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1. BEVEZETES

A sebészeti gyakorlatban komoly problémat jelent a transzplantaciot és hasi
érmiitéteket kisérd stlyos szoveti iszkémia-reperfuzios (IR) karosodas, mely nemcsak
az érintett szerv, hanem tavoli szervek, gyakran az egész szervezet integritasat is érinti.
Ermiitétek, szervatiiltetés soran az iszkémia-reperflizié okozta karosodas csokkentése és
annak megelézése kiemelt klinikai jelentoséggel bir. Az IR kéarosodas okozta
elvaltozasok okainak és mechanizmusanak ismerete hozzasegithet az egyre hatékonyabb
vedelmi stratégidk kidolgozésahoz, melyek segitségével a miitéteket kovetden
javithatok a betegek ¢letkilatasa és tulélése.

A reperfiziés karosodds csokentésének egyik legigéretesebb kisérletes

112, A tervezett

lehetdségét, az iszkémids prekondicionalast mintegy 30 éve fedezték fe
iszkémia-reperfuzidval jaré beavatkozasok (érrekonstrukcid, szervtranszplantacio,
koronaria bypass) esetében a prekondicionaldas a klinikum szamara meglepGen
hatékonynak bizonyult, azonban terapids hasznalhatdsagat jelentdésen beszlkiti, hogy
akut érelzarodasok (embolia, trombdzis) esetében nem kivitelezhetd.

Az els6 attorést Vinten-Johansen és munkatarsai érték el 2002-ben azaltal, hogy
megfigyelték kisérletes koriilmények kozott a posztkondicionalas jelenségét3’4. A
posztkondiciondlas tartdosan fennalld iszkémiat kovetden a reperfuzios periddus
kezdetén alkalmazott révid intermittald hipoxids stimulusokat jelenti. Az iszkémias
posztkondicionalas altal kivaltott endogén adaptacio a jelenleg ismert leghatékonyabb
védelem a reperfuzios karosodasokkal szemben. A posztkondicionalassal kapcsolatos
vizsgalatok kozéppontjaban eddig az iszkémids szivbetegség ¢és a modszer
kardioprotektiv hatasa allt. Ersebészetben, also végtagi IR karosodas tekintetében 2007-
t61 tobb munkacsoport végez vizsgalatokat.

A cukorbetegség (diabétesz mellitusz) és hipertonia novelik az IR okozta
karosodas kockazatat’. A diabétesz mellitusz a fejlett ipari orszagok lakosait sujto
vezetd korokok és haldlokok egyike. Kialakulaséért az inzulin abszolut vagy relativ
hianya okolhato, melyben a miikodOképes béta-sejtek csokkent mennyisége és/vagy a
szovetek inzulinrezisztenciaja a fo tényezd. Leirtdk, hogy genetikusan diabéteszes ob/ob
egereken miokardidlis infarktust kovetéen a posztkondicionalds védd hatdsa nem
érvényesiilt®.

Kevés preklinikai vizsgalat tortént a posztkondicionalas alkalmazasaval a vese
IR kérosodasanak csokkentésére’, mig metabolikus eltérések jelenlétében tudomasunk

szerint még nem vizsgaltak.



1.1. Az iszkémia-reperfuzios karosodas

Az IR kérosodas relevans probléma minden olyan esetben, amikor a keringés egy
szegmense (trombus vagy embolia kovetkeztében) kizardodik a keringésbdl, vagy
sebészeti uton kizarjak, majd ajbol megnyilik, illetve megnyitjak.

Az IR karosodas szamos reakcidsor egymasba kapcsolodo lancolata, melynek egy része
az iszkémia alatt, mig masik latvanyosabb része a keringés helyreallitasat - reperfuziot -
kovetden jon 1étre. Reaktiv oxigén szabad gyokok (ROS) megjelenése, a pH eltoldédasa,
a ,,no reflow” jelenség, illetve a gyulladasos valaszreakciok kialakulasa szamos
mediator részvételével hatarozza meg a karosodott sejt tovabbi sorsat, mely vagy a

tulélés, vagy a sejthalal (/.dbra).

Iszkémia kovetkeztében funkcionalis, metabolikus és strukturalis valtozasok
jonnek létre. Az iszkémia hatdsara csokken a sejt ATP tartalma, ezzel parhuzamosan
csokken a membranok Na*/K* ATPAaz aktivitasa, karosodnak a transzmembran fehérjék,
fokozodik a K'-kidramlas, ioneloszlasi zavarok 1épnek fel. A mitokondrialis matrix
felhigul, vezikula dilatacio és kismértékii citoszkeleton-atrendezddés figyelhetd meg. A
mitokondriumok nemcsak az oxidativ stressz érzékeny célpontjai, hanem a szabad
gyokok egyik legfontosabb sejten beliili termeldi. A folyamat soran felerdsodik a
glikolizis, a pH csokkenni kezd, a sejt hipoxiassa valik. Korosan megvaltozik a sejt
ionhaztartasa. Az iszkémia okozta szerkezeti és mukodésbeli karosodasok egy hatarig
helyreallithatoak, a karosodas reverzibilis, ha a vérellatds spontan, vagy terapias
beavatkozas (pl.: PTCA, érképletek kirekesztésének megsziintetése) hatasara helyreall
(reperfuzid). Amennyiben irreverzibilis karosoddsok kialakulnak, ekkor mar a
sejtpusztulas elkeriilhetetlen (point of no return). Megvaltoznak a sejtfelszini antigének,
a sériilt lizoszomakbol kiaramlo emésztdenzimek karositjak a makromolekulakat. A sejt
szerkezete szétesik és bedll a sejthalal.

A fenti folyamatot koveti a gyulladdsos sejtek megjelenése, érfalhoz valod
kitapadasa. A kis erek falat szegélyez6 endotélsejtek szerepe meghatarozo, kiilonosen
érzékenyen reagalnak hipoxia és reoxigenizacio okozta kérosité hatasokra®. Az endotél
vazoaktiv anyagok és szignaltranszdukcidés molekulak, mint a nitrogén-monoxid (NO),
prosztaciklinek, endothelinek, interleukinok, adhézios molekulak és fibrinolitikus
faktorok szintézisével és kibocsatasaval reagélg. Megsziinik az egyensuly a relaxalo és a

vazokonstriktor faktorok kozott, az anti- és a prokoagulans tényezék valamint a



novekedést serkentd €s gatldo anyagok kozott. Az igy kialakult allapotot 6sszefoglaléan
endotél diszfunkcionak nevezziik.

Mara egyre inkabb elfogadotta valik az a nézet, hogy szamos kardiovaszkularis
rizikotényez6, mint példaul az oxidativ stresszt okozo dohanyzas, cukorbetegség,
elhizas tulajdonképpen az endotél diszfunkciojat eldidézve fejti ki karositdé hatasat™.
Patologias allapotokban a szabadgydk-képzédés is jelentésen megnd™. Az emelkedett
szabadgyok-koncentracid onmagaban is feleldssé tehetd az endotél diszfunkcidért,
mivel a szuperoxid szabad gyokok az endotélhez kozvetleniil kapcsolodva, direkt

, ’ , /. - 1 y 1oz roor. 12
modon képesek azt karositani, elsésorban a NO modositasa révén. .

A reperfuzio nélkiilozhetetlen az iszkémids karosodasbol vald felépiiléshez.
Amikor a szerv keringése spontdn, vagy terapias beavatkozds hatdsara helyreall,
azonban paradox modon a szervkarosodas fokozodhat is, és kialakulhat a reperfuzios
karosodas. Ennek ellenére a reperfiizié az egyetlen modszer, mely helyreéllitja a szovet
oxigén- ¢és energiaellatasat, valamint elszallitja a felhalmozddott toxikus metabolitokat.
Ezzel egyrészt megmentheti az iszkémia soran reverzibilisen kéarosodott sejteket'?,

14,15

masrészt azonban paradox modon a sejtek tovabbi karosodasahoz vezet a hirtelen

megndvekvo oxigénkinalatbol eredé nagy mennyiségli szabadgyok-képzddés miatt, ezt
a jelenséget ,,oxigén paradoxon”-ként targyalja az irodalom®®*"8,

A reperfizid soran a szabad gyokok tobbféle mechanizmussal keletkezhetnek.
Az endotélben megtalalhatd xantin-dehidrogenaz jelentGs szereppel bir a reperfizios
karosodas Iétrehozasaban az iszkémia alatt xantinoxidazza (XO) alakulva. Ez az enzim
katalizalja ugyanis a nukleotid-degradacid sebesség meghatarozo Iépését, az ATP
lebontasa soran keletkezd hipoxantin — xantin atalakulast. A folyamatban az enzim
elektron akceptorként oxigént hasznal fel®, miikodése kozben reaktiv oxigén
szarmazékok [szuperoxid szabad gydk (-O%) és hidrogén-peroxid (H20,)] keletkeznek®.
A XO-nak tulajdonitjdk tovabbd az IR kovetkeztében kialakuld tavoli szervekben
létrejovo karosodasokat is. A XO elsdsorban a reperfiiziot kdvetd elsé percekben felelds
az ROS termeléséért addig, amig vissza nem nyeri dehidrogendz funkciojat. Az ezt
kovetd, joval nagyobb mértékii oxidativ stressz forrasa a kitapadd, aktivalt
fehérvérsejtek, melyek felszinén talalhaté NADPH-oxiddz aktivalodasa révén képes a
molekularis oxigén redukcidjat elvégezni hidrogén-peroxidda és szuperoxidda. Ez az
un. ,,respiratory burst”-ként ismert jelenség. A granulocita-mieloperoxidaz enzim révén
katalizalt folyamatban hipoklorossav keletkezik H,O, felhasznalasaval. A neutrofil

eredetii H,O, és a monokloraminok serkentik a vérlemezke aktivalo faktor (PAF)
8



képz6dését a vaszkularis endotélben, ami fokozza a leukocita adhéziot?’. A reaktiv
oxigén intermedierek a kemotaxisban proinflammatorikus anyagok termelésének
serkentése ¢és felszabaditasa révén jatszanak szerepet.

Ha a keletkezett szabad gyokok mennyisége meghaladja a sejtek endogén
antioxidans kapacitdsat, kialakul az oxidativ stressz. A szabad gyokdk olyan
lancreakciokat generdlnak, melyek hatdsdra az érintett molekuldk maguk is szabad
gyokként viselkednek, reaktiv lipid, nitro és peroxid gyokok keletkeznek és tovabbi
sejtkarositd hatasokat okoznak. A nagy tomegben keletkez6 oxidans szabad gyokok
szamos biomolekula karosodasat hozzak létre. A karosodé membranlipidek, proteinek,
szénhidratok és nukleinsavak szdmos enzim és receptor miitkodését befolyasoljak. A
reaktiv gyokok DNS keresztkotéseket, nukleinsav hasitast és bazis hidroxilacios
folyamatokat hoznak létre. A tOobbszorosen telitetlen zsirsavak karosoddsa révén
lipidperoxidacio jon létre. A klasszikus lancreakcid eredményeként zsirsav-peroxil-
gyokok és lipid-peroxidok képzddnek. A végeredmény a kompartmentalizacidt biztosito
membranok integritdsdnak elvesztése, a kontraktilis apparatus karosodasa, a
mitokondrium-membran energiatermelésének, iontranszportjanak sériilése és iddvel
visszafordithatatlan sejt- és szovetkarosodas.

A szabad gyokok a leukocita aktivaciot és kitapadast sem kozvetleniil hozzak
létre, hanem az endotél sejtmembranra lokalizalodo foszfolipaz-A2 aktivalasa révén
képz6dd arachidonsav tovabb alakitasaval vezetnek erds kemoattraktansok, mint a
leukotrién-B4 (LTB4) és a PAF fokozott szintéziséhez. Az altaluk kivaltott hatasok és a
bel6liik felszabaduldé mediatorok a gyulladasos reakcio szerves részét képezik, melyeket
szamos kemotaktikus anyag vonz a karosodas teriiletére. Koziiliik sejtes eredetiick a
TNF-a, a LTB4, a PAF, az IL-1, és az IL-8, valamint kiilonboz6 sejttipusok ndvekedési
faktorai. A folyamat eredménye: leukostasis, azaz a fehérvérsejtek lassult keringése,
mely akadalyozza a mikrokeringést. Aramlasuk lelassulasa nagyban hozzajarul a

reperfuzié utani mikrokeringés elégtelenségének (no-reflow jelenség) kialakulasahoz?.

Legnagyobb jelentOségli sejtszintli valasz a reaktiv oxigéngyokok fokozott
képzddése, melyhez hozzajarul a granulocitdkban a gyulladas hatdsira indukalodott
nitrogén monoxid szintaz (iNOS) enzim, illetve a NO csokkent felszabadulasa az
endotél sejtekbdl. Iszkémia-reperfiizids karosoddsban megvaltozik a mikrovaszkularis
apparatus endotél sejtjeiben a NO-O? kozotti egyensuly. Az NO-képzédés meghaladja
a szuperoxid-produkcidjat, és ennek kovetkezménye az arteriolak relaxacios zavara. A

ma leginkabb elfogadott nézet szerint normal koriilmények kozott az NO-képzddés
9



mértéke meghaladja a reaktiv szabadgyok-felszabadulds iitemét. igy a nitrogén-
monoxid hatékonyan pufferolja, megkdti a minimalis mennyiségii intracellularis szabad
gyokoket; csokkenti az arterioldk tonusat a simaizomzat guanilat-ciklaz aktivacidjan
keresztiil; megakadalyozza a vérlemezkék aggregéciojat és thrombus képzddését; és
minimalisra csokkenti az adheziv interakciokat a leukocitak és az endotél sejtek felszine
kozott™®. Az IR az endotél dependens aktiv vazodilatator tonus csdkkenésével jar, ezért

a NO vazodilatator hatasanak elmaradasa a felel6s.
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1. abra: Az iszkémia-reperfiziés karosodasban szerepet jatsz6 folyamatok.
Iszkémiat kovetden a sejt ATP szintje csokken, a membrantranszport folyamatok
korossa valnak, a széveti pH acidotikus irdnyba valtozik. A folyamatot gyulladasos
sejtek, foleg neutrofil granulocitak aktivalodasa és érfalhoz vald kitapadasa koveti. A
keringés ismételt megindulasat robbanésszeri szabadgyok-képzodés kiséri, mellyel
parhuzamosan szamos citokin és gyulladdasos medidtor szabadul fel. A folyamat
eredménye a kiserekben a keringés lassulasa, mely akadalyozza a kapillaris perfuziot,
létrehozva a reperfuizios karosodast.

A mitokondrium belsé membréanjaban tranzicidos pérusok (mPTP) nyilnak meg,
melyek hozzajarulnak az energiatermeld folyamat teljes dezorganizaciojahoz* illetve a
nekrdzis és/vagy apoptozis megjelenéséhez a reperfiizid sordn. Az IR karosodas
kialakulasdban az mPTP nyitdsa kulcsszerepet tolt be. Az iszkémia alatt még zart
allapot  porusok a korai reperfizio folyaman fokozatosan kinyilnak. Ennek
kialakulasaért feltehetdleg az intracelluldris kalcium és oxigén szabad gyokok

felszaporodasa a felelds. Nagy tomegben keletkezd oxigén reaktiv gydkok (pl. -NOg,
10



‘OH) szamos biomolekula (nukleinsavak, membranok lipid- és fehérjekomponensei)
karosodasat®® okozza, ezzel szamos enzim és receptor miikddését kedvezétlen iranyba
befolyasolja. A kapillaris diszfunkcio kovetkezményeként 6déma jon létre. A folyamat
végeredménye egy lokalis és szisztémas gyulladdsos vélasz, a kapillaris perfuzid

fokozott csokkenésével jelentds mértékii szovetkarosodast idézve eld (1. dbra).

rrrrr

Az antioxidansok védelmet nyujtanak a szabad gyokok hatasaval szemben. A
szabad gyokok legfontosabb in vivo forrasa a mitokondrialis 1égzési lanc, mely a felvett
oxigén 0,4-4%-at alakitja at reaktiv oxigén speciesekké (ROS) fiziologias koriilmények
kozott. A természetes oOregedés, cukorbetegség, iszkémia-reperfuzios karosodas
fokozzak a szabadgyok-produkciot. Az oxidativ stressz az egyensuly megbomldsat
jelenti a reaktiv oxigén vegyiiletek és az antioxidansok hatasa kozott?®?’. A ROS-t
intracellularis antioxidans enzimek, a szuperoxid-dizmutaz (SOD), glutation peroxidaz
(GPX), repair enzimek, valamint az extracellularisan elhelyezked6 transzferrin,
aszkorbinsav, glutation (GSH), albumin, céruloplazmin és haptoglobin k6zombdositik,
vagy eliminaljak a szervezetb6l. A szabad gyokok fiziologias koriilmények kozott

szignalmolekuldkként vesznek részt a folyamatokban.

1.2. A vese iszkémias karosodasainak kialakulasa

A veseartéridk betegségeinek dontd tobbsége a generalizalt ateroszklerdzis
részjelenségeként alakul ki. A vese vér- és érellatdsdnak anatomiai és fiziologiai
viszonyai sajatos klinikopatologiai kovetkezményekkel jarnak. A vesét ellatdo erek
veégartériak; a fiziologias vesemiikodés a keringd vérmennyiség kozel 25%-at igényli. A
veseerek progressziv, ateroszklerotikus szilikiilete altalaban tiinetszegény iszkémias

atrofiat, akut elzarddasa pedig klinikai tiineteket okoz6 anémiés infarktust idéz eld.

A vesekeringés zavarai kialakulhatnak akutan és kronikusan. Akut artérias
elzarodas létrejohet embolizacio, arteria renalis aneurizma, aorta okklizié és disszekcio,
vaszkularis intervencidés beavatkozas, trauma és trombofilia miatt. A veseartéria
kronikus elzarodasat kivalthatja ateroszkler6zis, fibromuszkularis diszplazia, Takayasu-
betegség és kozépsd aorta szindroma. A vena renalis trombozisa ritka betegség,
kialakulhat vesét ért trauma, intervencid és venografia szovodményeként, valamint
ligatura (vesetumor terjedés, aneurysma mitét) kovetkezményeként. Leggyakrabban

vesevéna-trombozis nefrozis-szindromaban alakul ki?®.
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Vesetranszplantacional artérids €s vénas elzarodas egyiitt jon létre, mikor miivi
uton a két ér folytonossaga megszakad. A vesetranszplantacid egyik legfontosabb ¢€s a
legtobbet vizsgalt kockazati tényezdje az iszkémia-reperfiizds karosodas, mely kiilonods
jelentéséggel bir®.

Az iszkémia akut tubularis nekrozishoz vezethet, amit a tubulusham sejtek
nekrézisba torkolld akut karosodasa, klinikailag heveny veseelégtelenség jellemez. Az
iszkémids tubulusham karosodas soran kialakuld akut veseelégtelenség patogenetikai
tényez0i pl. az intrarendlis vazokonstrikcid; a tubulushamsejtekben az aktin hipoxidra és
az ATP kitiriilésre kialakuld karosodasa; a hamsejtek bazolateralis, illetve bazalis
régiojaban lévo integrinek szétteriilése; valamint a tubularis cilinderek altal 1étrehozott
nefronelzarodas®.

A vesepapillak elhalasa gyakran keletkezik diabétesz mellituszban, €s a betiltetett
vese heveny kilokddésekor. Az akut rejekcid soran az alloantigéneket hordozd sejtek
nekrozisa, valamint sejtek altal alkotott érhalozat, glomerulusok és tubulointersticium
gyulladasos karosodasa jon létre™. Szamos citokin képzédik, melyek a szisztémas
gyulladasos folyamat tovabbviteléért felelések (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-18). Ezek
az anyagok a tubulushamsejtek aktinjat és sejtmembranfehérjéit karositjak. A neutrofil,
makrofag, monocita, T-limfocita szam a vesében megemelkedik. A vese sériilésében
mindenekel6tt a TNF-o citokinnek jelentdés szerepe van®2. ElsGsorban szisztémasan

termelédik, de lokalisan is keletkezhet a vesében a mezangialis és tubuldris sejtekben®,

1.3. Az iszkémia-reperfizios karosodast csokkenté eljarasok

A reperfuzios karosodasok kivédése, és a szoveti oxidativ stressz csokkentése
alapvetden fontos a teljes klinikai restitucié eléréséhez®®. A reperfuzios karosodas
mértékére hatassal lehet barmely beavatkozas, mely a reperfuzio elétt vagy koézben
torténik. Ez lehet mechanikai (prekondicionalds, fokozatos reperfizid, kontrollalt

reperfuzio, lokalis hipotermia, posztkondicionalas), vagy pedig gyogyszeres.

Az iszkémids prekondicionalas és posztkondicionalas altal kivaltott endogén
adaptaci6 a jelenleg ismert leghatékonyabb védelem a reperfuzids karosodasokkal
szemben (,,gold standard”) * (2. dbra).

Murrey és munkatérsai mintegy 25 éve mutattak ki el6szor kutyakon, hogy rovid
ideig tart6 iszkémias epizédok paradox modon csokkentik egy késobbi miokardialis
infarktus kiterjedését®®. Ezt a jelenséget, mely soran a miokardium révid ideig tarté

iszkémias inzultusra adaptaciés ¢és protektiv valasszal reagal, ,,iszkémias
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prekondicionalasnak”  nevezziik.  Kisérletes  alkalmazhatésagat — szivben®’*®,

° 4344 is felismerték. Azota szAmos

45,46,47,48

vazizmokban®, agyban®®, bélben*'*? és vesében

emlésfajon bizonyitast nyert az eljaras hatékonysaga . Egyrészt rovid iszkémids
epizodokkal, masrészt pedig farmakologiai modszerekkel 1étrehozhatéd iszkémia elleni
relativ védettséget jelent. Ez az tgynevezett klasszikus iszkémids prekondicionalas
hataséara jelentkezd védelem az alkalmazott inger utan rovid idon beliil jelentkezik,
mintegy 3 oOran keresztiil all fenn, nem fligg a kollateralis haldézat nagysagatol, és
protein szintézis gatlo mellett is mitkdik. igy a klasszikus prekondicionalasban a sejt és
a szervezet mar megléve keészletei vesznek részt. A jelenséget klasszikus
prekondicionalasnak is nevezziik. A prekondicionalas klinikai alkalmazasa mégis
limitalt maradt, ugyanis a prekondicionalasnak az iszkémids attak el6tt meg kell

torténnie, kiilonben nincs megfeleld védo hatésa.

Iszkémia/ Repertuzo:

Iszkémia Reperfuzio

Prekondicionalas:

Posztkondicionalas:

Iszkémia I I I I Reperfuzio
RpRp Ry

Ry

2. abra: Az iszkémias prekondicionalas és posztkondicionalas algoritmusa. A
prekondicionaldsnal az iszkémia elott legalabb 4 ciklusban révid iszkémids-reperfuzios
beavatkozassal torténik az indukci6. A posztkondiciondlds az iszkémidt kovetden a
reperfuzi6 indulasakor alkalmazott rovid (10-20 mdasodperc) keringéselzarast és
keringés helyreallitast jelent.

A fokozatos reperfuzié (,gradual, staged”) egy olyan eljaras, amikor a
kirekesztés utdn fokozatos felengedést alkalmazunk, igy ennek kovetkeztében a
véraramlast fokozatosan allitjuk vissza a nulla szintrél az autoregulacios szintre™®.

A kontrollalt reperfuzié, mikor reperfiizio sordn az iszkémia végén nem rogton
keriil felengedésre a kirekesztés, hanem eldszor az elsd percekben a kirekesztéstdl
proximalis érszakaszbol wvett, specidlis oldattal higitott vér keriil beadasra a

kirekesztéstdl disztalisan az érszakaszba’.
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A lokalis hypothermia, ahol a hipoxias szoveteket eloszor gyakran hiitott

heparinos fiziologias s6oldattal perfundalva csokkenthetd az IR karosodas® 2,

Az elsé attorést® Vinten-Johansen és munkatarsai érték el 2002-ben azaltal,
hogy megfigyelték kisérletes koriilmények kozott a posztkondicionalds jelenségét. A
posztkondiciondlds tartosan fennalld iszkémidt kovetéen a reperfuzids periddus
kezdetén alkalmazott rovid intermittald hipoxias stimulusokat jelenti. Demonstralasa
els6ként kutyasziven tortént. [géretesebb eljarasnak tiinik, mivel alkalmazasara az
iszkémias teriiletek vérellatasanak helyredllitdsa utan keriil sor, igy kivitelezése jol
tervezhetd.
A posztkondicionalas hatterében kiilonb6z6 mechanizmusokat irtak le, melyek
alapvetden két csoportra oszthatok. Tsang és kutatocsoportjanak felvetése™ az volt,
hogy a posztkondicionalas altal kivaltott védéhatas egy passziv (mechanikai

komponensnek is nevezik) és egy aktiv komponensbdl tevédik 6ssze (3. dbra).

POSZTKONDICIONALAS
RISK
Repertusion Injury
Salvage Kinase
- .‘
P MEK 1/2
l A 4
o adenozin -
§ mito[Ca?" | Kimosodis Akt ERK1/2
\
s e / BAD /
l Szoveti NOS
$déma ' t
Neutrophil p70s6K
l sejt aktivacio :\POPT(’)ZIS
NEKROZIS
| mPTP nyitis

J Vinten-Johansen, D Yellon, L Opie.
Circulation, 2005 Oct 4; 112(14):2085-8.

3. abra: A posztkondicionalas feltételezett mechanizmusai: aktiv és passziv
komponens®. A fokozatos reperfuzié cskkenti az 56démat és az adenozin kimosodasat;
mig a molekularis szinten elinduld véddenzimek aktivacidja az apoptdzis €és a nekrdzis
kialakulasat mérsékeli.
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A posztkondicionalas okozta védelmet szamos elmélet magyarazza®. A
mechnikai elmélet szerint a posztkondicionalas soran csokken az intravazalis nyomas, a
mikrovaszkularis karosodés, és a folyadék érpalyabol torténd kiaramlasa, igy
csokkentve az 6déma képzddést, és az adenozinnak, mint védéfaktornak a kimos6dasat
az érintett teriiletr6l, és csokkenti a szabadgyok-képzodés mértékét. Feltehetdleg
melyet cellularis magyarazatként emlit az irodalom®. A cellularis elmélet alapjan az
intracellularis oxidansok és a Ca®" szintje csokken, illetve az mPTP nyitdsa gatlodik,
melyek altal csokken az apoptozis ¢és nekrozis kialakuldsa. Az mPTP a
posztkondicionalas egyik f6 tdmadaspontjanak tekinthetd.

Az aktiv komponens kapcsolodik a passzivhoz azaltal, hogy a csokkent dramlas
miatt csdkken az adenozin, inzulin kimosodasa, ezaltal az adenozin és inzulin® a
megfeleld receptorokon keresztiil, a kdrosodas kozvetlen kdrnyezetében indithatja el a
protektiv jelatviteli utakat.

A molekularis magyarazat szerint a PI3K (foszfatidilinozitol 3-kinaz), az Akt, a
MEK (mitogen-activated protein kinase kinase), az ERK 1 és 2 (extracellular signal
regulated kinase) talélést segitd (survival) jelatviteli utak aktivalasa (reperfusion injury
survival kinase,,RISK”); antiapoptotikus enzimek termelédése vezet az iszkémids
karosodas kivédéséhez. Ezen utvonal tovabbi tagjai még az eNOS (endotelialis nitrogén
oxid szintaz) illetve a p70s6K (70 kDa riboszoémalis protein S6 kinaz).

A "reperfusion injury survival kinase"-okon kiviill mas enzimek is hozzajarulnak a
posztkondicionalds védd hatasahoz. Régodta ismert a protein kindz C (PKC)
izoformajanak szerepe az intracellularis Ca®* koncentraciok regulalasaban®. Az enzim
aktivalt allapotdban foszforilalja a Ca?*-érzékel receptort, amely G-fehérjéhez
kapcsoltan az IP3 felszabadulast serkenti. A PKC ezenkiviil aktivalja a SERCA-pumpat
(Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca®*-ATPase), gyorsitva ezzel az intracellularis Ca®*
felvételét a szarkoplazmatikus retikulumba. A folyamatok végeredménye az
intracellularis Ca**-szint csokkentése, ami megovja a sejteket a Ca®* altal medialt
karosodasoktol. A PKCe  aktivalodik  mind prekondicionélés60, mind

posztkondicionalas® soran.
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1.4. A diabétesz mellitusz és a posztkondicionalas

A diabétesz mellitusz ¢és hipertonia novelik az iszkémia-reperfuzié okozta
karosodas kockazatat®’. A diabétesz mellitusz a leggyakrabban eléforduld endokrin
korkép, amely jelenleg vilagszerte tobb mint 170 milli6 embert érint. Ez a szdm egyes
becslések szerint 2030-ra meghaladhatja a 365 milliot®.

A WHO Kklasszifikacidja szerint a cukorbetegséget etioldégia szerint a kdvetkezd
tipusokba sorolhatjuk: 1-es tipusu diabétesz mellitusz, 2-es tipust diabétesz mellitusz,

gesztacios diabétesz mellitusz €s egyéb specialis altipusok.

A cukorbetegek tobb mint 90%-a 2-es tipusu diabétesz mellituszban (T2DM)
szenved. Mind a prekondicionalas, mind a posztkondicionalas alkalmazhatosagat

limitaljdk metabolikus betegségek® 26667

. Bouhidel és munkatarsai leirtak, hogy
genetikusan diabéteszes ob/ob egereken a posztkondicionalas hatastalan maradt
miokardialis infarktust kdvetden. A protektiv jelatviteli utakban szerepet jatszo kinazok
aktivitdsa csokkent (foszfo AMPK/AMPK ¢és foszfo MAPK/MAPK aranyok
csokkentek), az ellenregulald foszfatazok szintje novekedett, igy a poszkondicionalas
védd hatdsa nem érvényesﬁlteg. Més munkacsoport eredményei alapjan az iszkémias
posztkondicionalas protektiv hatasa kimutathatd elhizott és streptozotocin indukalta

diabétesz mellituszban, mig a TNF-a knockout (TNF-/-) egerekben nincs protektiv

hatésa®®.
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2. CELKITUZESEK

A posztkondicionalassal kapcsolatos vizsgalatoknak a kozéppontjaban eddig az
iszkémias szivbetegség és a modszer kardioprotektiv hatasa allt. Ersebészetben, alsd
végtagi iszkémia-reperfizios karosodas tekintetében 2007-t61 tobb munkacsoport végez

vizsgalatokat'®".

Kisérletes modelliinkben az érmiitétek és transzplantacidé utan
kialakuld lokalis és generalizalt gyulladdsos folyamatok mérséklésének lehetdségét
szerettiik volna vizsgalni egy 1) sebészeti technikdval: a posztkondicionalassal.
Tudomasunk szerint még nem tortént preklinikai vizsgalat a posztkondicionalas
alkalmazasaval a vese iszkémia-reperfuziés karosodasanak csokkentésére
metabolikus eltérések jelenlétében. Munkiank sordn a vesét érintd sebészeti
beavatkozasokat kisérd iszkémia-reperfizids karosodast modelleztilk metabolikusan
egészséges, hiperkoleszterinémids ¢és diabéteszes patkanyokban. Az iszkémia-
reperfiziés karosodast probaltuk csokkenteni iszkémids ¢és  farmakologiai
posztkondicionalassal.

A kutatocsoportok dolgoznak a vese iszkémia-reperfizios karosodasok korében
kiilsnféle modellekkel ®™. Az iszkémias 5-15-30-45-60-120 perces idészakot kovetden
a 2-6-12-24-72 o6ras, vagy akar a 12 hetes reperfuzidos idét kovetden vizsgaltdk a
karosodasok mértékét. A hosszantarté renalis iszkémids karosodas kovetkezménye a
nekrozis, mig az atmeneti renalis iszkémia (120 perc iszkémia, 4 oOra reperfizio) a
tubularis epithelium apoptézisahoz vezet’". Révidebb ideig tartd renalis iszkémiat (5,
30, 45 perc) kovet6 reperfiizio (12-24 6ra) esetén is kimutattak az apoptozis jelenségét a
tubulus hamban’. A posztkondicionalassal kapcsolatos kutatasok igazoltik azt a
feltevést, hogy az alkalmazott iszkémias-reperfazios ciklusok szama és idotartama

nagymértékben befolyasolja a kialakulé védohatas mértékét’®.

I. Munkank elsé részében célkitlizésiink: hiperkoleszterinémias allatok veséjén
iszkémia-reperfuziot (45 perc iszkémia- 120 perc reperfuzid) kovetden iszkémias
posztkondicionalas létrehozasa; vesehilus-okklaziot kovetden iszkémias
posztkondicionalas alkalmazasa; és a kialakuld oxidativ stressz és gyulladasos
valaszreakciok mértékének vizsgalata. Az oxidativ stressz mértékét a lipidperoxidacid
mérésével kivantuk jellemezni. A reperfiizio indukalta gyulladasos valaszreakcio
jellemzése a TNF-o citokin-szint meghatarozasaval tortént; a leukocita aktivacio
valtozasat az indukalt szabadgyok-termeléssel —mértiik; tovabba  vizsgéltuk

veseszovetben az iszkémias-reperfazios karosodasokat.
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I1. Munkank masodik részében célkitlizésiink: 2-es tipust diabétesz mellituszban a
patkdnyok veséjén iszkémia-reperfuziot (90 perc iszkémia- 240 perc reperfiizio)
kovetden iszkémids posztkondicionalas Iétrehozasa; majszovetben az iszkémids
posztkondicionalas hatasat kivantuk mérni; az oralis gliikoz tolerancia teszt (OGTT)
soran vizsgalni a szérumgliikdz-, inzulin- ¢és TNF-a-Szintet; vizsgalata vérben,
szérumban és periférias szOveteken a kialakulo oxidativ stressznek és gyulladasos
valaszreakcioknak. Az oxidativ stressz mértékét a szérumperoxid-szint mérésével
kivantuk jellemezni. A reperfuzi6 indukalta gyulladadsos vélaszreakciot a TNF-a
meghatarozasaval, és a fehérvérsejtek indukalt szabadgyok-termelésével jellemeztiik.
Tovabba célunk: mérése az antioxidans enzimek (SOD, GSH) mennyiségének,
aktivitasanak; és a lipidperoxidacio indirekt markereként ismert malondialdehid

koncentracidjanak majszovetben.

I1l. Kisérletiink harmadik részében célkitlizésiink: 1-es tipusu diabétesz
mellituszban szenved6 allatok veséjében az iszkémia-reperfiizios (45 perc iszkémia-
120 perc reperfuzid) karosodasok vizsgalata; az iszkémias és az inzulinnal torténd
farmakologiai posztkondicionalas hatasanak vizsgalata. Célunk: a vese karosodasanak
vizsgalata, tovabba az egyik fo védé ttvonalat legatolva (a PI3K/Akt utvonal gatlasa
Wortmanninnal) a posztkondicionalas hatasanak csokkentése; az iszkémia-reperfizios
karosodas vizsgalata szérumban és perifériés szovetekben, a TNF-o citokin-szint

meghatarozasaval.
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3. A POSZTKONDICIONALAS HATASANAK VIZSGALATA A
VESE ISZKEMIA-REPERFUZIOS KAROSODASAIRA
HIPERKOLESZTERINEMIABAN

3.1. Célkitiizések

Célunk az iszkémias-reperfizids karosodas hatasat vizsgalni 45 perc vese
iszkémidt ¢és 120 perc reperfuziot kovetéen egészséges ¢€s hiperkoleszterinémids
patkdnymodellben. Az iszkémids posztkondicionalt csoportban a reperfuzido kezdeti
fazisaban 4 ciklus 15 masodperces reperfizio és 15 masodperces reokkluziot
alkalmaztunk. Ezen a modellen az allatok endogén adaptacios mechanizmusainak
indukalasat, az iszkémias posztkondicionalas hatasat kivantuk vizsgalni a reperfuziot
kovetden teljes vérben, szérumban és veseszOovetben. A metabolikus statusz
jellemzésésre gliikoz, koleszterin, triglicerid, inzulin szinteket mértiink; a vesefunkcio
meghatarozasara szérumkarbamid-, kreatinin-szintet mértiink; az oxidativ stressz
mértékét a lipidperoxidacid (szérumperoxid-szint) mérésével kivantuk jellemezni. A
reperfizi6  indukalta gyulladasos valaszreakcio jellemzése a  TNF-a-szint
meghatarozasaval, és a fehérvérsejtek indukalta szabadgyok-termelésével tortént. Az
iszkémias posztkondicionalas hatdsat fénymikroszkopos (HE, PAS, TNF-a

immunhisztokémia) technikakkal kivantuk vizsgalni veseszdvetben.

3.2. Anyag és modszerek

3.2.1. A Kkisérleti csoportok és miitéttechnikai modszerek

A vizsgalatokhoz 32 darab feln6tt, him Wistar laboratoriumi patkanyt (250-
280g) /Charles River Magyarorszag Kft/ hasznaltunk. Kisérleteinket az allatok
védelmérdl és kiméletérél szolo torvény és az allatkisérletek végzésérdl szolod
kormanyrendelet el6irasainak megfeleld hatdsagi engedély (BA02/2000-25/2006)
birtokdban végeztiik. A patkdnyokat két csoportra osztottuk. Az 4allatokat ketrecekbe
helyeztiik el, taplalék és ivoviz az egyes vizsgalatok kozotti idészakban ad libitum allt
rendelkezésiikre. Az egyik csoportot (kontroll) patkanytapon, a masikat
(hiperkoleszterinémias) 1,5 %-os koleszterin tartalmt diétan tartottuk. Az allatok a

vérvételek és miitét el6tti 15 oraban csak vizet kaptak.
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Diéta kialakitasa

A széaraz laboratoriumi patkanytapot (Bioplan, Isaszeg, Magyarorszag) por
formajaban szereztiik meg. A hiperkoleszterinémias csoport szamara ugyanezt a tapot
kevertiik 0ssze koleszterinnel (Sigma Aldrich Kft., Magyarorszag) gy, hogy 1,5 %
koleszterin tartalmu legyen. Viz €s olaj segitségével ugyanolyan formara gytrtuk, mint
amit a normal tapon tartott csoportunk fogyasztott. A tapfogyasztast, testtomeget
kétnaponta feljegyeztiik.

Klinikai kémiai paraméterek és testtomeg valtozas kovetése

Mindegyik allat testtomegét és a tapfogyasztasat kétnaponta digitalis mérleggel
grammos pontossaggal mértiik. A koleszterin etetés anyagcsere-hatdsainak jellemzésére
vércukor, szérumkoleszterin- és triglicerid-koncentracié meghatarozasara a 0., 2., 6., 8.
héten keriilt sor, enzimatikus, kolorimetrids tesztek segitségével farokvégbdl nyert

vérbol.

Miitét és a kisérleti csoportok

A hiperkoleszterinémia kialakuldsa utan kezdtilk meg a miitéteket. A narkozist
intraperitonealisan bolusban adott ketamin (Calypsol, 500 mg ketaminium chloratum
ampullanként, Richter G. Rt. Magyarorszag) és diazepam (Seduxen, 10 mg diazepam
ampullanként, Richter G. Rt., Magyarorszag) 1:1 aranya keverékével végeztiik (0,2 ml/
100 tsg). A kisérleti allatot hatara fektetve, labait leragasztva rogzitettilk a kisallat
miitopadon, majd a hasan a szOrt a konnyebb miitéti hozzaférhetéség miatt lenyirtuk.
Laparotomiat kovetden mobilizaltuk a mezenterialis gyokot, meggydzodtink a vesék
kb. azonos nagysagarol, illetve azonositottuk az ellatd ercket (a. és v. renalis), majd
mindkét vesét atraumatikus mikroklippel 45 percre a keringésbol kirekesztettiik. Az
iszkémids peridodus alatt az 4allatok hasfalat a talzott folyadékveszteség elkeriilése
érdekében atmenetileg zartuk. Mindkét csoportot tovabbi alcsoportra osztottuk (n=8): 1)
az egyik alcsoportnal az iszkémiat kovetden kétoras reperfuziot [IR], 2) a masik
alcsoportndl az iszkémiat kovetéen a reperfuzid megkezdése el6tt 2 perc
posztkondicionalast (15 s reperfuzid/ 15 s reokkluzi6é 4 ciklusban) alkalmaztunk [PK]
(4. dbra).
Mintavételre a reperfuzio végén keriilt sor. Az allatokat exsanguinaltuk, vért és
szérumot hasznaltunk a kovetkezdkben részletezésre keriild paraméterek mérésére.

Szovettani vizsgalatra a bal vesét formalinba helyeztiik.
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4. abra: Kisérletsorozatunk sematikus abrazolasa a Kkisérleti csoportok
feltiintetésével (n=8).

I/ a: Normal tap, 45 perc iszkémiat 120 perces reperfizio kovette.

I/ b: Normal tap, 45 perc iszkémia utan posztkondicionalast (15 s felengedés/15 s
reokklzi6 4 ciklusban) alkalmaztunk a 120 perces reperfiizio elott.

11/ a: Koleszterindus tap, 45 perc iszkémiat 120 perces reperfizid kovette.

11/ b: Koleszterindus tap, 45 perc iszkémia utan posztkondicionalast (15 s felengedés/15
s reokkluzi6 4 ciklusban) alkalmaztunk a 120 perces reperfuzio elott.

3.2.2. Laboratériumi vizsgalatok

Gliik6z meghatarozas
A szérumgliikoz-szintet standard enzimatikus, kolorimetrias médszerrel (Glikoz-

kit, Diagnosticum Zrt, Magyarorszag) mértiik. A mérés soran 10 ul mintdhoz 1 ml —
fosztat puffert, fenolt, 4-aminoantipirint, peroxidazt ¢s glilk6z-oxidazt tartalmazo
reagenst adtunk, majd 5 perc inkubacié utan fotométer (Hitachi U-2001, Japan)
segitségével mértiik az oldatok abszorbanciijat. Az abszorbancidk €és egy ismert

crcr

az eredményeket grafikonon abrazoltuk.

A mérés elve az, hogy a glilkoz-oxidaz a glikozt glikonsavva alakitja, a
reakcioban keletkezd hidrogén-peroxidot a peroxidaz bontja és a Trinder-féle indikator
reakcioban 505 nm-en jol mérhetd szines kondezacidos termék keletkezik. Az

abszorbancia-novekedés aranyos a minta gliikoz koncentraciojaval.

Osszkoleszterin, triglicerid meghatarozas
A szérumkoleszterin- ¢és triglicerid-koncentraciokat standard enzimatikus,

kolorimetrias teszt (Koleszterin-, Triglicerid-kit; Diagnosticum Zrt, Magyarorszag)
segitségével hataroztuk meg. Mindkét esetben 10 pl mennyiségli mintahoz adtunk 1 ml

a kithez tartoz6 standard reagens oldatot, majd az 5 perces inkubacié utan fotometrids
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uton (Hitachi U-2001, Japan) 505 nm hulldmhosszon mértiik az abszorbancidkat. Ismert
koncentracioji standard segitségével kiszamoltuk mintaink koleszterin és triglicerid

koncentrécioit, majd az eredményeket grafikonon dbrazoltuk.

Szérumkarbamid-, és kreatinin-koncentracié meghatarozasa

A vér és vizelet kreatinin koncentracidja a vesemiikodés, ezen beliill a
glomerularis filtracié elsédleges jelzéje. Szérumkarbamid- és kreatinin-koncentraciojat
vizsgaltuk, standard fotometrias modszerrel (Karbamid-, Kreatinin-kit, Diagnosticum
Zrt, Magyarorszag). Mindkét esetben 45 pl mennyiségli mintdhoz adtunk 1 ml R1
reagens oldatot, majd 5 perces inkubaci6 utan fotometrias uton (Hitachi U-2001, Japan)
555 nm hulldmhosszon mértiilk az Al-abszorbancidt. Ezt kovetéen 330 ul R2 reagens
hozz4adasa tortént, ismét 5 perc inkubacido utan megmértilk az A2-abszorbanciat. Az

abszorbanciak és egy ismert standard koncentracié segitségével kiszamitottuk a mintak

karbamid ¢€s kreatinin koncentracidjat, majd az eredményeket grafikonon abrazoltuk.

Inzulin meghatarozas

A széruminzulin-szintjét standard ELISA modszerrel mértiik (Mercodia Rat
Insulin Elisa kit, Mercodia, Uppsala, Svédorszag). A mérés elve az un. ,szendvics
ELISA”, mely moddszer soran a célfehérje detektalasa harom antitesttel torténik. Az
elsé, ismert mennyiségli befogd antitest az ELISA lemezre kotott. A célfehérjét
tartalmaz6 mintat a lemezhez adva a célfehérje a befogd antitesthez kotddik. A
detektald, primer antitest a célmolekuldval immunkomplexet képez, 1étrejon az un.
szendvics. Ezt kovetéen adjuk a rendszerhez az enzimmel konjugalt ellenanyagot, ami a
detektalo antitesthez fog kotédni. Végiil kromogén szubsztrat tartalma oldatot adunk a
rendszerhez, amit a jelolt antitesthez kapcsolt enzim szines végtermékké atalakit. A
kapott szinintenzitast mérjiikk, ami egyenesen aranyos a mintaban talalhat6 citokin
mennyiségével.
A kisérlet soran 10 pl standardot, mintét, és kontrollt, majd 100 pl tormaperoxidaz
enzimmel konjugalt ellenanyagot pipettaztunk a lemezre. 18-25 °C-on horizontalis
mikrolemez razod segitségével végzett 2 6rds inkubdcid utdn a lemez 6-szor keriilt
atmosasra (700 pl mosopuffer segitségével) a meg nem kotott konjugalt ellenanyag
eltavolitasa érdekében. Ezutan 200 pl kromogén tetrametil-benzidin (TMB) szubsztratot
adagoltunk a lemezre és ismét szobahémérsékleten 15 percig inkubaltuk. A reakciot 50
ul STOP oldat hozzaadasaval allitottuk le. Az optikai denzitdst mikrolemez olvasod
segitségével mértiikk 450 nm hullamhosszon a STOP oldat hozzdadéasa utani 30 percen

beliil. Az eredményeket grafikonon ébrazoltuk.
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Oxidativ stressz

Az oxidativ stressz jellemzése a lipid peroxidok szérum koncentracidjanak
meghatarozasaval tortént. A vérben az oxidativ stresszre érzékeny komponens az LDL
(low density lipoprotein). Az LDL oxidacidéja az oxigén eredetii szabad gyokok
kovetkezménye, mely sordn az LDL tobbszordsen telitetlen zsirsavlancai (PUFA)
atalakulnak a lipidperoxidacié soran lipid hidroperoxidokka. A szérumperoxid-szint
mérésére az Oxystat ELISA kitet alkalmaztuk, kdvetve a gyartd protokolljat (Biomedica
Medizinprodukte GmbH, Bécs, Ausztria). Az oxLDL ellenes antitesttel bevont ELISA
lemezt 100 uL pufferrel és 20 uL szérum mintaval szobahémérsékleten (18-26 °C) 1,5
orat inkubaltuk. Mosast kovetden a lemezt anti-oxLDL-antitest-HRPO konjugatummal
1,5 6ran keresztiill szobahdmérsékleten inkubaltuk. A mosasi 1épés utan 100 pL
szubsztrat (tetrametil-benzidin) segitségével szinreakciot idéztiink el. A szinvaltozast
30 perc mulva leallitottuk kénsav hozzaadasaval. Az abszorbanciat 450 nm-en mértiik.
Az eredményeket grafikonon éabrazoltuk. Az eredmény direkt Osszefliggést mutat a
keringd lipid peroxidok és a szabad gyokok mennyisége kozott, ezzel kovetkeztetni

enged a reperfiizio alatti oxidativ statusz valtozasaira.

A fehérvérsejtek indukalt gyoktermelésének meghatarozasa

A gyulladasos reakciok f0 szabad gyok forrasai az aktivalt fehérvérsejtek,
els6sorban a neutrofil granulocitdk. A leukocitak forbol-12-mirisztat-13-acetattal
(PMA) indukalt szabadgyok-termelését (ROS) standard kinetikus luminometrias
modszerrel teljes vérbol mértiik. A szuperoxid-anion termelés indukciojara 0,2 pg/ml
PMA (Sigma-Aldrich Kft, Budapest, Magyarorszag) szolgalt. A detektalas 3,33 pg/ml
luminollal (Boehringer GmbH, Mannheim, Németorszag) tortént egy Chrono-log 560-
VS lumino-aggregométerrel (Chrono-log Corp., Havertown, Pennsylvania, USA). A
kapott diagrammok alapjan az indukciot kovetd szabadgyok-termelés idejét [,,lag
time”(S)], a szabadgyok-termelés sebességét (egység/sec) és a szabadgyok-termelés
fehérvérsejt szamra vonatkoztatott csucsértékét (arbitralis  egység/mm>-enkénti
fehérvérsejt szdm) mértiikk, mellyel meghatdrozhatdé az indukdlt gyoktermelés

maximuma. Valamennyi paraméter a fehérvérsejtek aktivaltsaganak mértékét jellemzi.

A Tumor Nekrozis Faktor-alfa (TNF-a) expresszié meghatarozasa
A TNF-o az egyik legfontosabb proinflammatorikus citokin az iszkémia-
reperfuzios karosodas patogenezisében’’. A citokin expresszi6 meghatarozasara szérum-

TNF-a-koncentraciot mértiink szendvics ELISA moddszerrel (TNF-a immunoassay Kit,
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R&D Systems, Inc. Minneapolis, USA), kdvetve a gyartd cég utasitasait. A Kalibralasi
gorbét rekombinans patkany TNF-o higitasi soraval készitettiik el. A TNF-a ellenes
antitesttel bevont ELISA lemezt 100 pL szérum mintaval szobahémérsékleten 2 orat
inkubaltuk. Ismételt mosast kdvetden a lemezt poliklondlis anti-TNF-a-tormaperoxidaz
enzimmel konjugalt ellenanyaggal 2 6ran keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk. A
mosasi 1épés utan hidrogén-peroxid ¢€s tetrametil-benzidin segitségével szinreakciot
idéztiink eld. A szinvaltozast 20 perc mulva ledllitottuk kénsav hozzdadasaval. Az
abszorbanciat 450 nm-en mértiik. Az abszorbancia értékekbdl a rekombinans TNF-a
standard segitségével készitett kalibracios gorbe alapjan szdmitottuk ki a szérum-TNF-

o-koncentraciokat.

3.2.3. Morfologiai vizsgalatok

Az allatoknal a reperfuzié végén a bal oldali vesét két részre osztottuk, majd

neutralis formalinba helyeztiik.

Fénymikroszkopos vizsgalat

A veséket 10%-os neutralis formalinban fixaltuk, majd felszallo alkoholsorban
viztelenitettiik €és paraffinba agyaztuk. A vese keresztmetszete mentén késziilt Spum
vékony metszetek egy részét haematoxilin-eosinnal (HE) festettiik meg, és perjodsav-
Schiff (PAS) reakciot végeztiink. Vizsgaltuk a vese minden rétegét, és a hyalincylinder
mennyiségét. A proximalis tubulusok értékelésére a Jablonski score-t™ hasznaltuk (5.
dbra). Vesepapilla-karosodas hipoxia soran és diabétesz mellituszban gyakran jon 1étre,

ezért kiemelten vizsgaltuk e teriiletet.

0: normal, fiziologias

1: egyes sejtek mitozisai és nekrozisai

2: a proximalis kanyarulatos csatorna szomszédos sejtjeinek nekrdzisa, a nem
karosodott kdrnyezd tubulusokkal

3: a nekroézis koriilfogja a proximalis kanyarulatos csatornak disztalis harmadat, a
nekrdzis sav a belsd kortexre is kiterjed

4: a nekrozis a proximalis kanyarulatos csatorna mindharom rétegét érinti

5. abra: Jablonski-score rendszer a proximalis tubulusok karosodasanak felmérésére.
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TNF-o immunhisztolégiai (IH) fénymikroszkopos vizsgalata

Immunhisztokémiai vizsgalataink TNF-a monoklondlis egér ellenanyaggal
torténtek (Histopatologia Kft, Pécs), mely keresztreakciot ad mas ragesalok, igy a
patkany TNF-a-val is. A monoklonalis ellenanyag a TNF-o-t termeld sejtek
citoplazmajat festi. Pozitiv kontrollunk granulomatézus gyulladas volt.

A formalinban fixalt, paraffinba 4gyazott veseszovetb6l 5 pm vékony metszeteket
készitettiink, a fent emlitett modon, és ezeket deparaffindlas utan desztillalt vizzel
oblitettiik. Ezt 5 perc mikrohullamt elékezelés kovette citrat pufferben (pH= 6).
Peroxidaz enzim gatlas 10 percig tortént (3% H,0;). TBS-ben (Tris Buffered Saline,
pH=7,6-7,8)-ben mostuk 3-szor 5 percig, ezt kovetden keriilt ra az antitest 60 percig,
majd 3-szor 5 perc mosas kovetkezett. A masodlagos antitest (Histols-PO MR) 30
percig volt a metszeten. Ismét 3-szor 5 perc mosas kovetkezett. Ezt kovette a
Chromogén (amino-etil-carbazol) festés, majd desztillalt vizes 0Oblités 3 percig.
Magfestésre haematoxilint hasznaltunk. Végiil dehidralas (2-szer 1 perc alkohol) és
viztelenités (3-Szor 2 perc xilol) tortént.

A tubulus ham TNF-a pozitivitdsait 200x-0S nagyitds mellett 24 latoteret a
MIRAX Viewer programban értékeltiink. A pozitiv és negativ sejtek aranyat vizsgaltuk.

Score rendszert alkalmaztunk a TNF-a pozitivitas szamszertsitésére a tubulus
hamban: nincs TNF-a = Grade 0, 20% =Grade 1, 40%= Grade 2, 60% = Grade 3, 80%
=Grade 4, 100% = Grade 5.

3.2.4. Statisztikai analizis

Az analizishez és az abrazolashoz a Microsoft Office Excel 2007 és az SPSS 17.0
programokat hasznaltuk. Az adatok abrazoladsakor a kozépértéket (atlag) és annak
hibajat (= SEM-standard error of mean) tiintettiik fel. Az allatmodell 1étrehozasakor, az
egyes csoportokat Student féle t-probaval hasonlitottuk dssze. A kisérleti eredményeket
egyiranyu varianciaanalizissel (ANOVA) a csoportokon beliil Wilcoxon, a csoportok
kozott Mann-Whitney tesztet alkalmaztuk. A kiilonbséget akkor tekintettiik
szignifikdnsnak, ha p érték kisebb volt, mint 0,05. Az abrdkon *, # karakterrel jeloltiik a

szignifikdnsan eltérd értékeket.
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3.3. Eredmények

3.3.1. Laboratoriumi vizsgalatok eredményei

Az altalunk készitett tapot mindkét csoport elfogadta. A tapfogyasztas a két
csoport kozott nem mutatott alapvetd kiilonbséget. A 1,5%-0s koleszterintartalmu tapon
tartott allatok szignifikdnsan kevesebbet ettek a diétas idétartam kozepén. Ennek
ellenére testtomegkiilonbség a két csoport kozott nem volt, mindkét csoportunk

folyamatosan gyarapodott (6-7. dbra).

—8—1. Normal tap
Tapfogyasztis (g) ——1I1. Koleszterin tip

k)% kR k% *%k F*%k

h

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 36 40 43 46 49 51 54
ido (map)

6. abra: Az allatok tapfogyasztasa az etetés soran. 1. csoport: Normal tap IlI.
csoport: Koleszterindus tap (**=p< 0,01 vs normal tap)

—4—1. Normal tap

Testtomeg (g) —e—1I. Koleszterin tap

400

350 t

300 z =

250

200

150

100 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54
ido (nap)

7. abra: Az allatok testtomeg-valtozasa az etetés soran. |. csoport: Normal tap II.
csoport: Koleszterindus tap
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A koleszterinben gazdag diéta hatdsara mar a masodik héten a kiindulasi értékhez
képest szignifikdnsan magasabb szérumkoleszterin- és triglicerid-szintet mértiink. A
koleszterindus tapott kapott csoportban a kiilonbség a 8. hétig folyamatosan nétt (8- 9.

abra).

Szérumkeoleszterin-szint (mmeol/) mL csoport BIL csoport
35

e

I

3,0

2,5

2,0
1,5 1

1,0 -

0,5 -

0,0 - e
3 ido (het)

8. abra: Szérumkoleszterin-szint a diéta 0., 2., 6., 8. hetében. I. csoport: Normal tap
I1. csoport: Koleszterindtis tap. A koleszterindus tapot kapott csoportnal a 2., 6., 8.
héten szignifikansan nagyobb a szérumkoleszterin-szint (*= p< 0,05 vs normal diéta).

Szérumtriglicerid-szint (mmol/l) B 1. csoport BIL. csoport
1,6

14
1,2
1,0
0,8 -
0,6 -
0,4 -

£ b

0,2 -
0,0 -

0 2 6 3 ido (het)

9. abra: Szérumtriglicerid-szint a diéta 0., 2., 6., 8. hetében. |. csoport: Normal tap
I1. csoport: Koleszterindus tap. A diéta 2., illetve 8. hetében szignifikinsan magasabb a
szérumtriglicerid-szint a koleszterindus tapot kapott csoportnal (*= p< 0,05 vs Normal

tap).
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A vese iszkémia-reperfuzio hatasa egészséges ¢és hiperkoleszterinémias allatok

klinikai kémiai paramétereire

[ ] I Miitét ettt

Szérumkarbamid-szint (runol/l) Re Ly Sy .y
- | | perfuzio vegen
350

300
250
200
150

I/ a. I/b. I1/ a. I/ b.
E/IR E/PK HK/IR HK/PK

10. abra: Karbamid koncentracié szérumban. A Kkoleszterindis tapot kapott
allatoknak nem magasabb a kiindulasi szérumkarbamid-szintje, mint a kontroll
csoportban; és ez a miitét hatasara nem valtozik.

A szérumban mért karbamid-, kreatinin-, glikoz- és inzulinszintekben a
csoportok kozott a mitétet megeldzOen nincs kiilonbség. Az iszkémia-reperfuziot
kovetden a normal tapon tartott csoportnal nem volt szignifikans kiillonbség a karbamid
koncentracidban (/0. dbra). Mind a négy csoportban a miitéti beavatkozast emelkedett
szérumkreatinin-koncentracio kisérte (11. dbra). Az iszkémia-reperfiziot kovetden
mind a normal, mind a koleszterindis tapon tartott allatokban jelentésen emelkedett a
szérumgliikdz- és inzulin-szint. Amennyiben az iszkémiat kovetden posztkondicionalast
alkalmaztunk, mindkét csoportnal az inzulin koncentracioban tovabbi fokozddas volt

megfigyelhet6 (/2. dbra).
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B et elote

Szérumkreatinin-szint (umol/l) I [ Reperfuzio végén
120

- * *

100 | T

80 -

——

60 -

40 -

: I =N
0_ T T 1

I/a. I/b. I1/ a. I/ b.

11. abra: Kreatinin koncentracio szérumban. A szérumkreatinin-szint mind a négy
csoportban a miitétet kovetden szignifikansan nagyobb, mint a miitét el6tt (*= p< 0,05
vs Mitét elott).

Szerumgliikoz-szint (mmol/T) Széruminzulin-szint (ng/ml)

*

]] il
el

I/a. b 11/ a. 11/ b. I/ a. b 1/ a. 1/ b.
E/IR E/PK HK/IR HK/PK E/IR E/PK HK/IR HK/PK

L
*

12. abra: Gliikéz és inzulin koncentracié szérumban. A miitéti beavatkozas minden
csoportban szignifikansan emelte a vércukorszintet és a széruminzulin-koncentraciot,
mig a posztkondicionalt csoportban nagyobb mértékii inzulinemelkedést mutat (*= p<
0,05 vs Miitét elott).

A vesén végzett iszkémia-reperfuzio hatasa egészséges és hiperkoleszterinémias

allatok szabadgyok-termelésére és peroxid koncentracidjara

A 13. abra a teljes vér sejtes elemeinek kiils6 stimulussal, forbol-12-mirisztat-
13-acetattal (PMA) indukalt szabadgyok-termeld képességét dbrazolja. Mivel a sejtes
elemek koziil a leukocitdk termelik szinte a teljes mennyiséget, igy ez a paraméter a

fehérvérsejtek aktivitasat mutatja meg. A normal tapon tartott csoportban a reperfuzio
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végére nott a szabadgyok-termelés, melyet a posztkondiciondlas szignifikdnsan
csokkentett. A koleszterindus tapot kapott csoportndl az iszkémia-reperfuzié nem jart
fokozott szabadgyok-termelddéssel. A mitét elétt a szérumperoxid-koncentracid
minden csoportnal kozel azonos volt. A normal tédpon tartott allatokban a miitéti
beavatkozas jelentdsen emelte a total peroxid koncentraciot, ezt a posztkondicionalas
szignifikansan csokkentette, mig a hiperkoleszterinémids csoportnal valtozds nem
tortént (14. abra).
- - Miitét elott

PMA indukilta szabadgyik-termelés (Arb Unit) - I:I Reperfuzio végén
70

*

60 T

I

17 a. I/b. 11/ a. 11/ b.
E/IR E/PK HK/IR HK/PK

13. abra: Forbol-12-mirisztat-13-acetattal (PMA) indukalt szabadgyok-termelés
teljes vérben. A normal tipon tartott csoportban a reperfuzidé végére nott a
szabadgyok-termelés, melyet a posztkondicionalas szignifikansan csokkentett (* = p<
0,05 vs. Miitét elott, # = p< 0,05 vs I/a. Reperfuzid végén).
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14. abra: Totalperoxid-koncentracio a szérumban. A normal tapon tartott
allatokban a miitéti beavatkozas jelentésen emelte a totalperoxid-koncentraciot, ezt a
posztkondicionalas szignifikansan csokkentette (* = p< 0,05 vs Mitét elétt, # = p< 0,05
vs I/a. Reperfuzio végén).

A vesén végzett iszkémia-reperfuzio hatasa egészséges és hiperkoleszterinémias

allatok szérum TNF-a koncentracidjara

- - Miitét elott

Szérum-TNF-o-koncentricio (pg/ml) - I:I Reperfizié végén
25
20 4
15
®
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E]
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15. abra: TNF-a koncentracié szérumban. A miitéti beavatkozés jelentdsen emelte a
TNF-o koncentraciét a normal tdpon tartott allatoknal, a posztkondicionalas ezt
szignifikansan csokkentette (*= p< 0,05 vs I/a. Reperfuzi6 végén).



A 15. dbra a sejtaktivacio jellemzésére a szérum-TNF-o mennyiségét abrazolja. A
normal/kontroll csoportban a miitéti beavatkozast jelentds szérum-TNF-a-koncentracio-
emelkedés kisérte, ezt a posztkondicionalas szignifikans mértékben csokkentette. A
koleszterindus tapon tartott allatoknal nem emelkedett szignifikans mértékben a TNF-a
koncentraci6 a mitét hatdsara, a posztkondicionalt csoportban a reperfuzido végén

szignifikdnsan kisebb TNF-a koncentraciot mértiink az I/a. csoporthoz képest.

3.3.2. Morfologiai vizsgalatok eredményei

A vesében a papilla teriiletén, a proximalis tubulusndl lattunk morfoldgiai
eltéréseket. Sejtes besziirédést, fibrotikus elvaltozast elszortan észleltiink. A

hyalincylinder megjelenése feltlind volt a vese minden részében.

Fénymikroszkopos vizsgalat

A HE ¢és PAS metszeteken nem taldltunk szignifikéans kiilonbséget csoportjaink
kozott. A proximalis tubulus értékelésénel Jablonski 0-1-2 fazisokat lattunk, teljesen
random moédon (16. dbra). A PAS-pozitiv hyalincylinder mennyiségét a csatornak
lumenében leszdmolva nem lattunk csoportjaink ¢és a lokalizdcid tekintetében
kiilonbséget (17. dabra). A papilla teriiletén megtartott volt a tubulusham (18. dbra). A
kéregéallomany intersticiumaban koéros elvaltozast egyik csoportban sem észleltiink.
Feltételezziik, hogy a fazis, amikor eltdvolitottuk a vesét, az iszkémia-reperfiziod

id6tartam rovidsége miatt egy korai, egyéb fénymikroszkopos eltérésekkel jaro fazis.

16. abra: A vese corticomedullaris teriilete. A: HE metszet, 200x nagyitas. B: PAS
reakcid, 200x nagyitas.
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17. abra: Hyalincylinder a vese corticomedullaris teriiletében. A: HE metszet, 200x
nagyitas. B: PAS reakcid, 200x nagyitas.

18. abra: A vesepapilla teriilete. HE metszet. A: 200X nagyitas. B: 600X nagyitas.

Immunhisztokémiai vizsgalat

A papilla  és a  corticomedullaris  teriileten  fénymikroszkdpos
immunhisztokémiaval jelentds mértékii TNF-a pozitivitast lattunk a tubulusok
hamjanak citoplazmdjaban (19-20. dbra). Az arterioldk faldban kiterjedt TNF-a

pozitivitast észleltiink az IR karosodast szenvedett csoportjainknal (21. dbra).
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19. abra: TNF-o kimutatasa a vese corticomedullaris teriiletében. A: Intakt normal
(iszkémia-reperfiiziot nem szenvedett) csoportban TNF-a pozitivitds nincs. 200x
nagyitas. B: Iszkémia-reperfiizio hatdsara a tubulusok hamjaban jelentds mértékii TNF-
a pozitivitas figyelheté meg. Barna szin jelzi a pozitivitast, 200x nagyitas.

20. abra: A TNF-o kimutatisa a vese papilla teriilletében. A: Intakt normal
(iszkémia-reperfiiziot nem szenvedett) vesében a papilla teriiletén a gyiijtécsatorna
hamjaban nincs TNF-a pozitivitas, 200x nagyitas. B: Hiperkoleszterinémias csoport,
jelentds mértékli pozitivitds. 200x nagyitds. C: Intakt normal vese, nincs TNF-a
pozitivitds a gylijtécsatorna hamjaban, 600x nagyitds. D: Iszkémia-reperfuzid hatisara
kifejezett TNF-o pozitivitds. A nyil jelzi a TNF-o akkumulaciojat (barna szin) a
citoplazméban. Barna szin jelzi a pozitivitast, 600x nagyitas.
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21. abra: A TNF-a kimutatiasa a vese corticomedullaris teriiletében, kozépen az
arteria arcuata. A: Az arteria arcuata falaban nincs TNF-a pozitivitas, 400x nagyitas.
B: Iszkémia-reperfiizio hatdsara az arteria arcuata falaban massziv TNF-a pozitivitas.
Barna szin jelzi a pozitivitast, 400x nagyitas.

A papilla hamjaban lathatd TNF-a mennyiségét szamszerisitettiik és statisztikailag
értékeltiik (22. abra). A normal tapot kapd csoportjaink koziil a posztkondicionalt
csoportban szignifikansan kisebb értéket detektaltunk, mint az IR csoportban. A normal
csoporthoz képest a hiperkoleszterinémids csoportban a papilla hamteriiletén nagyobb
pozitivitast kaptunk. A koleszterindus tappal etetett csoportjainknal szignifikansan
magasabb értéket detektaltunk mindkét mutéti eljarasban, mint a normal tapot kapd
csoportjainknal.

o TNF-a,
60

40

30

20 -

|I/ a. al/ b. @I/ a. aIl/ b.
E/IR E/PK HK/IR HK/PK

22. abra: A TNF-o mennyisége a papilla teriiletén. 1/a: Normal tap, IR, I/b: Normal
tap, Posztkondicionalas, ll/a: Hiperkoleszterinémia, IR, Il/b: Hiperkoleszterinémia,
Posztkondicionalas (* = p< 0,05 vs IR; # = p< 0,05 vs I. csoport).
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3.4. Megbeszélés

A posztkondicionalast Vinten-Johansen és munkatarsai irtak le els6ként, mint a
szervezet egyik leghatasosabb védelmi reakciojat. Kisérletes koriilmények kozott
igazoltak, hogy az iszkémiat kovetd reperfizid soran rovid idejii (10-20 ) iszkémias-
reperfuzios ciklusok hatdsara lényegesen mérséklodik a sejt- és szovetkarosodas. A
kisérletek eredményei alapjan a modszert klinikai koriilmények kozott is alkalmazzak

7 . . 1 . . .y _
k'9% érsebészet™). Ez az igéretes endogén adapticid az egészséges

(szivmiitéte
szervezetben kivaloan miikodik®, azonban metabolikusan beteg egyéneknél a védelem
nem, vagy csak részben valthato ki.

Kisérleteinkben ezért tiiztiik ki célul a hiperkoleszterinémias allapot létrehozasat,
feltéve azt a kérdést, hogy vajon anyagcsere-rendellenességekben is jelent-e védelmet a
reperfuzids  kéarosodasokkal  szemben az  iszkémias  posztkondicionalas.
Kérdésfelvetésiink aktualitasat mutatja, hogy vesemiitéteknél hosszabb iszkémia soran,
nem az akut rejekcid okozza a legnagyobb problémat, hanem az iszkémia-reperfizids

, , 4
kérosodas®>®,

Gyakran jar egyiitt az ateroszklerdzis, hiperkoleszterinémia ¢és
lipidtarolasi betegség vesebetegségekkel, €s ezek a korai fazisban fokozhatjak a
vesekarosodast®®. A hiperkoleszterinémia novelheti a vesében az oxidativ stressz
mértékét, endotél karosodasokat, gyulladast, fibrozist és szoveti karosodast okozhat®.

Erdekesség, hogy az Osszes ut aktivalasa és a TNF-o indukalisa is az
endoplazmas retikulumba (ER) torténé koleszterin  aramlasat igényli. A
hiperkoleszterinémia medialta ER-stressz az NFkB és a MAPK gyulladasos szignal
utvonalak aktivacidjahoz vezet. A TNF-a 3 utvonalat indukal: az apoptotikus sejthalalt;
a MAPK utvonal aktivalasat; és NFkB-utvonalat®.

Célunk volt, hogy a citokin expressziot és az apoptozist vizsgaljuk a karosodott

szovetekben a revaszkularizaciot kovetéen (TNF-a-szint a szérumban és a vesében).

Tanulmanyoztuk az iszkémias posztkondicionalds protektiv hatdsait egészséges
patkanyokban az iszkémias-reperfizios karosodasok  kapcsan. Magas
koleszterintartalmii  tappal, = him  patkdnyokban  hiperkoleszterinémiat  ¢és
hipertrigliceridémiat alakitottunk ki. Az 4altalunk létrehozott allatmodell alkalmas volt
arra, hogy indukalt endogén védelem létrejottét anyagcesere-eltérésekben is
megvizsgaljuk. Az iszkémia-reperfuzios karosodas mértékét a leukocitdk és az endotél
altal termelt TNF-a-szintekkel jellemeztiik. Az iszkémia-reperfuzés karosodas egyik f6

sszetevéje az oxidativ stressz®®, masik a steril gyulladas. Kisérleteinkben az oxidativ
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karosodas kimutatasara szérumperoxid-szintet, illetve a teljes vérbdl az oxigén szabad
gyokok (szuperoxid anion) koncentraciojat hataroztuk meg®. A sejtaktivacio
jellemzésére az aktivalt sejtekben (leukocita, monocita, makrofidg) termel6dd és a
szérumba kikeriil6 TNF-o mennyiségét mértiik.

Kisérleteink eredményei szerint egészséges, normal tapon tartott allatokon a
posztkondicionalas szignifikdnsan csokkentette az oxigén szabad gyokok mennyiségét
¢s a peroxid koncentraciot, valamint a szérum-TNF-a-szintet. A hiperkoleszterinémias
patkanyoknal fellépd IR karosodasok mértéke alacsonyabb volt a normal étrendi
patkanyokhoz képest, de a tovabbiakban nem befolyasolta azokat a posztkondicionalés.

Ennek magyarazatdra az a feltevésiink, hogy az altalunk eldidézett allapot, a
hiperkoleszterinémia 6nmagaban is képes volt indukalni az endogén védelmet, melynek

kovetkeztében csokkent a reperfiizidnal az oxidativ stressz sulyossaga.

A szérumban mért karbamid, kreatinin, gliikoz és inzulin szintekben a csoportok
kozott a mitétet megel6zéen nincs kiilonbség. A mitéti beavatkozas mindkeét
csoportban jelentdsen emelte a vércukor és inzulin szintet, mely a posztkondicionalt
csoportban még tovabb fokozodott. Az irodalmi adatok szerint ez feltehetden a
posztkondicionalas védelmi mechanizmusaban szerepet jétszikgo.

A vesefunkcié megitélésének elterjedten hasznalt markere a szérumkreatinin-
koncentracid. Mivel a kreatinin szinte csak glomerularis filtracioval tiriil a szervezetb6l
(minimalis mértékben szekretalodik még a tubulusokban) és a vesetubulusokban nem
reabszorbealodik, szintje aranyos a felszabadulasanak mértékével és a vese exkrécios
mitk6désével. Az allatok szérumkreatinin-koncentracidoja mindkét operalt csoportban
szignifikdnsan magasabb volt a mitét elotti értékhez képest. A posztkondicionalt
csoportban nem volt szignifikansan kisebb a kreatininszint-emelkedés, mint az IR-
kontroll csoportban. A  szérumkarbamid-szintben nem talaltunk szignifikans
kiilonbséget. A koleszterindis tapot kapott allatoknal a karbamid szint a miitét hatasara
nem valtozik. Tehat a posztkondicionalas nem csokkentette a szérumkarbamid-szintet, a
kreatinin szint alapjan ugyanolyan mértékii veseelégtelenség jott 1étre minden
csoportban, tehat a rovidtavh klinikai kimenetelt nem befolyasolta. Megallapithatjuk,
hogy szerencsés lett volna egy almiitott kontroll csoport hasznalata is, hogy ezekben az
allatokban milyen mértékii elvaltozasok torténnek a miitét hatasara.

A HE, PAS metszeteken nem taldltunk kiilonbséget csoportjaink kozott,
elképzelhetd, hogy hosszabb iszkémids és reperfiizids periddus utan mar lathato lenne

elvaltozas. A vesénél az iszkémia-reperfuzidos kéarosodas jeleit immunhisztokémiai
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modszerekkel analizaltuk. Féleg a reperfuziot kovetd gyulladasi kaszkad f6 faktorara, a

TNF-a vizsgalatara helyeztiik a hangsulyt.

Az iszkémia-reperfizid sordn a komplex gyulladasos kaszkad aktivalodik,
melynek  indukalasiban és  fenntartdsiban  fontos szerepet jatszanak a
proinflammatorikus citokinek. Lokalis gyulladast el6segité hatasuk fokozottan
érvényesiil az iszkémia-reperfzié soran megjelend mikrocirkulacios zavar hatasara. A
csokkent véraramlas miatt nem csak a védo faktorok, hanem a citokinek kimosodasa is
csokken a szovetbdl, igy nagy koncentraciot érnek el a karosodott szovetben. A TNF-a
az egyik legfontosabb proinflammatorikus citokin az IR karosodas patogenezisében. A
TNF-a 25 kDa molekulatomegli 2-es tipust sejtmembran fehérjeként szintetizalodik,
amibodl proteolitikusan hasad le a 17 kDa méretli szekretalt forma, amely stabil
homotrimereket alkot. A TNF-a elsésorban aktivalt makrofagokbodl, endotél sejtekbdl és
a vesében parenchyma sejtekbdl szarmazik. A TNF-a-t el6szor tumorsejteket 016 és
altalanos leromlast (kahexiat) okozo hatasa alapjan irtak le (ez utobbi miatt ,.kahektin-
nek is nevezték). A TNF-a nagyon erds kemotaktikus hatdssal rendelkezik, és fokozza a
szabadgyok-termelést. Halalligand citokinnek is nevezik, mely specifikus receptoraihoz
kapcsolddva elinditja az arra érzékeny sejtek apoptozis programjat. Ilyenkor instruktiv
apoptozisrol beszéliink. A TNF két ismert receptora TNFR I és a TNFR II. A
halalreceptorok intracitoplazmatikus résziikon halaldomént tartalmaznak a jelatvitel
elinditasdhoz. Az apoptdzis programjat a stimulust jelentd ligand és receptoranak
kapcsolata inditja el. Erdekes megfigyelés volt, hogy a halalreceptorok altal elinditott
szignaltranszdukciés mechanizmusok a sejt tulélését is kozvetithetik, az IR
karosodasokat csokkenthetik. Kardiologiai kisérletekben leirtak kardioprotektiv hatasat

992 TNF-a receptor-asszocialt faktor képes

iszkémia-reperfizidos karosodas esetén
aktivalni az NFKB transzkripcios faktort, mely szdmos gén promoteréhez képes
kapcsolodni és antiapoptotikus lehetdségnek tekinthetd %,

A TNF-a egyrészt direkt veseparenchyma karosodast idéz eld, masrészt erds
kemotaktikus hatdssal rendelkezik. Az aktivalt neutrofilek altal termelt szabad gyokok a
glomerulusok barrier funkcidjat megszakitva megndvekedett albumin ateresztéshez
vezetnek®. Ezen kiviil csokken a glomerularis vérataramlas és filtracios rata, a TNF-a
stimuldlja a mezangialis sejteket, kiilonb6zé vazokonstriktor (trombocita aktivacios

faktor, endothelin-1, prosztaglandinok) ¢és vazodilataitor (adenozin, NO,

prosztaglandinok) faktorok termelésére.
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Eredményeink szerint a TNF-o mindkét csoportban a vese kéreg- ¢és
vel6allomanydban egyarant kimutathatd volt, a legjellegzetesebb eltéréseket a
papillaban tapasztaltuk. A papilla hédmjaban lathat6 TNF-o mennyiségét
szamszerusitettiik ¢€s statisztikailag értékeltiik. A posztkondicionalt csoportban
szignifikansan kisebb értéket detektaltunk, mint az IR csoportban. A koleszterinnel
etetett allatoknal a posztkondicionalas nem valtoztatta meg a TNF-o mennyiségét.
Ennek alapjan megallapithattuk, hogy az iszkémias posztkondiciondlads egészséges
allatokon csokkentette a TNF-a pozitivitast- tehat az akut gyulladdsos reakciot - mig a
hiperkoleszterinémids allatokban ez nem jott 1étre.

Kiilonosen fontosnak tartjuk azt a megfigyelésiinket, hogy a hiperkoleszterinémia
onmagaban képes fokozni a TNF-a termelddést a vese tubulus hengerham sejtjeiben és
az erek simaizmaban.

Wilson és munkatarsai kimutattak: az NFkB és a TNF-a nagy mennyiségben
expresszalodik®™ hiperkoleszterinémiaban a vesében és fokozza a renalis gyulladas
mértékét. A neutrofil limfocitdk és makrofagok infiltracidja a kiilonbozé citokinek
termelése altal fokozhatja a szoveti karosodast. Korabbi tanulmanyok mar kimutattak,
hogy a makrofagok és neutrofilek altal termelt proinflammatorikus citokinek
koncentraciéja (TNF-a, 1L-6), emelkedett az iszkémids vesében és pathofiziologiai

szerepe lehet az IR sériiléseket kovetben®®.

Vizsgalatainkb6l  levonhaté  kovetkeztetésként  kimondhatjuk, hogy a
posztkondicionalas csokkentheti az egészséges szervekben a TNF-a-szintet, azonban a
hiperkoleszterinémias szervek esetében ez a hatas nem alakul ki. Feltételezziik, hogy az
NFkB- és a MAPK-utvonalakat a hiperkoleszterinémia mar a TNF-a receptor asszocialt
Gtvonal el6tt indukélni képes. 1gy a korai vélasz altal lehetséges, hogy az iszkémia nem
tud olyan szignifikans gyulladasos valaszt kivaltani. Feltételezziik, hogy a
hiperkoleszterinémia egy adott szintig befolyasolhatja az endogén védelmet. Hasonlo
eredményt kaptak Réth és munkatéarsai® a szabad gyokoket lekdtd antioxidans kezelés
kapcsan, melynek soran kideriilt, hogy az endogén antioxidans védelem aktivaldsdhoz
sziikséges bizonyos mennyiségli szabad gyok jelenléte. A hiperkoleszterinémia mar
onmagaban is képes indukalni az endogén védelmet, feltételezhetéen egy a ROS-hoz
kapcsolodo utvonal segitségével. Ez az utvonal akar jelentdsebb szereppel birhat a
szérumban, mint magaban a veseszovetben. Igy megmagyardzhaté az eltérés a
szérumban ¢és a szovetben mért TNF-a-szintek kozott. Ezen feltevésiink bizonyitasara

még tovabbi kutatasokra van sziikség.
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4. AZ ISZKEMIAS POSZTKONDICIONALAS HATASANAK
VIZSGALATA VESE ISZKEMIA-REPERFUZIOT KOVETOEN 2-
ES TIPUSU DIABETESZ MELLITUSZBAN

4.1. Bevezetés

A 2-es tipusi diabétesz mellitusz (T2DM) multifaktorialis, poligenetikus
betegség, melyet az inzulinszekrécio elégtelensége, relativ inzulinhidny és
inzulinrezisztencia jellemez. Ennek hatterében elsdsorban az elhizas®®, a népesség

% az urbanizacid, a nyugati ¢letstilus: a tulzott zsir'®

eloregedése’ , energiadus
taplalkozas és a mozgasszegény életmod'® terjedése huzodik. A genetikai hajlam a
patogenezisben nem elhanyagolhatatlan'®, ezt mutatja a betegség csaladi halmozodasa,
¢s gyakrabban fordul el¢ szinesborii populacidkban. Szamos gyodgyszer (példaul

K, a novekedési hormon'®) indukalhat csokkent inzulin

kortikoszteroido
érzékenységet. Bar az inzulinrezisztencia és a T2DM pontos patogenezise még nem
ismert, az utdbbi évek kutatdsai hozzdjarultak a hattérben huz6dé molekularis
mechanizmusok mélyebb megismeréséhez. A zsirszovet is fontos reguldtora az inzulin
hatasanak, mivel szabad zsirsavakat termel, melyek az inzulin receptor szubsztrat (IRS)-
proteinek szerin-foszforilacidjanak elésegitése révén gatoljak az inzulin jelatvitelét.
Ezen kiviill a zsirszovet endokrin szervként is funkcional, adipokineket szekretdl: az

inzulin-antagonista hatasa TNF-a-t'%, rezisztint'*®

107 108

, illetve az inzulin szenzitivitast

noveld adiponektint™" és leptint . Inzulinrezisztencia esetén az inzulin célszervein
(vazizom, sziv, zsirszovet, hasnyalmirigy, maj) nem képes a fiziologias hatasat kifejteni,
a pankreasz P-sejtjei fokozott inzulintermeléssel valaszolnak. A tartésan magas
inzulinszint csokkenti az inzulin-fuggd glikéz transzporter, GLUT4 gén
transzkripciojat, illetve roviditi a GLUT4 mRNS f€léletidejét az inzulin-dependens

sejtekben'®®

, tovabb rontva az inzulin iranti érzékenységet. Ez végiil a hasnyalmirigy
fokozatos kimeriiléséhez, un. emelkedett éhgyomri gliikoz szinthez (impaired fasting
glucose, IFG) vagy csokkent gliikdz-toleranciahoz (impaired glucose tolerance, IGT),
majd manifeszt diabétesz kialakuldsdhoz vezet. A T2DM ¢és az azt megeldzd allapotok
diagnozisat oralis gliikoz tolerancia teszt (OGTT) elvégzésével allithatjuk fel''®. Ha az
¢hgyomri vércukorérték 5,6 és 6,9 mmol/l kozotti, akkor emelkedett éhgyomri gliikoz
szintrél (IFG) beszélink. Ha a vizsgalat 2. orajaban a kapott érték 7,8-11,0 mmol/I

kozotti, akkor karosodott gliikdz toleranciat (IGT) allapithatunk meg. 2-es tipust
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diabétesz mellituszrol (T2DM) beszéliink, ha a random (nem éhgyomri) vércukor > 11,1
mmol/l, ha az éhgyomri vércukorérték > 7 mmol/l, vagy ha az oralis gliikdz tolerancia

teszt soran a 2 6ras érték a 11,1 mmol/l-t meghaladja.

Az iszkémias posztkondicionalast kutaté munkacsoportok korében fontos téma az
iddintervallum, melyben a posztkondicionalast alkalmazzuk, és annak jelentdsége a
protektiv hatds szempontjabol. Eddig széleskorii vizsgélatok iranyultak az infarktusos
terliletek csokkentésére miokardiumban. Kin, Zhao és Vinten-Johansen allapitottak
meg', hogy a reperfuzié elsé fazisa a legkritikusabb. Kisérletiikkben a bal arteria
coronaria eliils6 leszallo dgaban fél oras okkluziot alkalmaztak patkanymodellben. Ezt
3-6 ciklus 10 masodperces reperfuzids-iszkémias posztkondicionalas, és harom oras
reperfuzio kovette igy csokkentve az infarktus méretét. Viszont, ha a posztkondicionalas
a reperfizid megindulasa utan egy perccel késobb kezdddik, az infarktust csokkentd

hatasa elvész, és megnovekedett szabadgyok-szint mérhetd.

4.2. Célkituzések

Munkank masodik részében célkitlizésiink: 2-es tipust diabétesz mellituszban
(T2DM) vesehilus-okklaziot kovetéen iszkémias posztkondicionalas alkalmazasa; és a
kialakuldo oxidativ stressz és gyulladdsos valaszreakciok mértékének vizsgalata.
Kérdésiink, hogy normal és T2DM patkanyokban az oralis gliikoz tolerancia teszt soran
milyen mértékben valtozik a szérumgliikdz-, inzulin- és TNF-a-szint.

Célunk az iszkémias posztkondicionalas hatasanak vizsgalata vesében 90 perc
iszkémiat és 240 perc reperfuziot kovetden; az iszkémias posztkondicionalt csoportban
a reperfuzio kezdeti fazisaban 4 ciklus 15 masodperces reperfuziot és 15 masodperces
reokkliziot alkalmaztunk. Ezt kovetéen vérben, szérumban és tavoli szervben (a
majban) a kialakulé oxidativ stressz és gyulladadsos valaszreakciok vizsgalata. Az
oxidativ stressz mértékét a szérumperoxid-szint mérésével kivantuk jellemezni. A
reperfuzié indukalta gyulladdsos valaszreakciot a TNF-o meghatidrozasaval, és a
fehérvérsejtek indukalt szabadgydk-termelésével. Tovabba mértilk az antioxidans
enzimek (SOD, GSH) mennyiségét, aktivitasat, és a lipidperoxidacié indirekt

markereként ismert malondialdehid koncentracidjat majszovetben.
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4.3. Anyag és modszerek

4.3.1. A Kkisérleti modellek, vizsgalati modszerek

A Kisérleti allatok

Kisérletiinkh6z 32 darab ivarérett, him, 3 honapos Wistar patkanyt hasznaltunk
(332 g, = 11,31g). Az allatokat egyesével, kiilon ketrecekbe helyeztiik el, melyeket
egyedi azonositd szammal lattunk el. Ivoviz €s taplalék az egyes vizsgalatok kozotti
idészakokban szabadon allt rendelkezésiikre. Vizsgalatainkat az allatok védelmérol és
kiméletérol szolo 2009. évi CXLV torvény és az allatkisérletek végzésérdl szolo
kormanyrendelet eldirasainak megfeleld hatosagi engedély (BA02/2000-25/2006)

birtokaban végeztiik.

A diéta kialakitasa

A patkanyokat két csoportra osztottuk. Az egyik csoportot normal patkanytappal,
a masikat egy zsirdus, altalunk készitett tappal etettik™?. A szaraz laboratériumi
patkdnytapot Orlemény formajaban szereztikk be. Ehhez koleszterint, epesavat ¢és
napraforgoolajat kevertiink, ugy hogy a tap 2% koleszterin, 0,5% koélsav és 20%

napraforgoolaj tartalmi legyen113

. (A tap semmiféle allati eredetli komponenst nem
tartalmazott.) Desztillalt viz segitségével formazhatova téve olyan alaktra gyartuk, mint

amit a normal tapon tartott csoportunk fogyasztott, majd két nap alatt kiszaritottuk.

A tapfogyasztas és testtomegvaltozas kovetése

Az allatok tapfogyasztasat és testtomegét hetente kétszer digitalis mérleggel,

grammos pontossaggal mértiik.

A Kkisérleti csoportok, a mintavételi protokoll

A kisérlet 5. és 12. hetét kovetden kezdtik meg a miitéteket. A narkozist
intraperitonealisan bolusban adott ketamin (Calypsol, Richter G. Rt. Magyarorszag) és
diazepam (Seduxen, Richter G. Rt., Magyarorszag) 1:1 aranyl keverékével végeztiik
(0,2 ml / 100 tsg). Laparotomiat kovetben mobilizaltuk a mezenterialis gyokot,
meggydzddtiink a vesék kb. azonos nagysagardl, illetve azonositottuk az ellatod ereket,
majd mindkét vesét atraumatikus mikroklippel 90 percre a keringésbdl kirekesztettiik.
Mindkét csoportot tovabbi alcsoportokra osztottuk (n=4): az egyik alcsoportnal
iszkémiat kovetéen 4 oras reperfuziot [IR], a masik alcsoportnal pedig az iszkémiat
kdvetden a reperfuzié megkezdése eldtt 2 perc posztkondicionalast (15 s reperfuzio / 15
s reokkltizi6 4 ciklusban) alkalmaztunk [PK] (23. dbra). A kétoras reperfuziot kovetden
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vért €s szOvetmintakat vettiink. Az allatokat exsanguinaltuk, vért és szérumot
hasznaltunk a kovetkezOkben részletezésre keriilé paraméterek mérésére. Szovettani
vizsgalatra a majat (V. lebeny) a feldolgozasig -70 °C-on folyékony nitrogénben

taroltuk.

32 db him Wistar patkany

7N

I. CSOPORT II. CSOPORT
Egészséges (E) 2-es tipusu diabétesz mellitusz (T2DM)

T IR 90 perc iszkémial 240 perc Reperfizio ] 90 perc iszkémia 240 perc Reperfizio ‘
b. TR+PK 90 pere iszl\émiul I I I 240 perc Reperfazio } |l), IR+PE'I 90 pere i,ul\i-min. I I I

Ry Ry Ry Ry R Ry R Ry
8x15s 8x15s

240 perc Reperfizio |

23. abra: Kisérlet sematikus abrazolasa a kisérleti csoportok feltiintetésével a 5. és
a 12. héten (n=4).

I/ a: Normal tap, 90 perc iszkémiat 240 perces reperfuzid kovette.

I/ b: Normal tap, 90 perc iszkémia utan (15 s felengedés/15 s reokkluzi6 4 ciklusban)
posztkondicionalast alkalmaztunk a 240 perces reperfuzié elott.

11/ a: Zsirdus tap, 90 perc iszkémiat 240 perces reperfizio kovette.

11/ b: Zsirduas tap, 90 perc iszkémia utan (15 s felengedés/15 s reokklazid 4 ciklusban)
posztkondicionalast alkalmaztunk a 240 perces reperfuzié elott.

4.3.2. Laboratoriumi vizsgalatok

Gliik6z meghatarozas

A mar ismertetett modszer szerint végeztiik a vizsgalatokat (21. oldal).

Osszkoleszterin, triglicerid meghatarozas
A szérumkoleszterin- ¢és triglicerid-szintjét a korabban leirtak szerint standard

fotometrias modszerrel mértiik (21. oldal).

Oralis gliikoz tolerancia teszt (OGTT)

A vizsgalatot emberben ¢éhgyomorra, 12 6ra ¢hezés utan kell elvégezni (az €¢hezés
sordn viz fogyasztdsa megengedett). Az ¢éhomi vércukorszint mérése utan a gliikoz
bevitele rendszerint ordlisan torténik. A maximalis vércukor érték normalisan 4ltaldban
az elsd oOra végére alakul ki, a 2 6rds érték mar a gorbe leszallo szakaszan helyezkedik
el, 2-2,5 oran beliil pedig visszatér a kiinduld szintre. Ezt kovetden még mérsékelt,
rendszerint tiinetmentes posztalimentaris hipoglikémia is kialakulhat, ami azonban a 4.

ora végére rendezddik. Ha az inzulinszekrécid mértéke vagy dinamikdja nem kielégito,
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a lefutds modosul: a csticsérték késobb alakul ki, tovabb tart a hiperglikémia. Ezt
nevezik diabetoid lefutdsnak, mert jellemzOen inzulinrezisztens, prediabéteszes-
diabéteszes egyéneken fordul eld. Regisztralhatjuk a gliikkoz altal kivaltott inzulinszint-
valtozasokat is a [-sejtek valaszkészségének vizsgalatara. Fizioldgids esetben a
szérumban mért inzulin szint egy hirtelen kialakuld kiugrds és visszaesés utan
fokozatos, elnyujtottabb névekedést mutat. A kezdeti gyors valaszreakcio a B-sejtekben
tarolt inzulin felszabadulasanak, mig a késobbi, fokozatos emelkedés az inzulintermelés
fokozddasanak tulajdonithatd. Inzulinrezisztencia esetén a nyugalmi inzulin
koncentracid6 megemelkedett, viszont tarolt inzulin hianydban a korai gyors
valaszreakci elmarad™*,

A koleszterinetetés szénhidrat anyagcserére gyakorolt hatasanak jellemzésére a
diéta beallitasat kovetd 5. és 12. héten cukorterhelést végeztiink. Az allatokat a kisérlet
elotti nap délutanjatol éheztettiik (15 oOra tdpmegvonds). A kisérlet napjan
meghataroztuk az ¢hgyomri vércukorszintet. Majd oralisan gyomorszondan keresztiil 1
g/kg gliikdzt adtunk és az ezt kovetd 5., 15., 30., 60. és 120. percben meghataroztuk a
vércukorszintet. Az inzulin és TNF-a koncentraciojat a tolerancia teszt 0., 30., 60. és

120. percében mértiik meg.

Inzulin meghatarozasa

Inzulin ,,high range” ELISA- kit (ALPCO Diagnostics, Salem, USA) segitségével,
a kitben szereplé utmutatdé alapjan kvantitativan mértiik kisérleti allataink
széruminzulin-szintjét. A kisérlet soran 5 pl standardot, mintat, és kontrollt, majd 65 ul
tormaperoxidaz enzimmel konjugalt ellenanyagot pipettaztunk a lemezre.
Szobahdmérsékleten, horizontdlis mikrolemez rdzo segitségével végzett 2 Oras
inkubacid utan a lemez 6-szor keriilt &tmosasra - minden esetben 300 pl moséoldattal - a
meg nem kotott konjugat eltavolitasa érdekében. Ezutin a lemezre 90 pl TMB
szubsztratot adagoltunk €s ismét szobahdmérsékleten 15 percig inkubaltuk. A reakciot
90 pl STOP oldat hozzaadasaval allitottuk le. Az optikai denzitast mikrolemez olvasé
segitségével mértilk 450 nm hullamhosszon (a referencia hullimhossz 630 nm volt) a

STOP oldat hozzaadasa utani 30 percen beliil. Az eredményeket grafikonon abrazoltuk.

Inzulinrezisztencia meghatarozasa (HOMAR)
A HOMAR index a szervezet inzulinérzékenységének meghatarozasara szolgald
modszer™™ %, A HOMAR indexet az éhgyomri vércukor- és inzulinszintb$l az alabbi

képlet alapjan szamoltuk: HOMARr= [Ehgyomri inzulin (uU/ml) x gliikéz (mmol/l)] /
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b

22,5. Min¢l alacsonyabb ez az érték, az inzulinérzékenység annal jobb™"'. <1 normalis;

>2 inzulinrezisztencia gyanuja; >2,5 inzulinrezisztencia valoszinii; >4,4 T2DM.

Szabadgyok-termelés meghatarozasa teljes vérbol

A mar ismertetett modszer szerint végeztiik a vizsgalatokat (23. oldal).

Citokintermelés

A citokin expresszid meghatdrozasara szérum-TNF-a-koncentraciot mértiink
ELISA kit-tel (R&D Systems, Inc. Minneapolis, USA), kdvetve a gyartd cég utasitasait
(23. oldal).

Matkovics-féle malondialdehid (MDA) meghatarozas majszovetbdl

A malondialdehid a lipidperoxidaci6 leggyakrabban mért biologiai markere, mely
foként a membran tobbszordsen telitetlen zsirsavainak peroxidaciojat jelzi.

Minta elékészitése™®: thiobarbiturat (TBA, Renal) 10%-os perklorsavban (Reanal)
készitett tultelitett oldatdt haromszoros mennyiségli 20 %-os triklorecetsavval (TCA,
Carbo Erbe) elegyitettik. Az igy kapott 1:3 ardnyu elegy 4,5 ml-éhez 0,5 ml
homogenizatum (1 g szovet+ 4 ml 0,9 % fiziologids s6) adunk. A keletkezett mintat
forrasban levé vizflirdében 20 percig inkubaltuk, majd jégben gyorsan hiitottiik és 4000
rpm-en 15 percig centrifugaltuk (Universal 3RF, Hetterich Zentrifugen). A feliiluszot
532 nm-en, a TBA-TCA elegy ellenében fotometraltuk (Milton Roy Spectronic 6001
spektrofotométer). A mintdk koncentracidjat (nmol/ml) standardgorbe alapjan

hataroztuk meg.

Szuperoxid dizmutaz enzim aktivitas mérése majszovetben

A szuperoxid dizmutazok (SOD) a legésibb fémtartalmi endogén antioxidans
enzimek, melyek rezet, cinket, mangant, vasat és nikkelt tartalmazhatnak kofaktorként.
Prokariota és eukaridta szervezetekben egyarant megtalalhatok. A SOD1 (Cu-Zn SOD)
az eukariota szervezetek citoplazmajaban talalhat6, mig a SOD2 (Mn-SOD) a
prokaridta szervezetekre jellemzd, de megtaldlhatd az eukaridta szervezetek
mitokondrialis matrixaban. Méréseinkben az intracellularis SOD-ot (SOD1+SOD2)
hataroztuk meg vordsvértest hemolizdtumban. A mérés alapelve, hogy a szdovetekben,
vérben, plazmaban talalhato SOD enzim gatolja az adrenalin atalakuldsat
adrenochromma (szines, fotometralhatd6 komplex). A gatlas mértékébdl (optimalisan

50%-0s) a benne levé enzim mennyisége kiszamithato'™®. Valojaban azt szamitottuk ki,
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hogy a mintankban levd enzim aktivitasa milyen koncentracioju standard SOD oldat
aktivitdsanak felelt meg.

Minta el6készitése™®: 1 gramm majszovethez 4ml hideg fiziologias sot adunk.
Homogenizalas utdan hiitott gyorscentrifugdban centrifugalunk 20 percig 16000-es
fordulattal (Hettich Zentrifugen Universal 3RF) 4C°-on. A feliiliiszot ledntjiik, és ezt
kiilonboz6 higitdsokbol mérjiik. Az iiledékbodl 100-szoros higitast készittiink fiziologias
sooldattal. Meérés: Hitachi U-2001 tipusi spektrofotométer. Adrenalin standard
(ASTD): 1,6488 mg/ml adrenalin 0,1N sésavban oldva. 0,05 M- os SOD puffer: 3597 g
Na,COs, 1428 g NaHCO3 1000 ml deszt.vizre, 0,037 g EDTA. 100 ul higitott szovet,
melyhez 100 pl-t adunk az ASTD-b6l. A végso térfogat mindig 3 ml. Aktivitasmérés:
Az abszorbanciat 480 nm-en 3 percig folyamatosan mértiik és regisztraltuk. A kontroll
gorbe és a minta jelenlétében kapott gorbe felszallo szarainak meredeksége kozotti

eltérésbol szamitottuk ki a gatlas mértékét.

Redukalt glutation (GSH) meghatarozas majszovetbol

A GSH fontos intracellularis antioxidans tripeptid. Ciszteinjének thiol csoportja az
instabil molekulakat, mint amilyenek a szabad gyokok, egy elektron atadasaval képes
stabilizalni. A reakci6 soran a glutathion maga is reaktivva valik, de masik aktivalt
glutathionnal glutathion diszulfidot alkot, amit a glutathion reduktaz regeneral redukalt
glutathionna.

Minta elékészitése™" 1 gramm méajszovethez 4 ml fiziologias sooldatot adtunk,
majd homogenizaltuk. 1 ml homogenizatumhoz 10%-os triklorecetsavat (TCA, Carbo
Erbe) adtunk. Az elegyet 15 percig 4000-es fordulattal centrifugaltuk. A feliilisz6 2 ml-
¢hez 4 ml 0,4 M-os (pH 8,7) Trisz-(hidroximetil)-amino-metan (TRIS, Reanal) puffert
adtunk. Az igy kapott elegyet 100 pul 5,5-Dithiobisz-2-nitrobenzoesav (DTNB, SERVA)
hozzaadésa utan, 412 nm-en fotometraltuk (Milton Roy Spectronic 6001). A minta GSH

koncentraciojat (nmol/ml) standardgdrbe alapjan hataroztuk meg.

4.3.3. Statisztikai analizis

Az analizishez és az abrazolashoz a Microsoft Office Excel 2007 és az SPSS 17.0
programokat hasznaltuk. Az adatok abrazoldsakor a kozépértéket (4tlag) €és annak
hibajat (= SEM-standard error of mean) tiintettiik fel. Az allatmodell 1étrehozasakor, az
egyes csoportokat Student féle t-probaval hasonlitottuk ossze. A kisérleti eredményeket
egyiranyu varianciaanalizissel (ANOVA) a csoportokon beliil Wilcoxon, a csoportok

kozott Mann-Whitney tesztet alkalmaztuk. A kiilonbséget akkor tekintettiik
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szignifikansnak, ha p érték kisebb volt, mint 0,05. Az abrakon *, # karakterrel jeloltiik a

szignifikansan eltérd értékeket.

4.4. Eredmények

A koleszterinben duas diéta hatasat a testtomegre és a tapfogyasztasra a 24. dbra

mutatja. A két kisérleti periddusban egyik kisérleti csoportnak sem gyarapodott

jelentdsen a testsulya. Mindkét csoport elfogadta a kinalt tapot. Eleinte a koleszterinnel

etetett allatok szignifikansan tobbet fogyasztottak, mint a kontroll csoport, de a 3. hét

kezdetétdl a két csoport tapfogyasztasa nem kiilonbozott (**= p< 0,01 vs Normal tap).

300
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0

Testtome —o—1. Normal tip —e— IL Zsirdus tap
g(g I I

s
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Tapfogyasztas (g)
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24. abra: Kisérleti allataink testtomegének gyarapodasa és tapfogyasztisa az etetés
soran. (Kék jelolés= Normal tapon tartott csoport; piros= Zsirdus tappal etetett csoport)
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Szérumkoleszterin-szint (mmol/T) Szérumtriglicerid-szint (mmol/l) BI. csoport BII. csoport
5,0

ES

4,0

3,0

2,0 -

1,0 -

0,0 -
5 hét 12 hét ido 5 hét 12 hét ido

25. abra: Szérumkoleszterin- és trigliceridszint az 5. és 12. héten normal, és a
zsirdus tapon tartott patkanyokban. (*= p< 0,05 vs Normal tap, # = p< 0,05 vs 5.
hét)

A zsirdls tapon tartott kisérleti allatok szérumkoleszterin- és triglicerid-szintje
szignifikdnsan magasabb volt a normal diétan tartott allatokhoz képest mind az 6todik,

mind a tizenkettedik héten (25. dbra).

Szérumgliikoz-szint (mmol/l) L0 Széruminzulin-szint (ng/ml) WL csoport  @IL csoport
* #
0.8
6
0,6
04
0,2 |
s g 0,0 s g
5. hét 12.hes 146 5. hét 12.hee 109
HOMA®x 5. hét 12. hét
Normal tap 2,51+0,01 1,99+0,02
Koleszterin tip 2,52+0,03 3,2540,02

26. abra: Ehomi szérumgliikoz-, inzulin-szint és a HOMAIr index az 5. és 12. héten
normal, és a zsirdus tapon tartott patkanyokban. (*= p< 0,05 vs Normal tap, # = p<
0,05 vs 5. hét)

A zsirdas téppal etetett csoportban az ¢hgyomri vércukorszint a 12. héten
szignifikdnsan nagyobb volt, mint a normal tidpon tartott csoporté. Az éhgyomri
széruminzulin-Szintben nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget. T2DM csoportban
a 12. héten nagy valOszinliséggel megallapithatd az inzulinrezisztencia
(HOMArR=3,25+0,02), szignifikans kiilonbség (p=0,059) nincs a csoportok kozott (26.

abra).
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4.4.1. Az oralis gliikozterhelés eredményei

Szérumgliikéz-koncentricié Szérumgliikoz-koncentracio =] Normil tip
(mmol/) 5. hét (mmollly 5 0 «@=I1. Zsirdis tip
25 25

20 - E 20 »
s S S

f i \'ﬁzgm *
5 &7 5
0+ 0
0 30 60 920 120 30 60 g9 ldé(perc)

27. abra: Szérumgliikoz-koncentracié 1g/kg p.o. gliikoz adagolasa utan az idé
fiiggvényében 5 és 12 heti zsirdus taplalas utan. (*= p< 0,05 vs 0. perc, #= p< 0,05 vs
Zsirdas tap)

Az 5. héten az éhgyomri vércukor szint a fiziologiasnak megfeleld volt mindkét
csoportnal. A szérumgliikoz-emelkedés a zsirdus tappal etetett csoportban azonnal
jelentkezett, mig a kontroll csoportnal tobb id6 telt el, mig a szérumgliikdz-szint
emelkedése megindult. A vércukor emelkedés maximuma szignifikansan magasabb volt
a zsirdas tapon tartott allatoknal a 30. percben, de 2 6ra mulva mindkét csoport
vércukor szintje normalizalodott, nem kiilonb6zott szignifikdnsan az ¢hgyomri szinttol.
A vizsgalat soran a zsirdas tappal etetett csoportban a 15., 30., 60. percben a
szérumgliik6z-szint magasabb volt, mint 11,1 mmol/l, a 120. percben normalizalédott.

A 12. héten a zsirdus tappal etetett csoport éhgyomri értéke 5,37+0,53 mmol/I
volt. A kontroll csoportban a vizsgalat 2. 6rajaban 9,032+0,337 mmol/l a szérumgliikoz-
szintje, mely karosodott gliikkoz toleranciara utal (IGT). A zsirdis tapon tartott
csoportban az OGTT 60. percében szignifikans kiilonbséget mértiink a kontroll
csoporthoz képest. Az érték nagyobb, mint 11,1 mmol/l, vagyis az eltérés T2DM-nek
felel meg (27. abra).
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Széruminzulin-szint (ng/ml) Széruminzulin-szint (ng/ml) —e—1 Normal tap

# 5. hét 12. hét ——IL Zsirdas tip
1,6 1,6

1,2 / I \I\ 1,2
08 Y 0,8
‘i — ~

. T
0,4 0.4

0,0 T T T 1

0,0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 30 60 90 120
1dé (perc)

28. abra: Széruminzulin-koncentracio az idé fiiggvényében az OGTT 0., 30. 60. és
120. percében 5 és 12 heti zsirdus diéta utan. (#= p< 0,05 vs Zsirdus tap)

A széruminzulin-szintet az OGTT soran a 28. dbra mutatja. Ehgyomri inzulin
szintben szignifikans kiilonbség a két csoport kozott nem volt. A széruminzulin-szint a
kontroll csoportban a gliikoz beadasa utani 30. percben érte el maximalis értékét, mely
szignifikdnsan tobb volt, mint a zsirdus tappal etetett csoportban mért érték. A zsirdus
tappal taplalt csoportban nem tapasztaltunk inzulinkoncentracié névekedést a per os 1
g/kg gliikoz beaddsa utani 120 percben. Méréseink szerint mindkét csoportban
inzulinrezisztencia alakult ki, azzal a kiilonbséggel, hogy mig a zsirdis tappal etetett
csoportnal egyaltalin nem tapasztaltunk az exogén gliikoz 4altal indukalt inzulin
felszabadulast, addig a kontroll csoportban kismértékben indukélhaté volt az

inzulinszekrécio.
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29. abra: Szérum-TNF-a-koncentracié a kisérlet 5. és 12. hetében, valamint az id6
fiiggvényében az OGTT 0., 30. 60. és 120. percében (#= p< 0,05 vs 5. hét Zsirdis
tap, *= p< 0,05 vs 12. hét Normal tap)

A szérum-TNF-o-koncentracioban (29. dbra) az 5. hét soran nem volt
szignifikans kiilonbség csoportjaink kozott. A 12. hét utan a TNF-a koncentracidja
szignifikansan magasabb a zsirdus tappal etetett csoportban a normal csoportéhoz,
valamint az 5. héthez képest. Meglepé mdédon mindkét csoportban az 1g/kg p.o. adott
cukor hatdsara atmenctileg megemelkedett a szérum-TNF-a-szint, maximalis
koncentraciojat a 30. percben mértiik (Szinkronban az inzulinemelkedéssel), majd a 120.

percben visszatért a kiindulasi értékre.
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4.4.2. A miitéti eredmények szérumban és teljes vérben

Szérumgliiko z-szint (mmol/l) , Széruminzulin-szint (ng/ml)
s
10 16 I T
8
6
. ]
2 .l
0 - 1
I/a. I/b. 11/ a. 11/ b. I a. Ub. I/ a. 11/ b.
E/IR E/PK T2DM/IR T2DM/PK E/IR E/PK T2DM/IR T2DM/PK

30. abra: A szérumban mért gliikoz és inzulin koncentracié a miitét elott és a
reperfizo végén az 5. héten. (*= p< 0,05 vs Miitét elott)

A kontroll-IR csoportban minimalisan megemelkedett, mig a posztkondicionalt
allatoknal a miitét elotti szinttel megegyezett a miitét utan mért vércukor szint. A zsirdus
tappal etetett allatokban a posztkondicionalas hatasara szignifikansan emelkedett a
szérumgliikdz-koncentracio. Az inzulinszint mind az IR, mind a posztkondicionalt
allatoknal megemelkedett a mitét hatasadra, de szignifikans kiilonbséget nem
tapasztaltunk (30. abra).

A mitéti beavatkozds emelte a TNF-o-koncentraciét minden csoportnal,
szignifikans ndvekedést egyediil a normal tapon tartott, posztkondicionalt allatoknal
mértiink (31. dbra).

Szérum-TNF-q, (pg/ml) B i et

% - |:| Reperfuzio végén

l |

I'a b I/ a I/ b
E/IR E/PK T2DM/IR T2DM/PK

31. abra: Szérum-TNF-a-koncentriacio miitét elott és a reperfizo végén a 12. héten.
(*=p< 0,05 vs Miitét el6tt)
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B nricée etoee
- |:| Reperfuzio végén

PMA indukalta szabadgyok-termelés (Arh Unit)

I/a. I/b. Il/a. I/ b.
E/TIR E/PK T2DM/IR T2DM/PK

32. abra: PMA indukalta szabadgyok-termelés (Arb Unit) teljes vérben a miitét
elott és a reperfiizé végén a 12. héten.

A PMA indukélta szabadgyok-termelés a normdl tapon tartott csoportban kisebb
volt a T2DM csoporthoz képest. Kisebb, de nem szignifikans értéket mértiink a normal
tapon tartott, posztkondicionalt csoportban az iszkémia-reperfiizids csoporthoz képest.
T2DM-ben novekedett a szabadgyok-produkcid, nem szignifikins mértékben (32.

dbra).
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4.4.3. A miitéti eredmények majszovetben

MDA (nmol/ml) 5. hét MDA (nmol/ml) 12. hét x4
70 70

60 60

50

40

40 -
30 - 30

20 - 20 -

10 10 -

my/a. |y/b. mIl/a. oIl b, ava. au/h. alla. QIlrD.
E/IR E/PK T2DM/IR T2DM/PK E/IR E/PK T2DM/IR T2DM/PK

33. abra: Majszovetben mért malondialdehid (MDA) koncentracié az 5. és a 12.
héten a reperfuzié végét kovetéen. (*= p< 0,05 vs IR (I/a; 11/b), #= p< 0,05 vs Il/b. az
5. héten)

Az 5. héten a posztkondicionalas az I/b. csoportban szignifikansan csokkentette a
membrankarosodast, mert a lipidperoxidaciot jelz6 malondialdehid majban mért szintje
szignifikansan kisebb volt az I/a. csoporthoz képest. A [Il/b. csoportban a
posztkondiciondlast kdvetden nem valtozott az MDA koncentracio az iszkémia-
reperfizios csoporthoz képest (Il/a.). A 12. héten a normal tapon tartott csoportban a
posztkondicionalas csokkentette az MDA koncentraciot. A T2DM, posztkondicionalt
csoportban (I1/b.) szignifikansan tobb MDA-t mértiink, mint az IR csoportban és az 5.
héten (33. abra).

SOD (1U/ml) S.het SOD (IU/ml) 12.hét
2000 2000

1500 1500

w v HH#
1000

1000 +

B/ a. 31/ b. Bl a. OIl/ b. B/ a. ax/b. BIl/ a. OIl/b.
E/IR E/PK T2DM/IR T2DM/PK E/IR E/PK T2DM/IR  T2DM/PK

34. abra: A szuperoxid dizmutaz enzim (SOD) majszovetben mért aktivacidja
reperfuziét kovetéen. (*= p< 0,05 vs l/a., **=p< 0,05 vs I/b.- 5. hét, #= p< 0,05 vs
I/b.- 5. hét, ##=p< 0,05 vs Il/a.- 12. hét)

A szuperoxid dizmutdz enzim aktivacidja az S. héten emelkedett a

posztkondicionalt csoportban. A T2DM posztkondicionalt csoportban kisebb a SOD

54



aktivacioja, mint a normal tappal etetett iszkémia-reperfizids, valamint a
posztkondicionalt csoportban. A 12. héten a posztkondiciondlt csoportban
szignifikansan kisebb a SOD aktivacidja az egészséges allatokban az 5. héthez képest. A
T2DM posztkondicionalt csoportban szignifikansan tobb SOD enzim aktivaciot

mértiink, mint az IR csoportban (34. dbra).

GSH (nmol/ml) 5. hét GSH (nmol/ml) 12. hét
5000 S000

4000 4000

3000

3000

2000 - 2000

LR ®®
1000 - 1000
® ®
0 0 [ R e—
I/a. I/b. I/ a. I/ h. Ia. I/b. 1/ a. 11/ b.
E/IR E/PK  T2DM/IR T2DM/PK E/IR E/PK  T2DM/IR T2DM/PK

35. abra: A redukalt glutathion (GSH) majszovetben mért Kkoncentracioja a
reperfizio utan. (*= p< 0,05 vs I/a.; **=p< 0,05 vs 5. hét)

A redukalt glutathion koncentraciojat a reperfuzio utan a 35. abra mutatja. Az 5.
héten a reperfizié végén a posztkondicionalt csoportban szignifikdnsan kevesebb a
GSH koncentracidja. A koleszterin, epesav €s napraforgoolajban dus tapon tartott
csoportban, tehat T2DM-ben szignifikansan kisebb a GSH koncentraciéja, mint a
normal tappal etetett csoportban. A 12. hét elteltével szignifikdnsan kisebb a normal

tapon tartott csoport GSH koncentracioja.

4.5. Megbeszélés

Ivarérett, him, 3 honapos Wistar patkanyokat 2% koleszterin, 0,5% epesav és 20%
napraforgoolaj tartalma tappal 5 és 12 hétig specidlis diétdn tartottunk. A diéta
bevezetését kovetd 5. és 12. héten ordlis cukorterhelést végeztiink 1g/kg gliikkdz per os
adasaval. A normal tapon tartott csoportnal patkanyokban az 5. heti fiziologias
cukorterhelési gorbét a 12. héten karosodott gliikkoz tolerancia és inzulinrezisztencia
valtotta fel, mely csaknem 6sszemérhetd volt zsirdis tapon tartott csoportéval. Ezt azzal
magyarazzuk, hogy Escriva és munkatarsai kimutattak, hogy a korabban metabolikusan
egészséges Wistar patkanyokban az Oregedés soran periférias inzulinrezisztencia jon

létre'?2.
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A 12. hét utan a TNF-a koncentracioja szignifikansan magasabb T2DM-ben, ez

megegyezik a korabbi irodalmi mérésekkel'?®

. Mindkét csoportban az exogén gliikkoz
hatasara atmenetileg, az inzulinnal parhuzamosan megemelkedett a szérum-TNF-a-szint
is, melynek maximalis koncentraciojat a 30. percben mértiik, a 120. percre pedig
visszatért a kiindulasi értékére. A metabolikus allapot jellemzésére HOMA
inzulinrezisztencia  indexet  szamoltunk, ahol eredményeink alapjan az
inzulinrezisztencia valoszintsithetd, de T2DM nem mondhaté ki. A zsirdas tappal
etetett csoport esetében 2-es tipusu diabétesz mellitusz (T2DM) volt megfigyelhetd.
Ezen kisérleti allataink inzulintermelése nem volt indukélhatdo az OGTT soran sem az
5.,sema 12. héten.

Az igy létrehozott allatmodell alkalmas volt arra, hogy az endogén védelem
létrejottét T2DM-ben vizsgaljuk. Kisérletiink 5. és 12. hetében miitéteket végeztiink.
Mind a zsirdis (T2DM), mind a normal tappal ectetett (Egészséges) kisérleti
csoportunkat két tovabbi alcsoportra osztottuk. Az egyik alcsoporton 90 perces
iszkémiat indukaltunk mindkét oldali vese ereinek leszoritasaval, majd négy oOran
keresztiil reperfuziot végeztink. A masik alcsoporton 2 perces iszkémias
posztkondicionalast hajtottunk végre a 240 perces reperfizio megkezdése elott. A
miitétek elott és utan kisérleti allatainktol vért vettiink, melybdl gliikoz, inzulin, szabad
gyok, karbamid, kreatinin és TNF-a koncentracidkat hataroztunk meg. A négyoras
reperfiziot kovetéen szovetmintat (maj) vettiink.

A mitétet kovetden a szérum-TNF-a-szint a normal, posztkondicionalt csoportban
nem csokkent. A TNF-a volt az elsé olyan zsirszdveti citokin, amelynek felismerték
szerepét az elhizas és az inzulinrezisztencia kapcsolataban'®. Az irodalom a TNF-a
inzulinrezisztenciaban jatszott szerepével szamos cikk foglalkozik, melyekben
kiilonb6zo eredmények sziilettek. Day €s munkatarsai a -238 A allélt hordozok korében
alacsonyabb inzulinrezisztencia paramétereket talalt, mig a -308 A allél hordozésa nem
mutatott dsszefiiggést az inzulinérzékenységgel'®. Mas vizsgalatokban a -308 A allél
hordozésa az elhizas és az inzulinrezisztencia magasabb rizikojaval jart'?®. A TNF
szerepét vizsgaltak TNF- illetve TNFR-gén hianyos egerekben. A TNF hianya a
taplalkozas eredetli elhizdsban és az ob/ob genotipusi egerekben egyarant az
inzulinszenzitivitas hatarozott javulasat eredményezi. Ez jelzi, hogy elhizas kapcsan a
TNF az inzulinrezisztencia egy fontos mediatora, mivel az inzulin medialta
folyamatokat kiilonboz3 pontokon befolyasolja™®’.

A TNF-a harom ponton avatkozik be az inzulin jelatvitelébe. A TNF-a eldsegiti

az IRS-1 szerin foszforilacidjat, amely akadalyozza az inzulin 4ltal stimuldlt tirozin
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128

foszforilaciot, igy karosodik a PI3K-ut™*". Aktivalja az SH-PTPazt, mely eltavolitja a

tirozin foszfat csoportokat az IRS-1 fehérjérdl, ezzel terminalva az inzulinhatast. Végiil

129 . .
, ezaltal csokkentve a

pedig foszforilacidja révén inaktivalja a protein foszfat-1-et
glikoz raktarozasat. Fontos szerepe van a 2-es tipusu diabétesz mellitusz
pathogenezisében. A jelenség hatterében az all, hogy a TNF-a interferdl az inzulin egyik
jelatviteli mechanizmusaval, olyan médon, hogy gatolja az inzulinreceptor tirozin-kinaz
aktivitasat és az inzulin receptor szubsztrat-1 foszforilaciojat. Igy az inzulin nem tudja
indukalni a tirozin kdtéhelyen torténd foszforilaciot, ami feltétleniil sziikséges lenne az

130 A7 eldbbiekbsl kdvetkezéen az inzulin szenzitiv szovetekben a

inzulin jelatviteléhez
gliikoz transzporter nem jut fel a sejtek felszinére és periférias inzulinrezisztencia jon
létre.

Fontosnak tartjuk azt a megfigyelésiinket, hogy a gliikkdz terhelés soran nem csak
inzulin felszabadulas figyelheté meg, hanem ezzel parhuzamosan a szérum-TNF-a-Szint
is megné. Az allandéan magas vércukorszint egyiitt jarhat a gyulladasos citokinek
fokozott termelésével, és ez szerepet jatszhat az inzulinrezisztencia kialakuldsaban
patkdnymodellben is.

Vizsgaltuk, hogy a mdjban, a reperfuzid6 kozvetleniil nem érintett szdvetében
milyen jelent6sége van az iszkémias posztkondicionalasnak iszkémias-reperfiizios
karosodasban. Az oxidativ folyamatok védo oldalaként ismert endogén antioxidans
scavenger anyagok koziil a glutation (GSH) koncentracidjat és a szuperoxid dizmutaz
(SOD) aktivitasat mértiik majszovetben. Ismert, hogy protektiv hatassal rendelkezik a
reperfuzids karosodasokban a glutamin, Katabolitikus allapotokban esszencialis
aminosavként viselkedik. A glutamin védd hatdsa a csokkent szabadgyok-produkcion
keresztiil valosul meg™! ; ismerve a tényt, hogy a glutamin a méjban, az antioxidans
glutation (GSH) bioszintézisében vesz részt, illetve prekurzor molekulaja. Ugyanakkor
a glutamin, a fentiek mellett az apoptdzisban is fontos szerepet tolt be. Feltételezések
szerint a glutamin a Fas ligandmedialt apoptdzist gatolja, a TNF-a medialt apoptdzist
serkenti*®.

Kisérletiinkben a SOD és GSH koncentracidja szignifikdnsan csokkent T2DM-
ben, jelezve a fokozott gydktermelésbdl szarmazé felhasznalédasukat.

Elterjedt az a nézet, hogy szdmos kardiovaszkularis rizikotenyezd, mint példaul az
oxidativ stresszt okozo cukorbetegség, az elhizds az endotél diszfunkciojat okozza.
Patologias metabolikus allapotokban a szabadgydk-képzOdés is jelentésen megné'®,

Szamos tény igazolta, hogy az emelkedett szabadgydk-koncentraci6 Onmagéban is

felelossé tehetd az endotél diszfunkcioért, mivel a szuperoxid szabad gyokok az
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endotélhez kozvetleniil kapcsolodva, direkt modon képesek azt karositani. Az ereket az
egy sejtsor vastagsdgi vaszkuldris endotél béleli, amely érzékenyen reagal a
hemodinamikai valtozasokra. Feladata a vaszkularis tonus és struktura fenntartisa, a
vaszkuldris sejtek novekedésének, a thrombotikus és a fibrinolitikus folyamatoknak, a
gyulladdsos és immunfolyamatoknak, a fehérvérsejtek adhéziojanak, a vaszkularis
permeabilitasnak, az oxidacids-redukcids folyamatoknak a szabalyozasa, a lipidoxidacio
befolyasolasa.

Mind a lipidperoxidaci6 indirekt markereként ismert malondialdehid
koncentracidja majszdvetben, mind a fehérvérsejtek indukalt szabadgyok-termelése
szérumban szignifikansan emelkedett volt T2DM-es csoportban az egészséges kontroll
csoporthoz viszonyitva. A posztkondicionalds jotékony hatdsat 90 perc iszkémiat
hogy célzott vese iszkémia-reperfiizio soran megvaltozik a maj antioxidans rendszer

aktivitasa, melyre pozitiv hatassal van a posztkondicionalas.
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5. AZ ISZKEMIAS ES FARMAKOLOGIAI
POSZTKONDICIONALAS HATASA A VESE ISZKEMIA-
REPERFUZIOS KAROSODASAIRA STREPTOZOTOCIN-
INDUKALT DIABETESZ MELLITUSZBAN

5.1. Bevezetés

Farmakologia posztkondicionalas

Vinten-Johansen és munkatarsai 2005-ben*®*

kijelentették, hogy nagy eldrelépést
jelentene, ha sikeriilne talalni egy véddé farmakologiai allapotot, mely imitalja a

posztkondicionalast.

Szamos farmakoterapias probalkozasrol olvashatunk az irodalomban, ahol
kiilonb6zd anyagokkal kisérelték meg befolyasolni a reperfiizié eseményeit. A legtobb
ilyen kisérlet miokardium iszkémia-reperfuzidés karosodasa kapcsan tortént. llyenek
voltak az adenozin és anal(’)gjai135, a nitrogén-monoxidlge, az inzulin®¥’, opioid0k138,
CO2™ ¢s sok mas anyag. Eddig egy szert sem vezettek még be a rutin klinikai
gyakorlatba.

M¢ég nem bizonyitott, hogy a farmakologias szerek intermittalo adagolasa imitalni
tudja-e a posztkondicionalas id6beli karakterisztikajat, ¢és igy hatékonyabb-e
alkalmazasuk. Tovabba fontos kritérium a posztkondicionalasban, hogy rogton a

reperfizié kezdetén kell, hogy megkezdddjon.

Az inzulin, elvalasztasanak szabalyozasa és hatasa

A Banting ¢és Best altal felfedezett és tiszta formaban el0szor izolalt inzulin két,
viszonylag rovid polipeptidlancbol all (A-lanc 21 és a B-lanc 30 aminosav), amelyeket
diszulfidhidak kotnek 0Ossze. Az inzulin szekrécidjat elsdsorban a vér gliikéz
szintjiének emelkedése valtja ki. A glilkoz a GLUT-2 facilitativ gliikoztranszporteren az
endokrin pankreasz B-sejtjeibe belép, majd metabolizalédik a glilkokinaz enzim, illetve
glikolizis révén. Ennek kovetkeztében a sejt ATP-koncentracidja, amely a sejtmembran
ATP-érzékeny K* csatornait zérva a sejt depolarizaciojahoz, a fesziiltségfiiggd Ca*
csatorndk megnyildsahoz és ennek kovetkeztében inzulin szekrécidhoz vezet. A
hiperglikémiaval kivaltott inzulinelvélasztast tovabb novelik a bélnyalkahartyabol
felszabadul6 inkretin hormonok: a gliikkdzdependens inzulinotrop peptid (GIP) és a

140

glukagonszerti peptid-1 (GLP-1)""". Egyes aminosavak (lizin, arginin és leucin)

crer
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elébbre hoz6 mechanizmus, a B-sejtek kolinerg beidegzésén keresztiil 1étrejovo nervus
vagus altal kdzvetitett paraszimpatikus hatas™?,

A megemelkedett vércukorszint hatdsara aktivalodik a poliol anyagcsereut. Két
enzime, az aldoz-reduktaz ¢és a szorbitol-dehidrogenaz, melyek talmikodése
eredményezi az intracellularis szorbitol- és fruktézkoncentracid novekedését. Ezek
ozmotikus hatdsuk révén szoveti karosodast idézhetnek eld, novelik a szabadgyok-
produkciot és csokkentik az antioxidans enzimek hatasfokat**?. Ugyanakkor az aldoz-
reduktdz enzim kofaktorként ugyanazt a nikotinamid adenin dinukleotid fosztatot
(NADPH-t) hasznalja, melyet a redukalt glutation (GSH) regeneraciojat végzo
glutation-reduktaz, és az endotél fliggd simaizom relaxacioért felelos NO-szintaz is. Az
aldéz-reduktaz tulmiikodése a NADPH jelentds csokkenéséhez vezet, ez a jelenség

fokozott szabadgyok-termeléssel jér143.

A magas vércukor- és szabadzsirsav-szint
szamos modon fokozza a szabadgyok-produkciot.

Az inzulin a szervezet legfontosabb anabolikus hatdsu hormonja, a taplalékkal
felvett anyagok (gliikdz, aminosavak, zsirok) sejtbe vald beépiilését és raktarozasat
serkenti, ill. teszi lehetové. FOként a vazizomzatra, a zsirsejtekre €s a majsejtekre hat,

azonban hatdsa a szervezet legtdbb sejtjén érvényesil'*.

A sejtek fiziologias
funkcidjahoz minimalis szintli inzulin jelenléte nélkiilozhetetlen.

Az inzulin valamennyi hatasat a sejtmembran inzulin receptorahoz valo kotédését
kovetden fejti ki. A receptor apP2 heterotetramer, két o és két P egységét
diszulfidkotések kapcsoljak Gssze. Az inzulin megkotését kovetden a receptor addig
inaktiv tirozin proteinkinaza aktivalodik, mely révén mindkét heterodimer kolcsondsen
foszforilalja a masik intracellularis szakaszat (transz-autofoszforilacid)'®. Az aktivalt
receptorhoz nagyméretii dokkold fehérjék, un. inzulin receptor szubsztrat proteinek
(IRS) kapcsolddnak, melyek adapter funkciot latnak el: tobb jelatviteli ut indul réluk. A
Ras/ERK-uton keresztiil mitogén jelatvitel érvényesiil. Az inzulin metabolikus
hatasainak 6 kozvetitéje a PI3K-ut™*®: serkenti a glikogén- és fehérjeszintézist, illetve a
sejtek  glikozfelvételét'’. ATP felhasznalasaval inozitol-foszfolipid molekulakat
foszforildl (PIP3), melyek masodlagos messengerként milkddnek. Foszfoinozitid

dependens kinazhoz (PDK) k&tddnek, melynek szubsztratjai a szerin-treonin kinaz PKB

(mas néven Akt), ill. a PKC atipusos formai.

Az Akt jelatviteli ut és a P13-kinaz
Valoszintisitik, hogy a posztkondicionalas kardioprotektiv hatasa a

foszfatidilinozitol 3-kinaz (PI3 kinaz) - Akt Gn. "pro-survival" jelatviteli utak altal
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medialt**®

. A PI3kinaz gatlészere, a Wortmannin csokkenti a myocardialis p-Akt
szinteket (amely markere az enzim mikodésének), illetve megsemmisiti a
posztkondicionalas infarktus-csokkentd potencialjat. Az Akt szerin/treonin specifikus
protein kinaz a legtobb sejtben jelen van. Novekedési faktorok és inzulin, valamint
kornyezeti hatdsok, igy oxigéntenzio-valtozds ¢és magas hOmérséklet hatdsara
aktivalodik. Az Akt markans hatast fejt ki a sejtanyagcsere intenzitdsara, az inzulin
hatasaként 16trejové cukorfelvétel és raktarozas egyik legfontosabb kozvetitdje®. Az
Akt csalddnak emberben harom izoformaja van: Aktl (PKBa), Akt2 (PKBp) és Akt3
(PKBy) molekuldk. Ezek szdvetspecifikus modon expresszalodnak®®. Akt2-hidnyos
egerekben csokkent gliikoztolerancia, hiperglikémia, hiperinzulinémia és in Vvitro
gliikoztarolasi zavar figyelhetd meg. Az inzulinrezisztencia kialakulasaban pontos
szerepe még nem ismert, de inzulinrezisztencidban és cukorbetegségben leirtdk a
periférias szovetek csokkent Akt-aktivitasat. Az Akt a zsirsejten beliili metabolizmust is
befolyasolja, a GSK3 gatlasa révén ugyanis fokozza a lipidszintézist.

Mind az 1-es, mind a 2-es tipust cukorbetegségben felvetddik az Akt szerepe®™. Az Akt
tobb ponton fejti ki apoptozisellenes hatasat. Fokozza a sejtek tulélését, mivel gatolja a

proapoptotikus molekulakat és folyamatokat'>?

, illetve az antiapoptotikus fehérjegatlo
fehérjék miikddését (Bad, Bcl2). Ezenkiviil csokkenti az apoptdzis mitokondrialis
utvonaldban szerepld kaszpazok enzimatikus hatasat. Az Akt egyik legfontosabb
funkcidja a sejtnovekedés fenntartdsa. Ezt elsésorban az mTOR komplex kozvetlen
aktivalasa, masrészt expresszidja fokozasa révén hozza Iétre. Az mTOR komplex
mTOR komplex mellett egyéb, a sejtnovekedést meghatarozdo molekuldkra is hat az
Akt™3. A sejt talélését és szaporodasat az Akt a génatirast szabalyozo kulcsfontossagu
transzkripcios faktorok (p21, p27) foszforilacidja révén szabalyozza. Emellett a
glikogén szintaz kinaz-3-ra (GSK3) hatva regulalja a sejtciklust (a GSK3 a ciklin-D
aktivalasdban vesz részt). A sejtciklus szabalyozasaban részt vevé molekulakat indirekt
modon, az mTOR komplex aktivalasa révén is befolyasolja. Az Akt a sejtciklus egyéb
fazisaban is szerepet jatszhat, igy a G2/M fazisban is. Az Akt-aktivacio a mitdzis
befejezését biztositja DNS-karosodas esetén is, a DNS karosodast ellendrzé kinazok
foszforilalasa révén. Az Akt az angiogenezisben is szerepet jatszik. Endothelialis
sejtekben az Akt medialta PI3K-utvonal a vaszkularis endothelidlis novekedési faktor
hatdsait kozvetiti, ez az angiogenetikus vegyiilet az endothelsejtek talélésében,

novekedésében, proliferdcidjaban jatszik fontos szerepet. Az endothelialis

nitrogénmonoxid-szintdz (eNOS) foszforildlasa révén az Akt hatdsaként fokozott az
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NO-termelddés, és ez vazodilatatibhoz, vaszkularis remodellinghez és érképzddéshez

vezet (36. dbra).

Oxidativ stressz TNF- a

Hiperkoleszterinémia
Diabétesz mellitusz

Sejtmembran

OO0
OOOOCOOCO
T
Oxidativ stressz R FADD
ER-stressz A Caspase 8
Lipidperoxidacio D
| | Caspase 3
IKB TRAF2
NFKB JNK
| Protein szintézis | » p” Tulélés | | Apoptozis
Sejtnévekedés e.jtszapor.c’) .a!s
Sejttulélés Differencidcid

Sejtmetabolizmus mPTP nyitas- cs6kkentése

36. abra: Az inzulin és a TNF-o egy komplex jelatviteli uton keresztiil fejti ki
antiapoptotikus, oxidativ stresszt csokkento és apoptozis indukalé hatasat.

A TNF-a

A TNF-a hatasait kozvetitd TNF-receptorok a szervezet szinte valamennyi sejtjén
megtalalhatoak (vOorosvértesteken és limfocitadkon nem). A TNFR 1 a szervezet legtobb
sejtjén jelen lehet, citoplazmatikus része tartalmaz egy Un. halal domént, amely a
sejthalal medialasban, illetve az NFkB ¢és egyéb kindzok aktivalasaban vesz részt. A
TNFR 2 nem rendelkezik specifikus intracellularis doménekkel, a TRAF-2-t megkdtve
a JIJNK-t ¢és az NFxB-t aktivalja, mely utoébbi mas fehérjék transzkripcidjat
befolyasolja*®!. Az NFkB a gyulladasos valaszreakciok alapvetd fontossagli mediatora,
szamos ilyen reakcidban részt vevd receptor aktivacidjanak végsd kozos faktora.
Inzulinérzékeny  szovetekben — torténd  aktivaloddsa  szerepet  jatszhat az
inzulinrezisztencia kialakuldsaban is. A receptor aktivacid egyes gének expresszidjat
fokozhatja, de vezethet sejthalalhoz, apoptdzishoz is, az antiapoptotikus fehérjék

szintjének csokkentése révén, de kaszpazok aktivalas Gtjan is.
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5.2. Célkitiizések

Harmadik kisérletsorozatunkban 1-es tipusu diabéteszes allatmodellen kivanjuk
vizsgalni az iszkémids és farmakologiai posztkondiciondlast. Az inzulinr6l kimutattak
kardioprotektiv hatsat akut koronaria iszkémia soran'*®. Nem torténtek még széleskort
vizsgalatok az inzulin vese iszkémia-reperfuzioés karosodasa tekintetében. Az inzulin
hatasara aktivalodik az Akt enzim, mely a sejtek metabolizmuséaban, cukorfelvételében,
raktarozasaban™® és a sejt talélésében jatszik szerepet. A posztkondicionalas éltal
aktivalt tvonalak a molekularis magyarazat szerint; a PI3K, az Akt, a MEK, az ERK

talélést segité jelatviteli utak aktivalasa (RISK)™’

, és az antiapoptotikus enzimek
termelodése vezet az iszkémias karosodas kivédéséhez. A Pl3kinaz gatldszere, a
Wortmannin korabbi kisérletekben megsemmisiti a posztkondicionalds infarktus-
csokkentd potencidljat. Ezen utvonal gétlasdval célunk az iszkémias posztkondicionalas
kozelebbi, mélyebb megismerése vese iszkémia-reperfizid esetén.

Ebben a kisérletsorozatban célunk az iszkémids posztkondiciondlds hatéasat
vizsgalni 45 perc Vese iszkémidt és 120 perc reperfuziot kovetden. Az iszkémias
posztkondicionalt csoportban a reperfizid kezdeti fazisaban 4 ciklus 15 masodperces
reperfuziot és 15 masodperces reokkluziot alkalmaztunk. Az iszkémia-reperfzios
karosodas vizsgalata szérumban és perifériés szovetekben, a TNF-a citokin szint

meghatarozasaval tortént. Az iszkémias-reperfuzids karosodas mértékét veseszdvetben

HE és TNF-a immunhisztokémiai fénymikroszkopos modszerrel vizsgaltuk.

5.3. Anyag és modszerek

5.3.1. A Kisérleti csoportok és miitéttechnikai modszerek

Vizsgalatainkat 56 darab him Wistar patkdnyon (testtomeg: 300+50 g) végeztiik.
Az allatkisérletekhez altalaban kétféle diabétesz modellt hasznalnak az 1-es tipusu

diabétesz mellitusz modellezésére. Az egyik a non-obes diabéteszeses (NOD) egér, ami

egy egyedi allat-modell a velesziiletett 1-es tipusu diabéteszre™8**

160
1

. Egy masik allat
modell a streptozotocin (STZ) indukalta diabéteszes allatmodell™". Kisérletiinkben az 1-
es tipust diabétesz indukalasara a streptozotocint (STZ: 65 mg/kg ip, Sigma Chemical
Co., Budapest) 0,1M citrat pufferben (pH 4,5) oldottuk fel, intraperitonedl injektaltuk. A
kontroll csoportnak bor ala fiziologias sot (65 mg/kg) injektaltunk. A vércukrot
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farokvégbdl nyert vérbol, Accu Chek Active (Roche, Magyarorszag) vércukorszintmérd
késziilékkel rendszeresen mértiik. 5-7 nap elteltével azokat az allatokat véalasztottuk be a
kisérleti diabéteszes csoportba, amelyeknél a vércukor koncentracio értéke megegyezett

vagy meghaladta a 17 mmol/l értéket.

56 db him Wistar patkany

1 CSOPORT AL CSOPORT
Egészséges (E) 1-es tipusi (STZ indukalta) diabétesz mellitusz
e 65 mg/ttkg streptozotocin i.p.
45 perc iszkémia 120 perc Reperfizio | 45 perc iszkémia 120 pere Reperfuzio |
Rp Rp R R Rp R R R
8x15s 8x15s

1 inzuiin aszpart 10 NEi tikg ip. 1 inzuiin aszpart 10 NE/ ttkg ip.

¢ IR+ INZ 45 perc iszkémia 120 pere Reperfiizio | LSS WVARN 45 perc iszkémia 120 pere Reperfizio |
Wortmannin 100 pgittkg i.p Wortmannin 100 pgittkg i.p
d. PK+ Wortm. 120 pere Reperfizio | |! PR+ \\'urtml 120 perc Reperfazio I
RI R R R E-l[ R Ry Ry

1 1 1 I I
8x15s 8x15s

37. abra: A kisérlet abrazolasa a kisérleti csoportok feltiintetésével (n=7).

I/a. Egészséges, 45 perc iszkémia, 120 perc reperfiizio.

I/b. Egészséges, 45 perc iszkémia utan (15 s felengedés/15 s reokkluzio utan) 4
ciklusban posztkondicionalést alkalmaztunk a 120 perces reperfuzié elott.

I/c. Egészséges, 45 perc iszkémia, Inzulin aszpart 10 NE/ttkg i.p., 120 perc reperfuzio.
I/d. Egészséges, 45 perc iszkémia, Wortmannin 100 pg/ttkg i.p., (15 s felengedés/15 s
reokkltizié utan) 4 ciklusban posztkondicionalés, 120 perc reperfuzio.

I1/a. STZ-diabétesz, 45 perc iszkémia, 120 perc reperfizio.

I1/b. STZ-diabétesz, 45 perc iszkémia utan (15 s felengedés/15 s reokkluzid utan) 4
ciklusban posztkondicionalés, 120 perc reperfuzio.

Il/c. STZ-diabétesz, 45 perc iszkémia, Inzulin aszpart 10 NE/ttkg i.p., 120 perc
reperfizio.

I1/d. STZ-diabétesz, 45 perc iszkémia utan Wortmannin 100 pg/ttkg ip., (15 s
felengedés/15 s reokkluzio utan) 4 ciklusban posztkondicionalas, 120 perc reperfizio.

Az altatast intraperitonealisan adagolt Calypsol (500 mg ketaminium chloratum
ampullanként) és Seduxen (10 mg diazepam ampullanként) 1:1 aranya keverékével
végeztik (0,2 ml/ 100 tsg). Az allatot hatara fektetve, labait leragasztva rogzitettiik a
miitdpadon. Laparotomiat kovetden mobilizaltuk a mezenteridlis  gyokot,
meggydzddtiink a vesék kb. azonos nagysagardl, illetve azonositottuk az ellatd ereket,
majd mindkét vesét atraumatikus mikroklippel 45 percre a keringésbdl kirekesztettiik. A

patkanyokat az alabbi csoportokba (n=7) osztottuk (37. dbra).
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Mintavételre a reperfuzio végén keriilt sor. A kétoras reperfuziot kdvetden az allatokat
exsanguinaltuk, vért és szérumot hasznaltunk a kdvetkezokben részletezésre keriild

paraméterek mérésére. Szovettani vizsgalatra a bal vesét formalinba helyeztiik.

5.3.2. Laboratoriumi vizsgalatok

Gliik6z meghatarozas
A mar ismertetett modszer szerint végeztiik a vizsgalatot (21. oldal).

Kreatinin koncentracio meghatarozasa
Szérumban a kreatinin koncentracidjat vizsgaltuk a mar ismertetett Standard

fotometrias modszerrel (22. oldal).

A Tumor Nekrozis Faktor-alfa (TNF-a) expressziéo meghatarozasa
A szérum-TNF-a-koncentraciot ELISA Kkit-tel mértik (R&D Systems, Inc.
Minneapolis, USA), kdvetve a gyartod cég utasitasait (23. oldal).

5.3.3. Morfologiai vizsgalatok

A bal oldali vesét a reperfuziot kovetéen 10%-os neutralis formalinban fixaltuk,
majd felszallo alkoholsorban viztelenitettiik ¢s paraffinba dagyaztuk. A vese
keresztmetszete mentén késziilt 5um vékony metszetek egy részét haematoxilin-
eosinnal (HE) festettilk meg. Vizsgaltuk csoportonként a vese minden rétegét, és a
hyalincylinder mennyiségét. A tubulusok értékelésére a Jablonski score-t™ (24. oldal),

és a Banff szerinti beosztast'®? hasznaltuk.

TNF-0 immunhisztolégiai fénymikroszkopos vizsgalata

Immunhisztokémiai vizsgéalataink TNF-a monoklonalis egér ellenanyaggal
torténtek, mely keresztreakciot ad mas ragesalok, igy a patkany TNF-a-val is. A
monoklonalis ellenanyag a TNF-a-t termeld sejtek citoplazmajat festi. A folyamat

laboratoriumi és kiértékelési tematikaja a 25. oldalon talalhato.
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5.3.4. Statisztikai analizis

Az analizishez és az abrazolashoz a Microsoft Office Excel 2007 és az SPSS 17.0
programokat hasznaltuk. Az adatok abrazoldsakor a kozépértéket (atlag) és annak
hibajat (= SEM-standard error of mean) tiintettiik fel. Az allatmodell 1étrehozasakor, az
egyes csoportokat Student féle t-probaval hasonlitottuk ossze. A kisérleti eredményeket
egyiranyu varianciaanalizissel (ANOVA) a csoportokon beliill Wilcoxon, a csoportok
kozott Mann-Whitney tesztet alkalmaztuk. A kiilonbséget akkor tekintettiik
szignifikansnak, ha p érték kisebb volt, mint 0,05. Az abrakon *, # karakterrel jel5ltiik a

szignifikansan eltéro értékeket.

5.4. Eredmények

5.4.1. Laboratériumi vizsgalatok eredményei

A streptozotocinnal indukalt diabétesz mellituszban az éhgyomri vércukor
szignifikansan nagyobb, mint a normal tapon tartott csoportban. Az STZ diabéteszben

szignifikansan Kisebb a szérum-TNF-a-szintje a kontroll csoporthoz képest (38. dbra).

Szérumgliikéz-koncentriacié (mmol/l) Szérum-TNF-¢-koncentracio (mmol/l)

40 120
% %

30

90

20 60

10 30

B1. csoport (Egészséges) BIL csoport (T1DM) B1. csoport (Egészséges) B1I esoport (T1DM)

38. abra: Szérumgliikéz- és szérum-TNF-a-koncentracioja iszkémia elott. (*= p<
0,05 vs I. csoport)

A szérumkKreatinin-szintben a csoportok kozott a miitétet megel6zéen nincs
kiilonbség (39. dbra). Mind a négy csoportban a miitéti beavatkozast kdvetSen
emelkedett a kreatinin koncentraci6ja méréseink szerint. Kisebb a szérumkreatinin-
koncentracidja a kontroll posztkondicionalt (I/b.) és az inzulinnal posztkondicionalt
(I/c.) csoportban az IR csoporthoz képest (p=0,0564). A Wortmanninnal gatolt,
iszkémias posztkondicionalt csoportban magasabb a kreatinin koncentracioja az I/b. és

I/c. csoporthoz képest.
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39. abra: Szérumkreatinin-koncentracio iszkémia elétt és reperfuziét kovetoen az
egészséges kontroll csoportban. I/a. IR I/b. Posztkond. I/c. IR+ Inzulin aszpart 10
NE/ttkg 1/d. Iszkémia, Wortmannin 100 pg/ttkg i.p., Posztkond. ME: Miitét elétt, MU:
Miitét utan (Reperfiizio végén)
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40. abra: Szérumkreatinin-koncentracioja iszkémia el6tt és reperfuziot kovetéen a
streptozotocin indukalta diabétesz mellituszban. Il/a. IR 1l/b. Posztkond. Il/c. IR+
Inzulin aszpart 10 NE/ttkg I1/d. Iszkémia, Wortmannin 100 pg/ttkg i.p., Posztkond.
(*=p< 0,05 vs Il/d. ME, #= p< 0,05 vs Il/c. MU) ME: Miitét el6tt, MU: Miitét utan
(Reperfazi6 végén)

STZ diabétesz mellituszban magasabb a szérumkreatinin-koncentracidja miitétet

megelézéen az egészséges csoporthoz képest. Szignifikdnsan magasabb a kreatinin
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koncentraci6 STZ indukalta diabétesz mellituszban az iszkémias posztkondicionalt,

Wortmanninnal kezelt csoportban (40. dbra).

140 Szérum-TNF-a-koncentracio (pg/ ml)

# * *
120

100

80

60 -

40 -+

20

0 -
@l/a.ME @OIa.MU @I/b.ME @I'b.MU @Ic¢cME 8l/ecMU OIVJAME 8]/dMU

41. abra: Szérum-TNF-a-koncentracio az egészséges kontroll csoportban.

I/a. IR 1/b. Posztkond. I/c. IR+ Inzulin aszpart 10 NE/ttkg 1/d. Iszkémia, Wortmannin
100 ug/ttkg i.p., Posztkond. (*= p< 0,05 vs IR; # = p< 0,05 vs ME). ME: Miitét elott,
MU: Miitét utan (Reperfuzié végén)

Az iszkémias posztkondicionalds csOkkentette a TNF-o koncentraciot az
egészséges kontroll IR csoporthoz képest. A 45 perces iszkémiat kdvetden inzulinnal
kezelt csoportban és a Wortmanninnal gatolt iszkémids posztkondicionalt csoportban

szignifikansan emelkedett a koncentracio a reperfuzio végén (41. abra).

STZ indukalta diabétesz mellituszban az iszkémias posztkondicionalas nem
csOkkentette szignifikdinsan a TNF-a koncentraciét az IR csoporthoz képest. A
Wortmanninnal gatolt iszkémids posztkondicionalt csoportban szignifikdnsan

emelkedett a koncentracio a reperfuzo végén (42. abra).
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42. abra: Szérum-TNF-a-koncentraciéo az STZ indukalta diabétesz mellituszban.
Il/a. IR Il/b. Posztkond. Il/c. IR+ Inzulin aszpart 10 NE/ttkg 11/d. Iszkémia,
Wortmannin 100 pg/ttkg i.p., Posztkond.(*= p< 0,05 vs ME). ME: Miitét elott, MU:
Miitét utan (Reperfiizio végén)

5.4.2. Morfologiai vizsgalatok eredményei

A HE metszeteken az egészséges, kontroll csoportban nem talaltunk kiilonbséget
csoportjaink kozott. Jablonksi 0-2 és Banff Grad 1. fazisokat lattunk. Szignifikans
kiilonbséget lattunk a STZ diabéteszes IR csoportban szarmazd metszetekben, ahol
Grade II stlyossagii multifokalis tubularis atrofiat tapasztaltunk a corticomedullaris

atmenetben (43. dbra).

ama.

n

-1

43. abra: A vese corticomedullaris teriilete, HE. 1l/a.: T1IDM, iszkémia-reperfuzio
csoportban Grade Il stlyossaga tubularis atrofia (nyil); 11/b.: Posztkondicionalt
csoportban enyhe foku tubularis atrofia (Banff Grade I). 200X nagyitas.
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A papilla hamjaban lathat6 TNF-o mennyiségét szamszerUsitettik ¢és
statisztikailag értékeltiik. A normal tapot kapd csoportjaink koziil a posztkondicionalt
csoportban szignifikdnsan kisebb értéket detektaltunk, mint az iszkémia-reperfizios
csoportban (l/a.). Az inzulinnal posztkondicionalt csoportban szignifikansan magasabb
volt a TNF-o koncentracidja, mint az iszkémias posztkondicionalt csoportban (I/b.).
STZ indukalta diabétesz mellituszban magasabb értékeket detektaltunk minden
csoportban, mint a kontroll csoportban. A csoportokon beliil szignifikans kiillonbséget
nem tapasztaltunk (44-45. dbra).

I csoport: Egészséges ", II. csoport: STZ indukalta diabétesz mellitusz
% TNF-a ° TNF-
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#
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44, abra: A TNF-oa mennyisége a papilla teriiletén az egészséges és a streptozotocin
indukalta diabétesz mellituszban. (* = p< 0,05 vs IR; # = p< 0,05 vs Posztkond).
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45. abra: A TNF-a kimutatisa a vese papilla teriilletében. Barna szin jelzi a
pozitivitast, 200X nagyitas. l/a: Iszkémia-Reperfuzi6. 1/b: Posztkondicionalt. I/c: IR+

Inzulin aszpart 10 NE/ttkg. 1/d: Iszkémia, Wortmannin 100 pug/ttkg i.p., Posztkond.
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5.5. Megbeszélés

Tanulméanyoztuk az iszkémias és farmakologiai posztkondiciondlds protektiv
hatasait egészséges és STZ indukalta diabétesz mellituszban.

A szérumkreatinin-szintben a csoportok kozott a miitétet megelézéen nincs
kiilonbség. A Wortmanninnal gatolt, iszkémids posztkondicionalt csoportban magasabb
a kreatinin koncentracidja a tobbi csoporthoz képest. Szignifikansan magasabb a
kreatinin koncentracio STZ diabétesz mellituszban az iszkémias posztkondicionalt,
Wortmanninnal kezelt csoportban az inzulinnal kezelt csoporthoz képest.

A TNF-a jelentds citokin az IR karosodasban. Az iszkémia-reperfuzios karosodas
mértékét a leukocitdk és az endothelium altal termelt TNF-a szintekkel jellemeztiik.
Kisérleteink eredményei szerint egészséges, normal tapon tartott allatokon a
posztkondicionalas szignifikansan csokkentette a szérum-TNF-a-szintet. A 45 perces
iszkémiat kovetden inzulinnal kezelt csoportban €s a Wortmanninnal gatolt iszkémids
posztkondiciondlt csoportban szignifikansan emelkedett a koncentracido a reperfuzo
végén. STZ indukalta diabétesz mellituszban fellépd iszkémia-reperfuzios karosodasok
mértéke magasabb volt a kontroll csoporthoz képest, de nem befolyadsolta azokat az
iszkémias posztkondicionalas, mint ahogy az inzulin alkalmazasa a reperfuzié kezdetén
sem. Az inzulinnal térténd farmakologiai posztkondiciondlds nem csokkentette a
szérum-TNF-a-szintet egyik csoportban sem.

A HE metszeteken az egészséges, kontroll csoportban nem talaltunk kiilonbséget
csoportjaink kozott. Jablonksi 0-2 és Banff Grad 1. fazisokat lattunk. Feltételezziik,
hogy 2 o6ra reperfizios id6tartam rovid, még fénymikroszkopos eltérés (HE) nélkiili
fazis.

Szignifikans kiilonbséget lattunk az STZ diabéteszes IR csoportban szarmazo
metszetekben, ahol Grade II stlyossagti multifokalis tubularis atrofiat tapasztaltunk a
corticomedullaris atmenetben. Mint ahogy mar az elsé fejezetben tapasztaltuk,
kisérletiinket megismételve szintén megallapithatd, a TNF-a mindkét csoportban a vese
kéreg- és velballomanyaban egyarant kimutathatdé volt. A papilla hamjaban lathato
TNF-a mennyiségét szamszerlsitettiik s statisztikailag értékeltiik. A posztkondicionalt
csoportban szignifikansan kisebb értéket detektaltunk, mint az IR csoportban. STZ
indukélta diabétesz mellituszban a posztkondicionalds nem valtoztatta meg a TNF-a

mennyiségét.
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6. KOVETKEZTETESEK

A szervatiiltetés sikerének egyik fontos pillére az iszkémia-reperfiizi6 okozta
karosodas megeldzése, illetve kezelése. Jelen tudomdsunk szerint az iszkémias
posztkondicionalas enyhiti az akut reperfizios karosodast. Ezen kiviil hosszabb tava
hatasa is van. Zhao és munkatarsai szerint a miokardialis iszkémia utan elért infarktusos
teriilet méretének csokkenése 24 oOran 4t fennmarad'®. Ez a megfigyelés tovabbi
bizonyitékul szolgal arra a feltevésre, hogy a korai események befolydsoldsa a késobbi
eseményekre is hatast gyakorol. Eredetileg iszkémias posztkondicionalasnak nevezték a
jelenséget, de talan jobb a jelzét elhagyni, mivel még nem vildgos, hogy tényleg a
reokkluziok, vagy pedig az ezeket kovetd rovid reperfuzios epizodok a jelentdsebbek a
protektiv stratégia szempontjabo1'**.

A posztkondicionalas rairanyitotta a tudomanyos vilag figyelmét a reperfuziora,
mint egy biologiailag aktiv és terdpidsan fontos célpontra. Tovabba a
posztkondicionalas kapcsolatba hozhat6 rapidan aktivalodo survival kinazokkal, ezzel is
alatamasztva szerepiiket a posztiszkémias karosodas mértékének meghatarozasaban.

A posztkondicionalast egyre tobb laboratoriumban, kiilonb6z6 modelleken
vizsgaljak, mint pl. kis és nagy allatokon, in vivo, ex vivo perfundalt szerveken, illetve

165 A végs6 Kihivast az jelenti, hogy a posztkondicionalas elméletét

sejttenyészetekben
¢s kisérletes tapasztalatait a mindennapi klinikai gyakorlatba mi modon lehet atiiltetni.

Valosziniileg a posztkondicionalas az egész folyamat hatterében allo szisztémas
gyulladasos valaszreakcio kialakulasanak valoszintiségére, illetve mértékére is kedvezo
hatast fejt ki. Az iszkémias posztkondicionalds 45 perc vese iszkémiat kovetOen
egészséges allatokon csokkenti a TNF-o koncentraciojat szérumban és a TNF-a
pozitivitast vesepapillaban. Jelen kisérletben az iszkémias posztkondicionalassal sikertilt
megfékezni a revaszkularizaciot kovetd kezdeti folyamatokat, mind a lokalis gyulladas,
a vese-, mind a majkarosodas tekintetében. A posztkondicionalt csoportban, melyet
Wortmanninnal gatoltunk nem csdkkent az iszkémia-reperfuzios kérosodés. Arra
kovetkeztethetlink, hogy a PI3K-Akt utvonal jelentds szerepet jatszik az iszkémias
posztkondicionalas jelatviteli mechanizmuséaban.

Osszefoglalva tehat kisérletiinkkel sikeriilt kimutatni azt, hogy a vese
kirekesztéssel jard érmiitétek soran alkalmazott iszkémias posztkondicionalassal
mérsékelhetdk az iszkémia-reperfiizios karosodasok.

A vesefunkciot tekintve nem bizonyult az iszkémids posztkondicionalas jotékony

hatasunak kisérletiinkben. A posztkondicionalds nem csokkentette szignifikansan a
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szérumkarbamid-szintet, a szérumkreatinin-szint alapjan ugyanolyan mértéki
veseelégtelenség jott 1étre minden csoportban, tehat a rovidtava klinikai kimenetelt nem
befolyasolta. Eredményiink osszefliggésben allhat a reperfuizios idétartam rovidségével.

Tovabbi megfigyelésiink, hogy a hiperkoleszterinémia dnmagaban képes fokozni
a TNF-a termel6dést a vese tubulus hengerham sejtjeiben és az erek simaizmaban. A
posztkondicionalas csokkenti az egészséges szervekben a TNF-a-Szintet, azonban a
hiperkoleszterinémias szervek esetében ez a hatas nem alakul ki.

Metabolikusan egészséges 6 honapos Wistar patkanyokban az Oregedés soran
periférias inzulinrezisztencia jott létre. Oralis gliikoz terhelés soran nem csak inzulin
felszabadulas figyelhet6 meg, hanem ezzel parhuzamosan a szérum-TNF-o-szint is
megno, €s ezzel szerepet jatszva az inzulinrezisztencia kialakulasaban.

Célzott vese iszkémia-reperfiizid soran megvaltozik a maj antioxidans rendszer
aktivitdsa, melyre pozitiv hatassal van a posztkondicionalas.

Streptozotocin indukalta diabétesz mellituszban fellépd iszkémia-reperfizios
karosodasok mértéke magasabb volt a kontroll csoporthoz képest, de nem befolyasolta
azokat az iszkémias posztkondiciondlds, mint ahogy az inzulin alkalmazésa a repertiizid
kezdetén sem. Az inzulinnal tortén6 farmakoldgiai posztkondicionalas nem csékkentette
az akut gyulladasos reakciot. STZ diabétesz mellituszban szignifikdns kiilonbséget az
iszkémia-reperfiizid csoportban szarmazéd metszetekben mutattunk ki, ahol Banff Grade
Il salyossdgti multifokalis tubuldris atrofiat tapasztaltunk a corticomedullaris
atmenetben.

Mindezek alapjan elmondhatd, hogy a kisérleteinkben vizsgalt endogén
adaptaciot indukaldé mechanizmus — az iszkémids posztkondicionalas - jelentdsen
csokkenteni képes az iszkémia-reperfizié soran kialakuld oxidativ stressz mértékét és
az ezzel parhuzamosan kialakul6 gyulladasos reakciot egészséges szervezetben.

Ennek jelentdsége a klinikumban realizalodhat minden olyan miitétet kdvetden,
ahol megel6zéen hipoxias vagy iszkémias teriiletek keringésbe kapcsolasa torténik (ér-
¢s szivsebészeti miitét, traumds végtagsériilések, transzplantacio).

Tehat hatékonysagat, gyorsasagat és egyszeriiségét tekintve az iszkémias
posztkondicionalas alkalmas lehetéségnek mutatkozik sebészeti miitéteket
kovetden a reperfuzios karosodasok csokkentésére.

A modszer eredményességét sajnalatos modon megneheziti, hogy egészséges,
vagy beteg szervezetben Kkeriil alkalmazasra, melyek Kkoziil kiemelendé a
metabolikus  zavarok és azok nagyszamban  torténé  eléfordulasa

(hiperkoleszterinémia, diabétesz mellitusz).
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7. OSSZEFOGLALAS, UJ EREDMENYEK

Elsoként vizsgaltuk vese iszkémia-reperfuzios modellben az iszkémias és
farmakologiai  posztkondicionalast  metabolikus eltéréssel rendelkez6

patkanymodellekben.

l. a. 15 % koleszterintartalmu tappal 8 hét utdn, him patkanyokban
hiperkoleszterinémiat és hipertrigliceridémiat alakitottunk ki.

b. Mindkétoldali vesehilus okkliziot kdvetden, az iszkémias posztkondicionalas
45 perc iszkémidt kdvetden és 120 perc reperfuziot megelézden csokkenti az oxigén
szabad gyokok mennyiségét a teljes vérben, a szérumperoxid- és TNF-a-szintet, tehat az
akut gyulladasos reakciot.

C. A hiperkoleszterinémia mar Onmagaban is képes indukdlni az endogén
védelmet. A hiperkoleszterinémias patkanyoknal fellépd iszkémia-reperfuzios
karosodasok mértéke alacsonyabb, dnmagaban képes fokozni a TNF-a termelddést a
vese tubulus hengerham sejtjeiben és az erek simaizmaban.

d. Feltételezziik, hogy az NFkB- és a MAPK-ttvonalakat a hiperkoleszterinémia
mar a TNF-a receptor asszocialt ttvonal el6tt indukalni képes. Igy a korai valasz ltal
lehetséges, hogy az iszkémia nem tud olyan szignifikans gyulladdsos valaszt kivaltani.

e. A vesefunkcidt tekintve nem bizonyult az iszkémias posztkondicionalas
jotékony hatastnak kisérletiinkben. A posztkondiciondldas nem csdkkentette
szignifikansan a szérumkarbamid-szintet, a szérumkreatinin-szint alapjan ugyanolyan
mértékli veseelégtelenség jott létre minden csoportban, tehat a rovidtava klinikai
kimenetelt (2 6ra) nem befolydsolta. Eredményiink 6sszefliggésben allhat a reperfizids

id6tartam rovidségével

Il. a. 2% koleszterin, 0,5% epesav és 20% napraforgdolaj tartalmu tappal 2-es tipust
diabétesz mellituszt alakitottunk ki.

b. Oralis gliik6z terhelés soran kimutattuk patkanymodellben, hogy nemcsak
inzulin felszabadulas figyelhetd6 meg, hanem ezzel parhuzamosan a szérum-TNF-a-szint
IS nd, szerepet jatszva az inzulinrezisztencia kialakulasaban. A korabban metabolikusan
egészséges Wistar patkanyokban az Oregedés soran (6 honap) periférids

inzulinrezisztencia jon létre.
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C. Az iszkémias posztkondicionalds csak a mdj MDA szintben csdkkenti az
iszkémia-reperfuzidés karosodasokat 90 perces iszkémidt, és 240 perces reperfuziot
kovetden.

d. A SOD ¢és GSH koncentracidja szignifikansan csokken vese iszkémia-
reperfuziot kovetéen T2DM-ben, jelezve a fokozott gyoktermelésbdl szarmazod
felhasznalodasukat.

e. A malondialdehid koncentracidja majszovetben szignifikansan emelkedett volt

a T2DM-es csoportban az egészséges kontroll csoporthoz viszonyitva.

I1l. a. Streptozotocinnal 1-es tipust modellez6 diabétesz mellituszt alakitottunk ki. Az
iszkémias posztkondiciondlds 45 perc iszkémiat kovetden egészséges allatokon
csokkenti a TNF-a koncentraciojat sz€rumban és a TNF-a pozitivitast vesepapillaban.

b. Az inzulinnal poszkondicionalt csoportban és a Wortmanninnal gatolt
iszkémids posztkondicionalt csoportban szignifikdnsan emelkedett a koncentracid a
reperfuzid végén. A PI3kinaz gatloszere, a Wortmannin szignifikdnsan csokkentette az
iszkémias posztkondicionalas jotékony hatdsit a kontroll csoportban. Arra
kovetkeztethetiink, hogy a PI3K-Akt utvonal jelentds szerepet jatszik az iszkémids
posztkondicionalas jelatviteli mechanizmuséaban.

c. A fénymikroszkopos, HE metszeteken az egészséges csoportban nem talaltunk
kiilonbséget csoportjaink kozott. Jablonksi 0-2 és Banff Grad I. fazisokat lattunk.
Feltételezziik, hogy 2 ora reperfuzidés idotartam, amikor eltavolitottuk a vesét, az
iszkémia-reperfizid idoétartam rovidsége miatt egy korai, egyéb fénymikroszkdpos
eltérésekkel jard fazis.

d. A streptozotocin indukalta diabétesz mellituszban szignifikans kiilonbséget az
iszkémia-reperfiizid csoportban szarmazé metszetekben mutattunk ki, ahol Banff Grade
IT sulyossaghh multifokalis tubuldris atrofiat tapasztaltunk a corticomedullaris

atmenetben.
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