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BEVEZETES

Traumatologiai koresetek, torések és lagyrész sériilések altaldnos jellemzdje a végtagok
atmeneti ischaemidja. Hasonld, atmeneti ischaemia, vagyis ischaemia-reperfuzio (I-R) valosul
meg a rekonstrukcios sebészetben gyakran hasznalt eljarasok alatt, pl. maxillo-facialis tumor
resectio vagy trauma altal okozott szovethianyok poétlasara alkalmazott vascularizalt csont
autograftok és osteomyocutan lebenyek atiiltetéskor. A transzplantalt graftok thalélése
nagymértékben fiigg a vérellatas sebészi helyreallitastol és a mikrokeringés életképességétol.
A hipoperfuzios fazist kovetd reperfuzid, vagyis a vérellatas megfeleld visszaallasa azonban
az egyre tokéletesedd sebészi technikdk ellenére is limitalt. Ennek oka a hipoxias fazist
kovetd reperfuzids — gyulladasos jelenségek kaszkadszerli aktivalddasa (Schoenberg és mtsai
Acta Physiol Scand. 124(4):581-9,1985), melyek koros biokémiai és mikrokeringési
valtozasokat egyarant magukban foglalnak.

A csonthartya legfobb funkcidja a cortex védelme és taplalasa, de a teljes csont
allapota 1is nagymértékben fligg a periosteum aktivitdsatol. A csonthartya ¢lettani
jelentdségére utal, hogy a periosteum vérellatasanak helyreéllitisa mar dnmagaban biztositja a
csontgraft talélését, akkor is, ha a graft rosszabb vérellatasu kozegbe kertil (Berggren és mtsai
J Bone Joint Surg Am. 64(1):73-87,1982). Ennek alapjan a csonthartya mikrokeringése kivalo,
korai indikatora a csontot érintd keringési elvaltozasoknak, kiilonds tekintettel az
autotranszplantaciot kovetd korai reperfuzios fazisra.

Jelen kisérleteinkben intravitalis fluoreszcens videomikroszkopiat alkalmaztunk a
csonthartya mikrokeringési valtozasok in vivo megjelenitésére, mely révén szamszerisiteni
tudtuk az I-R karosodas alatt a csonthartydban kialakulé gyulladdsos leukocyta-endothelsejt
interakciok mindségi és iddbeli valtozéasat, és a perfuzido zavarat egyarant. Kisérleteink
elsédleges célja az I-R mikrokeringési szintli kovetkezményeinek vizsgélata és befolyasolasa
volt. Ennek részeként a korfolyamat olyan tényezo6it kivantuk megismerni, melyek
befolyasolasa révén csokkenhet a strukturalis és funkciondlis karosodas a helyi mikrokeringés
szintjén.

A reperfuzid altal okozott mikrokeringési diszfunkci6 pathomechanizmusa csak
részben ismert. Néhany vizsgalat szerint az endothelium &ltal termelt vasoconstrictor
endothelin peptid (ET) dontd szerepet jatszhat az I[-R-hoz kapcsolodd események
kozvetitésében, mely hatas féleg az endothelin-A (ET-A) receptorok aktivacidjan keresztiil
érvényesiil (Rubanyi és mtsai Pharmacol Rev. 46:325-415,1994; Schlichting és mtsai Shock
3:109-15,1995). Az ET felszabadulas vasoconstrictiot hoz 1étre hipoxia vagy ischaemia



mellett bekovetkezo kisérletes €s klinikai korallapotokban (Rubanyi és mtsai Pharmacol Rev.
46:325-415,1994) ¢és a leukocyta-endothelsejt interakciok fokozddasat okozhatja a
mikrokeringésben in vivo (Boros és mtsai Gastroenterology 114(1):103-14,1998). Az ET
receptorok megtalalhatok a csontban az erek simaizom sejtjein (Filep és mtsai Eur J
Pharmacol. 219:343—4,1992) és az ET-A receptor aktivacio vasoconstrictiot valt ki a csont
mikrokeringésében (Coessens és mtsai J Orthop Res. 14:611-7,1996). Az ET szerepe a csont
mikrokeringésében azonban még nem tisztdzott, ezért jelen munkank els6 részében az
endogén ET hatasat vizsgaltuk a csonthartya I-R pathomechanizmuséban.

A kisérletek masodik sorozatdban a foszfatidilkolin (PC) kezelés hatékonysagat
vizsgaltuk a fenti korképben. Korabbi vizsgalatok kmutattak, hogy az I-R folyamatahoz
fizikai membran defektus, PC degradacio és az endogén PC forrasok kimertilése tarsul (Bruhl
és mtsai Life Sci. 75:1609-20,2004; Jones és mtsai Am J Path. 135:541-56,1989; Gross és
mtsai Trends Cardiovasc Med. 2:115-24,1992). Az is bizonyitast nyert, hogy az ischaemias
prekondicionalds visszaallitia a membranok stabilitdsat és egyidejlileg megakadalyozza a
foszfolipid degradacidt (Bruhl és mtsai 2004). Ezek az eredmények azt sugalltak, hogy a PC,
mint mindentiitt jelenlévé membranképzd entitds, karos ingerek hatdsara depletdlodhat, és az
endogén PC raktarak feltoltése kedvezd hatasu lehet (Jones és mtsai Am J Path. 135:541-
56,1989). A csont esetében azt is kimutattak, hogy az endogén PC szdmos élettani folyamatot
befolyasolhat, igy szabalyozza a csontképz6dés indukciojat (Han Connec Tissue Res. 44:160-
6,2003), a reszorpciot (Kwak és mtsai Biochem Pharmacol. 67:1239-48,2004) valamint a
kalcifikaciot is (Bonucci és mtsai Eur J Histochem. 41:177-90,1997). A PC szerepe azonban
nem ismert a végtag ischaemiaval jaro korallapotok vonatkozasaban. Kisérleteink masodik
sorozataban tehat megvizsgaltuk a PC kezelés hatasat a csonthartya mikrokeringésére, a

szoveti leukocyta akkumulacidra és a gyulladdsos reakciok fokozoddsdban szerepet jatszo

crer

CELOK

A jelen munka soran célul tiztiik ki:
J a végtag I-R altal kivaltott mikrokeringési valtozasok vizsgalatat. Ez magaban foglalta a
szoveti perfuzid mindségi valtozasainak, az elsddleges és masodlagos leukocyta-

crer

hizosejt degranulacio mértékének vizsgalatat,



J az endogén ET szerepének tisztazasat a tibia periosteumanak ischaemids karosodasa
sordan az ET-A receptor gatlas révén,

J ¢és a PC kezelés hatasanak vizsgalatat a fenti mikrokeringési és szoveti reakciokra.

MODSZEREK

Sebészi elokészités

Kisérleteinkben Wistar patkdnyokat hasznaltunk pentobarbital altatdsban. A tibia medialis
felszinének periosteumat operacids mikroszkop alatt a m. gracilis posterior atraumatikus
modszerrel torténd atmetszése révén készitettiik eld az intravitalis mikroszkopias vizsgalatra.
Kisérleti protokoll és csoportok

Kisérleteinket két fO sorozatban végeztiik. Az elsd sorozatban az endogén ET hatasait
vizsgaltuk négy kisérleti csoportban. Itt az els6 csoport almiitott kontrollként szolgalt (n = 4),
a masodikban (n = 5) 60 perc teljes végtag ischaemidt idéztiink eld az a. femoralisra
felhelyezett miniklip és tourniquet egylittes alkalmazasdval, melyet 180 perc reperfuzid
kovetett. Az allatok harmadik (n = 5) és negyedik csoportjaban (n = 4) az utobbi kisérleti
protokollt alkalmaztuk az ET-A receptor antagonista ETR-p1/fl peptid (Kurabo Ltd., Osaka,
Japan; 100 nmol kg™') és a BQ 610 (100 nmol kg™, Sigma Chemical) reperfuzié elején torténé
intravénas adasa mellett.

A kisérletek masodik sorozatdban az exogén PC hatasat vizsgaltuk a periosteum
mikrokeringési és a kornyezd izom biokémiai reakcioira teljes végtag I-R soran. Ebben a
sorozatban az elsd két csoport almiitott, hordozdéanyaggal (n = 7) vagy PC-vel kezelt (n = 6)
kontrollként szolgalt, mig a masik két csoportban a fent ismertetett modon ischaemiat hoztunk
létre hordozoanyag (n = 7) vagy PC (n = 6, 50 mg kg, Phospholipid GmbH, Koln,
Németorszag) reperfuzid elején torténd intravénas addsa mellett. A kisérletek végén a
kornyezd izombol (m. gracilis anterior) biopszidkat vettiink biokémiai €s szdvettani analizis
céljabol.

Intravitalis videomikroszkopia

A tibia mikrokeringésének vizsgalatdt Zeiss Axiotech Vario 100HD tipusu intravitalis
mikroszkdp segitségével fluorescein isothiocyanat-tal jelzett vorosvérsejtek és rhodamine-6G-
vel jelzett leukocytak révén végeztiik. A mikroszkopot CCD kamera révén egy S-VHS vided-
rekorderhez kapcsoltuk és a mikrokeringés valtozasit rogzitettiik kontroll allapotban, majd a
reperfuzio 30, 60, 120 és 180. percében. A mikrokeringési paramétereket egy szamitogép
software segitségével ,,0ff-line” analizaltuk. A vizsgalat alapjaul a kovetkezd paraméterek

szolgaltak: funciondlis kapillaris denzitdas (FCD, mm™): az atjarhato kapillarisok hossza a



megfigyelt teriilet nagysagara vonatkoztatva (cm™), a vorosvérsejt aramlasi sebesség (RBCV,
um s), kitapadt leukocytdk szdma, vagyis azok a sejtek, amik nem mutatnak mozgast az
endothelsejtek felszinén 30 s alatt (sejtszam / mm™), rollingot (gérdiilést) mutatd leukocytak
aranya: vagyis olyan leukocytak szdzalékos aranya, melyek nem érték el a kozépvonalban
halado6 vorosvérsejtek sebességének 40%-at.

Szovettani vizsgalatok

Az I-R-n szintén atesett végtag csontot kornyezd izomszovetében a kisérletek végén vett
mintakbol toluidin kék és safranin-O festést kovetden meghataroztuk a hizésejt degranulacid
mértékeét.

Biokémiai vizsgalatok

A postischaemids izomszovetbdl meghataroztuk a mieloperoxiddz enzim aktivitdst (MPO,

Kuebler modszere szerint Int J Microcirc. 16:89-97,1996) a leukocytak szoveti

crer

Eredményeink kiértékeléséhez statisztikai analizisként nem paraméteres teszteket

hasznaltunk.
EREDMENYEK

Az endogén ET hatasa a periosteum postischaemias mikrokeringési valtozasaira

Az I-R hatasara az FCD-ben jelentés csokkenés jelentkezett (atlagosan 235 cm™'-rél,
153-ra, 144-re, majd 158 cm™'-re csokkent az érték) a reperfuzié 60, 120 majd 180. percére,
mely csokkenést mind az ETR-p1/fl peptid, mind a BQ-610 (ET-A receptor antagonistak)
jelentésen mérsékelte.

A posztkapillaris venulakban a leukocytak 30%-a mutatott rollingot az endothelsejtek
felszinén a kisérletek kezdeti szakaban, mely nem valtozott jelentésen az almutott allatokban.
A 60 perc ischaemidt kovetd reperfuizié alatt azonban szignifikdns emelkedés volt
megfigyelheté mind az elsddleges, mind a masodlagos leukocyta-endothelsejt interakciokban.
Mind a gordiilé leukocytak szézalékos aranya, mind a kitapaddst mutatok szama jelent6sen
novekedett (a rolling 77 %,71%, és 65%-ra, a kitapadds pedig kozel négyszeresére) a
reperfuzio 60, 120 és 180. percére. Az ET-A receptor antagonista kezelések szignifikdnsan

csokkentették leukocyta-endothelsejt interakciok mindkét formajat a csonthartya venulaiban.



A PC kezelés mikrokeringési, biokémiai és szovettani hatasai végtag I-R sorin

A masodik kisérleti sorozatban az RBCV tartésan, mig a PC kezelés hatasara csak
atmenetileg csokkent a reperfuzié soran.

Az FCD szintén szignifikdnsan és tartosan csokkent az I-R hatasara, am a PC kezelés
kovetkeztében a kontrollhoz hasonl6 értékre emelkedett reperfuzio késoi szakara.

A leukocyta rolling 20.8%-161 34.4-re és 40.0%-ra ndvekedett a reperfuzid 120 és 180.
percére, mig a kitapadas tobb mint kétszeresére nétt a kisérlet ezen szakaszaira. A PC hatdsara
ezen értekek mindvégig szignifikdnsan alacsonyabbak voltak, mint a vivanyaggal kezelt [I-R
csoportban.

Az izom MPO aktivitds mintegy hdromszorosara emelkedett, a degranulaciét mutato
hizdsejtek aranya pedig 7,6%-r6l 82,5%-ra nétt az I-R hatasara. A PC kezelés mindkét

valtozast szignifikdnsan mérsékelte.

MEGBESZELES

Jelen kisérleteinkben viszonylag rovid ideig tartd, atmeneti végtag ischaemia jelentds
kapillaris perfuziés zavart és a leukocyta-endothelsejt interakciok fokozddasat eredményezte a
periosteum mikrokeringésében, mely egyiitt jart a szomszédos vazizom leukocyta

A mikrokeringési valtozasokat leiré paraméterek koziil a kapillaris perfuzié (FCD)
csokkenése a szdveti oxigenizdcié romldsat valdsziniisitd paraméter. Ennek hatterében
korabbi kisérletes megfigyelések szerint prekapillaris vasoconstrictio, interstitialis oedema,
vagy fokozd6dd leukocyta-endothelsejt interakcidok allhatnak. Ezen tilmenden jelen kisérleti
eredményeink arr6l tantiskodnak, hogy az FCD jelentdsen javithatdé az ET-A antagonista
kezelés hatasara. Az ET-r6l kimutattdk, hogy nemcsak er0s vasoconstrictor a csontban
(Coessens és mtsai J Orthop Res. 14:611-7,1996), de szerepet jatszik az endothelialis barrier
funkcio szabalyozasaban is (Filep és mtsai Eur J Pharmacol. 219:343-4,1992). Ezen
tulmenden jelentds pro-adheziv hatdst is tulajdonitanak a peptidnek; mely az adhézids
molekulak koziil a P-selectin révén valosul meg (Sanz és mtsai Am J Physiol. 277:H1823—
30,1999). Eredményeink arr6l tantiskodnak, hogy a leukocyta-endothelsejt interakciok is
jelentésen mérsékelhetok az ET-A receptor gatlasaval. Kisérleteink nem adnak lehetdséget
annak vizsgalatara, hogy a fenti faktorok koziil melyik az elsddleges tényezd a postischaemids

csonthartydban a kapillaris perfizidé vonatkozasaban, azonban eredményeink egyértelmii



bizonyitékot szolgaltatnak arra, hogy az endogén ET szerepet jatszik az I-R-n atesett
csonthartya mikrokeringési karosoddsaban ¢és a folyamat szabalyozasaban.

Kisérleteinkben nemcsak a leukocyta-endothelsejt interakciok jelentds fokozodésat,
inzultus hatdsara. Mindkét jelenséget igen kedvezden befolyasolta a PC kezelés. Kiilonféle
korallapotokban kimutattdk, hogy az endogén PC raktarak lecsokkenhetnek (Lieber és mtsai
Alcohol Clin Exp Res. 21:375-9,1997, Bruhl és mtsai Life Sci. 75:1609-20,2004), ezért
felvetddik, hogy a jelen hatds hatterében is a membranraktarak részleges helyreallitasa all.
Kimutattak ugyanis, hogy noxa hatasara a foszfolipaz-D aktivalodik, mely szerepet jatszik
olyan membran alkotorészek lebomlasaban (és ezéltal bioldgiai hozzaférhetoségének
csokkenéséhez) (Exton és mtsai Biochim Biophys Acta 1439:121-33,1999; Hansen és mtsai
Chem Phys Lipids 108:135-50,2000), melyek endogén védo szerepet jatszhatnak az I-R-hoz
tarsuldo oxido-reduktiv stressz hatdsainak ellenstilyozdsdban (Ghyczy és mtsai Br J Nutr.
85:409-14,2001). Eppen ezért a PC kezelés szubsztratot biztosit ezen enzimrendszernek, és
feltételezhetden nem maga a PC, hanem annak metabolitjai fejtenek ki védd hatést
intracellularis szinten. Ezek a hatdsok a jelenlegi kisérletek azon megfigyeléseire
szolgaltathatnak magyardzatot, mikor a mikrokeringés effektivitdsanak javulasat lattuk a PC
hatasara. Ezeknek a biokémiai mechanizmusoknak a tisztazasa azonban metodikailag tilmutat
a jelen kisérlet altal adott lehetdségeken.

Eredményeink kapcsan felmeriil, hogy a PC hatdsaként jelentkezd kisebb mértékii
neutrophil-endothelsejt interakcid és a hizosejt degranulacio jelentés mértékii csokkenése
Osszefiigghet — vagyis a jelenségek kozott ok-okozati kapcsolat allhat fenn. A hizosejtekrol
ismert, hogy nemcsak immunolégiai mechanizmusok révén, hanem az [-R-val dsszefiiggésben
is - els6dlegesen mechanikus és oxidativ hatasok révén - aktivalodnak (Galli és mtsai N Engl
J Med. 328:257-65,1993). A hizdsejt degranulacio egyuttal gyulladasos mediatorok
felszabadulasat eredményezi (Tannenbaum és mtsai J. Immunol. 125:325-35,1980). Emellett
az ET felszabadulas 6nmagaban is kivalthat hizosejt aktivaciot (Boros és mtsai 1998). Az I-R
folyaméan degranuldlodd hizosejtek (Fawcett és mtsai Anat Rec. 121:29-51,1951) igy
hozzéajarulnak a leukocyta sequestracidohoz (Thorlacius és mtsai Biochim Biophys Res
Commun. 203:1043-9,1994; Gaboury ¢és mtsai J Immunol. 154:804-13,1995). Ezek a hatasok
adhézidos molekulak pl. P-selectin, B2 integrin and ICAM-1 fokozott expresszidja révén
valosulnak meg (Kubes és mtsai J Immunol. 152:3570-7,1994; Gaboury és mtsai 1995).

A jelen kisérletek nem nyujtottak lehetdséget a periosteumban a hizdsejtek altal

medialt mikrokeringési reakciok kozvetlen vizsgalatara. Munkacsoportunk kisérletei a



hizésejtek degranulacidja kapcsan azonban hasonld eredménnyel jartak a nyeldcsd

vonatkozasaban is (Erés és mtsai World J Gastroenterol. 12:271-9,2006), ahol a PC

gyulladéscsokkentd hatdsa egyértelmiien a hizosejtek stabilizalasa mellett valosult meg. Ezért

feltételezéslink szerint a PC azaltal befolyasolta kedvezden a mikrokeringési gyulladasos

mechanizmusokat, hogy a leukocyta aktivaciot a hizosejtek stabilizalasa révén kivédte.

1.

AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

In vivo Kkisérleteink lehet6séget biztositottak a végtag ischaemia altal okozott
mikrokeringési valtozdsok szamszerlsitésére. Az I[-R 4ltal okozott karosodas a
periosteum mikrokeringésének romldsaban, a leukocyta-endothelsejt interakciok
A periosteum postischaemids karosodasa vasoconstrictor mediatorok, koztik az ET
felszabadulasat eredményezte, mely szerepet jatszik a perfuziés zavar ¢és a
mikrokeringési szintli gyulladds medidldsdban ET-A receptorok aktivalédasa révén.

A PC kezelés jelentds védo hatdsu volt a fenti modellben. A kezelés mérsékelte a végtag
I-R kéros kovetkezményeit, csokkentette a perfuzid zavardt és a helyi szoveti
megfigyelések felvetik a PC kezelés potencidlis terapias hatasat végtag I-R karosodas

esetén.
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