REPERFUZIOS KAROSODASOK  CSOKKENTESENEK LEI—[ET()SEGEI
ENDOGEN ADAPTAQIOS MECHANIZMUSOK INDUKCIOJAVAL. KISERLETES
ES KLINIKAI VIZSGALATOK.

A jelen palydzatban elvégzett munka a keringésbdl kirekesztett szovetek reperfizios
karosodasanak vizsgalataval foglalkozik, részleteiben tanulmanyozza a szdveti- sejtszintli
alapkutatas mellett a korfolyamatok sebészeti klinikai vonatkozésait, és a karos hatasok
csokkentésének lehetdségeit vizsgalja.

A kutatomunka részleteiben leirja a szovetek reperfiizid soran lejatszodd oxidativ stressz €s
inflammatorikus vélaszreakcioit.

Kiemelten foglalkozik a prekondicionalas ¢és posztkondiciondlds intracelluldris
szignalfolyamataival, az NFkB, az urocortin, és a hemoxigenaz-1 szerepével a kialakuld
citoprotekcioban.

A palyazatban elvégzett munkak eredményeibdl 8 db impakt faktorral rendelkezd, nemzetkozi
folyoiratban megjelent kozlemény sziiletett. A tudomanyos munkdk ¢€s az eredményes
publikaci6 4 klinikus orvoskolléga (Dr Cserepes Barbara, Dr Sinay Léaszl6, Dr Aratéo Endre,
Dr Miklés Zsanett) PhD fokozandnak megszerzését, és Dr Aratd6 Endre, valamint a
témavezetd habilitacios fokozatanak elérését tették lehetdve.

HEMOXIGENAZ-1 EXPRESSZIOJA ES CYTOPROTEKTIV HATASA A MIOKARDIUM
KESOI PREKONDICIONALASABAN

Kisérletes vizsgalatokban kimutattdk a hemoxigendz-1 (HO-1) hdsokkfehérje szivizomsejt
védo szerepét oxidativ stresszben. Munkankban vizsgalni kivantuk a késéi prekondiciondlés
soran a HO-1 expressziojat és az enzim védd hatasat szivizomsejtek IR karosodasaval
szemben.

Ujsziilott patkany kardiomiocitakban iszkémias és farmakologiai (adenozin, adrenalin, opioid)
prekondicionalast (PC) végeztiink (I. csoport), majd 24 6ra mulva tesztiszkémidt kdvetden
vizsgaltuk a sejtek karosodasat: mértiik a médium laktat dehidrogenaz (LDH) koncentréaciojat,
meghataroztuk a sejtekben az apoptdzis és nekrdzis mértékét, valamint az ¢él6/halott sejtek
aranyat. A masodik (II.) csoportban a tesztiszkémia eldtt cink-protoporphyrin (ZnPPIX)
adasaval gatoltuk a HO-1 enzim aktivitasat, mig a harmadik (III.) csoportban a PC-t kovetden
HO-1 specifikus siRNS adédsaval blokkoltuk a HO-1 fehérje expressziojat. A kontroll
csoportban (IV. csoport) PC nélkiil csak tesztiszkémiat hoztunk létre. Valamennyi csoportban
a kezelést kovetden 24 draval immunhisztokémiai festéssel detektaltuk a HO-1 expreszidjat.
Eredményeink azt mutattdk, hogy a prekondiciondlds az LDH szekréciojat a kontroll
csoporthoz képest szignifikdnsan csokkentette. A PC csoportokban az apoptozis €s
sejtnekrozis aranya szignifikdnsan kisebb volt a kontroll csoporthoz képest. A HO-1
immunhisztokémia a PC csoportokban az enzim egyértelmii expresszidjat mutatta, amelyet a
PC-t kovetd siRNS kezelés meggatolt.

AZ UROCORTIN JELENTOSEGE A SZIVIZOM PRE- ES
POSZTKONDICIONALASABAN

A legljabb kutatasok szerint a sziv- és érrendszerben termelddd urocortinnak, jelentds
kardioprotektiv hatdsa van.

Ujsziiltt patkany kamrai szivizomzatabol izolalt sejteket prekondicionaltunk adenozinnal,
1szkémias stimulussal és urocortinnal (10 perces stimulust 10 perc reperfuzié kovette), majd 3
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oOra teszt iszkémia €s 2 ora reperfuziot kovetden vizsgaltuk a sejtkdrosodas meértékét laktat-
dehidrogenaz (LDH) kibocsatas, vital festés (tripan kék), €s apoptozis/nekrdzis (Annexin V-
Propodium-jodid festés) meghatarozasanak segitségével. A posztkondicionalas vizsgalatahoz
a sejteket kiilonbozd idejli (30 és 60 perc) iszkémias inzultusnak és ezt kdvetden rovid
iszkémids-reperfuzids stimulusnak 1ill. urocortin kezelésnek tettiikk ki, majd az el6zd
paraméterekkel meghataroztuk a kardioprotekcié mértékeét.

Eredményeink szerint a szivizomsejtek altali LDH kibocsatds mértéke, a tripan kékkel
festodott halott sejtek szdma és az apoptotizalt, nekrotizalt sejtek ardnya szignifikansan
csokkent mindharom prekondicionalt csoportban a kontroll csoporthoz képest. A 30 és 60
perces iszkémiat kovetden az LDH enzim szintje, a halott sejtek mennyisége és az
apoptotizalt, nekrotizalt sejtek aranya szintén csokkenést mutatott az iszkémids, és az
urocortinnal torténd posztkondicionalast kovetden.

ISZKEMIAS PRE- ES POSZTKONDICIONALAS PROTEKTIV HATASAINAK
VIZSGALATA HASI AORTA MUTETET KOVETO REPERFUZIOS
KAROSODASOKBAN

Kisérletes ¢s klinikai modelleken igazolt, hogy a hosszabb iszkémiat kovetd korai
reperfuzioban intermittald iszkémias epizddokkal végzett posztkondicionalas csokkenti a
reperfuzios karosodads sejtszintli (oxidativ stressz, apoptdzis, nekrdzis) €s szisztémas
(leukocita aktivacid) hatdsait a miokardiumban. Bar a hardntcsikolt izomnak nagyobb az
iszkémia-toleranciaja, hasi érmiitétek sordn, hosszi  aortakirekesztések esetében
mindenképpen szdmolni kell reperfizids karosodassal, melynek csokkentése komoly klinikai
elonyokkel jar.

Vizsgalataink célja volt, hogy allatkisérletes modellen és humén érsebészeti betegeken
tanulmanyozzuk a posztkondicionalds hatékonysagat periférias szoveteken, infrarenalis hasi
aorta elzarasat kovetd 1szkémias-reperfiizids karosodasok csokkentésében.
Prospektiv randomizalt vizsgéalatunkat altatott Whistar patkanyokon végeztik (16). A
reperfuzi6 korai szakdban teljes leszoritasokkal, ¢és felengedéssel 4x15s—os
posztkondicionalas tortént, melyet 1 ords iszkémia kovetett. Biokémiai vizsgdlatainkhoz a
véna cava inferiorbdl gyiijtott mintdk szolgaltak, melyeket az iszkémia el6tt, €s a reperfuziot
kovetéen 5, 10, 15, 30, 60, és 120 percet  kovetden  nyertiink.
(MPO) aktivitast, és a leukocitdk indukalt szabadgyok termelését. A jelatviteli utvonalak
koziil elsésorban az Akt-1 és az extracellularis szignal reguldlt kinaz (ERK 2) — mint védo
utvonalak- aktivitasdt néztilkk a szovetmintakban Western blot analizis segitségével.
Ersebészeti miitétek soran aorto-bifemoralis bypass miitét elétt alkalmazott prekondiciondlas
(4x5 perces intermittald sleszoritasokkal), ¢és az iszkémidt kovetden alkalmazott
posztkondicionalas hatésait vizsgaltuk a reperfuzios karosodasokra. Vizsgaltuk az antioxidans
enzimek valtozasat, a lipidperoxidaci6 mértékét (malondialdehidd meghatarozassal) a
leukocita aktivaciot (sejtfelszini adhézids molekula expresszidval, myeloperoxidase
enzimaktivitas valtozassal).

Eredményeink azt mutattdk, hogy a reperfiziot kovetden a posztkondicionalt csoportokban a
plazma peroxidaz szintje a korai reperfizioban (5-30 min) szignifikdsan alacsonyabb volt,
mint a kontroll csoportban. A posztkondicionalas csokkentette a szérum TNF-alfa szintet,
MPO aktivitast és a fehérvérsejtek indukalt szabadgyok termelését. A postkondicionalas
szignifikdnsan  ndvelte mind az Akt-1, mind az ERK 2 aktivaciojat.
Human vizsgalataink azt mutattdk, hogy nem diabéteszes betegekben mind a
prekondicionalds, mind a posztkondiciondlds mérsékelten csokkentette a reperfiizios
karosodasokat, azonban diabeteszes betegekben szignifikans javuldst kimutatni nem tudtunk.
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Hatékonysagat ¢s klinikai alkalmazhatosagat tekintve a posztkondicionalas alkalmas
lehetdségnek mutatkozik a sejt €s szoveti szintii reperfizids karosodasok csokkentésére.

AORTO-BIFEMORALIS REKONSTRUKCIOT KOVETO LEUKOCITA AKTIVACIO ES
REDOX VALTOZASOK VIZSGALATA

Az aorto-bifemoralis bypass rekonstrukciokat kovetd 4ltaldnos posztoperativ mitéti
szovodményeket jelentdésen befolydsolja a miitéti stressz €s a beteg tliroképessége. A
kialakulo oxidativ stressz fontos triggere az iszkémia-reperfuziot kovetd gyulladasos
valaszreakcioknak és a kovetkezményes lokalis €és szisztémds reperfuzios karosodasoknak.
Vizsgalatunk célja volt az aorto-bifemoralis rekonstrukciokat kdvetd oxidativ valtozasok és
leukocita adhézidos molekuldk (CDlla ¢és CDI18) expresszidjanak monitorozasa.
16 beteget vizsgaltunk, akiknél preoperativ kivizsgalast és elOkészitést kdvetden aorto-
bifemoralis rekonstrukciot végeztiink. Periférias vérmintdkat vettiink a mitét eldtt, a miitétet
kovetd 2., és 24. 6rdban , valamint a postop 7. napon. Az oxidativ stress paraméterek
vizsgélata soran meghataroztuk a plazma szuperoxid dizmutaz (SOD), redukalt glutation
vizsgaltuk a plazma myeloperoxiddz szintet, a fehérvérsejtek indukalt gyoktermelését, és a
felszini  adhéziés molekulak (CDIlla ¢és CDI18) expresszidjanak  valtozésait.
Eredményeink az antioxidans enzimek (SOD, GSH, SH) csokkenését, és a fehérvérsejtek
aktivacidjanak (indukalt gyoktermelés sebességének és mértékének) fokozodasat mutattak a
korai reperfizio szakdban. A CDIlla és CDI18 adhézios molekuldk a reperfuzié korai
fazisaban szignifikdnsan (p<0,05) csokentek, majd a 7. napon visszatértek a kiindulasi
értékre.

Eredményeink alapjan az aorto-bifemoralis rekonstrukciokat kovetd oxidativ stressz €s
szisztémas gyulladasos valaszreakciok mértéke a posztoperativ elsd 24 oraban kritikus, ezt
kovetden fokozatosan helyreall az egyensuly, bar leukocita aktivacido detektalhatdé még a 7
napon is.

E-VITAMIN HATASA A REPERFUZIOS KAROSODASOKRA ALSOVEGTAGI
REKONSTRUKTIV ERMUTETEK SORAN

Munkank sordan vizsgadlni kivantuk, hogy milyen mértékben befolyasolja a perioperativ
szakban folyamatosan alkalmazott E-vitamin az alsdévégtagi keringéshelyreallito miitétek
kovetkeztében kialakuld oxidativ stressz €s szoveti gyulladasos valaszreakciok kialakulasat.
Prospektiv, randomizalt vizsgalatunkba bevont 32 betegiinknél angiografiaval igazolt AFS
elzarddas szerepelt, mely miatt supragenualis rekonstrukcidt végeztiink. Az E-vitaminnal
kezelt betegeknek a miitétet megeldz0 naptol a posztoperativ 7. napig per os 1x200 mg E-
vitamint adtunk. A masodik csoportba tartozd betegeknek nem adtunk E-vitamint. A
periférias vénas vérmintdkat a mutét eldtt kozvetleniil, majd a reperfuzio elsd ordja végén (a
korai reperfuzios szak) vettiik. A késoi reperfizid monitorozasat a miitéti iszkémiat kovetd
24. o6raban, €s a 7. napon vett vérmintakban végeztiik.

Az oxidativ stressz paraméterek koziil a lipidperoxidaci6 mértékét jelz0 malondialdehid
plazmaszintjét vizsgaltuk, illetve az antioxidans statusz meghatarozasat végeztiik (GSH, total-
SH csoport, SOD). A gyulladdsos valaszreakciok mértekét a fehérvérsejtek aktivacidjat
jellemzé indukalt gyoktermelés meghatarozasdval, a plazma myeloperoxidase (MPO)
aktivitds vizsgalataval, illetve a leukocyta adhézios molekuldk (CDlla és CDI18)
expresszidjanak monitorozasaval jellemeztiik.

Vizsgalataink azt mutattdk, hogy a perioperativ szakban — a miitétet megel6z6 naptdl a
poszoperativ 7. napig — alkalmazott 200 mg E-vitamin csokkentette az iszkémia-reperfiizio
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kovetkeztében kialakuld oxidativ stressz mértékét (lipidperoxidacio, antioxiddns enzimek),
valamint a prooxidans-antioxidans egyensuly felborulasat. Igazoltuk, hogy az E-vitamin
elektiv miitétek soran csokkentette a korai reperfuzioban a fehérvérsejt aktivaciot (MPO
aktivitas, szabadgyok produkcio, adhézios molekulak expresszioja) és a kovetkezményes
lokalis gyulladasos folyamatokat.

Eredményeink alapjan az E-vitamin hatékony kiegészitd gyogyszeres terapidja lehet az
érsebészeti beavatkozasokat kovetd mérsékelt reperfuzids karosodasok csokkentésének.

A POSZTKONDICIONALAS HATASA AZ ISZKEMIA/REPERFUZIO OKOZTA
SZOVETTANI ELVALTOZASOKRA HIPERKOLESZTERINEMIAS PATKANYOKBAN

A sebészeti gyakorlatban a transzplantaciot, és a hasi érmiitéteket kisérd iszkémia/ reperfizios
(IR) kéarosodas komoly problémat jelent, mivel nem csak az érintett szerv, hanem tavoli
szervek, gyakran az egész szervezet integritdsat is érinti. A prekondicionalas védo hatasat az
I/R karosodasokkal szemben Murry és munkatarsai mintegy 20 éve irtdk le, azdta szamos
emldsfajon bizonyitast nyert az eljaras hatékonysaga. Klinikai alkalmazasa mégis limitalt
maradt. A posztkondicionalas (mely alatt a korai reperfuzié idészakaban a keringés rovid
ideig tartd (néhany 10 masodperc) periodikus ledllitasat és ujrainditasat értjiik) ennél
igéretesebb eljarasnak tlinik, mivel alkalmazasdra az iszkémids teriiletek vérellatasanak
helyreéllitasa utan keriil sor, igy kivitelezése jol tervezhetd. Mindezek ellenére mind a
prekondicionalds, mind a posztkondicionalds alkalmazhatdsagat limitalja egyes patologias
allapotok, illetve metabolikus betegségek jelenléte (gliikoz intolerancia és a kettestipusu
cukorbetegség).

Vizsgalatunk célja a posztkondiciondlas I/R okozta funkcionalis és morfologiai elvaltozasokra
gyakorolt hatasdnak vizsgalata volt fiziologids metabolikus statusu és hiperkoleszterinémias
patkanyok vesefunkcids laboratoriumi értékeinek, és vese metszeteinek fénymikroszkopos
vizsgalata soran.

Modszerek: Him Wistar patkdnyokat (n=30) két csoportra osztottunk. Az egyik csoportot
normal patkanytipon, a masikat 1,5 %-os koleszterin tartalmi diétan tartottunk. A diéta
hatasara a szérum triglycerid és koleszterin szint szignifikansan emelkedett, de obezitast nem
tapasztaltunk. Stabil hiperkoleszterinémia kialakulasa (8. hét) utan kezdtik meg a
kisérleteinket, ketamin : diazepam (i.p.) nark6zis mellett. Laparotomiat kdvetden mobilizaltuk
a mezenterialis gyokot, majd mindkét vesét 45 percre a keringésbdl kirekesztettiik.
Csoportjainkat tovabbi két alcsoportra osztottuk: az egyik alcsoportnal kétoras reperfuziot, a
masiknal ezt megelézéen 4x15 masodperc iddtartamti posztkondiciondlast alkalmaztunk. A
kétoras reperfuziot kovetden vér, és szovetmintdkat vettiink. Fotometrids modszerekkel
meghataroztuk a szérum kreatinin és karbamid szinteket. A vese-mintdkat neutralizalt 10%-os
formalinba helyeztiik, majd paraffinba agyazas és metszés (5 microm) utdn hematoxilin-
eozinnal, illetve PAS-sal festettiik meg. A metszetek fénymikroszkopos elemzése utan
értékeltiik a glomerularis, tubularis és interstitialis elvaltozasokat.
Eredmények: Az I/R-t valamennyi 4allat tulélte. A kétoras iszkémia utan a szérum kreatinin €s
karbamid szintekben nem mértiink szignifikans kiilonbséget. A nem iszkemizalt vesék ¢ép
vesestruktarat mutattak.

Az I/R elsOsorban a tubularis epithel sejtekben, és a kefeszegélyben okozott lokalis gyulladast
¢s morfologiai elvaltozast. Emellett kiilonb6z6 meértékll vérzéses besziirddéseket detektaltunk
mindhdrom vizsgalt régioban. A posztkondicionalas jelentdsen csokkentette az I/R okozta
morfologiai elvaltozasokat.

A metabolikus statust a szérum gliikoz, triglicerid, koleszterin €s inzulin szintekkel, a
vesefunkciot szérum karbamid és kreatinin koncentraciok meghatarozasaval, az oxidativ
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meghatarozasaval jellemeztiik, fotometrids és ELISA moédszerekkel, valamint mértiik a PMA-
val teljes vérben indukdlt gyoktermelést luminometrids kinetikus mddszerrel.
Eredmények: Szignifikdnsan magasabb koleszterin és triglicerid értékeket mértiink a
koleszterinnel etetett allatok szérumaban, de obezitast nem tapasztaltunk. A vese I/R-t
kovetden a szérum urea és kreatinin nem valtozott egyik csoportban sem. Jelentds ¢és
statisztikailag 1s szignifikdns emelkedést mutattunk ki a szérum TNF-alpha szintekben
(p<0,01), a PMA-val indukalt szabadgyok termelésben (p<0,05), és a lipid peroxidacidban
(oxLDL; p<0,05). A posztkondicionalt kontroll allatokban az IR okozta emelkedés
szignifikansan kisebb mértékli volt. A miitéti beavatkozas jelentds vércukor- €s inzulinszint
novekedéssel jart (p<0,01). A PK tovabb fokozta az inzulin szintet, csokkentette a TNF-alpha
koncentraciot €s a szabadgyok termelést. Koleszterinnel etetett allatok I/R karosodasa paradox
modon, enyhébb volt, mint a kontroll csoporteé.

Kovetkeztetések: a PK hatékonyan csokkentette a szisztémas oxidativ stresszt.

A palyazat keretében elvégzett munkdk a PTE AOK Sebészeti Oktaté és Kutato Intézetének
és Ersebészeti Tanszékének kozos eredményes kollaboracidjaban sziilettek. A két intézet
szoros egylttmikodése teszi lehet6vé, hogy a sebészeti alapkutatasok, és a klinikai
problémakorok talalkozhassanak, és megolddshoz vezessenek.
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