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I. A kutatas elméleti hattere és célja

A kilonboz6 szerveken végzett sebészi beavatkozasok (pl. daganat sebészeti beavatkozasok,
transplantatio, plasztikai sebészeti beavatkozasok, sulyos végtagsériilések, mitéti keringési shuntok)
soran az ellatd erek sziikséges iddleges leszoritasa kapcsan az egyes szervek vérellatasa hosszabb-
rovidebb ideig karosodhat. A mitétek soran a szervekben, szovetekben komplex anyagcsere- és
morphologiai valtozasok, ischaemia-reperfusio (I/R) okozta karosodasok johetnek létre. Az I/R soran
nagymértékben befolyasoljak. Az oxidativ stressz kapcsan a kiilonbozé szervekben kialakuld egyes
folyamatok tisztazasa volt a célunk, segiteni a kialakulhato sulyos szovodmények megértését a klinikai
gyakorlat szamara, elsegitve ezzel megel6zésiiket is.

1. Kutatasi modellek

1. Maj modell

A szervkimélé majdaganat sebészet egyik legfontosabb célja a vérvesztés minimalizalasa, a
transzfuzids igény csokkentése, funkciondlisan elegend6é majparenchyma megtartasa. A miitétek soran
fellépd ischaemia-reperfusios karosodasok nagymértékben befolyasoljak a mitétek eredményességét.
A lig. hepatoduodenale leszoritasaval jaro Baron/Pringle manéver alkalmazasa -a majkeringés
id6leges kirekesztése révén- biztonsagosabba teheti a majsebészeti beavatkozasokat.

Az altalunk kidolgozott 1j allatkisérletes modellben vizsgaltuk a Baron/Pringle mandver
alkalmazasaval jaré lokalis és szisztémas haematologiai-, haemorheologiai-, haemostaseologiai
hatasait, a majenzim szintek eltéréseit és a majszovetben [étrejové szovettani elvaltozasok
milyenséget.

A Kkisérletek sordn beagle kutydkon 3 egymast kovetd alkalommal Pringle/Baron mifogast
alkalmazunk atraumas érleszoritoval tigy, hogy minden leszoritas 15-15 percig tartott, kozte 5-5 perces
reperfusios iddszakokkal, majd 30 perc reperfusiot kovetden az allatok exterminalasra keriilnek. A
kaniilalt ereken (v. portae, v. hepatica, v. jugularis ext., a. femoralis) keresztiil meghatarozott
id6kozokben vérvételre keriilt sor mind a periférias, mind a szisztémas keringésbdl a fentebb jelzett
laboratoriumi vizsgalatokra, illetve a majallomanybol -minden leszoritas kapcsan- biopsziat vettiink
szovettani torténések kovetésére. A Baron/Pringle mandver alkalmazasaval jaro, lokalis és szisztémas
valtozasok vizsgalatat célzo kisérletek 2008-ban befejezésre keriiltek.

A lokalis valtozasok kozt a fehérvérsejt szam, a haematocrit kiillonb6ozé mértéki és a vorosvérsejt
aggregatios-index szignifikans fokozodasa emlitendé a mandverek szamatol fliggéen, legf6képp a
vena portae rendszerében. A szisztémdas hatasok a vér viszkozitasanak relativ ndvekedésében, a
vorosvérsejt deformabilitds romlasaban, valamint a prothrombin id6 és az aktivalt partialis
thromboplastin id6 megnyulasaban nyilvanultak meg.

A szisztémas keringésben a majfunkcios paraméterek vizsgalatanal elsdként mutattunk ra arra a
tényre, hogy a harmadik Baron/Pringle mandvert kovetden tendenciozus jellegi volt a GPT
enzimaktivitads emelkedés, mig 30 perces reperfusio végén a GOT és LDH enzimaktivitas értékek is
tendencidzusan emelkedtek a GPT mellett a kiindulasi alapértékeikhez viszonyitva.

A maj morphologiai vizsgalatai is majkarosodast igazoltak, ugyanis a harmadik Baron/Pringle
mandver utan tobb necroticus sejt, apoptoticus sejt, lymphocytas beszlirédés, pangas, valamint
vacuolizalt majsejt volt talalhato, mint az els6 két mandvert kovetéen. A 30 perces reperfusio utan
kifejezett necrosist, intenzivebb gyulladast, nagyfoki pangast és vacuolisatiot, valamint
centrilobularisan a majsejtgerendak rendezetlenségét, néhol felbomlasat lathattuk. (Ezen két utobbi
kutatasi adatok kozlése még folyamatban van).

Allatkisérletes modellen hosszinak bizonyult a haromszori leszoritasi periédus. Az egyszeri vagy
kétszeri alkalmazasnal a preventiv hatds érvényesiilt, mig a lig. hepaduodanale ketténél tobb
leszoritasa a rheologiai-, haemostaseologiai valtozasok, a majfunkcios és a morphologiai eltérések
révén a Kkorai postoperativ kockazatot novelhetik, mely egyben a kutatasok klinikai jelentdségét is
alatimasztja. Ugy gondoljuk, hogy ezen eredmények alapjin meghatirozhatova valhat egyes a
majsebészeti beavatkozasok soran a maj idéleges vértelenitésére szolgalé Baron mandver optimalis és
biztonsagos alkalmazasinak feltétele. (A parhuzamosan végzett klinikai anyag feldolgozasa soran is
megallapithat6 volt az, hogy a Baron/Pringle manévernek a modern sebészeti technikak mellett is van
1étjogosultsaga kiterjesztett majresectioknal).



A kutatasi adatok feldolgozasabol eqy, a kisérletek haemorheologiai, haematologiai eredményeit bemutato
sajat kézlemény, valamint 3 haemorheologiai méréstechnikai standardizaciohoz, e kutatdsi adatokra is részben
tamaszkodo kozlemény jelent meg, illetve 2 eléadds hangzott el a 10th International Congress of the Romanian
Association of Plastic Surgeons 2008. évi kongresszusan Bukarestben és a 15th Conference of the European
Society for Clinical Hemorheology and Microcirculation (ESCHM) 2009. évi Kongresszuson, Svajcban

Az OTKA kutatas egyik résztvevdje, Dr. Furka Andrea levelezd Ph.D. hallgaté 2011. mdjus 20-dn sikeresen
megvédte ,,A ligamentum hepatoduodenale leszoritasanak hatasai a majmiitétek eredményeire kisérletes és

crer

részeként szerepeltek egy otéves klinikai majsebészeti adatfeldolgozds mellett.

2. Vékonybél modell

A mesenterialis ischaemia-reperfusio (I/R) napjainkban is komoly klinikai probléma, amely a
bélrendszeren végzett mitétek, kiilonboz6 mesenterialis korallapotok, valamint vékonybél
transplantatio soran a tulélés meghatarozo tényezdje lehet. A mesenterialis I/R pathomechanizmusanak
tovabbi megértése és a kisérletes transplantatiés modellek technikai problémainak javitdsa érdekében a
korabban kutyakon végzett kisérletsorozat folytatdsaként patkdnyokon végeztiik kisérleteinket lokalis
és szisztémas haematologiai-, haemorheologiai-, haemostaseologiai mérésekkel, valamint szovettani
vizsgalatokkal is kiegészitve azokat.

Korabbi kutatasunk eredményeinek Osszegzése kapcsan kutyakban egy Kettds, izolalt jejunum
segment kialakitasa kapcsan megallapitottuk, hogy a 30 perces ischaemiat kovetden a reperfusio 4-6.
orajaban a legnagyobb a vékonybél nyalkahartyaban az apoptotikus aktivitasa, tovabba a 3x3 perces és
3x5 ischaemids preconditiondlds, az E-vitamin, az Allopurinol alkalmazasa -feltételezésiinkkel
ellentétesen- az I/R okozta apoptosis emelkedését eredményezi a bélnyalkahartyaban. Ugyancsak
kutyakban az a. mesenterica superior 30 perces leszoritasat kovetd reperfusio soran filtrometrias
mérésekkel igazoltuk a vorosvérsejtek deformalhatosaganak romlasat, mely a posztoperativ 3. napon
mutatkozott. (Ezen eredményeket is az OTKA periodus idején kozoltik).

2008-ban az outbred patkanyokon kialakitott modellben 30 perces arteria mesenterica superior
leszoritas és az azt kovetd 60 perces reperfusio kapcsan ektacytometrias mérésekkel kimutattuk a
vorosvérsejtek deformabilitasanak szignifikans romlasat, a vorosvérsejt aggregatio, a haematocrit, az
atlagos vOrosvérsejt térfogat és a fehérvérsejtszam szignifikansan emelkedését a lokdlis (vena portae)
vérmintakban a szisztémds (vena cava caudalis) keringésb6l nyert mintakhoz képest.

A munka 2009-ben kiegésziilt az ischaemias postconditionalas (IPC) feltételezett kedvez6 hatasanak
vizsgalataval, melynek soran az IPC csoport allataiban az ischaemia végén 6-szor 10 masodperces
leszoritassal az I/R altal kivaltott lokalis microrheologiai elvaltozasokat enyhiteni, mérsékelni tudtuk.

A kutatasok klinikai jelentdségét az adja, hogy tobb kisérletes modell kapcsan els6ként hivtuk fel a
figyelmet arra, hogy a 3. posztoperativ napon -az esetleges szovodmény lehetdségek kapcsan-
kiemelked6en fontos lehet a vorosvérsejtek deformabilitdsanak vizsgalata, ami jelzo értékii adatokat
szolgaltathat a vékonybél miitétet kovetd allapotarol, a miitéti beavatkozassal egyiitt jaro I/R
karosodasok mértékérol, koran jelezve a vékonybél érintettségét, valamint a mikrokeringés esetleges
karosodasat.

Az eredményekrél beszdmoltunk a 2008. évi International Society for Experimental Microsurgery (ISEM)
Kongresszuson, Shanghai-ban, 2009-ben a 1st Central and Eastern European Laboratory Animal (CEELA)
Conference rendezvényén Budapesten és az MST XXII. Kisérletes Sebész Kongresszusan Szegeden, tovabba a
European Society for Clinical Hemorheology and Microcirculation (ESCHM) Kongresszusan Svdjcban, 2010-
ben a Debreceni Akadémiai Bizottsag (DAB) Tudomdnyos Ulésén.

A Kutatds eredményeibil 2 angol nyelvii kozlemény jelent meg a Microsurgery és a Cirurgica Brasileira
folyoiratokban, 4 kongresszusi absztrakt a fentebb jelzett kongresszusok kapcsan. A kutatas eredményei az OTKA
kutatasban résztvevé munkatdrsunk, Dr. Brath Endre 2011. mdrcius 9-én megvédett ,, Ischaemia-reperfusios
valtozasok vizsgalata vékonybél segmenten és vékonybél transplantatios allatkisérletes modelleken sebészeti- és
mikrosebészeti technikak alkalmazasaval” cimii Ph.D. értekezésének alapjaul szolgaltak.

3. Szabadlebeny modell

A plasztikai és rekonstrukcios sebészetben a szovetek potlasara alkalmazott szabadlebenyek
tulélését és uj kornyezetiikben funkcidjukba valod beilleszkedését szamos tényez6 befolyasolja. Az I/R
hatasara létrejott valtozasok pontos pathomechanizmusanak tisztdzasa jelent6sen novelhetné a
szabadlebeny atiiltetés biztonsagat a klinikai gyakorlatban is.

2007-ben a musculus latissimus dorsi lebeny I/R-s kisérletei beagle kutyakon tortént elékisérlettel
kezdédtek meg, melynek soran az izom kétoldali kipreparalasa tortént érnyéllel, majd a bal oldalon 1
oras atraumatikus leszoritas tortént, melyet 60 perces reperfusio kdvetett. A jobb oldali lebeny
kontrollként szolgalt. A reperfusio soran adott id6kozonként az érnyél vénajabol vérvétel tortént



haematologiai és haemorheologiai vizsgalatok céljabol, tovabba mintavétel is tortént az izomszovetbol
morphologiai vizsgalatok céljabdl illetve az oxidativ stressz kimutatasara.

A fehérvérsejt szam az I/R oldalon a haematocrit szinttel egyiitt folyamatosan emelkedett a
reperfusios periddus soran, ugyanakkor a vordsvérsejt aggregatio szignifikans mértékii fokozodasat
talaltuk a reperfusio els6 5 percében.

Morphologiai vizsgalatok kimutattdk az I/R izomszovetre karos hatasat, valamint az
izombiopsziakbol nyert homogenizatumban a GSH-peroxidaz aktivitas, GSH-, TBARS-, és carbonyl
tartalom egyértelmiien mutattak az oxidativ stressz jelenlétét.

Az adatok feldolgozdsabdl kozlemény jelent meg a Microsurgery folydiratban. A Magyar Sebészet folyoiratban
megjelent kozlemény mar egy ujabb klinikai alkalmazasi lehetdséget is jelez e témakorhéz kapcsolodoan. Az
eredményekrdl beszamoltunk a 2008. évi International Society for Experimental Microsurgery (ISEM)
Kongresszuson, a 10th International Congress of the Romanian Association of Plastic Surgeons 2008. évi
kongresszusdn Bukarestben illetve az eredmények ésszefoglalasa elhangzott a DAB Tudomdnyos Ulésén 2010-
ben. A haemorheologiai méréstechnikai standardizdaciohoz e kutatds adatait is részben magdba foglalé
kozlemény jelent meg, illetve eldadds hangzott el a 15th Conference of the European Society for Clinical
Hemorheology and Microcirculation (ESCHM) 2009. évi svdjci kongresszusan.

4. Amputatum modell

Napjainkban a mikrosebészeti technika lehetdséget nyujt a végtagok replantacidjara,
revaszkularizacidjara. Az I/R karosodasok azonban dontéen befolyasolhatjak a késéi eredményeket, a
végtag ¢életképességét, funkcidjat, a sériilt végtag rehabilitaciojat.

Az amputatum modellel kapcsolatos kutatomunkdnk folytatisaként, az eddig nem publikalt adatok
feldolgozdsa révén a 2008. évi International Society for Experimental Microsurgery (ISEM) Kongresszuson és a
10th International Congress of the Romanian Association of Plastic Surgeons 2008. évi kongresszusan
Bukarestben eléadds hangzott el, 2009-ben kozlemény jelent meg az Acta Cirurgica Brasileira folyéiratban. A
haemorheologiai méréstechnikai standardizdciohoz e kutatds adataira is részben épiilé kozlemény jelent meg,
illetve eldadds hangzott el a 15th Conference of the European Society for Clinical Hemorheology and
Microcirculation (ESCHM) 2009. évi konferencidjan, Svajcban.

5. Arterio-venosus (A-V) shunt modell
5.1. Sapheno-saphenosus modell

Kapcsoldddan az érleszoritassal és felengedéssel jaro folyamatok vizsgalatahoz, a palyazat kutatasi
programjanak bévitéseként ezen OTKA kutatas keretében end-to-side arterio-venosus shunt-6k
kialakitasa tortént nappali Ph.D. hallgatonk munkajaként, aki az OTKA kutatashoz hivatalos
résztvevoként 2008. augusztus 1-t6l kapott csatlakozasi lehet6séget. Ezen az allatkisérletes modellen
adatokat kivantunk szolgaltatni a haemodialysisre keriil6é betegeknél kialakitott arterio-venosus shunt
funkcionalis és morphologiai valtozasainak kovetéséhez, a shunt-ok éréseinek tanulmanyozasahoz.

A kisérletek patkanyokon torténtek mikrosebészeti technikaval, az e célbol kidolgozott end-to-side
shunt kialakitdsaval a bal arteria saphena és vena saphena medialis kozott. Haematologiai,
haemorheologiai vizsgalatok, mikrocirkulaciés haemodynamicai és szoveti aramlas mérések, a shunt-
ok szovettani feldolgozasa tortént.

Az arterio-venosus haemorheologiai alapkiilonbségeket vizsgalva azt talaltuk, hogy az aorta
abdominalisbol vett vérmintakban a vorosvérsejt deformabilitast leird elongatids index kismértékben
alacsonyabb. Az aggregatios index érték magasabb a vena cava caudalis-bol szarmazdé mintakhoz
képest.

Az A-V shunt teriiletérdl vett arterids €s vends vérmintdk vorosvérsejt deformabilitasat leirod
elongatids index paraméterei alacsonyabbak voltak a nem-operalt oldali és az ép kontroll értékekhez
képest, csokkend arterio-venosus kiilonbséget mutatva. A vorosvérsejt aggregatios index értékek a
shunt oldalan mind az a. saphena-ban, mind a v. saphena medialis-ban magasabbak voltak.

A parhuzamosan elvégzett vérgaz analizis soran a pCO, értékek és a vér pH értékek az élettani
viszonyoknak megfeleléek voltak, eltérést nem tapasztaltunk.

Az A-V shunt kismértékli valtozast okozott a shunt oldali comb és talp bdrének szoveti
microcirculatiés  értékeiben. A haemodynamicai paraméterekben csak lokalis kiilonbségek
mutatkoztak.

A morphologiai és szdvettani vizsgalatokkal kimutathato volt, hogy az A-V anastomosis mindkét
szara dilatalodott a shunt érése sordn, amely a 8. postoperativ hétre megfigyelhetd volt. Szovettanilag a
shunt arterias és vends szaran egyarant az érfal intima és media rétegeinek megvastagodasa volt
megfigyelhetd.



A Kkialakitott end-to-side miivi sapheno-saphenosus A-V shunt mikrosebészeti modszerekkel
biztonsagosan elkészithetd, anatomiai lokalizacidjat tekintve konnyli hozzaférhetdséget biztosit, a
szisztémas keringést nem terheli meg jelentdsen.

A Kkisérletek tovabbi kutatasok alapjat adhatjak a haemodialysishez hasznalt shunt-ok érését
befolyasold tényezOk és a szovoédmény lehetdségek elkeriilésének vizsgalataira, amelyek a Klinikai
gyakorlat szamara fontos informaciot adhatnak.

Az adatok feldolgozasabol 2 kézlemeény jelent meg a Microsurgery és a Korea Australia Rheology Journal
Jolyéiratokban, 6 eléadds hangzott el: 2008-ban az International Society for Experimental Microsurgery
(ISEM), 2009-ben az MST XXII. Kisérletes Sebészeti Szekcio, az European Society for Surgical Research
(ESSR), a CEELA Kongresszusain valamint a 6. Magyar Mikrokeringés Kongresszuson és 2010-ben a Magyar
Haemorheologiai Tarsasag XVII. Kongresszusan.

Valamennyi kutatasi adat az OTKA kutatisban résztvevé nappali Ph.D. hallgatonk, Dr. Hevér Timea
., Kisérletes miivi arterio-venosus shunt-ok morphologiai és vérdramldstani vizsgalatai” cimii 2011. marcius 31-
én megvédett Ph.D. értekezésének részeként szerepelt.

5.2. Aorto-porto-cavalis modell

A kutatds kiterjesztéseként 2011 tavaszatol 1) kisérlet sorozatban, tjabb, érzékenyebb
méromodszerekkel (LoRRca MaxSis Osmoscan ektacytometer), az eddigieknél pontosabb rheologiai
valtozasok meghatarozasara alkalmas paraméterekkel (osmoscan funkcid) vizsgaltuk patkany
modellben az aorto-porto-cavalis micro-rheologiai  kiilonbségeket, amelyek a kiilonbozo
mikrosebészeti modellekben kialakitott éranastomosisok ¢és shunt-6k vérdramladstani hatdsaihoz
nyUjthatnak tovabbi alapinformaciokat. A vizsgalatokat Dr. Klarik Zoltan levelez6 Ph.D. hallgato
koézremiikodésével végeztiik.

A kutatas eredményeibdl 1 kozlemény a Clinical Hemorheology & Microcirculation folyoiratban 2012. januar
31-ével elfogadasra keriilt.

6. Testicularis I/R modell

A here ductus deferens torsio vagy trauma kovetkeztében kialakuld ischaemiaja és az azt kdvetd
reperfusio microcirculatios és micro-rheologiai paraméterekre -vordsvérsejt deformabilitas és
vorosvérsejt aggregatio- kifejtett hatdsai kevésbé ismertek.

2010. kozepén kezdddtek az ide vonatkozo kisérletek 6-8 honapos Sprague-Dawley him
patkanyokon a kérdések tisztazasara, csatlakozva a tanszék haemorheologiai munkacsoportjanak
kutatasaihoz.

Az elbkisérleti adatokbdl két folyoirati absztrakt jelent meg, valamint eléadasok hangzottak el 2011-ben a 7.
Magyar Mikrokeringés Kongresszuson, Dobogokon valamint az MST XXIII. Kisérletes Sebész Kongresszusan,
Budapesten.

7. Egyéb érmodellek
7.1. In vitro érmodell

Kutatasi témahoz kapcsolodoéan Langendorff szerinti patkanysziv modellen kezdddtek a vizsgalatok
az I/R kérosodasok kovetésére. Kimutattuk a szabadgyokok okozta karosodasok jelenlétét a balkamrai
szivmintakban 15 perces ischaemiat kdvetden, amely kapcsan a centrophenoxine véddhatasat talaltuk,
biztaté eldzetes eredményekkel.

A centrophenoxine eldkezelést patkany aorta hipoxia/reoxigenizacios folyamataira in vitro
koriilmények kozott is vizsgaltuk, szintén jelent0s védohatdst tapasztaltunk. A centrophenoxine
erbteljesen javitotta a vascularis endothel integritasat, fokozta a relaxald faktorok felszabadulasat. Az
elékezelés nem befolyasolta a hypoxia altal kivaltott relaxacié er0sségét, de jelentésen csokkentette a
reoxygenizacios viszonyok kozott észlelhetd -minden valdszinliség szerint a szabadgyok
felszabadulasan alapulo- fokozott kontrakturat.

Eredményeinkrol 2009-ben Szegeden a Magyar Szabadgydlg-kutaté Tarsasag V. Kongresszusdn, az MST XXII.
Kisérletes Sebész Kongresszusan és Budapesten a Magyar Elettani Tarsasag (MET) LXXIII. Vandorgyiilésén
szamoltunk be.

7.2. Aorta abdominalis modell

2008-t0l kezdddott az aorta abdominalis infrarenalis szakaszanak leszoritasaval eldidézett I/R
karosodasok szervekre gyakorolt, valamint szisztémas hatasanak vizsgalatara szolgaldé modell
kialakitasa patkanyokon, mely a rakdvetkezd évben az allatszamok emelésével folytatodott.

A kutatasi eredményekbol foként a haemorheologiai paraméterek (vOrOsvérsejt aggregatio,
vordsversejt deformabilitds) vérgaz, és vér pH atfogd elemzésébdl, valamint a maj funkcids értékek
valtozasair6l hangzottak el el6adasok. Az eddigi eredmények azt mutattak, hogy a vér pH, a pCO; és a
pO, értékek kismértékben valtoztak. Az I/R-t kovetden a fehérvérsejt szam megduplazodott, a
majenzimek koziil a GOT tobb, mint 60%-kal emelkedett, a GOT/GPT arany mérsékelten novekedett



a reperfusios periddus végére. Az aggregatios index értékek emelkedését tapasztaltuk a reperfusio
sorédn, a vorosvérsejt deformabilitast leird elongatios index értékek kismértékii csokkenést mutattak.

Az elOzetes vizsgalatok alapjan feltételezhetd, hogy az I/R-t kdvetben a szisztémas gyulladas
kovetkeztében a leszoritas helyét6l tavolabbi szervek mikrocirkulaciés zavara is létrejohet. A
sokszervi érintettség tovabbi tisztazasara €s a szervkarosodas mértékének reverzibilitasanak
megallapitasara a kisérletek folytatasara lenne sziikség.

A kutatas eredményeibdl eldaddsok hangzottak el 2009-ben a Magyar Szabadgyok-kutato Tarsasag V.
Kongresszusdn, az MST XXII. Kisérletes Sebész Kongresszusan, Szegeden, a Magyar Elettani Tarsasig (MET)
LXXIII. Vindorgyiilésén Budapesten és 2010-ben a Magyar Haemorheologiai Tarsasag XVII. Kongresszusdin
Pécsett.

Megjegyzés: A kutatomunka 2011 marciusatol -Dr. Matyas Lili levelezé Ph.D. hallgato kiilfoldre
vald tavozasa miatt- sziinetel, bar a kutatasi adatokbol egy kozlés elokészitése folyamatban van.

7.3. Arteria renalis modell

Erre a kutatasi periddusra esett egy korabbi OTKA tamogatassal végzett ischaemia-reperfusios
kutatomunkank tovabbi eredményeinek feldolgozasa, kozlésre valo elkészitése, melybdl egy
koézlemény jelent meg a Clinical Hemorheology & Microcirculation folyoiratban.

8. Haemorheologiai mérési methodikak standardizacioja, vérgaz, vér pH, laktat eredmények
atfogé elemzése a kiilonb6zo6 ischaemia-reperfusios modellek kapcsan

A kiilonbo6z6 sebészeti és mikrosebészeti modszerrel 1étrehozott modelleken tortént haemorheologiai
mérOmodszerek  alkalmazdsa soran szdmos mintavételezéssel, tarolassal, mér6modszer
standardizacioval kapcsolatos megallapitas kidolgozasa tortént, Osszevetve a kisérleteknél hasznalt
kiilonbo6z6 allatfajok kiilonbozéségeit is. A Tanszékiink haemorheologiai munkacsoportja altal végzett
standardizacios vizsgalatok ebben az OTKA palyazatban is hasznositva lettek a mintaelokészités,
mintakezelés vonatkozasaban a palyazat elorehaladdsaval parhuzamosan.

Az ischaemia-reperfusios torténések ilyen iranya vizsgalatdhoz még ezen tilmenden betervezett
mérési sorozatok is csatlakoztak a nemi differencidk szerepének tisztazasa céljabol.

A vékonybél, a maj I/R valtozasai, valamint az A-V shunt és az infrarenalis aorta leszoritas
eredményeinek kovetkeztetései alapjan egy atfogd elemzés késziilt a haemorheologiai vizsgalatok,
valamint a vérgaz analizisek eredményeir6l.

E témakorbdl 3 kozlemény jelent meg: a Korea-Australia Rheology Journal, a Clinical Hemorheology &
Microcirculation és a Biorheology folydiratokban, valamint 1 kozlemény megjelenés alatt van a Clinical
Hemorheology & Microcirculation folyoiratban. Kiilonbozd kongresszusokon 6 eléadds hangzott el: 2008-ban a
13th International Congress of Biorheology and 6th International Conference of Clinical Hemorheology, az
ISEM Kongresszuson, a 10th International Congress of the Romanian Association of Plastic Surgeons 2008. évi
kongresszusan Bukarestben, a 15th Conference of the European Society for Clinical Hemorheology and
Microcirculation (ESCHM) 2009. évi kongresszusdan Svdajcban, 2010-ben a Magyar Haemorheologiai Tarsasag
XVII. Kongresszusan Pécsett, a 3rd Eurosummer School on Biorheology and Symposium on Micro and
Nanomechanics and Mechanobiology of Cells, Tissues and Systems Nemzetkozi Kongresszusan Szofiaban és
2011-ben az MST XXIII. Kisérletes Sebész Kongresszusdan Budapesten.

1. Kisérleti allatok, kutatasi engedélyek

A kisérletekhez sziikséges engedélyek rendelkezésre alltak: DE MAB 12/2003. és a 6/2006.

Az allatokat a pre- és posztoperativ szakban az intézet allathazaban (KAT-V111/1999.) tartottuk az
eléirasoknak megfelelen.

Az alabbi kisérleti allatokat hasznaltuk a kutat6 munkahoz: keverék kutyak, beagle kutyak, inbred
patkanyok, outbred patkanyok.

V. A kutatas soran alkalmazott vizsgal6 médszerek

1. Haematologiai vizsgalatok

A vorosvérsejt, fehérvérsejt és thrombocyta szam, haemoglobin és haematocrit értékek, MCV, MCH,
MCHC, MPV, tovabba a monocytak, granulocytak, valamint a lymphocytdk szazalékos aranyanak
meghatarozasa tortént Sysmex F-800 haematologiai automata (TOA Medical Electronics Co., Ltd.,
Japan) segitségével vérmintakbol.

A késziilék apertura-impedancia elven hatdrozza meg a vordsvérsejt, fehérvérsejt és thrombocyta szadmokat,
illetve a vorosvérsejt atlagos térfogat értékét. A haemoglobin koncentracié mérése fotometrias elven torténik. A
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mg/ml) anticoalugalt vérminta sziikséges.



2. Haemorheologiai vizsgalatok

2.1. Vorosvérsejtek deformabilitasanak vizsgalata: A képzodott szabadgyokok karositjak a
vorosvérsejtek membranjat is. Az ezzel kapcsolatos valtozasok eredményeként a voOrdsvérsejtek
alakvaltozasi képessége csokken, rigiditasuk né, melynek kovetkeztében a vordsvérsejtek
kapillarisokon torténd athaladasa zavart szenvedhet. A vizsgalatok kezdetben csak Carat FT-1 tipusu
filtrométerrel (Carat Kft., Magyarorszag), majd a késobbiekben Rheoscan-D200 slit-flow
ektacytometerrel (Sewon Meditech Inc., Dél-Korea) és LoRRca MaxSis Osmoscan ektacytometerrel
(RR Mechatronics BV, Hollandia) torténtek.

A filtrométer a vordsvérsejt szuszpenzid adott porusatmérdji filteren torténd ataramlasa soran a szuszpenzio
helyzet-id6 adataibol meghatarozza a kezdeti relativ filtracios ratat, és abbol szarmaztatja a relativ sejt tranzit id6
értékét. A vizsgalathoz kb. 2,5 ml, Na-heparinnal (10-15 U/ml) anticoagulalt vérminta sziikséges.

Az ektacytometer a nyiréfesziiltség hatasara bekovetkezd vordsvérsejt elnyalas mértékét méri a laser-
diffractogram elemzésével. Az elongatids index - nyiréfesziiltség gérbék osszehasonlitasat a Lineweaver-Burk
analizis révén parametrizalassal lehet elvégezni, a kalkulalt maximalis elongatios index, illetve az annak feléhez
tartozd nyirdfesziiltség értékek révén. A vizsgalathoz 6 pl, Ks-EDTA-val (1,5 mg/ml) anticoalugalt vérminta
sziikséges.

2.2. A teljes vér és plasma viszkozitas meghatarozasa: A teljes vér viszkozitasat tobb tényezo
egyiittesen befolyasolja (haematocrit, fibrinogén és globulinok koncentracidja, vOrdsvérsejtek
aggregatios készsége, vorosvérsejtek deformabilitasa). A plasma viszkozitasban a fibrinogén jatssza a
donté szerepet. Pathologias allapotokban (pl. ischaemia-reperfusio) mindkettd valtozasa varhato volt.
A vizsgalatok Hevimet-40 kapillaris viszkoziméterrel (Hemorex Kft., Budapest) torténtek.

A késziilék a teljes vér és plazma viszkozitas értékét a hidrosztatikai nyomas révén aramlo folyadék helyzet-id6
adataibol felvett folyasi gorbébdl hatarozza meg. A vizsgalathoz 1 ml Na-heparinnal (10-15 U/ml) anticoagulalt
vérminta és 1 ml plazma sziikséges.

2.3. Vorosvérsejt-aggregatio mérése: Ischaemia-reperfusio soran a vér aramlasi paraméterei
megvaltoznak, egyéb haemorheologiai paraméterek valtozasa mellett az oxidativ stressz hatasara a
vorosvérsejtek aggregatigja is fokozodik. A mérések Myrenne-1 aggregométerrel (Myrenne GmbH,
Németorszag) torténtek.

A késziilék fénytranszmisszids elven méri a vorosvérsejt aggregatio mértékét az aggregatios folyamat 5., illetve
10. masodpercében stasis, illetve 3 s™ sebesség-gradiens mellett. A vizsgalathoz 20 pl Kz-EDTA-val (1,5 mg/ml)
anticoalugalt vérminta sziikséges.

3. Haemostaseologiai vizsgalatok

A haemostaseologiai paraméterek koziil a prothrombin id6t (PT), az aktivalt parcialis thromboplastin
idot (APTT), a thrombin id6t (TT) és a fibrinogén koncentraciot mértilk. A mérések Sysmex CA-500
automata koagulométerrel (TOA Medical Electronics Co., Ltd., Japan) torténtek.

A vizsgalathoz kb. 0,3 ml Na-citrattal (0,129 M) anticoagulalt plazma sziikséges.

4. Vérgaz analizis

Az ABL555 Radiometer Coppenhagen (WIP Kft., Budapest) késziilék altal meghatarozott
paraméterek az alabbiak voltak: vér pH, pCO,, pO,, laktat koncentracio.

A mérémoddszert az A-V shunt, az aorta abdominalis és a vékonybél I/R modell egyes kisérleteinél
hasznaltuk.

5. Rutin kémiai vizsgalatok

A majsebészeti modellben GOT -LDH, -AST, -ALT enzimaktivitas meghatarozasok torténtek.

Az aorta abdominalis modellben GOT, GPT enzimaktivitds és GOT/GPT arany meghatarozasok
torténtek.

6. Mikrocirkulacios vizsgalatok

6.1. Laser Doppler szoveti aramlasmérés

Korabbi munkank sordn kidolgoztunk egy tun. ,,occlusids”-tesztet, mely jol tiikr6zi a kiilonbozo
Az LD-01 Laser Doppler szoveti aramlasmérét (Experimetria Kft., Magyarorszag) hasznaltuk, amely
Doppler elven méri a szoveti microcirculatio mértékét. A szdveti aramlasmérét a here I/R modellben
alkalmaztuk.

6.2. Laser Doppler scanner aramlasmérés

Az A-V shunt modellnél a vizsgalatok a Laser Doppler Scanner hasznalataval (Perimed Periscan PIM
II Laser Doppler Perfusion Imager, Perimed AB, Svédorszag) torténtek.



A berendezés miikodési elve a kibocsatott Laser-nyalabok mozgd vordsvérsejtekbol vald visszaverddésiik révén
bekdvetkezé hullamhossz-valtozas vizsgalatan alapul, és informaciot nyajt a vizsgalt teriilet mikrokeringési

s

(BPU) paramétert megadva.

6.3. Haemodinamikai vizsgalatok

Az A-V shunt modellnél a shunt arterids és venas szdran az arteria és vena saphena véraramlasat
(ml/min) mértikk direkt modszerrel a Transonic T206R miszer hasznalataval (Transonic Systems
INC., USA, aramlasmér6 IRB2759).

7. Morphologiai vizsgalatok

Fénymikroszkopos vizsgalatok (Haematoxylin-eosin, Van Gieson festéssel) a maj-, a vékonybél-, a
musculocutan szabadlebeny és az A-V shunt modellekben.

Immunhistochemiai reakciok az apoptosis kimutatasara (Apoptag Kit, Oncor Biomarker Ltd.) a maj-
és a vékonybél modellekben.

Morphometriai elemzés az intima-media vastagsag meghatarozasara az A-V shunt modellben.

V. Személyi hattér

2008. augusztus 1-t61 az OTKA Iroda engedélye alapjan a korabbi résztvevok mellé
Dr. Hevér Timea és Dr. Kiss Ferenc nappali Ph.D. hallgatok csatlakoztak a programhoz (EIK-
790/1/2008.). Dr. Hevér Timea részben 10 kutatasi modell révén, az arterio-venosus shunt (A-V)
modell kapcsan. Dr. Kiss Ferenc a sebészeti és mikrosebészeti kutatasok modelleinek mikrokeringési
valtozésait igen koran jelz6 haemorheologiai mérési modszerek standardizacioja céljabol.

2010. juliusatol Dr. Toth Laszloé egyetemi adjunktus patologus csatlakozott az OTKA projecthez
(EIK-42251/1/2010), akinek kiemelked6é szerepe volt a majmodell, a vékonybél modell és az A-V
shunt modell szovettani feldolgozasai soran.

A Tanszéken a beszamolasi periddusban 1 egyéni felkésziild hallgaté Dr. Brath Endre, 1 levelezd
Ph.D. hallgato Dr. Furka Andrea és 2 nappali Ph.D. hallgatdé Dr. Hevér Timea és Dr. Kiss Ferenc
szerezte meg Ph.D. mindsitését ezen palyazat kutatasi eredményei alapjan.

Az OTKA palyazatban korabbi végtag I/R, illetve amputatum modell kutatasait Dr. Szokoly Miklos
féorvos (Budapest) folytatta. A musculocutan szabadlebeny kutatasokban Dr. Tamas Robert foorvos
(Budapest) végezte egyéni felkésziiloként kutatomunkajat.

Dr. Németh Norbert, a haemorheologiai munkacsoport vezetdje a kiilonbozé sebészi modelleken
tortént haemorheologiai mérémodszerek alkalmazasa soran szamos mintakezeléssel, mérémodszer
standardizacioval kapcsolatos megallapitas kidolgozasaban vett részt.

V1. Kutatast befolyasolo6 tényez6k

1. Jelen beszamolasi periodus alatt a Tanszékiink ,,A” épiiletének rekonstrukcioja miatt gyakorlatilag
csak a sziikséges minimum feltételeket tudtuk biztositani 2010. majus-december periédusban -a régi
épiilet részlegilink teljes ,,becsomagolasa”, majd elhagyasa miatt- az 0j épiiletrészlegiink atadasaig,
majd a teljes atkoltdzésig és a munkakoriillmények ujboli megteremtéséig.

2. A potlolag beallitott ,,Egyéb érmodellek” in-vitro érmodell kutatasok vonatkozasaban senior
résztvevonk Takacs Ildiké idékdzben nyugdijba vonult, igy témaibol csak eldadasok hangzottak el és
csak feltételezhetd, hogy ezen eredmények kozleményben valdé megvaldsulasa be fog kdvetkezni az
elkovetkezendd évben.

3. Az aorta abdominalis modell kutatasait a Takacs tanarnd iranyitasaval végzé Matyas Lili levelezo
Ph.D. hallgaté 2010. marcius 15-t6l torténé Tanszéki tdvozasa miatt csak a jelzett eldadasok
hangzottak el. Feltételezhetd, hogy kozlés lesz ebbdl a kutatasbdl is az elkdvetkezd évben.
Megjegyzendo: az egyéb szervmodellek mitéteiben és laborméréseiben Matyas doktornd aktivan részt
vett, igy tobb helyen tarsszerzoként szerepel 2008-ban tortént kutatodi csatlakozasa ota.

VII. Megjegyzés a kozleményjegyzékhez

A lektoralt absztrakt formaji publikacidinknal bekiildéskor feltiintettik az OTKA tamogatas/ok
szamat, de néhany esetben a szerkesztOk onkényesen azokat torolték a megjelenités soran.



