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1. BEVEZETES
1.1. Az iszkémia-reperfuzios (IR) kdrosodas fébb lokadlis biokémiai és mikrokeringési
kovetkezmeényei

A szoveti hipoxia és az azt kovet6 reperfuzid igen sokrétii biokémiai valtozasokat indukal
az érintett szovetekben, melyek eddig ismert legfontosabb komponense a reaktiv oxigén- és
nitrogén tartalmu szabadgyokok altal kivaltott szovetkarosodds. A szabadgyokok révén direkt
modon karosodhat szinte valamennyi sejtalkotdé és modosulhatnak az alapvetd jelatviteli
utvonalak. IR soran a mikrokeringés is jelentésen karosodik, melynek jelei az akut
gyulladasos reakciok valamennyi jellegzetességét mutatjak, mint példaul a perfizios zavar, az
0déma, vagy a sejt-sejt szintli interakciok fokozodasa. Az altalunk is alkalmazott intravitalis
mikroszkopia kivalo lehet6séget biztosit e jelenségek folyamatos és kozvetlen megfigyelésére
¢€s szamszerisitésére.
1.2. Az iszkémia tavoli hatasai

Az IR soran karosodott szovetb6l a reperfuzid soran a keringésbe keriilt sejt- és
mitokondrium fragmensek, aktivalt leukocitak és gyulladasos citokinek miatt, valamint a
szoveti oxigénhidnyt detektadldé neurogén mechanizmusok aktivaloddsa révén az
immunrendszer fokozottan aktivalodik, mely tavoli szervek endothel sejtjeiben is biokémiai
¢s mikrokeringési gyulladasos reakciokhoz vezethet.
1.3. Az also végtagi iszkémia klinikai aspektusai, a periosteum jelentosége

Az als6 végtagi iszkémia a legtobb klinikai esetben valamely kronikus periférids
érbetegség szovédménye, mint a diabétesz vagy az atheroszkler6zis, mig az akut esetek
foként artérias trombozishoz, embdliahoz, traumahoz vagy tumorhoz koéthetéek. Az ortopéd-
traumatologiai sebészetben a tourniquet-vel kivaltott atmeneti végtag iszkémiat elsGsorban
stirgdsségi esetekben alkalmazzak, illetve olyan elektiv ortopédiai beavatkozasok soran, ahol
az adott teriilet vértelensége sziikséges az operacidohoz. Munkacsoportunk kordbban kimutatta,
hogy az atmeneti végtag IR hatdssal van nemcsak a csontra és az azt korilvevd lagy
szovetekre, de a periosteum mikrokeringésére is. Mivel a csonthartyanak kiemelt szerepe van
nemcsak a csont vérellatasara, de a benne talalhatd oszteoprogenitor sejtek miatt a csont
anyagcseréjére is, a csonthartya IR karosodasa dont6en befolyasolhatja a csontgyogyulasi

folyamatokat.



1.4. Az iszkémids prekondiciondlds (IPC)
1.4.1. Az IPC lokdlis és tavoli hatasai, potencialis Ortopéd-traumatologiai alkalmazasi
lehetosegei

Az IPC soran rovid, atmeneti IR periodusok révén mérsékelheték az ezt koveté hosszabb
iszkémia karos kovetkezményei. Szamos endogén tutvonal vesz részt az IPC nyujtotta
védelemben. Kimutattak tobbek kozott, hogy csokken a szdveti reaktiv oxigén szabadgyok
(ROS) képzddés és n6 az adenozin felszabadulas, ami stimulalja az endothelialis NO szintaz
aktivitast. Mindez fokozott NO felszabadulashoz vezet, igy javul a mikrokeringés és a szoveti
oxigenizacio. IPC hatasara intracellularis protein kinazok is aktivalodnak (pl.: PKC, p38
MAPK), melyek védo hatasu fehérjék transzkripciojat szabalyozzak. A fentiek kovetkeztében
expresszioja, mérséklddik az intracellularis, a kitapadt leukocitakbol, illetve a maj Kupffer
sejtekbdl szarmazo extracellularis ROS mennyisége, s ezaltal csokken a szovetkarosodas.

Az IPC-nek az elébbiekhez hasonld, kedvezd hatasa figyelheté meg akkor is, amikor a
hosszabb IR inzultusnak Kitett célszervt6l tavolabbi anatomiai egységen alkalmazzak. Ezt a
jelenséget tavoli IPC-nek nevezik. Ennek soran is csokken az oxidativ stressz, mérséklodik a
sejt- és mitokondrialis membranok karosodasa és a sejtek ATP deplécidja, s ezaltal a lokalis
IR altal kivaltott szovetkarosodas csokken a célszervben is.

A karon vagy labon kivitelezett IPC nem-invaziv modon, kdnnyen és kiillondsebb
szovodmények nélkiil kivitelezhetd eljaras és mivel viszonylag nagy szovetmennyiséget érint,
ezért kivaltképp alkalmas nemcsak a lokalis, de tavoli védelem kivaltasara is. Habar szamos
kisérletes €s klinikai vizsgalatban alkalmaztak mar az eljarast, a végtagon kivaltott IPC hatasa
a mdj IR mikrokeringési kdvetkezményeire még nem ismert.

1.4.4. A NADPH-oxiddzok (NOX) potencidlis szerepe IR sordn

A NOX enzimcsaladba ROS generalo enzimek tartoznak, melyek a redukalt NADPH-r6l
tortend elektron transzfer révén a molekularis oxigénbdl szuperoxid gyokot generdlnak.
Kiilondsen fontos szerepiik van a redox szignalizacioban. Az intracellularis szuperoxid
forrasok koziil ez az egyetlen ismert enzimcsalad, melynek elsédleges funkcidja a ROS
generalas. A maj parenchymaban a NOX2 és a NOX4 altipus is megtalalhato, az elébbi a
Kupffer sejtekben és a polimorfonuklearis neutrofil leukocitakban (PMN), az utobbi pedig a
mikroerekben és a hepatocitakban fordul elé tilnyomoérészt. Specifikus NOX aktivaciot valt

Ki t6bb olyan stimulus is, melyrdl ismert, hogy endothelialis diszfunkciot okoz, mint pl. a maj



IR is. A NOX izoformak szerepe a tavoli IPC altal kivaltott mikrokeringési reakciokban
azonban még nem ismert.
1.5. Az oszteoporozis és dsztrogén potlas traumatologiai Szempontjai

Oszteopordzisban fokozott a csonttorések rizikdja a csontstirliség csokkenése és a
csontok mechanikai tulajdonsagainak romlasa miatt. Ennek hatterében a csontképzddés és
lebontas kozti egyensulyzavar all, mely nékben megelézhetd vagy részben helyreéllithatd a
pre-menopauzalis idészakra jellemz6 Osztrogén-szint helyreallitasaval. Az endogén
Osztrogén-szint csokkenés és az Osztrogén potlas szisztémas és lokalis kovetkezményei a
keringési rendszert illetéen azonban ellentmondasosak. A hormonpdtlo terapia alkalmazasanal
ugyanis mérlegelni kell, hogy a kedvezd anti-inflammacids, anti-atheroscleroticus és
vazrendszeri hatasok mellett az &sztrogén-potlasnak stlyos mellékhatasai is lehetnek (mint
példaul a mélyvénas trombozis). Az Osztrogén-potlas hatasai a csonthartya mikrokeringésre

tourniquet iszkémiat kovetéen még nem ismertek.

2. CELKITUZESEK

e Fo6 célkitlizésiink az atmeneti also végtagi iszkémia helyi és tavoli mikrokeringési
hatasainak vizsgalata volt. Kisérleteinkben intravitalis mikroszkopiaval vizsgaltuk az also
végtagon alkalmazott tourniquet altal kivaltott reakciokat a tibialis periosteum ¢és a maj
mikrokeringésre IR soran, patkanyokon.

e (Céljaink kozott szerepelt az oszteopordzis és az  Osztrogén-potld  terdpia
kovetkezményeinek vizsgalata egy klinikailag relevans id6tartamu, ovariectomian (OVX)
alapuld oszteoporozis modellben patkanyon. Vizsgéaltuk, hogy a krénikus Osztrogén-
kezelés miként befolyasolja az OVX éltal kivaltott, csonthdrtyara vonatkozo
mikrokeringési reakciokat IR soran. Az egyik hipotézisink az wvolt, hogy az
oszteoporozisos patkanyok csonthartya mikrokeringése érzékenyebb az atmeneti végtag
iszkémia karos kovetkezményeire, mint a veliik egyidds, Osztrogénnel kezelt allatokeé.
Tovabbi feltételezésiink az volt, hogy a végtag IPC csonthartya mikrokeringésre
gyakorolt kedvezd hatasai modosulnak kronikus 0sztrogénhidny esetén.

e (Célunk volt tovabba annak a kérdésnek a megvalaszolasa, hogy a maj IR karosodas
mikrokeringési vonatkozéasai miként csokkentheték végtag IPC alkalmazasa révén.
Hipotézisiink szerint a majban a NOX izoformék expresszidjaban bekdvetkezd
valtozasoknak fontos szerepiik lehet a végtag IPC altal kivaltott tavoli védelem

mechanizmusaban.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

A Kkisérleteket Sprague-Dawley patkanyokon végeztiik, a protokoll kdvette a National
Institutes of Health (USA) elGirasait és az Eurdpai Tanacs 2010/63-as Direktivajat és a
Szegedi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatjol1éti Bizottsaga (V/144/2013) jovahagyta.

3.1. Kiserleti protokollok és csoportok

Az els6 kisérletsorozatban 3 honapos ndstény patkdnyokon OVX-et vagy almutétet
hajtottunk végre, majd 5 honappal kés6bb az allatok egy részét osztrogénnel (OVX+E2+IR
csoport), a masik részét pedig hordozéanyaggal kezeltiik (OVX+IR és Almiitott+IR csoport).
A kronikus kezelés szubkutdn oltds formajaban tortént 17p-Osztradiollal (E2), heti 5
alkalommal 6 honapon keresztiil 20 pg kg *-os dozisban. Csontdenzitds vizsgalatokat az
allatok 8, 9, 12, és 14 hetes koraban végeztiik. A protokoll végén (a 14. héten) az allatok
egyik alsd végtagjan 60 perces teljes iszkémiat hoztunk létre (az a. femoralis klippelése és
comb koré vezetett tourniquet alkalmazasa révén), melynek kovetkezményeit az ezt kovetd
180 perces reperfuzios idészakban vizsgaltuk intravitalis mikroszkopidval, illetve a. carotisbol
vett vérmintakbol. Az also végtagi IR kdvetkezményeinek vizsgalatahoz kontroll csoportként
3 honapos, fiatal néstény patkanyokat vizsgaltunk (IR csoport).

A masodik tanulmanyunkban is 3 honapos ovariectomizalt és alm{itott ndstény allatokat
vizsgaltunk (OVX+IR és Almitott-+IR csoport), majd az allatok 5 honapos koraban a korabbi
60 perc als6 végtagi iszkémia/180 perc reperfiizios protokollt kiegészitettik a végtag
iszkémias prekondicionalasaval (OVX+IPC+IR és Almiitott+IPC+IR csoport), ahol az IPC-t
két ciklusban (10 perc iszkémia/10 perc reperfazid) alkalmaztuk az iszkémias inzultus eloétt.

A harmadik kisérletsorozatban him patkdnyokon a végtag IPC m4jra gyakorolt tavoli
mikrokeringési €és biokémiai hatasait vizsgaltuk parcialis maj IR-t kovetden. A maj k6zépso €s
bal lebenyének 60 perces iszkémidja utan a 180 perces reperfiizio (IR csoport) alatt végeztiik
a mikrokeringési perfuziés méréseket ¢€s vérmintavételeket, illetve a kisérlet végén
szOvetmintakat vettiink. EQy tovabbi csoportban az el6z6 tanulményban alkalmazott végtag
IPC protokollt hasznaltuk elékezelésként (rIPC+IR csoport). A kontroll csoportban is
megtorténtek a sebészei beavatkozasok, de nem hoztunk létre sem maj, sem végtag iszkémiat

(Almiitott csoport).



3.2. Csontstiriiség méres

Az allatok csontsiirliségét a tibia proximalis részén vizsgaltuk ultrahangos denzitométer
(DBM-Sonic 1200, IGEA, Carpi, Olaszorszag) segitségével, ketamin (25 mg kg ™) és xylazine
(75 mg kg ) keverékével torténd altatasban.

3.3. Sebészi beavatkozdsok

Az OVX-t steril koriilmények kozott, altatdsdban végeztiik. Az IVM vizsgélatokhoz Na-
pentobarbital anesztéziat (45 mg kg ip) alkalmaztunk a periosteum esetén, a majnal pedig
ketamin (25 mg ml™) és xylazine (20 mg ml™) altatést.

A tibialis periosteumot egy az intézetiinkben korabban kidolgozott moédszer szerint, a bor
¢s a m. gracilis atvagasaval, valamint a kotészovetek mikrosebészeti feltarasa révén
preparaltuk.

A m3j mikrokeringés vizsgalatdhoz medialis laparotomiit kovetden, bilateralis
subcostalis bemetszést ejtettiink. A kozépsé és a bal majlebenyeket atraumatikusan
mobilizaltuk, igy hozzaférhetévé valtak az ide futd a. hepatica és a vena portae agai, melyeket
mikrosebészeti klippekkel fogtunk le az iszkémia idejére. A mikroszkdpos vizsgalatokhoz
ideiglenesen a bal lebenyt szervlapatra helyeztiik.

A tibialis periosteum és a bal majlebeny poszterior felszinének intravitalis
videomikroszkoppal (IVM) torténd mikrokeringés vizsgalatakor a keringés vizualizalasara
fluoreszcein isotiocianattal jelzett erythrocytakat, a leukocitak jelzésére rhodamine 6G-t
alkalmaztunk intravénasan (Zeiss Axiotech Vario 100HD mikroszkop, Carl Zeiss GmbH,
Jena, Németorszag). A felvételeket offline, képanalizal6 szoftver segitségével analizaltuk. Az
endothelium mentén gordiil, illetve kitapado6 leukocitak szamat a csonthartya posztkapillaris
venulaiban, illetve a maj poszt-szinuszoidalis venulaiban hataroztuk meg.

A maj mikrokeringés vizsgalatakor a fény-spektroszkopiat és laser-Doppler véraramlas-
mérést kombindld ,,oxygen to see” rendszer (,,02C” LEA Medizintechnik, Giefen,
Németorszag) segitségével nem-invaziv modon mértiik a szoveti oxigén szaturaciot, a szoveti
hemoglobin tartalmat, a kapillarisokban az aramlast és az aramlasi sebességet.

3.4. Laboratoriumi vizsgalatok

A PMN adhéziés molekula CDI11b expresszidjanak vizsgalata aramlasi citometridval
tortént. A proinflammacios citokin TNF-o és HMGB1 meghatarozasokat ELISA modszerrel,
az AST, ALT és LDH szintek maghatarozasat pedig standard laboratoriumi fotometris
modszerrel végeztilk. A XOR aktivitdas méréshez fluorimetrias, az MPO meghatarozashoz
fotometrias modszert alkalmaztunk. A NOX2 és NOX4 fehérje meghatarozasok Western blot
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analizissel torténtek. A szoveti ICAM-1 szinteket immunohisztokémiai modszerrel hataroztuk
meg.
3.5. Statisztikai analizis

A statisztikai analizis SigmaStat (Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA) szoftverrel
tortént. A csoportokon beliili és csoportok kozotti kiilonbségek kimutatdsara variancia
analizist végeztiink (ANOVA), melyet a Bonferroni teszt kovetett. A csoportokon beliil és
csoportok kozotti kiillonbségek egyidejli meghatarozasat kétszempontos ANOVA teszttel
végeztilk. A Western blot vizsgalat esetén a nem normalis eloszlas miatt Mann-Whitney

tesztet alkalmaztunk. A statisztikai szignifikancia szinteket P < 0,05 értéknél hataroztuk meg.

4. EREDMENYEK
41. Az OVX és a kronikus E2 terdpia hatasa a csontsiiriiségre és a tibia csonthdrtya
mikrokeringési gyulladasos reakcidira

A proximalis tibia csontsiiriség vizsgalata alapjan oszteoporézis volt kimutathatd 21
héttel a bilateralis OVX utan, amit az E2 terapia sikeresen helyreallitott. A tibialis periosteum
posztkapillaris venuldiban a kitapadt leukocitak szama szignifikansan megnétt mind a 3
honapos kontroll allatokban, mind pedig az almitott és az OVX csoportokban a végtag
iszkémiat kovetd reperfuzio végére (120 és 180 perc). A kronikus E2 kezelés sikeresen
Kivédte ezt a hatast az OVX allatokban. A CD11b sejtfelszini adhézidés molekula expresszidja
fokozodott mindharom csoportban a reperfuzio 120 és 180. percében, melyet a kronikus E2
kezelés nem befolyasolt. A TNF-o szint azonban alacsonyabb volt az E2-vel kezelt
csoportban. Az immunhisztokémiai vizsgalatok alapjan az ICAM-1 denzitas a csonthartya
ereiben az IR inzultusnak kitett végtagon hasonld volt mindharom csoportban.
4.2. A lokadlis IPC hatasa a tibia csonthartya posztiszkémias mikrokeringési gyulladdsos
reakcioira észtrogén hianyos allapotban

A tibidlis csonthartya posztkapillaris venuldiban a gordiilé leukocitdk szdma jelentdsen
fokozddott a kontroll értékekhez képest a végtag IR inzultus hatasara a reperfuzié 120. és 180.
percére mindegyik kisérleti csoportban. Az IPC-vel torténd elokezelés hatasara szignifikdnsan
csokkent ez az érték, az OVX allatokban ilyen mértékii csokkenés azonban nem volt
megfigyelhet6. A masodlagos PMN-endohel sejt interakciok, azaz a kitapadasok tekintetében
is hasonl6 valtozasokat tapasztaltunk, vagyis az IPC nem volt hatékony az OV X csoportban.
A PMN aktivaci6 vizsgalatara szolgal6 CD11b expresszibban minden csoportban jelentds
emelkedés volt megfigyelhetd a reperfiizié soran, melyet az IPC csak az almfitott csoportban
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mérsékelt a reperfuzio 120. percében. Az IPC ilyen jelleghh védé hatasa azonban nem volt
megfigyelheté az OVX csoportban.
4.3. A tavoli IPC hatadsa a parcialis mdj IR gyulladdsos kovetkezményeire

Mind az intrahepatikus véraramlas, mind a véraramlasi sebesség szignifikansan
alacsonyabb volt az iszkémiat kdvetden a reperfuzié alatt végig (IR csoport); ezeket a tavoli
IPC visszaallitotta az almiitott csoport szintjére. Hasonld jelenséget figyeltiink meg az O,
szaturacioban és hemoglobin tartalomban is. A maj poszt-szinuszoidalis ereinek az IR
hatasara jelentésen emelkedett mind a gordiild, mind pedig a kitapado PMN-ek szdma az
almtott csoportba tartozo allatokhoz képest. A végtag IPC mindkét paramétert az almiitott
csoport szintjére csokkentette. Szignifikdnsan alacsonyabb HMGB-1 és TNF-a szinteket
mértiink a végtag IPC-vel kezelt csoportban az IR csoporthoz képest és hasonldéan alakult a
kivalté xantin oxidaz aktivitas is. Hasonld hatassal volt az IPC az AST, ALT ¢és LDH
szintekre is.

A NOX2 és NOX4 fehérjék expresszioja is megnétt parcialis maj IR hatasara. A végtag
IPC-nek koszonhetden a NOX2 expresszio szignifikdnsan alacsonyabb volt, mig a NOX4

expressziojat az IPC nem befolyasolta.

5. MEGBESZELES
5.1. Az OVX és az E2 potldas hatasa a lokdlis posztiszkémids csonthartya mikrokeringési
karosodasra

A ndk Kkevésbé érzékenyek a keringési shock és a gyulladasos folyamatok
kovetkezményeire, mint a férfiak, azonban ez a védelem megsziinik a menopauza alatt, illetve
ovariectomiat kovetéen, melyek oszteoporozis kialakulasdhoz vezethetnek. Ezeknek az
allapotoknak a kezelésére hormonpotlo terapiat, vagyis a premenopauzalis iddszakra jellemz6
Osztrogén-szint visszaallitasat lehet alkalmazni. Mivel oszteopordzisban fokozott a
csonttorések rizikodja, felmeriil a kérdés, hogy az oszteoporozisban szenvedé nok
érzékenyebbek-e a posztoperativ és poszttraumas gyulladasos szovédményekre (azaz példaul
a csonttorések ellatasa soran alkalmazott tourniquet iszkémiat kdvetd reperfuzids szakaszban
a gyulladasos komplikaciokra), mint azok, akik hormonpotl6 kezelésben részesiilnek. Ennek a
kérdésnek a megvalaszolasara az els6 tanulmanyunkban egy kronikus oszteopordzis
allatmodellt alkalmaztunk, ahol a hosszii tdvi Osztrogénpotld kezelés kovetkezményei
megfeleléen vizsgalhatok voltak. Mivel a periosteumnak kiemelt szerepe van a csont-
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anyagcserében, S ezaltal a csont gyogyulasaban is, megfigyeltiik a periosteum mikrokeringési
valtozasait intravitalis mikroszképiaval. A hossza tavii OVX hatasara jol kimutathato, stlyos
oszteoporozist detektaltunk a tibiaban, a periosteumban pedig gyulladasos mikrokeringési
reakciok jottek létre az IR kovetkeztében. Megfigyeltiik ugyanakkor, hogy az OVX altal
kivaltott endogén 0Osztrogén-szint csokkenés Onmagaban nem hoz létre eltérd leukocita-
endothel sejt interakciokat vagy CDI1lb ¢és ICAM-1 adhézidos molekula expresszid
valtozasokat az almiitott allatoknal megfigyelthez képest. Ezekbdl egyértelmiien az sziirhetd
le, az oszteoporozis onmagaban nem fokozza a poszttraumas mikrokeringési gyulladdsos
komplikaciokat a csonthartydban. Ebben a tekintetben a tanulmanyunk nem tdmasztja ald
néhany javarészt rovidtava (néhany hetes) OVX utani megfigyelést, melyek fokozott
leukocita depoziciorol szamolnak be mas szervekben. Ennek hatterében a kiilonb6zo
modellek altal hasznalt eltér6 idotavi megfigyelések allhatnak.

Az exogén Osztrogén hatasok szakirodalma viszont sokkal gazdagabb. Szinte valamennyi
tanulmany az E2 kezelés pozitiv hatasardl szamol be (pl. a majban, a szivben vagy a
retindban) még akkor is, ha az E2-t nem hosszi tavon, hanem csak az IR inzultus el6tt
kozvetleniil alkalmaztak. Az E2 kedvezdé reperfiziés mikrokeringési, dontden a leukocita
aktivaciora és szoveti akkumuléaciora vonatkozo hatdsai hatterében a kitapadasban szerepet
jatszd adhézios molekulak expresszid valtozasai allnak. Jelen kisérleteinkben azonban az E2
hatasara mérséklddé PMN-endothel sejt interakciok ellenére a CD11b és ICAM-1 adhézids
molekula expressziokban nem tudtunk véltozast kimutatni. Masok nemtdl fliggd
dimorfizmusr6l szamolnak be, azaz a ndékben kisebb mértéki gyulladasos valaszt lehet
megfigyelni trauma esetén. Mas megfigyelések az E2-nek a PMN-ek altal termelt NO
mennyiségét befolyasold szerepére utalnak. Tanulmanyunkban az E2 az inflammacids citokin
TNF-a szinteket is mérsékelte. Ezek alapjan elmondhat6, hogy a hormonpoétlas az
oszteoporozis progresszidjanak mérséklése mellett nagymértékli védelmet nyljt a tourniquet
iszkémia gyulladasos mikrokeringési komplikéacidival szemben is.

5.2. A lokalis IPC hatdsa a végtag IR kdrosoddsra intakt és OVX néstény patkanyokban

Az ovariectomia kovetkezményeit rovidebb idétavlatban is vizsgaltuk, mely kronikus
Osztrogén hiany kivaltasdhoz elegendd volt, de még nem okoz oszteopéniat. Hasonléan a him
patkanyokkal végzett korabbi kisérleteink eredményéhez, a lokélis IPC hatékonyan
mérsékelte a 60 perces alsd végtagi iszkémia altal okozott els6dleges PMN-endothel sejt
interakciok fokozodasat, a gordiilést a periosteumban. Az IPC jotékony hatasa azonban nem
volt kimutathaté az OVX 4llatokban, csokkent ugyan a gordiild leukocitdk mennyisége, a
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kitapadasok szamat azonban mindez nem befolyasolta. Ugyanigy a leukocitak CD11b
expresszidja sem valtozott IPC utdn. Tehat a csonthartydban a posztiszkémias gyulladasos
komplikéciok elleni védelem nem jott l1étre Gsztrogén hidnyos allapotban. Ennek alapjan
feltételezhetjiik, hogy az endogén Osztrogénnak fontos szerepe van az IPC altal kivaltott
antiinflammaciés mechanizmusok mitkdésében a periosteumban.

A kutatasi eredmények meglehetésen ellentmondasosak az Osztrogén IPC-ben betoltott
szerepét illetden. Az altalunk megfigyelthez hasonldan a szivben is visszaallitja az IPC védo
hatasat patkanyban, mig ez a kedvezd hatas elmarad nyulban. Mésok az IPC hatastalansagarol
szamolnak be egérben, ugyanakkor az E2 kezelés kedvez6en hathat a szovetkarosodasra. Az
E2 kezelés idébeli alkalmazasabol adodo eltérések szintén befolyasoljak a megfigyeléseket.
Masok felvetették azt is, hogy az exogén és endogén Osztrogén hatasok eltérhetnek. Felmeriil
az Osztrogénnek, mint transzkripcios faktornak a szerepe a szubcellularis mechanizmusok
szabalyozasa tekintetében is, tehat mindenképpen tovabbi, molekuldris szintli vizsgalatok
szlikségesek az Osztrogén IPC-ben betoltott szerepének tisztazasara.

5.3. A végtag IPC tavoli, a parcidlis madaj IR kovetkezményeire gyakorolt jotekony
mikrokeringési és biokémiai hatdsai

A klinikai gyakorlatban a méjrezekcid és majtranszplantacié sordn Ohatatlanul fellép a
m4j bizonyos mértékii IR karosodasa. Ennek fontos mikrokeringési aspektusai vannak, hiszen
a gyulladasos folyamat részeként Kupffer sejt aktivacio, inflammacios citokin felszabadulas, a
ROS termelédés fokozddasa és kovetkezményes mikrocirkulacios zavar (pl. fokozott PMN
aktivaci6 ¢és kitapadas) jon létre. A karosodds egyes tényezdinek befolyasolasa
kulcsfontossagu lehet a szerv posztoperativ miikodése szempontjabdl. A tavoli végtag IPC 0j
¢és konnyen kivitelezheté metodika, mely anélkiil fejti ki védo hatasat, hogy kozvetlen stresszt
okozna a majnak. Kisérleteinkben a korabban mar helyileg sikeresen alkalmazott IPC
protokollt hasznalva sikeresen mérsékeltiik a maj IR altal kivaltott mikrokeringési zavarat,
melynek kovetkeztében jelentdsen csokkent a mdj funkcionalis kdrosodésa is. A tavoli végtag
IPC komplex mikrokeringési €s biokémiai hatasainak vizsgalatakor nagy hangsulyt fektettiink
a ROS forrasok, ezen beliil az endogén NOX-ok szerepére. A két legrelevansabb NOX
izoforma a NOX2, melyet el6szér PMN-ben irtak le, mint a ROS produkcié kezdépontja és a
NOX4, ami a {6 izoforma a vaszkularis sejtekben eléfordulé NOX homologok koziil. A tavoli
IPC nem befolyasolta a NOX4 expresszidjat, ami dontéen endothelialis eredetii konstitutiv
enzim, kis mennyiségli ROS-t termel és hozzajarul az értonus fenntartasahoz, az endothelium
fiiggd vazodilataciohoz. Emellett a NOX4-nek a redox-szenzitiv szignalizacids utak, az
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endothelialis NOS aktivacio, a fokozott NO produkcid, és az antioxidans rendszerek
expresszidjanak fokozasa révén vazoprotektiv funkcidja is van. Az IPC azonban sikeresen
mérsékelte a NOX2 expresszidjat.

Szamos paraméter esetén igazoltuk a tavoli végtag IPC védo hatasat a parcialis maj IR
karosodasaval szemben, igy a szoveti perflziora, oxigenaltsagra, a gyulladasos sejt-sejt
interakciokra, a maj nekroenzim és a gyulladasos citokin szintekre kifejtett jotékony
hatasokat. A tavoli végtag IPC mérsékelte a PMN-ek altal okozott karosodast, egyrészt
csokkentve PMN-endothel sejt interakciokat a poszt-szinuszoidalis venuldkban és az MPO
aktivitast az IR altal érintett teriileten, masrészt redukalta a NOX2 expressziot. Mindez
Osszhangban van mas tanulmanyokkal, ahol a NOX-ok altal termelt ROS mennyiség
csOkkenése az adhézidés molekula expresszié redukalasdhoz vezetett, ezaltal mérsékelve a
PMN-endothel sejt interakciokat és az ezzel Osszefiiggd gyulladasos reakciokat. Az IPC a
szisztémas TNF-o és HMGBI szintet is csokkentette, megeldzve ezzel a gyulladasos valasz
feler0sodését és terjedését a reperfuzid alatt, mely a végiil a mikrokeringés romlasahoz,
funkcionalis ¢€s strukturdlis sejtkdrosoddshoz, szisztémas gyulladasos komplikacidkhoz
vezetett volna. Felmeriilhet a NOX-ok aktivitdsanak direkt, szelektiv gatlasanak a
sziikségessége is maj IR-ban, azonban jelenleg nem allnak rendelkezésre izoforma-specifikus
gatloszerek, melyekkel a kiilonb6z6 NOX izoformak egyedi hozzajarulasat ki lehetne mutatni

in vivo koriilmények kozott, maj IR soran.

6. A TEZIS FONTOSABB MEGALLAPITASAI

1. A tourniquet iszkémia periostealis mikrokeringési kovetkezményeit eldszor
szamszerlsitettik [IVM segitségével egy klinikailag relevans iddtartamu, oszteoporozis
modellben patkanyon. Az OVX onmagaban nem fokozza a végtag IR altal kivaltott
lokalis és szisztémas komplikaciokat (leukocita kitapadas, keringé leukocita aktivacio és
gyulladasos citokin felszabadulas). Az Osztrogén terapia ugyanakkor az oszteoporézisra
kifejtett jotékony hatasa mellett mérsékli mind a szisztémas, mind pedig PMN-fiiggd
lokalis gyulladasos reakcidkat a csonthéartyaban.

2. A lokalis végtag IPC periostealis mikrokeringésre gyakorolt jotékony hatasa OVX esetén
nem érvényesiil, amely felveti az endogén Osztrogén potencialis szerepét az IPC altal
kivaltott védelemben.

3. A tavoli végtag IPC helyreallitja a posztiszkémids majban a szoveti perfizido romlést és
oxigenaltsagot, csokkenti a gyulladasos reakciokat és a proinflammacios citokin, illetve
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nekroenzim szinteket. Az észlelt valtozasok Osszefiigghetnek a NOX2 expresszio

csokkenésével, ami a végtag IPC altal nyujtott védelem egyik mechanizmusa lehet.
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