusio kezdeti szakaszdban, hanem a késdi
postoperativ szakaszban is érvényesiilt, mely a védelem masodik fizisét jelenti.

Az endothelin-1 a legerdsebb hatdsi vasoconstrictor, melyet az endothelium sejtjei
szelektive valasztanak ki. Az ET-1 két receptorhoz kotédve fejti ki hatdsat: az ETa receptorok
foleg a vascularis simaizomsejteken expresszdlédnak és az ET-1 vasoconstrictor hatdsat
mediéllja.126 Az ETjg receptor elsdsorban az endothel sejteken expresszalddik, aktivalodasa a
Ca-dependens eNOS-t aktivdlja, mely NO és prosztaciklin képzddést okoz, kovetkezményes
vasodilatatiéval.'*

A plasmaszint fizioldégidsan alacsony, mert az endothelin ablumindlisan secretélja,
pathologids koriilmények kozott azonban (pl. hypoxia) szintje sokszorosara néhet.'

In vivo és ex vivo kisérletekben kimutattdk, hogy ischaemidt kovetéen emelkedett az
ET4 receptor kotohelyek szdma és fokozddott az ET-1 vasoconstrictor hatdssal szembeni
érzékenység.' - 102

Keletkezésében és gatldsaban keringd faktorok (serkentd: angiotenzin II, TGF-f,
inzulin, thrombin, citokinek; gatl6: pitvari natriuretikus peptid, nitrogén-monoxid,
prosztaciklin) és haemodinamikai tényezOk (pl. lassi dramlds alacsony falfesziiléssel)

egyarant részt vesznek. Hatdsai igen sokrétliek, vasoconstriction kiviil az RBF (renal blood

flow) és GFR (glomerular blood flow) csokkentése, az aldoszteron secretio serkentése, pozitiv
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inotrop és chronotrop hatds, pitvari natriuretikus peptid felszabaduldsdnak serkentése.
Ezenkiviil fokozza a thrombocyta aggregatiot, a thrombocytdk €s leukocytdk kitapadasit az
érfalhoz.”

Feltételezhez6, hogy az endothelin-1 a vese ischaemia-reperfusiéja sordn nagy
mennyiségben a keringésbe jutva nemcsak lokélisan a vesében hat, hanem szdmos szisztémas
hatast is kifejt, melyek kedvezdtleniil befolydsolhatjdk a szervezet egészét. Kisérleteinkben

ezeket sikeriilt mérsékelni allopurinol ischaemiat megel6z6 addsaval.

Osszefoglalva megéllapithatjuk, hogy keverék kutydk egyik oldali arteria renalisdnak
45 percre torténd leszoritdsaval létrehozott ischaemia €s az occlusio megsziintetésekor
bekovetkez6 reperfusio kapcsan kialakult valtozdsokra a xantin-oxidaz gatlé allopurinol -az
érleszoritdst megel0zden, szisztémdsan alkalmazva- kedvezd hatdst gyakorolt, mind a
veseartéria endothelfiiggd vascularis vélaszaira, mind a vesefunkciéra, valamint a szervezet

egészére is.

Alkalmazésa hasznos vaso- és renoprotectiv eljdards lehet mind az arteria renalis
leszoritast igénylé mitéteknél, mind a veseparenchyma védelmét biztosité un. ,,nephron-

sparing surgery” beavatkozasok sordn.

Az allopurinol védOhatdsa feltételezhetd barmely szerven végzett miutéti

beavatkozdsndl a szervet elldt6 artéria keringésbdl torténd kirekesztése sordn.
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FONTOSABB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

1. Az érmodell kialakitdsa sordn megdllapitottuk, hogy bizonyos szerek adésa
meghamisithatja az érreaktivitdsi vizsgdlatok eredményét, ezért a szokdsos
protokolltél eltéréen nem szabad anticoagulans kezelést és Atropin premedikaciot
alkalmazni, sem a vesehilus hidraulikus prepardldshoz Lidocain oldatot haszndlni,
holott ez az egyik szokdsos technika a klinikumban vesemiitétek soran.

2. A veseartéria 45 perces egyoldali leszoritisa és az azt kovetd reperfusio
kovetkezményeinek keverék kutydkon torténd vizsgdlata sordn els6ként mutattuk ki,
hogy nemcsak a veseszovetben, hanem a leszoritott érben is kialakulnak az ischaemia-
reperfusidval Osszefiiggd funkciondlis és morfoldgiai valtozasok.

3. Igy a leszoritott ér kontrakcids-relaxédciés képessége sériilt: az acetylcholin-indukalt
relaxdci6 -az endothel funkci6 egyik fontos markere- szignifikdnsan gyengiilt,
hasonléan az adenozin-indukdlt relaxdcidhoz (endothel-fiiggd). A nitroglicerin-
indukalt (endothel-fiiggetlen) relaxacié gyakorlatilag nem valtozott.

4. A veseartéridk morfoldgiai vizsgalata minimadlis elvaltozdsokat mutatott a HE festéssel
késziilt metszetekben. Apoptosis vizsgalattal a 3. postoperativ napon kifejezett, a 7.
postoperativ napon mar csak minimalis apoptotikus aktivitast észleltiink az érfalban.

5. Megallapitottuk, hogy a  vesefunkciés  vizsgdlatok kozil a  vizelet
N-acetyl-B-D-gluk6zaminiddz szintjének meghatdrozdsa -melyet a vese ischaemia-
reperfusids kdrosoddsanak jelzésére mi alkalmaztunk el6szor- korai, érzékeny, nem
invaziv moddszernek bizonyult a vesekdrosodds kimutatdsdra €s az allopurinol

protektiv hatdsanak igazolasara.

6. A szisztémds véltozdsok vizsgélata sordn a 45 perces ischaemia €s az azt kovetd

reperfusio  karakterisztikus és szignifikdns valtozdsokat idézett eld tobb
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haemorheoldgiai paraméterben. Jelzd értékli valtozdsokat mutatott a vorosvérsejt
deformabilitds €és a fibrinogén koncentraci6. Az eltérések egy része Osszefiiggésbe
hozhat6 a szabadgyokok okozta kdrosoddsokkal, mds része a beavatkozdsok éltal

okozott sebészi traumaval.

ooz

Az egyéb, szisztémds hatdsokat vizsgdld paraméterek koziil jelzd értékiinek taldltuk a
plasma antioxiddns aktivitds és a plasma endothelin szint vdltozdsait az ischaemia-

reperfusiés karosodasok jelzésére, illetve az alopurinol védé hatdsanak bizonyitasara.

A xantin-oxiddz gatlé allopurinol 100 mg/ttkg dézisban torténd, ischaemiat megel6zo
szisztémas alkalmazdsdval a 45 perces ischaemia és az azt kovetd reperfusio karos
hatdsai bar teljes mértékben nem voltak kivédhetdk -ami a szabadgyokokon kiviil
egyéb faktorok szerepére is utal-, de szignifikdns mértékben mérsékelhetdk voltak
mind a vascularis reaktivitds, mind a vesefunkcid, valamint a szervezet egészének
vonatkozasdban is. Els6ként hivtuk fel rd a figyelmet, hogy az allopurinol alkalmazasa
hasznos reno- €s vasoprotectiv eljards lehet arteria renalis leszoritast igényld

mutéteknél.
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6. OSSZEFOGLALAS / SUMMARY

A klinikai gyakorlatban a vese ischaemia-reperfusids karosoddsa elkeriilhetetlen
kovetkezménye lehet szdmos kordllapotnak és mutéti beavatkozasnak, melyek sordn nemcsak a
veseparenchyma szenvedhet kdrosoddsokat, hanem magdban a leszoritott arteria renalis faldban is
bekovetkezhetnek hasonldé elvaltozasok, amelyek az ér kontrakcids-relaxicids képességét
kedvez6tleniil befolydsolhatjak. Az oxidativ stressz kivaltotta folyamatok a lokalis szdvetkdrosodas
mellett hatdssal lehetnek a vér rheologiai faktoraira is, ezaltal szisztémds szinten befolydsolhatjdk a
mikrokeringés allapotat is.

Keverék kutydkon végzett kutatdmunkank sordn a 45 perces vese ischaemiat kovetd reperfusid
kiilonboz6 fazisaiban a leszoritott érben érreaktivitas és morfolégiai (hagyomanyos fénymikroszképia,
apoptosis) vizsgalatokat, a vesében funkciondlis (szérum urea és kreatinin, vizelet N-acetyl-B-D-
glukézaminidaz) eltéréseket, valamint a szisztémds keringésben bekovetkezd valtozdsokat kivantuk
kimutatni (haematologiai és haemorheologiai vizsgdlatok, antioxiddns aktivitds és endothelin szint
meghatirozas).

Mivel a fenti kdrosodas hatterében szabadgyok reakcidk allhatnak, ezek relativ etioldgiai
szerepére -indirekt moédon- a xantin-oxiddz géatlészere, az allopurinol alkalmazdsa révén
kovetkeztettiink.

Eredményeinket 0Osszefoglalva megdllapithatjuk, hogy vese ischaemia-reperfusio sordn
magdaban a leszoritott veseartéridban is kialakulnak olyan elvaltozdsok, melyek révén az egyensuly
eltolédhat a vasoconstrictio irdnydba. Tovébbi kdros kovetkezményként a vesefunkcié besziikiilése és
jelentds szisztémds véltozdsok alakulnak ki: egyes hemorheologiai paraméterek (vordsvérsejt
deformabilitds) romlasa, ezen tdlmenden endothelin fokozott felszabadulasa (vasoconstrictor
medidtor) és a szervezet antioxiddns aktivitdsdnak csokkenése is kimutathaté volt, mely véltozdsok
egymassal 6sszeadddva akdr a szervezet egészének funkcidjara is hatdssal lehetnek.

A jelen modelliinkben észlelt fenti elvaltozdsok egy része kedvezden befolydsolhaté volt
allopurinol eldkezeléssel, mely indirekt mddon arra enged kovetkeztetni, hogy a folyamatok

hatterében legalabb részben xantin-dehidrogendz/xantin-oxiddz pathophysiologias aktivacidja allhat.
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SUMMARY

Renal ischemia-reperfusion injury can be an inevitable consequence of a number of
clinical situations and operative procedures, and may result not only in the injury of the renal
parenchyma but the clamped artery itself. These changes may impair the contractile-relaxant
capacity of the vessel. Processes caused by oxidative stress may influence the rheological
factors of the blood thereby altering microcirculation.

The aim of our study on mongrel dogs was to demonstrate the changes of renal artery
clamping for 45 minutes, followed by reperfusion in the clamped artery applying functional
(vascular reactivity) and morphological (light microscopy and apoptosis) examinations in the
kidney using functional (serum urea and creatinin, urinary N-acetyl-B-D-glucosaminidase)
tests. It was also our aim to show the alterations in systemic circulation (hematological and
hemorheological examinations, determination of plasma antioxidant activity and endothelin
level).

Since free radicals may play a key role in this process, their contribution was
concluded indirectly by administering xanthin-oxidase inhibitor allopurinol.

In summary we can conclude that alterations may also occur in the clamped artery
during ischemia-reperfusion, shifting the balance towards vasoconstriction. Further adverse
effects are deterioration of renal function and considerable systemic changes such as
deterioration of hemorheological parameters (red blood cell deformability), increased release
of endothelin (vasoconstrictor mediator), reduced antioxidant activity in the body. These
changes added together may influence the functioning of the whole organism.

The fact that these changes could partly be influenced by preischemic allopurinol
treatment may indirectly indicate that, at least in part, the pathophysiological activation of

xanthin-dehidrogenase/xanthin-oxidase is found in the background of the process.
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vese ischaemia-reperfusio
allopurinol

érreaktivitds

vizelet NAG aktivitds
haemorheologia

vorosvérsejt deformabilitas
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allopurinol

vascular reactivity

urine NAG activity
hemorheology

red blood cell deformability
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