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. BEVEZETES

A sebészeti gyakorlatban komoly problémat jelent a transzplantaciot és hasi érmutéteket
kisérd stlyos szoveti iszkémia-reperfuziés (IR) karosodas, mely nemcsak az érintett szerv,
hanem tavoli szervek, gyakran az egész szervezet integritasit is érinti. Ermiitétek,
szervatiiltetés sordn az iszkémia-reperfizid6 okozta karosodas csokkentése ¢és annak
megel6zése kiemelt klinikai jelentdséggel bir. Az IR kérosodas okozta elvaltozasok okainak
¢s mechanizmusanak ismerete hozzasegithet az egyre hatékonyabb védelmi stratégiak
kidolgozasahoz, melyek segitségével a miitéteket kovetden javithatok a betegek életkilatasa €s
tulélese.

A reperfuzios karosodas csokentésének egyik legigéretesebb kisérletes lehetdségét, az
iszkémias prekondicionalast mintegy 30 éve fedezték fel. A tervezett iszkémia-reperfuzioval
jaro beavatkozasok (érrekonstrukcio, szervtranszplantacié, koronaria bypass) esetében a
prekondicionalas a klinikum szdmara meglepden hatékonynak bizonyult, azonban terapias
hasznalhatosagat jelentdsen beszikiti, hogy akut érelzaroédasok (embdlia, trombdzis) esetében
nem kivitelezhetd.

Az els6 attorést Vinten-Johansen és munkatarsai érték el 2002-ben azaltal, hogy
megfigyelték kisérletes koriilmények kozott a posztkondicionalas jelenségét. A
posztkondicionalds tartosan fennalld iszkémidt kovetden a reperfuzids periodus kezdetén
alkalmazott révid intermittalo hipoxias stimulusokat jelenti. Az iszkémias posztkondicionalas
altal kivaltott endogén adaptacid a jelenleg ismert leghatékonyabb védelem a reperfizios
karosodasokkal szemben. A posztkondicionalassal kapcsolatos vizsgalatok kézéppontjaban
eddig az iszkémias szivbetegség és a modszer kardioprotektiv hatasa allt. Ersebészetben, also
végtagi IR karosodas tekintetében 2007-t61 tobb munkacsoport végez vizsgalatokat.

A cukorbetegség (diabétesz mellitusz) ¢s hipertonia novelik az IR okozta kdrosodas
kockazatat. A diabétesz mellitusz a fejlett ipari orszagok lakosait sujtd6 vezetd korokok és
halalokok egyike. Kialakulasaért az inzulin abszolut vagy relativ hianya okolhatd, melyben a
miikodoképes béta-sejtek csokkent mennyisége €s/vagy a szdvetek inzulinrezisztencidja a 1o
tényezO. Leirtak, hogy genetikusan diabéteszes ob/ob egereken miokardialis infarktust
kovetden a posztkondicionalas védd hatasa nem érvényesiilt.

Kevés preklinikai vizsgalat tortént a posztkondicionalds alkalmazasaval a vese IR
karosodasanak csokkentésére, mig metabolikus eltérések jelenlétében tudomasunk szerint
még nem vizsgaltak.



1. CELKITUZESEK

Munkank soran a vesét érinté sebészeti beavatkozasokat kisérd iszkémia-reperfiizios
karosodast modelleztiik metabolikusan egészséges, hiperkoleszterinémias és diabéteszes
patkédnyokban. Az iszkémia-reperfiizios karosodast probaltuk csokkenteni iszkémias és
farmakologiai posztkondicionalassal.

I. Munkank els6 részében célkitiizésiink: hiperkoleszterinémias allatok veséjén
iszkémia-reperfuziot (45 perc iszkémia- 120 perc reperfuzid) kovetden iszkémids
posztkondicionalas 1étrehozasa; vesehilus-okkluziot kovetden iszkémias posztkondicionalas
alkalmazasa; és a kialakuld oxidativ stressz €s gyulladdsos vélaszreakciok mértékének
vizsgalata.

I1. Munkank masodik részében célkitiizésiink: 2-es tipusu diabétesz mellituszban a
patkanyok veséjén iszkémia-reperfuziot (90 perc iszkémia- 240 perc reperfuzio) kovetéen
iszkémias posztkondicionalds Iétrehozasa; majszovetben az iszkémias posztkondicionalas
hatasat kivantuk mérni; az ordlis gliikoz tolerancia teszt (OGTT) soran vizsgilni a
szérumgliikoz-, inzulin- és TNF-a-szintet; vizsgalata vérben, szérumban ¢és majban a
kialakulé oxidativ stressznek és gyulladasos valaszreakcioknak.

III. Kisérletiink harmadik részében célkitiizésiink: 1-es tipusu diabétesz
mellituszban szenvedd allatok veséjében az iszkémia-repertiizids (45 perc iszkémia- 120 perc
reperfizid) karosodasok vizsgélata; az iszkémids és az inzulinnal torténd farmakologiai
posztkondicionalas hatdsanak vizsgalata. Célunk: a vese karosodasanak vizsgélata, tovabba az
egyik f60 véd6 utvonalat legatolva (a PI3K/Akt utvonal gatlasa Wortmanninnal) a
posztkondicionalas hatdsanak csokkentése; az iszkémia-reperfuzios karosodas vizsgalata
szérumban és periférias szovetekben.

111. A POSZTKONDICIONALAS HATASANAK VIZSGALATA A VESE
ISZKEMIA-REPERFUZIOS KAROSODASAIRA
HIPERKOLESZTERINEMIABAN

1. Célkitizések

Célunk az iszkémias-reperfuzios karosodas hatasat vizsgalni 45 perc vese iszkémiat és
120 perc reperfuziot kovetden egészséges €s hiperkoleszterinémias patkanymodellben. Az
iszkémias posztkondicionalt csoportban a reperfuzio kezdeti fazisaban 4 ciklus 15
masodperces reperfizio és 15 masodperces reokkluziot alkalmaztunk. Ezen a modellen az
allatok endogén adaptacios mechanizmusainak indukélasat, az iszkémias posztkondicionalas
hatasat kivantuk vizsgélni a reperfuziot kovetden teljes vérben, szérumban és veseszovetben.
A metabolikus statusz jellemzésésre gliikkdz, koleszterin, triglicerid, inzulin szinteket mértiink;
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a vesefunkcid meghatarozasara szérumkarbamid-, Kreatinin-szintet mértiink; az oxidativ
stressz mértékét a lipidperoxidacio (szérumperoxid-szint) mérésével kivantuk jellemezni. A
reperfuzi6 indukalta gyulladasos valaszreakcid jellemzése a TNF-a-szint meghatarozasaval,
¢s a fehérvérsejtek indukdlta szabadgyok-termelésével tortént. Az  iszkémias
posztkondiciondlds hatasat fénymikroszképos (HE, PAS, TNF-o immunhisztokémia)
technikakkal kivantuk vizsgalni veseszovetben.

2. Anyag és modszerek

A vizsgalatokhoz 32 darab feln6tt, him Wistar laboratériumi patkényt hasznaltunk. A
patkanyokat két csoportra osztottuk. Az egyik csoportot (kontroll) patkanytapon [E], a
masikat (hiperkoleszterinémias) 1,5 %-os koleszterin tartalmt diétan tartottuk [HK].

32 db him Wistar patkany
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A hiperkoleszterinémia kialakulasa utdn kezdtik meg a mitéteket. A narkozist
intraperitonealisan bolusban adott ketamin (Calypsol, 500 mg ketaminium chloratum
ampulldnként) és diazepam (Seduxen, 10 mg diazepam ampullanként) 1:1 aranyu keverékével
végeztik (0,2 ml/ 100 tsg). Laparotomiat kovetden mobilizaltuk a mezenterialis gyokot,
meggy6zodtiink a vesék kb. azonos nagysagarol, illetve azonositottuk az ellatéd ereket (a. €s v.
renalis), majd mindkét vesét atraumatikus mikroklippel 45 percre a keringésbdl
kirekesztettilk. Az iszkémids periodus alatt az allatok hasfalat a tulzott folyadékveszteség
elkeriilése érdekében atmenetileg zartuk. Mindkét csoportot tovabbi alcsoportra osztottuk
(n=8): 1) az egyik alcsoportnal az iszkémiat kovetden kétoras reperfiziot [IR], 2) a masik
alcsoportnal az iszkémiat kdvetden a repertfiizid megkezdése eldtt 2 perc posztkondicionalast
(15 s reperfuzid/ 15 s reokkluzio 4 ciklusban) alkalmaztunk [PK]. Mintavételre a reperfiizio
végén keriilt sor. Az allatokat exsanguinaltuk, vért és szérumot hasznaltunk a kovetkezékben
részletezésre keriild paraméterek mérésére. Szovettani vizsgalatra a bal vesét formalinba

helyeztiik.

Laboratoriumi vizsgdalatok:

Gliikoz, koleszterin, triglicerid, karbamid, kreatinin meghatdrozdsa
Standard enzimatikus, kolorimetrias modszerrel mértiik (Diagnosticum  Zrt,
Magyarorszag). Az abszorbancidk és a standard koncentracid segitségével kiszamitottuk a
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Inzulin meghatdrozdsa
A széruminzulin-szintjét standard ELISA moddszerrel mértilk (Mercodia Rat Insulin
Elisa kit, Mercodia, Uppsala, Svédorszag). A mérés elve az n. ,,szendvics ELISA”.

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 oxidacidja az oxigén eredetii szabad gyokok kovetkezménye,
mely soran az LDL tobbszorosen telitetlen zsirsavlancai atalakulnak a lipidperoxidacié soran
lipid hidroperoxidokka. A szérumperoxid-szint mérésére az Oxystat ELISA kitet alkalmaztuk,

kovetve a gyarto protokolljat (Biomedica Medizinprodukte GmbH, Bécs, Ausztria).

A fehérvérsejtek indukalt gyoktermelésének meghatdarozasa

A leukocitak forbol-12-mirisztat-13-acetattal (PMA) indukalt szabadgyok-termelését
standard kinetikus luminometrias modszerrel teljes vérb6l mértiik. A szuperoxid-anion
termelés indukciojara 0,2 pg/ml PMA szolgalt. A detektalas 3,33 pug/ml luminollal tortént, egy
Chrono-log 560-VS lumino-aggregométerrel.

A Tumor Nekrozis Faktor-alfa (TNF-a) expresszio meghatdrozdsa

A TNF-a az egyik legfontosabb proinflammatorikus citokin az iszkémia- reperfiizios
karosodas patogenezisében. A citokin expresszid0 meghatarozasara szérum-TNF-a-
koncentraciét mértiink szendvics ELISA moédszerrel (TNF-o immunoassay kit, R&D
Systems, Inc. Minneapolis, USA), kovetve a gyartd cég utasitasait.

Morfologiai vizsgalatok:

Fénymikroszkopos vizsgdlat: A bal vesét 10%-os neutralis formalinban fixaltuk, majd
felszallo alkoholsorban viztelenitettiik és paraffinba dgyaztuk. A vese keresztmetszete mentén
késziilt Sum vékony metszetek egy részét haematoxilin-eosinnal (HE) festettilk meg, ¢és
perjodsav-Schiff (PAS) reakciét végeztiink. Vizsgaltuk a vese minden rétegét, és a
hyalincylinder mennyiségét. A proximalis tubulusok értékelésére a Jablonski score-t
hasznaltuk. Vesepapilla-karosodas hipoxia soran és diabétesz mellituszban gyakran jon létre,
ezért kiemelten vizsgaltuk e teriiletet.

TNF-a immunhisztolégiai (IH) fénymikroszkopos vizsgdlata: Immunhisztokémiai
vizsgéalataink TNF-a monoklondlis egér ellenanyaggal torténtek, mely keresztreakciot ad mas
ragcesalok, igy a patkany TNF-a-val is. A monoklonalis ellenanyag a TNF-o-t termel6 sejtek
citoplazmajat festi. Pozitiv kontrollunk granulomatézus gyulladas volt. A tubulus hAim TNF-a
pozitivitasat 200x-0S nagyitas mellett 24 latoteret a MIRAX Viewer programban értékeltiink.
A pozitiv és negativ sejtek aranyat vizsgaltuk. Score rendszert alkalmaztunk a TNF-o
pozitivitas szamszeriisitésére a tubulus hamban: nincs TNF-o = Grade 0, 20% = Grade 1,
40%= Grade 2, 60% = Grade 3, 80% = Grade 4, 100% = Grade 5.



Statisztikai analizis:

Az analizishez a Microsoft Office Excel 2007 és az SPSS 17.0 programokat
hasznaltuk az 6sszes kisérletiinkben. Az adatok abrazolasakor 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.

3. Eredmények

Laboratoriumi vizsgalatok eredményei: Az altalunk készitett tapot mindkét csoport
elfogadta. A tdpfogyasztas a két csoport kdzott nem mutatott alapvetd kiilonbséget. A 1,5%-0S
koleszterintartalmt tapon tartott allatok szignifikdnsan kevesebbet ettek a diétds idStartam
kozepén. Ennek ellenére testtomegkiilonbség a két csoport kozott nem volt, mindkét
csoportunk folyamatosan gyarapodott. A koleszterinben gazdag diéta hatdsara mar a masodik
héten a kiindulasi értékhez képest szignifikansan magasabb szérumkoleszterin- és triglicerid-
szintet mértiink. A koleszterindus tépott kapott csoportban a kiilonbség a 8. hétig
folyamatosan nétt. A szérumban mért karbamid-, kreatinin-, gliikoz- és inzulinszintekben a
csoportok kozott a miitétet megeldzden nincs kiilonbség. Az iszkémia-reperfuziot kdvetden a
normal tapon tartott csoportndl nem volt szignifikans kiilonbség a karbamid koncentracidéban.
Mind a négy csoportban a mitéti beavatkozast emelkedett szérumkreatinin-koncentracio
kisérte. Az iszkémia-repertiiziét kovetéen mind a normal, mind a koleszterindus tapon tartott
allatokban jelentésen emelkedett a szérumgliikdz- €s inzulin-szint. Amennyiben az iszkémiat
kovetden posztkondicionalast alkalmaztunk, mindkét csoportnal az inzulin koncentracidban
tovabbi fokozodas volt megfigyelhetd. A normal tapon tartott csoportban a reperfuzio végére
nétt a szabadgyok-termelés, melyet a posztkondiciondlds szignifikdnsan csokkentett. A
koleszterindus tapot kapott csoportnal az iszkémia-reperfiizio nem jart fokozott szabadgyok-
termel6déssel. A miitét el6tt a szérumperoXid-koncentracid minden csoportnal kdzel azonos
volt. A normal tapon tartott allatokban a mitéti beavatkozas jelentdsen emelte a total peroxid
koncentraciot, ezt a posztkondiciondlds szignifikdnsan csokkentette, mig a
hiperkoleszterinémias csoportnal valtozas nem tortént. A normal/kontroll csoportban a miitéti
beavatkozast  jelentds szérum-TNF-o-koncentracido-emelkedés  kisérte, ezt a
posztkondiciondlds szignifikans mértékben csokkentette. A koleszterindis tdpon tartott
allatoknal nem emelkedett szignifikdns mértékben a TNF-a koncentracido a miitét hatasara, a
posztkondiciondlt csoportban a reperfizid végén szignifikansan kisebb TNF-o koncentraciot
mértiink a normal tap/ IR csoporthoz képest.

Morfologiai vizsgdlatok eredményei: A vesében a papilla teriiletén, a proximalis
tubulusnal lattunk morfologiai eltéréseket. Sejtes beszlirddést, fibrotikus elvaltozast elszortan
¢észleltiink. A hyalincylinder megjelenése feltiind volt a vese minden részében.

A HE és PAS metszeteken nem taldltunk szignifikans kiilonbséget csoportjaink kozott.
A proximalis tubulus értékelésénel Jablonski 0-1-2 fazisokat lattunk, teljesen random modon.
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A PAS-pozitiv hyalincylinder mennyiségét a csatornak lumenében leszdmolva nem lattunk
csoportjaink és a lokalizaci6 tekintetében kiilonbséget. A papilla teriiletén megtartott volt a
tubulushdm. A kéregallomany intersticiumaban koros elvaltozast egyik csoportban sem
észleltiink. Feltételezziik, hogy a fazis, amikor eltavolitottuk a vesét, az iszkémia-reperfuzid
iddtartam rovidsége miatt egy korai, egyéb fénymikroszkopos eltérésekkel jaro fazis.
Immunhisztokémiai vizsgalat: A papilla és a corticomedullaris teriileten
fénymikroszkoépos immunhisztokémidval jelentds mértékit TNF-a pozitivitdst lattunk a
tubulusok hamjanak citoplazmajaban. Az arteriolak falaban kiterjedt TNF-a pozitivitast
¢szleltiink az IR karosodast szenvedett csoportjainknal. A papilla hdmjaban lathato TNF-a
mennyiségét szamszerlsitettiik €s statisztikailag értékeltiik. A normal tdpot kapd csoportjaink
koziil a posztkondicionalt csoportban szignifikdnsan kisebb értéket detektaltunk, mint az IR

csoportban. A normal csoporthoz képest a hiperkoleszterinémids csoportban a papilla
hamteriiletén nagyobb pozitivitast kaptunk. A koleszterindis tappal etetett csoportjainknal
szignifikdnsan magasabb értéket detektaltunk mindkét miitéti eljarasban, mint a normal tapot
kapod csoportjainknal.

5. Megbeszélés

A posztkondicionalast Vinten-Johansen és munkatarsai irtak le els6ként, mint a
szervezet egyik leghatdsosabb védelmi reakcidjat. Kisérletes koriilmények kozott igazoltak,
hogy az iszkémiat kovetd reperfuzido sordn rovid ideji (10-20 s) iszkémids- reperfuzids
ciklusok hatésara Iényegesen mérséklodik a sejt- és szovetkarosodas. A kisérletek eredményei
alapjan a modszert klinikai koriilmények k6zott is alkalmazzak (szivmiitétek, érsebészet). Ez
az igéretes endogén adaptacid az egészséges szervezetben kivaloan miikddik, azonban
metabolikusan beteg egyéneknél a védelem nem, vagy csak részben valthato ki.

Kisérleteinkben ezért tliztiik ki célul a hiperkoleszterinémias allapot 1étrehozasat, feltéve
azt a kérdést, hogy vajon anyagcsere-rendellenességekben is jelent-e védelmet a reperfuzios
karosodasokkal szemben az iszkémids posztkondicionalds. Kérdésfelvetésiink aktualitasat
mutatja, hogy vesemiitéteknél hosszabb iszkémia soran, nem az akut rejekci6 okozza a
legnagyobb problémat, hanem az iszkémia-reperfuzios karosodas. Gyakran jar egyiitt az
ateroszklerdzis, hiperkoleszterinémia ¢és lipidtarolasi betegség vesebetegségekkel, és 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 1t aktivaldsa és a TNF-o indukéalésa is az endoplazmas
retikulumba (ER) torténd koleszterin dramlasat igényli. A hiperkoleszterinémia medialta ER-
stressz az NFkB és a MAPK gyulladasos szignal Gtvonalak aktivaciéjahoz vezet. A TNF-a 3
utvonalat indukal: az apoptotikus sejthalalt; a MAPK tutvonal aktivalasat; és NFkB-ttvonalat.

Célunk volt, hogy a citokin expressziot és az apoptdzist vizsgaljuk a karosodott
szovetekben a revaszkularizaciot kovetden.

Tanulmanyoztuk az iszkémids posztkondiciondlas protektiv hatdsait egészséges
patkdnyokban az iszkémias-reperfiizios karosodasok kapcsan. Magas koleszterintartalmi
tappal, him patkanyokban hiperkoleszterinémiat és hipertrigliceridémiat alakitottunk ki. Az
altalunk létrehozott allatmodell alkalmas volt arra, hogy indukalt endogén védelem létrejottét
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anyagcsere-eltérésekben is megvizsgaljuk. Az iszkémia-reperfuzidos karosodas mértékét a
leukocitak és az endotél altal termelt TNF-a-szintekkel jellemeztiik. Az iszkémia-reperfuzos
karosodas egyik 0 Osszetevije az oxidativ stressz, masik a steril gyulladas. Kisérleteinkben
az oxidativ karosodas kimutatasara szérumperoxid-szintet, illetve a teljes vérbdl az oxigén
sejtekben (leukocita, monocita, makrofag) termelédé ¢és a szérumba kikeriild6 TNF-a
mennyiségét mértiik. Kisérleteink eredményei szerint egészséges, normal tapon tartott
allatokon a posztkondicionalds szignifikansan csokkentette az oxigén szabad gyokok
mennyiségét ¢és a peroxid Koncentraciét, valamint a szérum-TNF-a-szintet. A
hiperkoleszterinémias patkanyoknal fellépé IR karosodasok mértéke alacsonyabb volt a
normal étrendli patkanyokhoz képest, de a tovabbiakban nem befolydsolta azokat a
posztkondicionalas.

Ennek magyardzatara az a feltevésiink, hogy az altalunk eléidézett allapot, a
hiperkoleszterinémia onmagéaban is képes volt indukalni az endogén védelmet, melynek
kovetkeztében csokkent a reperfuziondl az oxidativ stressz sulyossaga.

A szérumban mért karbamid, kreatinin, gliikoz és inzulin szintekben a csoportok kozott a
miitétet megel6zen nincs kiilonbség. A miitéti beavatkozas mindkét csoportban jelentdsen
emelte a vércukor és inzulin szintet, mely a posztkondicionalt csoportban még tovabb
fokozodott. Az irodalmi adatok szerint ez feltehetden a posztkondiciondlds védelmi
mechanizmusdban szerepet jatszik. A vesefunkcidé megitélésének elterjedten hasznalt markere
a szérumkreatinin-koncentracidé. Mivel a kreatinin szinte csak glomerularis filtracioval tiriil a
szervezetbdl (minimalis mértékben szekretalddik még a tubulusokban) és a vesetubulusokban
nem reabszorbealodik, szintje ardnyos a felszabadulasdnak mértékével és a vese exkrécios
miitkodésével. Az allatok szérumkreatinin-koncentracioja mindkét operalt csoportban
szignifikdnsan magasabb volt a miitét 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 koleszterindus tapot
kapott allatoknal a karbamid szint a miitét hatasara nem valtozik. Tehat a posztkondicionalas
nem csOkkentette a szérumkarbamid-szintet, a kreatinin szint alapjan ugyanolyan mértéki
veseelégtelenség jott létre minden csoportban, tehat a rovidtava klinikai kimenetelt nem
befolyasolta. Megallapithatjuk, hogy szerencsés lett volna egy almiitétt 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 reperfizidos periddus utdn mar lathaté lenne
elvaltozas. A vesénél az iszkémia-reperfuzidos karosodas jeleit immunhisztokémiali
modszerekkel analizaltuk. Féleg a reperfuzidt kovetd gyulladési kaszkad {6 faktorara, a TNF-
o vizsgalatara helyeztiik a hangsulyt. Az iszkémia-reperfuzidé sordan a komplex gyulladasos
kaszkad aktivalodik, melynek indukalasaban és fenntartdsdban fontos szerepet jatszanak a
proinflammatorikus citokinek. Lokalis gyulladast el6segitd hatasuk fokozottan érvényesiil az
iszkémia-reperfiizio soran megjelend mikrocirkulacids zavar hatasara. A csokkent véraramlas
miatt nem csak a védd faktorok, hanem a citokinek kimosodasa is csokken a szovetbdl, igy
nagy koncentraciot érnek el a kéarosodott szovetben. A TNF-a az egyik legfontosabb
proinflammatodrikus citokin az IR karosodas patogenezisében. A TNF-a 25 kDa
molekulatomegili 2-es tipust sejtmembran fehérjeként szintetizalodik, amibdl proteolitikusan
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hasad le a 17 kDa méretli szekretalt forma, amely stabil homotrimereket alkot. A TNF-a
els6sorban aktivalt makrofagokbol, endotél sejtekbdl és a vesében parenchyma sejtekbdl
szarmazik. A TNF-a-t el6szor tumorsejteket 016 és altalanos leromlast (kahexidt) okozo
hatasa alapjan irtak le (ez utdbbi miatt ,kahektin”- nek is nevezték). A TNF-o nagyon erds
kemotaktikus hatassal rendelkezik, és fokozza a szabadgyok-termelést. Halalligand citokinnek
is nevezik, mely specifikus receptoraihoz kapcsolodva elinditja az arra érzékeny sejtek
apoptdzis programjat. Ilyenkor instruktiv apoptézisrol beszéliink. Kardiologiai kisérletekben
leirtak kardioprotektiv hatasat iszkémia-reperfiziés karosodas esetén. TNF-o receptor-
asszociadlt faktor képes aktivalni az NFKB transzkripciés faktort, mely szdmos gén
promoteréhez képes kapcsolodni és antiapoptotikus lehetdségnek tekintheté. A TNF-a
egyrészt direkt veseparenchyma kéarosodast idéz eld, masrészt erds kemotaktikus hatdssal
rendelkezik. Az aktivalt neutrofilek altal termelt szabad gyokok a glomerulusok barrier
funkcidjat megszakitva megnovekedett albumin ateresztéshez vezetnek. Ezen kiviil csokken a
glomerularis vérataramlas és filtraciés rata, a TNF-a stimuldlja a mezangialis sejteket,
kiilonb6z6 vazokonstriktor (trombocita aktivacios faktor, endothelin-1, prosztaglandinok) és
vazodilatator (adenozin, NO, prosztaglandinok) faktorok termelésére.

Eredményeink szerint a TNF-o mindkét csoportban a vese kéreg- és veléallomanyaban
egyarant kimutathatd volt, a legjellegzetesebb eltéréseket a papillaban tapasztaltuk. A papilla
hamjaban lathatd6 TNF-o mennyiségét szamszerlsitettiik ¢és statisztikailag értékeltiik. A
posztkondiciondlt 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 iszkémiés posztkondicionalas egészséges allatokon
csokkentette a TNF-a pozitivitdst- tehat az akut gyulladdsos reakcidt - mig a
hiperkoleszterinémias allatokban ez nem jott Iétre.

Kiilonosen fontosnak tartjuk azt a megfigyelésiinket, hogy a hiperkoleszterinémia dnmagaban
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 hiperkoleszterinémidban a vesében ¢s fokozza a rendlis 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 koncentracidja, emelkedett az
iszkémids vesében ¢€s pathofizioldgiai szerepe lehet az IR sériiléseket kdvetden.

Vizsgalatainkbdl levonhatd 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 indukalni
képes. Igy a korai valasz altal lehetséges, hogy az iszkémia nem tud olyan szignifikans
gyulladasos valaszt kivaltani. Feltételezziik, hogy a hiperkoleszterinémia egy adott szintig
befolyasolhatja az endogén védelmet. Hasonld eredményt kaptak R&th és munkatarsai a
szabad gyokoket lekotd antioxidans kezelés kapcsan, melynek soran kideriilt, hogy az
endogén antioxidans védelem aktivalasdhoz sziikséges bizonyos mennyiségli szabad gyok
jelenléte. A hiperkoleszterinémia mar dnmagaban is képes indukalni az endogén védelmet,
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feltételezhetéen egy a ROS-hoz kapcsolodd utvonal segitségével. Ez az utvonal akar
jelentdsebb szereppel birhat a szérumban, mint magiban a veseszovetben. Igy
megmagyarazhatdé az eltérés a szérumban és a szovetben mért TNF-a-szintek kozott. Ezen
feltevésiink bizonyitdsara még tovabbi kutatdsokra van sziikség.

V. AZ ISZKEMIAS POSZTKONDICIONALAS HATASANAK
VIZSGALATA VESE ISZKEMIA-REPERFUZIOT KOVETOEN 2-ES
TIPUSU DIABETESZ MELLITUSZBAN

1. Bevezetés

A 2-es tipusu diabétesz mellitusz (T2DM) multifaktoridlis, poligenetikus betegség,
melyet az inzulinszekrécid elégtelensége, relativ inzulinhidny €s inzulinrezisztencia jellemez.
A zsirszovet is fontos regulatora az inzulin hatasanak, mivel szabad zsirsavakat termel,
melyek az inzulin receptor szubsztrat (IRS)-proteinek szerin-foszforilacidojanak elésegitése
révén gatoljak az inzulin jelatvitelét. Ezen kiviil a zsirszovet endokrin szervként is funkcional,
adipokineket szekretal: az inzulin-antagonista hatasu TNF-a-t, rezisztint, illetve az inzulin
szenzitivitast novelé adiponektint és leptint. Inzulinrezisztencia esetén, az inzulin célszervein
(vazizom, sziv, zsirszovet, hasnyalmirigy, méj) nem képes a fiziologias hatasat kifejteni, a
pankreasz PB-sejtjei fokozott inzulintermeléssel valaszolnak. A T2DM ¢és az azt megel6zo
allapotok diagnozisat oralis gliikkoz tolerancia teszt (OGTT) elvégzésével allithatjuk fel. Ha az
¢hgyomri vércukorérték 5,6 és 6,9 mmol/l kozotti, akkor emelkedett éhgyomri gliikoz szintrél
(IFG) beszéliink. Ha a vizsgalat 2. 6rajaban a kapott érték 7,8-11,0 mmol/l kozotti, akkor
karosodott gliikéz toleranciat (IGT) allapithatunk meg. 2-es tipusu 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 oras érték a 11,1
mmol/I-t meghaladja.

2. Célkituzések

Munkank masodik részében célkitiizésiink: 2-es tipusu diabétesz mellituszban (T2DM)
vesehilus-okkluziot kovetdéen iszkémias posztkondicionalds alkalmazasa; és a kialakulod
oxidativ stressz és gyulladdsos valaszreakciok mértékének vizsgélata. Kérdésiink, hogy
normal és T2DM patkédnyokban az oralis gliik6z tolerancia teszt soran milyen mértékben
valtozik a szérumgliikkoz-, inzulin- és TNF-a-szint.

Célunk az iszkémias posztkondicionalas hatdsdnak vizsgalata vesében 90 perc iszkémiat
és 240 perc reperfuzidt kovetden; az iszkémids posztkondicionalt csoportban a reperfiizio
kezdeti fazisaban 4 ciklus 15 masodperces reperfuziot és 15 masodperces reokkluziot
alkalmaztunk. Ezt kovetéen vérben, szérumban és tavoli szervben (a majban) a kialakulod
oxidativ stressz ¢és gyulladdsos valaszreakciok vizsgdlata. Az oxidativ stressz mértékét a
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szérumperoXid-szint mérésével kivantuk jellemezni. A reperfizié indukalta gyulladasos
véalaszreakciot a TNF-o meghatarozasaval, és a fehérvérsejtek indukalt szabadgyok-
termelésével. Tovabba mértiik az antioxidans enzimek (SOD, GSH) mennyiségét, aktivitasat,
¢s a lipidperoxidaci6 indirekt markereként ismert malondialdehid koncentracidjat
majszovetben.

3. Anyag és médszerek

Kisérletiinkhoz 32 darab ivarérett, him, 3 honapos Wistar patkanyt hasznaltunk. Az
allatokat egyesével, kiilon ketrecekbe helyeztiik el, melyeket egyedi azonositdé szammal
lattunk el. A patkanyokat két csoportra osztottuk. Az egyik csoportot normal patkanytappal
[E], a masikat egy zsirdus, altalunk készitett tappal etettiik [T2DM]. A szaraz laboratoériumi
patkdnytapot Orlemény formdjdban szereztik be. Ehhez koleszterint, epesavat ¢&s
napraforgoolajat kevertlink, ugy hogy a tip 2% koleszterin, 0,5% kolsav ¢és 20%
napraforgoolaj tartalmu legyen.

32 db him Wistar patkany

7\

I. CSOPORT II. CSOPORT
Egészséges (E) 2-es tipusu diabétesz mellitusz (T2DM)
90 perc iszkémia 240 pere Reperfizio | 240 pere Reperfizio ]
240 perc Reperfizio l |b- [RH’E' 90 perc iﬂlkl"-mi’-l. I I I 240 perc Reperfizio |
Ry Ry Ry Ry Ry Ry Ry Ry

8x15s 8x15s

A kisérlet 5. és 12. hetét kovetéen kezdtik meg a mitéteket. A narkozist
intraperitonealisan bolusban adott ketamin: diazepam (Seduxen, Richter G. Rt,,
Magyarorszag) 1:1 aranyu keverékével végeztiik (0,2 ml / 100 tsg). Laparotomiat kdvetden
mobilizaltuk a mezenteridlis gyokot, majd mindkét vesét atraumatikus mikroklippel 90 percre
a keringésbol kirekesztettiik. Mindkét csoportot tovabbi alcsoportokra osztottuk (n=4): az
egyik alcsoportnal iszkémiat kdvetben 4 oOras reperfiiziot [IR], a masik alcsoportnal pedig az
iszkémiat kovetden a repertfiizid6 megkezdése eldtt 2 perc posztkondiciondlast (15 s reperfuzio
/ 15 s reokklazidé 4 ciklusban) alkalmaztunk [PK]. A kétoras reperfiiziot kovetdéen vért és
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.

Laboratoriumi vizsgdlatok:
Gliikoz, koleszterin, triglicerid, szabadgyok-termelés, TNF-a citokin meghatdrozdsa
A mar ismertetett modszer szerint végeztiik a vizsgalatokat (5. oldal).

Ordlis gliikoz tolerancia teszt (OGTT)
A Koleszterinetetés szénhidrat anyagcserére gyakorolt hatasanak jellemzésére a diéta
beallitasat kovetd 5. és 12. héten cukorterhelést végeztiink. Az allatokat a kisérlet eldtti nap
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délutanjatol eheztettiik (15 ora tdpmegvonds). A kisérlet napjan meghataroztuk az éhgyomri
vércukorszintet. Majd oralisan gyomorszondan keresztiill 1 g/kg gliikkozt adtunk és az ezt
kovet6 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 mértilk meg.

Inzulin meghatdrozdsa

Inzulin ,,high range” ELISA- kit (ALPCO Diagnostics, Salem, USA) segitségével, a
kitben szereplé utmutatd alapjan kvantitativan mértiikk kisérleti allataink széruminzulin-
szintjét.

Inzulinrezisztencia meghatarozdisa (HOMAR)

A HOMAR index a szervezet inzulinérzékenységének meghatarozasara szolgélo
modszer. A HOMARr indexet az éhgyomri vércukor- €s inzulinszintbdl az alabbi képlet
alapjan szamoltuk: HOMARr= [Ehgyomri inzulin (uU/ml) x gliikéz (mmol/l)] / 22,5. Minél
alacsonyabb ez az ¢érték, az inzulinérzékenység annal jobb. <1 normalis; >2
inzulinrezisztencia gyanuja; >2,5 inzulinrezisztencia valoszinti; >4,4 T2DM.

Matkovics-féle malondialdehid (MDA) meghatdrozas mdjszovetbol

Minta eldkészitése: thiobarbiturat (TBA, Renal) 10%-os perklorsavban (Reanal)
készitett tultelitett oldatat haromszoros mennyiségii 20 %-os triklorecetsavval (TCA, Carbo
Erbe) elegyitettilk. Az igy kapott 1:3 ardnyt elegy 4,5 ml-¢hez 0,5 ml homogenizatum (1 g
szovet+ 4 ml 0,9 % fiziologias s6) adunk. A keletkezett mintat forrasban levd vizfiirddben 20
percig inkubaltuk, majd jégben gyorsan hitéttiik és 4000 rpm-en 15 percig centrifugaltuk
(Universal 3RF, Hetterich Zentrifugen). A feliilaszot 532 nm-en, a TBA-TCA elegy ellenében

crcr

(nmol/ml) standardgdrbe alapjan hataroztuk meg.

Szuperoxid dizmutaz enzim aktivitas mérése mdjszovetben

Minta elokeszitese: 1 gramm majszovethez 4ml hideg fiziologias soét adunk.
Homogenizalas utan hiitott gyorscentrifugaban centrifugalunk 20 percig 16000-es fordulattal
(Hettich Zentrifugen Universal 3RF) 4C°-on. A feliiliszot leontjik, és ezt kiilonbozo
higitasokbol mérjiik. Az iiledékbol 100-szoros higitast készittlink fiziologias sdoldattal.
Meérés: Hitachi U-2001 tipusu spektrofotométer. Adrenalin standard (ASTD): 1,6488 mg/ml
adrenalin 0,1N sé6savban oldva. 0,05 M- os SOD puffer: 3597 g Na,CO3, 1428 g NaHCO;
1000 ml deszt.vizre, 0,037 g EDTA. 100 pl higitott szovet, melyhez 100 pl-t adunk az ASTD-
bol. A végsé térfogat mindig 3 ml. Aktivitasmérés: Az abszorbanciat 480 nm-en 3 percig
folyamatosan mértiik és regisztraltuk. A kontroll gérbe és a minta jelenlétében kapott gorbe
felszallo szarainak meredeksége kozotti eltérésbodl szamitottuk ki a gatlas mértékét.

Redukalt glutation (GSH) meghatdarozdas madjszovetbol

Minta elékészitése: 1 gramm majszovethez 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-éhez 4 ml
0,4 M-os (pH 8,7) Trisz-(hidroximetil)-amino-metan (TRIS, Reanal) puffert adtunk. Az igy

13



kapott elegyet 100 ul 5,5-Dithiobisz-2-nitrobenzoesav (DTNB, SERVA) hozzaadasa utan,

cyey

(nmol/ml) standardgdrbe alapjan hataroztuk meg.

4. Eredmények

A két kisérleti periodusban egyik kisérleti csoportnak sem gyarapodott jelentésen a
teststilya. Mindkét csoport elfogadta a kinalt tapot. Eleinte a koleszterinnel etetett allatok
szignifikdnsan tobbet fogyasztottak, mint a kontroll csoport, de a 3. hét kezdetétdl a két
csoport tapfogyasztasa nem kiilonbozott. A zsirdus tdpon tartott kisérleti allatok
szérumkoleszterin- €s triglicerid-szintje szignifikdnsan magasabb volt a normal diétan tartott
allatokhoz képest mind az 6tddik, mind a tizenkettedik héten. A zsirdus téppal etetett
csoportban az éhgyomri vércukorszint a 12. héten szignifikdnsan nagyobb volt, mint a normal
tapon tartott csoporté. Az ¢hgyomri széruminzulin-szintben nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget.

Az 5. héten az éhgyomri vércukor szint a fiziologidsnak megfeleld volt mindkét
csoportnal. A szérumgliikoz-emelkedés a zsirdis 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 tdpon
tartott allatoknal a 30. percben, de 2 o6ra mulva mindkét csoport vércukor szintje
normalizalodott, nem kiilonbdzott szignifikansan az éhgyomri szinttél. A vizsgalat sordn a
zsirdls tappal etetett csoportban a 15., 30., 60. percben a szérumgliikkoz-szint magasabb volt,
mint 11,1 mmol/l, a 120. percben normalizalodott. A 12. héten a zsirdus tappal etetett csoport
¢hgyomri értéke 5,37+0,53 mmol/l volt. A kontroll csoportban a vizsgalat 2. orajaban
9,032+0,337 mmol/l a szérumgliikdz-szintje, mely karosodott gliikkdz toleranciara utal (IGT).
A zsirdus 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.

Ehgyomri inzulin szintben szignifikans kiilonbség a két csoport kozott nem volt. A
széruminzulin-szint a kontroll csoportban a glik6z beadasa utani 30. percben érte el
maximalis értékét, mely szignifikansan tobb volt, mint a zsirdus tappal etetett csoportban mért
érték. A zsirdas tappal taplalt csoportban nem tapasztaltunk inzulinkoncentraciéo névekedést a
per os 1 g/kg gliikkdz beaddsa utdni 120 percben. Méréseink szerint mindkét csoportban
inzulinrezisztencia alakult ki, azzal a kiilonbséggel, hogy mig a zsirdis tappal etetett
csoportndl egyaltalin nem tapasztaltunk az exogén gliikoz 4ltal indukdlt inzulin
felszabadulast, addig a kontroll csoportban kismértékben indukélhat6 volt az inzulinszekréci6.

A szérum-TNF-a-koncentracioban az 5. hét soran nem volt szignifikans kiilonbség
csoportjaink kozott. A 12. hét utdn a TNF-a koncentracidja szignifikansan magasabb a zsirdus
tappal etetett csoportban a normal csoportéhoz, valamint az 5. héthez képest. Meglepd modon
mindkét csoportban az 1g/kg p.o. adott cukor hatasara atmenetileg megemelkedett a szérum-
TNF-o-szint, maximalis koncentraciojat a 30. percben mértiik (szinkronban az
inzulinemelkedéssel), majd a 120. percben visszatért a kiindulasi értékre.
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A kontroll-IR csoportban minimalisan megemelkedett, mig a posztkondicionalt
allatoknal a miitét eldtti szinttel megegyezett a miitét utdn mért vércukor szint. A zsirdus
tappal etetett allatokban a posztkondicionalas hatasara szignifikdnsan emelkedett a
szérumgliikkoz-koncentraci6. Az inzulinszint mind az IR, mind a posztkondicionalt allatoknal
megemelkedett a miitét hatasara, de szignifikans kiilonbséget nem tapasztaltunk. A miitéti
beavatkozas emelte a TNF-a-koncentraciét minden csoportndl, szignifikdns ndvekedést
egyediil a normal tapon tartott, posztkondicionalt allatoknal mértiink. A PMA indukalta
szabadgyok-termelés a normal tapon tartott csoportban kisebb volt a T2DM csoporthoz
képest. Kisebb, de nem szignifikans értéket mértiink a normal tapon tartott, posztkondicionalt
csoportban az iszkémia-reperfizios csoporthoz képest. T2DM-ben novekedett a szabadgyok-
produkcid, nem szignifikans mértékben.

Az 5. héten a posztkondicionalas a kontroll csoportban szignifikansan csokkentette a
membrankarosodast, mert a lipidperoxidaciot jelz6 malondialdehid majban mért szintje
szignifikansan kisebb volt az l/a. csoporthoz képest. A 1I/b. csoportban a posztkondicionalast
kovetden nem valtozott az MDA koncentracié az iszkémia-reperfizids csoporthoz képest
(I/a.). A 12. héten a normal tadpon tartott csoportban a posztkondiciondlds csokkentette az
MDA koncentraciét. A T2DM, posztkondiciondlt csoportban (II/b.) szignifikdnsan tobb
MDA-t mértiink, mint az IR csoportban €s az 5. héten.

A szuperoxid dizmutaz enzim aktivacioja az 5. héten emelkedett a posztkondicionalt
csoportban. A T2DM posztkondicionalt csoportban kisebb a SOD aktivacidja, mint a normal
tappal etetett iszkémia-reperfuzios, valamint a posztkondicionalt csoportban. A 12. héten a
posztkondicionalt csoportban szignifikdnsan kisebb a SOD aktivacidja az egészséges
allatokban az 5. héthez képest. A T2DM posztkondiciondlt csoportban szignifikansan tobb
SOD enzim aktivaciot mértiink, mint az IR csoportban.

Az 5. héten a reperfuzio végén a posztkondicionalt csoportban szignifikansan kevesebb
a GSH koncentracidja. A koleszterin, epesav ¢és napraforgoolajban dus tapon tartott
csoportban, tehat T2DM-ben szignifikansan kisebb a GSH koncentracioja, mint a normal
tappal etetett csoportban. A 12. hét elteltével szignifikansan kisebb a normal tapon tartott
csoport GSH koncentracioja.

5. Megbeszélés

Ivarérett, him, 3 honapos Wistar patkdnyokat 2% koleszterin, 0,5% epesav és 20%
napraforgoolaj tartalmt tappal 5 €s 12 hétig specialis diétan tartottunk. A diéta bevezetését
kovetd 5. és 12. héten oralis cukorterhelést végeztiink 1g/kg gliikoz per 0s adasaval. A normal
tapon tartott csoportndl patkanyokban az 5. heti fiziologids cukorterhelési gorbét a 12. héten
karosodott gliikdz tolerancia és inzulinrezisztencia valtotta fel, mely csaknem 0sszemérhetd
volt zsirdus tapon tartott csoportéval. Ezt azzal magyarazzuk, hogy Escriva és munkatarsai
kimutattak, hogy a korabban metabolikusan egészséges Wistar patkdnyokban az Oregedés
sordn periférids inzulinrezisztencia jon létre.

A 12. hét utan a TNF-o koncentracidja szignifikansan magasabb T2DM-ben, ez
megegyezik a korabbi irodalmi mérésekkel. Mindkét csoportban az exogén gliik6z hatdsara
atmenetileg, az inzulinnal parhuzamosan megemelkedett a szérum-TNF-a-szint is, melynek

crer
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értékére. A metabolikus allapot jellemzésére HOMA inzulinrezisztencia indexet szamoltunk,
ahol eredményeink alapjan az inzulinrezisztencia valdsziniisithetd, de T2DM nem mondhat6
ki. A zsirdls tappal etetett csoport esetében 2-es tipusu diabétesz mellitusz (T2DM) volt
megfigyelhetd. Ezen kisérleti 4llataink inzulintermelése nem volt indukalhaté az OGTT soran
sem az 5., sem a 12. héten.

Az igy létrehozott allatmodell alkalmas volt arra, hogy az endogén védelem létrejottét
T2DM-ben vizsgaljuk. Kisérletiink 5. és 12. hetében mitéteket végeztiink. Mind a zsirdus
(T2DM), mind a normal tappal etetett (Egészséges) kisérleti csoportunkat két tovabbi
alcsoportra osztottuk. Az egyik alcsoporton 90 perces iszkémiat indukaltunk mindkét oldali
vese ereinek leszoritasdval, majd négy Oran keresztiil reperfuziot végeztiink. A madsik
alcsoporton 2 perces iszkémids 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-o koncentracidkat hataroztunk meg. A
négyoras reperfuziot kovetden szovetmintat (maj) vettiink.

A mitétet kdvetden a szérum-TNF-a-szint a normal, posztkondicionalt csoportban nem
csokkent. A TNF-a volt az els6 olyan zsirszoveti citokin, amelynek felismerték szerepét az
elhizas és az inzulinrezisztencia kapcsolataban. Az irodalom a TNF-a inzulinrezisztenciaban
jatszott szerepével szamos cikk foglalkozik, melyekben kiilonboz6é eredmények sziilettek. Day
¢s munkatarsai a -238 A allélt hordozoék korében alacsonyabb inzulinrezisztencia
paramétereket talalt, mig a -308 A allél hordozdsa nem mutatott Osszefliggést az
inzulinérzékenységgel. Mas vizsgalatokban a -308 A allél hordozdsa az elhizds és az
inzulinrezisztencia magasabb rizikojaval jart. A TNF szerepét vizsgaltak TNF- illetve TNFR-
gén hianyos egerekben. A TNF hidnya a téplalkozas eredetli elhizdsban és az ob/ob
genotipusu egerekben egyarant az inzulinszenzitivitas hatarozott javulasat eredményezi. Ez
jelzi, hogy elhizas kapcsan a TNF az inzulinrezisztencia egy fontos mediatora, mivel az
inzulin medialta folyamatokat kiilonb6z6é pontokon befolyasolja.

A TNF-a harom ponton avatkozik be az inzulin jelatvitelébe. A TNF-a elosegiti az
IRS-1 szerin foszforilaciojat, amely akadalyozza az inzulin 4altal stimulalt tirozin
foszforilaciot, igy karosodik a PI3K-ut. Aktivalja az SH-PTPazt, mely eltavolitja a tirozin
foszfat csoportokat az IRS-1 fehérjérél, ezzel terminalva az inzulinhatast. Végiil pedig
foszforilacidja révén inaktivalja a protein foszfat-1-et, ezaltal csokkentve a gliikoz
raktarozasat. Fontos szerepe van a 2-es tipust diabétesz mellitusz pathogenezisében. A
jelenség hatterében az all, hogy a TNF-o interferal az inzulin egyik jelatviteli
mechanizmusaval, olyan médon, hogy gatolja az inzulinreceptor tirozin-kinaz aktivitasat és az
inzulin receptor szubsztrat-1 foszforilaciojat. lgy az inzulin nem tudja indukalni a tirozin
kotdhelyen torténd foszforilaciot, ami feltétleniil sziikséges lenne az inzulin jelatviteléhez. Az
elébbiekbdl kovetkezden az inzulin szenzitiv szovetekben a gliikdz transzporter nem jut fel a
sejtek felszinére és periférias inzulinrezisztencia jon létre.

Fontosnak tartjuk azt a megfigyelésiinket, hogy a gliikkoz terhelés soran nem csak
inzulin felszabadulés figyelheté meg, hanem ezzel parhuzamosan a szérum-TNF-o-Szint is
megnd. Az allandéan magas vércukorszint egyiitt jarhat a gyulladasos citokinek fokozott
termelésével, és ez szerepet jatszhat az inzulinrezisztencia kialakuldsaban patkanymodellben
IS.
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Vizsgaltuk, hogy a majban, a reperfuzidé kozvetleniil nem érintett szovetében milyen
jelentdsége van az iszkémids posztkondiciondldsnak iszkémias-reperfuzids karosodasban. Az
oxidativ folyamatok védo oldalaként ismert endogén antioxidans scavenger anyagok koziil a
glutation (GSH) koncentraci6jat és a szuperoxid dizmutaz (SOD) aktivitasat mértiik
majszovetben. Ismert, hogy protektiv hatassal rendelkezik a reperfiziés karosodasokban a
glutamin, katabolitikus allapotokban esszencialis aminosavként viselkedik. A glutamin védo
hatasa a csokkent szabadgyok-produkcion keresztiil valosul meg; ismerve a tényt, hogy a
glutamin a majban, az antioxidans glutation (GSH) bioszintézisében vesz részt, illetve
prekurzor molekuldja. Ugyanakkor a glutamin, a fentiek mellett az apoptdzisban is fontos
szerepet tolt be. Feltételezések szerint a glutamin a Fas ligandmedidlt apoptdzist gatolja, a
TNF-a medialt apoptozist serkenti.

Kisérletiinkben a SOD és GSH koncentracidja szignifikansan csokkent T2DM-ben,
jelezve a fokozott gyoktermelésbdl szarmazo felhasznalédasukat.

Elterjedt az a nézet, hogy szdmos kardiovaszkularis rizikétenyezd, mint példaul az
oxidativ stresszt okozo cukorbetegség, az elhizas az endotél diszfunkciojat okozza. Patologias
metabolikus allapotokban a szabadgyok-képzddés is jelentdsen megnd. Szamos tény igazolta,
hogy az emelkedett szabadgyok-koncentracio Onmagaban is feleldssé teheté az endotél
diszfunkcidért, mivel a szuperoxid szabad gyokok az endotélhez kodzvetleniil kapcsolodva,
direkt modon képesek azt karositani. Az ereket az egy sejtsor vastagsagu vaszkularis endotél
béleli, amely érzékenyen reagédl a hemodinamikai valtozasokra. Feladata a vaszkularis tonus
¢s strukttra fenntartasa, a vaszkularis sejtek névekedésének, a thrombotikus és a fibrinolitikus
vaszkularis permeabilitasnak, az oxidacios-redukcios folyamatoknak a szabdlyozasa, a
lipidoxidacié befolyésolasa.

Mind a lipidperoxidacio indirekt markereként ismert malondialdehid koncentracioja
majszovetben, mind a fehérvérsejtek indukalt szabadgyok-termelése szérumban
szignifikdnsan emelkedett volt T2DM-es csoportban az egészséges kontroll csoporthoz
viszonyitva. A posztkondiciondlas jotékony hatasat 90 perc iszkémiat kovetden csak a maj
MDA koncentracidjaban tudtuk igazolni. Kisérletiinkben lathatjuk, hogy célzott vese
iszkémia-reperfiizidé soran megvaltozik a maj antioxidans rendszer aktivitasa, melyre pozitiv
hatassal van a posztkondicionalas.

V. AZ ISZKEMIAS ES FARMAKOLOGIAI POSZTKONDICIONALAS
HATASA A VESE ISZKEMIA-REPERFUZIOS KAROSODASAIRA
STREPTOZOTOCIN-INDUKALT DIABETESZ MELLITUSZBAN

1. Bevezetés

Vinten-Johansen és munkatarsai 2005-ben kijelentették, hogy nagy el6relépést
jelentene, ha sikeriilne talalni egy védé farmakologiai allapotot, mely imitalja a
posztkondicionalast. Szamos farmakoterapias probalkozasrol olvashatunk az irodalomban,
ahol kiilonb6z6 anyagokkal kisérelték meg befolyasolni a reperfizié eseményeit. A legtobb
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ilyen kisérlet miokardium iszkémia-reperfizios karosodasa kapcsan tortént. Ilyenek voltak az
adenozin ¢és analdgjai, a nitrogén-monoxid, az inzulin, opioidok, CO2 és sok mas anyag.
Eddig egy szert sem vezettek még be a rutin klinikai gyakorlatba. Még nem bizonyitott, hogy
a farmakologias szerek intermittald adagolasa imitalni tudja-e a posztkondicionalas id6beli
karakterisztikajat, és igy hatékonyabb-e alkalmazasuk.

2. Célkitiizések

Harmadik kisérletsorozatunkban 1-es tipusu diabéteszes dallatmodellen kivanjuk
vizsgalni az iszkémias és farmakologiai posztkondiciondlast. Az inzulinr6l kimutattak
kardioprotektiv hatasat akut korondria iszkémia soran. Nem torténtek még széleskorti
vizsgalatok az inzulin vese iszkémia-reperfuzios karosodasa tekintetében. Az inzulin hatdséara
aktivalodik az Akt enzim, mely a sejtek metabolizmusaban, cukorfelvételében, raktarozasaban
€s a sejt tulélésében jatszik szerepet. A posztkondiciondlas altal aktivalt Gtvonalak a
molekularis magyarazat szerint; a PI3K, az Akt, a MEK, az ERK tulélést segitd jelatviteli utak
aktivalasa (RISK), és az antiapoptotikus enzimek termelddése vezet az iszkémias karosodas
kivédéséhez. A PI3kinaz gatloszere, a Wortmannin korabbi kisérletekben megsemmisiti a
posztkondiciondlas infarktus-csokkentd potencialjat. Ezen tUtvonal gatlasaval célunk az
iszkémias posztkondiciondlas kozelebbi, mélyebb megismerése vese iszkémia-reperfuzio
esetén.

Ebben a kisérletsorozatban célunk az iszkémids posztkondicionalds hatasat vizsgalni 45
perc vese iszkémiat és 120 perc reperfuziot kovetéen. Az iszkémids posztkondicionalt
csoportban a reperfuzido kezdeti fazisaban 4 ciklus 15 masodperces reperfuziot és 15
masodperces reokkliziot alkalmaztunk. Az iszkémia-reperfiuzios karosodas vizsgalata
szérumban ¢és perifériés szovetekben, a TNF-a citokin szint meghatarozasaval tortént. Az
iszkémias-reperfiziés karosodas mértékét veseszovetben HE és TNF-o immunhisztokémiai
fénymikroszkopos modszerrel vizsgaltuk.

3. Anyag és modszerek

Vizsgalatainkat 56 darab him Wistar patkdnyon (testtomeg: 300+£50 g) végeztiik.
Kisérletiinkben az 1-es tipusu diabétesz indukalasara a streptozotocint (STZ: 65 mg/kg ip,
Sigma Chemical Co., Budapest) 0,1M citrat pufferben (pH 4,5) oldottuk fel, intraperitoneal
injektaltuk. A kontroll csoportnak bdr ala fiziologias sot (65 mg/kg) injektaltunk. A vércukrot
farokvégbdl nyert vérbdl, Accu Chek Active (Roche, Magyarorszag) vércukorszintmérd
késziilékkel rendszeresen mértiik. 5-7 nap elteltével azokat az allatokat valasztottuk be a
kisérleti diabéteszes csoportba, amelyeknél a vércukor koncentracio értéke megegyezett vagy
meghaladta a 17 mmol/l értéket.
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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.

c. 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
R Ry Ry R Ry Ry Ry R;

8x15s 8x15s

Az altatast intraperitonedlisan adagolt Calypsol és Seduxen 1:1 aranyt keverékével
veégeztiik (0,2 ml/ 100 tsg). Az allatot hatara fektetve, ldbait leragasztva rogzitettiik a
miitdpadon. Laparotomiat kovetden mobilizaltuk a mezenterialis gyokot, meggydzddtiink a
vesék kb. azonos nagysagarol, illetve azonositottuk az ellatd ereket, majd mindkét vesét
atraumatikus mikroklippel 45 percre a keringésbdl kirekesztettiikk. A patkédnyokat az alabbi
csoportokba (n=7) osztottuk. Mintavételre a reperfuzio végén keriilt sor. A kétoras reperfiziot
kovetden az allatokat exsanguinaltuk, vért és szérumot hasznaltunk a kovetkezOkben
részletezésre keriild paraméterek mérésére. SzOvettani vizsgdlatra a bal vesét formalinba
helyeztiik.

Laboratoriumi vizsgalatok

Gliikoz, koleszterin, triglicerid, szabadgyok-termelés, TNF-a citokin meghatdrozdsa
A mar ismertetett modszer szerint végeztiik a vizsgalatokat (5. oldal).

Morfologiai vizsgdalatok

A bal oldali vesét a reperfiziot kovetéen 10%-os neutralis formalinban fixaltuk, majd
felszallo alkoholsorban viztelenitettiik és paraffinba dgyaztuk. A vese keresztmetszete mentén
késziilt S5um vékony metszetek egy részét haematoxilin-eosinnal (HE) festettiik meg.
Vizsgaltuk csoportonként a vese minden rétegét, és a hyalincylinder mennyiségét. A
tubulusok értékelésére a Jablonski score-t, és a Banff szerinti beosztast hasznaltuk.
Immunhisztokémiai vizsgalataink TNF-o 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 citoplazmdjat festi. A folyamat laboratériumi és kiértékelési
tematikaja a 6. oldalon talalhato.

4. Eredmények

Laboratoriumi vizsgdlatok eredményei: A streptozotocinnal indukalt diabétesz
mellituszban az éhgyomri vércukor szignifikdnsan nagyobb, mint a normal tdpon tartott
csoportban. Az STZ diabéteszben szignifikansan kisebb a szérum-TNF-a-szintje a kontroll
csoporthoz képest. A szérumkreatinin-szintben a csoportok kozott a miitétet megelézden
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nincs kiilonbség. Mind a négy csoportban a mitéti beavatkozast kovetden emelkedett a
kreatinin koncentracioja méréseink szerint. Kisebb a szérumkreatinin-koncentracidja a
kontroll posztkondicionalt és az inzulinnal posztkondicionalt csoportban az IR csoporthoz
képest. A Wortmanninnal gatolt, iszkémids posztkondicionalt csoportban magasabb a
kreatinin koncentracidja az I/b. és I/c. csoporthoz képest. STZ diabétesz mellituszban
magasabb a szérumkreatinin-koncentracidoja miitétet megelézéen az egészséges
csoportokhoz képest. Szignifikinsan magasabb a kreatinin koncentracié STZ indukalta
diabétesz mellituszban az iszkémias posztkondicionalt, Wortmanninnal kezelt csoportban.
Az iszkémias posztkondicionalas csokkentette a TNF-a koncentraciot az egészséges kontroll
IR csoporthoz képest. A 45 perces iszkémiat kovetden inzulinnal kezelt csoportban és a
Wortmanninnal gatolt iszkémias posztkondicionalt csoportban szignifikansan emelkedett a
koncentracid a reperfuzid végén. STZ indukélta diabétesz mellituszban az iszkémids
posztkondiciondlds nem csokkentette szignifikdnsan a TNF-o koncentracidt az IR
csoporthoz képest. A Wortmanninnal gatolt iszkémids posztkondicionalt csoportban
szignifikdnsan emelkedett a koncentracié a reperfizo végén.

Morfologiai vizsgdlatok eredményei: A HE metszeteken az egészséges, kontroll
csoportban nem taldltunk kiilonbséget csoportjaink kozdott. Jablonksi 0-2 és Banff Grad I.
fazisokat lattunk. Szignifikans kiilonbséget lattunk a STZ diabéteszes IR csoportban szarmazo
metszetekben, ahol Grade II sulyossagi multifokalis tubularis atrofiat tapasztaltunk a
corticomedullaris atmenetben. A papilla hamjaban lathat6 TNF-a mennyiségét
szamszerlsitettiik €s statisztikailag értékeltiik. A normal tédpot kapd csoportjaink koziil a
posztkondicionalt csoportban szignifikansan kisebb értéket detektaltunk, mint az iszkémia-
reperfiizids csoportban. Az inzulinnal posztkondicionalt csoportban szignifikansan magasabb
volt a TNF-a koncentracidja, mint az iszkémias posztkondicionalt csoportban. STZ indukalta
diabétesz mellituszban magasabb értékeket detektaltunk minden csoportban, mint a kontroll
csoportban. A csoportokon beliil szignifikans kiilonbséget nem tapasztaltunk.

5. Megbeszélés

Tanulmanyoztuk az iszkémias és farmakologiai posztkondiciondlas protektiv hatasait
egészséges ¢s STZ indukalta diabétesz mellituszban.

A szérumkreatinin-szintben a csoportok kozott a miitétet megel6z6en nincs kiilonbség.
A Wortmanninnal gatolt, iszkémias posztkondicionalt csoportban magasabb a kreatinin
koncentrécidja a tobbi csoporthoz képest. Szignifikansan magasabb a kreatinin koncentracio
STZ diabétesz mellituszban az iszkémids posztkondicionalt, Wortmanninnal kezelt
csoportban az inzulinnal kezelt csoporthoz képest. A TNF-a jelentds citokin az IR
karosodasban. Az iszkémia-reperfizioés karosodas mértékét a leukocitak és az endothelium
altal termelt TNF-o szintekkel jellemeztiik. Kisérleteink eredményei szerint egészséges,
normal tapon tartott allatokon a posztkondiciondlas szignifikdnsan csdkkentette a szérum-
TNF-a-szintet. A 45 perces iszkémiat kovetden inzulinnal kezelt csoportban és a
Wortmanninnal gatolt iszkémids posztkondicionalt csoportban szignifikdnsan emelkedett a
koncentracié a reperfuzd végén. STZ indukilta diabétesz mellituszban fellépd iszkémia-
reperfuzids karosodasok mértéke magasabb volt a kontroll csoporthoz képest, de nem
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befolyasolta azokat az iszkémids posztkondiciondlas, mint ahogy az inzulin alkalmazisa a
reperfuzid kezdetén sem. Az inzulinnal torténd farmakoldgiai 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 Banftf Grad 1. fazisokat lattunk. Feltételezziik, hogy 2 ora
reperfuzios idotartam rovid, még fénymikroszkopos eltérés (HE) nélkiili fazis.

Szignifikdns kiilonbséget lattunk az STZ diabéteszes IR csoportban szarmazd
metszetekben, ahol Grade II sulyossagi multifokalis tubularis atrofiat tapasztaltunk a
corticomedullaris a&tmenetben. Mint ahogy mar az elsé fejezetben tapasztaltuk, kisérletiinket
megismételve szintén megallapithatdo, a TNF-o mindkét csoportban a vese kéreg- ¢és
vel6allomanyaban egyarant kimutathato volt. A papilla hamjaban lathaté TNF-a mennyiségét
szamszerUsitettiik és statisztikailag értékeltiik. A posztkondicionalt csoportban szignifikdnsan
kisebb értéket detektaltunk, mint az IR csoportban. STZ indukalta diabétesz mellituszban a
posztkondicionédlas nem valtoztatta meg a TNF-o mennyiségét.

VI. KOVETKEZTETESEK

A szervatiiltetés sikerének egyik fontos pillére az iszkémia-reperfizi6 okozta
karosodads megelozése, illetve kezelése. Jelen tudomasunk szerint az iszkémias
posztkondicionalas enyhiti az akut reperfuzios karosodast. Ezen kiviil hosszabb tavu hatésa is
van. Zhao és munkatarsai szerint a miokardialis iszkémia utan elért infarktusos teriilet
méretének csokkenése 24 6ran at fennmarad. Ez a megfigyelés tovabbi bizonyitékul szolgal
arra a feltevésre, hogy a korai események befolyasolasa a késdbbi eseményekre is hatést
gyakorol. Eredetileg iszkémias posztkondicionalasnak nevezték a jelenséget, de talan jobb a
jelzot elhagyni, mivel még nem vilagos, hogy tényleg a reokkluziok, vagy pedig az ezeket
kovetd rovid reperfuzios epizodok a jelentdsebbek a protektiv stratégia szempontjabol.

A posztkondicionalas rairanyitotta a tudomanyos vilag figyelmét a reperfiziora, mint
egy biologiailag aktiv és terapiasan 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, kiilonboz6é modelleken vizsgaljak,
mint pl. kis és nagy allatokon, in vivo, ex vivo perfunddlt szerveken, illetve
sejttenyészetekben. A végsé kihivast az jelenti, hogy a posztkondicionalas elméletét és
kisérletes tapasztalatait a mindennapi klinikai gyakorlatba mi médon lehet atiiltetni.

Valosziniileg a posztkondicionalas az egész folyamat hatterében allo szisztémas
gyulladasos vélaszreakcid kialakuldsanak valoszinliségére, illetve mértékére is kedvezd hatést
fejt ki. Az iszkémias posztkondicionalas 45 perc vese iszkémiat kovetéen egészséges
allatokon csokkenti a TNF-a koncentraciéjat szérumban ¢és a TNF-o pozitivitast
vesepapillaban. Jelen kisérletben az iszkémias posztkondicionalassal sikeriilt megfékezni a
revaszkularizaciot kovetd kezdeti folyamatokat, mind a lokalis gyulladas, a vese-, mind a
majkarosodas tekintetében. A posztkondicionalt csoportban, melyet Wortmanninnal gatoltunk
nem csokkent az iszkémia-reperfuzios karosodas. Arra kovetkeztethetiink, hogy a PI3K-Akt
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utvonal jelentds szerepet jatszik az iszkémids posztkondicionalds  jelatviteli
mechanizmusaban.

Osszefoglalva tehat kisérletiinkkel sikeriilt kimutatni azt, hogy a vese kirekesztéssel jaro
érmitétek soran alkalmazott iszkémias posztkondiciondlassal mérsékelheték az iszkémia-
reperfuzios karosodasok.

A vesefunkciot tekintve nem bizonyult az iszkémids posztkondiciondlas jotékony
hatasunak kisérletiinkben. A posztkondicionalas nem csokkentette szignifikansan a
szérumkarbamid-szintet, a  szérumkreatinin-szint  alapjan  ugyanolyan  mértéki
veseelégtelenség jott létre minden csoportban, tehat a rovidtavi klinikai kimenetelt nem
befolyasolta. Eredményiink 6sszefliggésben allhat a reperfiizids idétartam rovidségével.

Tovabbi megfigyelésiink, hogy a hiperkoleszterinémia dnmagaban képes fokozni a
TNF-a termelédést a vese tubulus hengerham sejtjeiben €s az erek simaizmaban. A
posztkondicionalas csokkenti az egészséges szervekben a TNF-a-szintet, azonban a
hiperkoleszterinémids szervek esetében ez a hatas nem alakul ki.

Metabolikusan egészséges 6 honapos Wistar patkanyokban az dregedés soran periférias
inzulinrezisztencia jott létre. Oralis gliikdz terhelés sordn nem csak inzulin felszabadulas
figyelhetd meg, hanem ezzel parhuzamosan a szérum-TNF-a-szint is megnd, €s ezzel szerepet
jatszva az inzulinrezisztencia kialakulasaban.

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

Streptozotocin  indukalta diabétesz mellituszban fellépd iszkémia-repertiizids
karosodasok mértéke magasabb volt a kontroll csoporthoz képest, de nem befolyasolta azokat
az iszkémias posztkondicionalds, mint ahogy az inzulin alkalmazasa a reperfizid kezdetén
sem. Az inzulinnal torténé farmakologiai posztkondicionalas nem csokkentette az akut
gyulladasos reakciot. STZ diabétesz mellituszban szignifikans kiilonbséget az iszkémia-
reperfiizid csoportban szarmazo metszetekben mutattunk ki, ahol Banff Grade II sulyossagu
multifokalis tubularis atrofiat tapasztaltunk a corticomedullaris atmenetben.

Mindezek alapjan elmondhatd, hogy a kisérleteinkben vizsgélt endogén adaptaciot
indukalé mechanizmus — az iszkémids posztkondicionalas - jelentdsen csokkenteni képes az
iszkémia-reperfizid soran kialakuld oxidativ stressz mértékét és az ezzel parhuzamosan
kialakulo gyulladasos reakcidt egészséges szervezetben.

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

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

A modszer eredményességét sajnalatos méodon megneheziti, hogy egészséges, vagy
beteg szervezetben keriil alkalmazasra, melyek koziil kiemelendé a metabolikus zavarok
és azok nagyszamban torténé elofordulasa (hiperkoleszterinémia, diabétesz mellitusz).
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VII. OSSZEFOGLALAS, UJ EREDMENYEK

Elsoként vizsgaltuk vese iszkémia-reperfuzios modellben az iszkémias és
farmakologiai posztkondicionalast metabolikus eltéréssel rendelkezo
patkanymodellekben.

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

b. Mindkétoldali vesehilus okkluziot kovetden, az iszkémias posztkondicionalas 45
perc iszkémiat kovetden és 120 perc reperfizidt 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 6nmagaban is képes indukalni az endogén védelmet. A
hiperkoleszterinémias patkanyoknal fellép6 iszkémia-reperfiizios karosodasok mértéke
alacsonyabb, odnmagéban képes fokozni a TNF-a termelddést a vese tubulus hengerham
sejtjeiben €s az erek simaizmaban.

d. Feltételezziik, hogy az NFKB- és a MAPK-utvonalakat a hiperkoleszterinémia mar a
TNF-a receptor asszocialt utvonal el6tt indukalni képes. fgy a korai valasz altal lehetséges,
hogy az iszkémia nem tud olyan szignifikans gyulladasos valaszt kivaltani.

e. A vesefunkciot tekintve nem bizonyult az iszkémias posztkondicionalds jotékony
hatastinak kisérletiinkben. A posztkondiciondlas nem csokkentette szignifikdnsan a
szérumkarbamid-szintet, a  szérumkKreatinin-szint  alapjan  ugyanolyan  mértéki
veseelégtelenség jott 1étre minden csoportban, tehat a rovidtava klinikai kimenetelt (2 ora)
nem befolydsolta. Eredményiink 6sszefliggésben allhat a reperfuzios idétartam rovidségével

1. a. 2% koleszterin, 0,5% epesav és 20% napraforgoolaj tartalmt tappal 2-es tipusu
diabétesz mellituszt alakitottunk ki.

b. Oralis gliikéz terhelés soran kimutattuk patkdnymodellben, hogy nemcsak inzulin
felszabadulas figyelheté meg, hanem ezzel parhuzamosan a szérum-TNF-o-szint is nd,
szerepet jatszva az inzulinrezisztencia kialakuldsaban. A korabban metabolikusan egészséges
Wistar patkanyokban az 6regedés soran periférias inzulinrezisztencia jon 1étre.

C. Az iszkémias posztkondicionalds csak a maj MDA szintben csokkenti az iszkémia-
reperfizids karosodasokat 90 perces iszkémiat, és 240 perces reperfuziot kovetden.

d. A SOD és GSH koncentracidja szignifikansan csokken vese iszkémia-reperfiiziot
kovetéen T2DM-ben, jelezve a fokozott gydktermelésbdl szarmazé felhasznaloddsukat.

e. A malondialdehid koncentracidja majszovetben szignifikdnsan emelkedett volt a
T2DM-es csoportban az egészséges kontroll csoporthoz viszonyitva.

I1l.  a. Streptozotocinnal 1-es tipust modellez6 diabétesz mellituszt alakitottunk ki. Az
iszkémias posztkondicionalas 45 perc iszkémiat kdvetden egészséges allatokon csokkenti a
TNF-a koncentraciojat szérumban és a TNF-a pozitivitast vesepapillaban.

b. Az inzulinnal poszkondicionalt csoportban és a Wortmanninnal gatolt iszkémias
posztkondicionalt csoportban szignifikdnsan emelkedett a koncentracié a reperfuzid végén. A
PI3kindz gatlészere, a Wortmannin szignifikdnsan csokkentette az  iszkémids
posztkondicionalas jotékony hatdsat a kontroll csoportban. Arra kdvetkeztethetiink, hogy a
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PI3K-Akt utvonal jelentds szerepet jatszik az iszkémids posztkondiciondlds jelatviteli
mechanizmusaban.

c. A fénymikroszkopos, HE metszeteken az egészséges csoportban nem talaltunk
kiilonbséget csoportjaink koézott. Jablonksi 0-2 ¢és Banff Grad 1. fazisokat lattunk.
Feltételezziik, hogy 2 ora reperfuzios id6tartam, amikor eltavolitottuk a vesét, az iszkémia-
reperfuzidé idOtartam rovidsége miatt egy korai, egyéb fénymikroszkopos eltérésekkel jarod
fazis.

d. A streptozotocin indukalta diabétesz mellituszban szignifikans kiilonbséget az
iszkémia-reperfuzié csoportban szarmazé metszetekben mutattunk ki, ahol Banff Grade II
sulyossagu multifokalis tubularis atrofiat tapasztaltunk a corticomedullaris &tmenetben.
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