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Bevezetés

A civilizaci6 egyik kovetkezménye a széleskorli motorizacio, melynek kovetkezében
globalisan megndtt a sulyos végtagsériilések szama. A traumatoldgiai beavatkozdsok egy
része vértelenségben, tourniquet alkalmazasaval torténik, igy a végtag hipoperfuzio-
reperfuzio e miitétek altalanos velejaroja. A torések mellett radikalis tumor resectiok is
okozhatnak csontdefektust, és a rekonstrukcid, vagy az autotranszplanticid keringési
kovetkezményei is lényegileg hasonlok. E folyamatokban a csonton kiviil természetesen a
csonthartya is érintett, és e szOveti struktira szoros Osszefliggésben all a kiilonb6zo
csontgyogyulasi zavarokkal (pseudoarthrosis, sequester képzddés).

E beavatkozasok sordn atmeneti, lokalis végtag ischaemia jon 1étre. A hipoperfiizids
fazist kovetd reperfuzid, vagyis a vérellatds megfelelé visszaallasa azonban az egyre
tokéletesedd sebészi technikdk ellenére sem jar mindig megfeleld eredménnyel. Ennek oka a
hipoxias fazist kovetd reperfuzios — gyulladasos jelenségek kaszkadszerti aktivalodasa,
melyek koros biokémiai és mikrokeringési valtozasokat egyarant magukban foglalnak. Ma
mar jol ismert tény, hogy a keringés ujraindulasat kovetd ischaemia-reperfuzios (I-R)
korélettani folyamat végiil lokalis és tavoli szovetkarosodasokhoz vezethet.

A mikrokeringési gyulladds sordn a reperfizio elsé perceiben jelentés mértékben
fokozo6dik a leukocitdk endotheliumhoz vald kitapadasa, és az adhézié emelkedett marad
ordkon keresztiil. Szdmos adhézids molekula jelenik meg a polymorphonuklearis leukocitak
(PMN) felszinén és/vagy az endothel sejteken, koztiik az immunoglobulin-szerti adhézios
molekulak (ICAM-1, PECAM-1, VCAM-1), integrinek (CD11/CD18) ¢és szelektinek (E-, P-,
L-selectin), melyek a PMN akkumulécié folyamatdnak egyes 1épéseit szabalyozzak. Az I-R
soran olyan szolubilis kemotaktikus mediatorok is felszabadulnak, melyek a karosodas
mértékétdl fliggd direkt hatast gyakorolnak a PMN akkumuléciora.

Habar az I-R karosodas mikrokeringési gyulladasos kovetkezményei jol ismertek, a
csonthartydban 1étrejovo valtozasok még nem tisztazodtak. Kisérleteink altalanos célja tehat
az volt, hogy egy klinikailag relevans dallatmodellben jellemezziik a postischaemias
csonthartya mikrokeringési gyulladasos reakcioit.

Kisérleteink elsé részében az ischaemids prekondicionalast (IPC) hatékonysagat
vizsgalatuk a csonthartya mikrokeringési szintli valtozasaiban. Az IPC definicid szerint rovid
ischaemids periddus ismételt szakaszait jelenti, mellyel jelentdsen ndvelhetd a sulyos
ischaemids inzultus kovetkezményei elleni rezisztencia (Murry és mtsai 1986). Az is ismert,

hogy a lokalis hatasok mellett tavoli szdvetvédelem is létrehozhatd a vese, bél vagy mas
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végtag IPC konnyen kivitelezhetd, a sebészi komplikacio varhatd kockazata alacsony, és a
hatalmas szovetmennyiség elméletileg megfeleld stimulust biztosithat az IPC kialakuldsédhoz.
Feltételeztiik tehat, hogy a végtag IPC lokalis és tdvoli hatdsai potencialis megeldzd - terapias
lehetdséget biztosithatnak a traumatologiaban is.

A kisérletek masodik sorozataban a foszfatidilkolin (PC) kezelés hatékonysagat
vizsgaltuk. Kordbbi vizsgalati eredmények utaltak arra, hogy az I-R folyamatdhoz fizikai
membran defektus, PC degradacio és az endogén PC forrasok kimeriilése tarsul (Bruhl és
mtsai 2004). Ezek az adatok azt is sugalltdk, hogy a PC, mint mindeniitt jelenlévd
membranképzd entitds, a koros ingerek hatdsara depletalodhat, és az endogén PC raktarak
feltoltése ezzel ellentétes, kedvezd hatast lehet (Jones és mtsai 1989). A csont esetében azt is
kimutattak, hogy az endogén PC szamos élettani folyamatot befolyésolhat, igy szabalyozza a
csontképzddés indukcidjat, a reszorpeiot valamint a kalcifikaciot is. A PC szerepe a végtag
ischaemiaval jaro korallapotok vonatkozéasédban azonban korabban nem volt ismert.

A harmadik tanulményban kiilonb6z6 kolloid oldatok mikrokeringésre gyakorolt
hatasat vizsgaltuk. A folyadék reszuszcitacid altaldnos, f6 célja a szdveti perfuzié hatékony
visszaallitisa ¢és fenntartdsa. Ennek sordn a krisztalloid és kolloid oldatok szamos
kombinacioban nyertek teret; a kolloidok eldnye a krisztalloidokkal szemben a tartds
keringés-javitd hatds (Hoffmann JN ¢és mtsai 2002, Marx G ¢és mtsai 2004) ¢és
gyulladascsokkentd aktivitas (Lang K és mtsai 2003, Tian J és mtsai 2004). Szamos kisérletes
¢s klinikai adat tamasztja ala a makrohemodinamikai valaszokban 1étrejové kiilonbségeken
kiviil a szoveti reoxigenacioban (Rittoo D és mtsai 2004) és a mikrokeringési gyulladdsos
reakciokban megnyilvanuld védo hatasokat is (Kaplan SS és mtsai 2000, Jaeger K és mtsai
2001, Feng X ¢és mtsai 2007). A gyulladdscsokkentd hatdsok ¢és a mikrokeringési
kialakulasanak megszakitasa elméletileg javitja, vagy megakadalyozza a mikrokeringési
diszfunkcio kialakulasat €s a hipoperfundalt szovetek karosodasat is. Kordbban kimutattak,
hogy a mesterséges kolloid oldatok mérséklik a hypoxia indukalta endothel sejt diszfunkciot
¢s megakadalyozzdk az adhézidés molekuldk expressziojat, melyek szerepet jatszanak a
leukocita-endothel sejt interakciok kialakulasaban (Kaplan SS és mtsai 2000, Steinbauer M ¢€s
mtsai 1998). Kevés in vivo all azonban rendelkezésre, melyben a kiilonb6z6 mesterséges
kolloid oldatok (dextran (DEX); alacsony molekulasulya hidroxi-etil keményité (HES) ¢és a

zselatin (GEL)) mikrokeringésre gyakorolt hatdsat hasonlitja dssze.



Célkitiazések

Célunk az I-R lokalis, csonthartydra gyakorolt mikrokeringési gyulladdsos
kovetkezményeinek vizsgalata volt, atmeneti végtag ischaemia allatkisérletes modelljében. A
tanulmanyok soran kiilonb6z6 terapias lehetdségek alkalmazasanak hatékonysagat vizsgaltuk
a lokalis periostealis leukocita-endothel sejt interakcidk valtozasara, és a folyamatban szerepet

jatsz6 adhézios molekuldk expresszidjara kifejtett hatadsuk szempontjabol.

I. Tanulmany: Kisérleteink elsédleges célja az IPC altal 1étrehozott lokalis
mikrokeringési védelem mértékének megismerése volt kisérletes végtag I-R modellben
intravitalis videdmikroszkop alkalmazasaval, patkanyon. Tovabbi célul tliztiik ki a lokalis
ischaemias trigger altal kivaltott szisztémas gyulladasos aktivitas lehetOségének vizsgalatat,

valamint az IPC indukalt védelem mértékének meghatarozasat.

II. Tanulmany: Kisérletes vizsgalataink masodik célja az I-R altal kivaltott
gyulladasos mikrokeringési reakcio befolyasoldsa volt exogén PC adésaval. Kisérleteinkben
intravitalis fluoreszcens videomikroszkopiat alkalmaztunk a csonthartya mikrokeringési
valtozasok in vivo megjelenitésére. Megvizsgaltuk az I-R karosodas alatt a csonthartyaban
kialakuld leukocita reakci®é mindségi és idObeli valtozasat, valamint a csontot hatarold

vazizomzatban bekdvetkezd hizosejt degranulacidé mértékét.

III. Tanulmany: Harmadsorban célul tiztik ki a DEX (6%; 60 kDa MW), az
alacsony molekulasalyt HES (6%; 130 kDa/0.4) és a GEL (4%; 35 kDa) pleiotrop
hatékonysdganak 0Osszehasonlitd jellemzését a csonthartya mikrokeringési szinti PMN

reakciokra gyakorolt hatasuk alapjan, in vivo mikroszkopos modszereket alkalmazva.
Anyag és modszer
Vizsgalatainkat patkanyokon végeztiik (atlag suly 300+20 g) a NIH irdanyelveinek
megfelelden (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals), a kisérleteket a Szegedi

Tudomanyegyetem Allatvédd Etikai Bizottsaganak engedélyével.

Kisérleti protokoll



I. Tanulmany

Ezen kisérletek sordn az IPC végtag ischaemia-reprfuzio altal kivaltott mikrokeringési
gyulladasos reakciokra gyakorolt hatasait vizsgaltuk két kisértetsorozatban Sprague-Dawley
patkdnyokon. Az elsd sorozatban az I-R 4ltal indukalt mikrokeringési valtozasokat hataroztuk
meg a tibia csonthartydban. Mivel a fluoreszcens technika interferdl a CD11b molekula
expresszio valtozds vizsgélataval, egy masodik sorozatban torténtek azok a vérvételek,
melyek a kiilonb6z6 adhézids molekulak (sSICAM-1 és CD11b) detektalasara szolgalnak.

Az elsé sorozatban az elsd csoport almiitétt kontrollként szolgalt (SH, n=8), a
masodikban TPC-t (10 perc teljes hatsovégtag ischaemiat 10 perc reperfuzidé kdvetett, 2
ciklusban) kombinaltuk az almutott protokollal (IPC+SH, n=6). Az ischemiat az a.
femoralisra felhelyezett miniklip és tourniquet egylittes alkalmazasaval hoztuk létre. A
harmadik csoportban (IR, n=11) 60 perc teljes végtag ischaemiat idéztiink eld, melyet 180
perc reperfuzid kovetett. Az allatok negyedik csoportjaban IPC-t kombinaltuk ischaemia-
reperfuzioval (IPC+IR, n=9).

A masodik sorozatban a kontroll allapotban és a reperfuzid 120. és 180 percében
EDTA tartalmu csovekbe tortént a szolubilis ICAM-1 és CD11b molekuldk meghatarozasara
(n=6-14).

I1. Tanulmany

Ezekben a kisérletekben az exogén PC hatasat vizsgaltuk a periosteum mikrokeringési
¢és a kornyezd izom biokémiai reakciodira teljes végtag I-R soran. Ebben a sorozatban az els6
két csoport almitott, hordozdanyaggal (SH, n=7) vagy PC-vel kezelt (SH+PC, n=6)
kontrollként szolgalt, mig a masik két csoportban a fent ismertetett moédon ischaemiat hoztunk
létre hordozoanyag (IR (n=7) vagy PC oldat (IR+PC, n=6, 50 mg kg") intravénas adésa
mellett a reperfizid elején. A kisérletek végén a kornyezd izombdl (m. gracilis anterior)

biopsziakat vettiink biokémiai és szdvettani analizis céljabol.

II1. Tanulmany

Kisérleteink harmadik csoportjdban kiilonb6z6 klinikailag alkalmazott kolloid oldatok
I-R altal kivaltott gyulladasos reakcidira gyakorolt hatdsait vizsgaltuk. Az elsd csoport
almutott kontrollként szolgélt (n=10), ahol Ringer-laktat oldatot (LR) adtunk az allatoknak. A
masodik csoportban I-R-t hoztunk létre a korabban leirtak szerint. A 2-5 csoportokban LR
(n=10), GEL (Gelofusine 4%; 35 kDa; n=6), DEX (Macrodex 6%; 60 kDa; n=9) vagy HES
(Voluven 6%; 130 kDa/0.4; n=8) 15 ml kg'h™" dézisban iv, az ischaemia utolsé 10.percében



elkezdve. A dozis az reperfuzid elsé o6rdjaban valtozatlan volt, majd a reperfuzio 2. és 3.
orajaban 5 ml kg h''-ra csokkentettiik. A masodik sorozatban a korabban leirtak szerint

vérvétel tortént a SICAM-1 és CD11b adhézids molekulak meghatarozasara (n=6-12).

Sebészi elokészités, a tibia csonthartya preparalasa

Kisérleteinket him patkdnyokon (atlagos testsuly 300+20 gr) végeztikk Na-
pentobarbital anesztézidban (45 mg/kg ip). Az allatokat véletlenszerlien 4 kisérleti csoportba
(n=26) osztottunk. A jobb jugularis vénat és carotis artériat kipreparaltuk és kaniilaltuk, a
laboratériumi vizsgalatok és a parenteralis folyadékpotlas, valamint a folyamatos artérias
vérnyomasmérés (Statham P23 Db transducer) céljabol. Az allatokat haton fekvd helyzetben
flitbpadra helyeztiik, a testhémérsékletet allandéan 36-37 °C-on tartottuk, a kisérlet soran
folyamatosan 10 ml tskg'h”' Ringer-laktat infuziét, valamint idénként kis adag Na-
pentobarbital kaptak. A tracheat intubaltuk a 1égzés biztositdsa céljabol; a jobb oldali
femoralis artériat, valamint a jobb tibia medialis felszinén 1év0 csonthartyat operacios
mikroszkop segitségével (Zeiss 6x nagyitas), atraumatikus sebészi technika kipreparaltuk,

alkalmazaséaval a m. gracilis anterior és posterior atvagasa révén tettiik lathatova.

Intravitalis videdmikroszkopia, vided analizis

A tibia mikrokeringésének vizsgalatat Zeiss Axiotech Vario 100HD tipusu intravitalis
mikroszkop segitségével fluorescein isothiocyanat-tal jelzett vorosvérsejtek és rhodamine-6G-
vel jelzett leukocytak révén végeztiik. A mikroszkoépot CCD kamera révén egy S-VHS video-
rekorderhez kapcsoltuk és a mikrokeringés valtozasit rogzitettiik kontroll allapotban, majd a
reperfuzio 30, 60, 120 és 180. percében. A mikrokeringési paramétereket szamitogépes
software segitségével ,,0ff-line”” analizaltuk. (A kitapadt leukocytak szama, vagyis azok a
sejtek, amik nem mutatnak mozgast az endothelsejtek felszinén 30 s alatt (sejtszam mm™), a
rollingot (gordiilést) mutaté leukocytdk aranya, vagyis olyan leukocytdk szama (IL.-III.
Tanulmény) vagy szédzalékos ardnya (I. Tanulmany), melyek nem érték el a kézépvonalban

halad6 vordsvérsejtek sebességének 40%-at.
A CD11b adhéziés molekula aramlasi citometrias meghatarozasa
A CDI11b adhéziés molekula sejtfelszini expresszidjat a periférids vérben talalhato

granulocitdkon hatarozuk meg teljes vér flow-citometridval (Keresztes M és mtsai 2007).

A szolubilis ICAM-1 szint meghatarozasa



A plazma sICAM-1 szinteket Quantikine sSICAM-1-ELISA Kit-tel hataroztuk meg
(R&D Systems Inc., Minneapolis, MN), a gyari instrukcioknak megfeleléen.

A szoveti ICAM-1 expresszio immunohisztokémiai analizise

A kisérlet végén izomszovettel egyiitt a tibiat eltavolitottuk, majd formalinban fixaltuk
48 oraig. A mintdkat ezutan dekalcifikaltuk (Sakura TDE30; Sakura Finetek Corp. USA),
elektroforetikus apparatussal, majd paraffinba dgyaztuk, a mintdkat egér monoklonalis ICAM-
1 antitesttel (BD Pharmingen, BD Biosciences, San Jose, CA) inkubaltuk (1:200; 30 min). A
masodlagos ellenanyaggal vald kotést tormaperoxiddz-diaminobenzidin reakcioval tettiik
lathatova. Az ICAM-1 szemikvantitativ meghatarozdsa az immunpozitiv erek szazalékos

eléfordulasi aranyaval tortént.

Mieloperoxidaz meghatarozas
A postischaemias izomszovetbdl meghataroztuk a mieloperoxidaz (MPO) enzimaktivitast
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céljabol.

A hizosejt degranulacio hisztologiai vizsgalata
A Kkisérletek végén izomszovetbdl mintavétel tortént, a mintak kezelése és festése Szabo és

mtsai altal leirtak (Shock 1997) szerint tortént.

Statisztikai analizis
Eredményeink kiértékeléséhez statisztikai analizisként nem paraméteres teszteket

alkalmaztunk.

Eredmények

Az IPC lokalis gyulladascsokkento hatasa a postischaemias csonthartyaban

A gordiild leukocitdk szdma jelentdsen emelkedett ischaemidt kdvetden a reperfuzid kezdeti
szakaszaban és fokozott PMN kitapadds volt megfigyelhetd a reperfuzio 120. és 180.
percében az I-R csoportban. IPC kivédte az I[-R-indukalt emelkedést mindkét paraméter

esetében, mig onmagaban nem okozott fokozott leukocita gordiilést vagy kitapadast.

Az IPC altal csokkentett szisztémas gyulladasos reakciok végtag ischaemiat kovetéen



A CDI11b adhézios molekula expresszid mintegy kétszeres emelkedést mutatott az I-R
csoportban, ahol az IPC kivédte ezt az emelkedést, 6nmagaban azonban nem befolyasolta a
valtozast.

A szolubilis ICAM-1 adhéziés molekula vizsgalata sordn, habar nagy esetszammal
dolgoztunk, az eredmények nagy szorast mutattak, az [-R csoportban sem lehetett szignifikans
kiilonbséget kimutatni.

A szoveti ICAM-1 denzitas szignifikansan emelkedett az I-R csoportban az almiitotthoz

képest, az IPC nem befolyasolta ezt a ndvekedést.

A PC kezelés lokalis gyulladascsokkento hatasa a postischaemias csonthartyaban

A 60 perces ischaemiat kovetd reperfuzio alatt szignifikdns emelkedést figyeltiinkmeg mind
az elsédleges, mind a masodlagos leukocita-endothel sejt interakciokban. Mind a gordiilé
leukocitdk szézalékos ardnya, mind a kitapadast mutatok szdma jelentésen nodvekedett
(20.8%-1061, 34.4% ¢és 40.0%-ra) a reperfuzio 120 és 180. percére. A PC hatasara ezen értékek

mindvégig szignifikdnsan alacsonyabbak voltak, mint az I-R csoportban.

Az PC altal javitott gyulladasos reakciok egyéb jelei végtag ischaemiat kovetéen
Az izom MPO aktivitdis mintegy haromszorosiara emelkedett, a degranulaciét mutato
hizésejtek aranya pedig 7,6%-rol 82,5%-ra nétt az I-R hatdsdra. A PC kezelés mindkét

valtozést szignifikdnsan mérsékelte.

A kolloid oldatok lokalis gyulladascsokkenté hatasa a postischémias csonthartyaban

Az I-R csoportban mind a rolling, mind a sticking szignifikans emelkedést mutatott reperfiizié
kiilsnb6z6 idépontjaiban (a szoros adhézié 140 mm™>-r6l 1000 mm™ e valtozott a reperfuzid
120. percében). A PMN rolling postischaemias emelkedését a kiilonb6z6 kezelések nem
befolyasoltak jelentésen, de a HES kezelés mérsékelt javulassal jart a reperfizido késébbi
szakaszaiban. A HES kivédte I-R altal 1étrehozott emelkedést kitapadasban. A reperfiizid

soran atmeneti javulas volt megfigyelhetd a GEL és DEX kezelt csoportokban.

A Kkiilonb6z6 kolloid oldatok altal javitott szisztémas gyulladasos reakciok végtag
ischaemiat kdvetden

A CDI11b adhéziés molekula expresszidja mintegy kétszeresére emelkedett az LR kezelt I-R
csoportban a reperfiizié 120. és 180. percében. Hasonld emelkedés volt megfigyelheté a DEX
és GEL-lel kezelt csoportokban, mig a HES kezelés szignifikdnsan csokkentette az



emelkedést. A szolubilis ICAM-1 molekula szint nem emelkedett az I-R csoportban, &m a

GEL kezelés utan a reperfuzio 180. percében jelentdsen novekedett.

Megbeszélés

A kiilonbo6z6 terapias lehetoségek leukocita-endothel sejt reakciokra gyakorolt hatasai

A csonthartya mikrokeringésének helyreéllitisa elengedhetetlen a fert6zés
megelézésében vagy a mikrovaszkularis csontgraftok tulélésében. Kisérleteinkben teljes
végtag I-R sordn a csonthartyaban mikrokeringési diszfunkcio, a kornyez6 izmokban pedig
jelentds hizosejt degranuldcio jott létre. Habar a teljes vaszkularis okkluzié az érintett
végtagon keringési zavart hoz Iétre a csonthartydban, a kornyezé izmok ischaemids
érzékenysége sokkal alacsonyabb. Modelliinkben a lokalis kdrosodds hatdséara az els6dleges és
masodlagos leukocita-endothel sejt interakciok jelentdés mértékben emelkednek a csonthartya
posztkapillaris venuldiban reperfizid soran. Ezen reakciokat IVM segitségével kvantifikalni
lehet, és a kiilonbozo terdpias lehetdségek igy objektiven dsszehasonlithatova valnak.

Els6ként a végtag IPC hatédsait vizsgaltuk, mely konnyen kivitelezhetd és alacsony
rizikdju terapias lehetdség lehet. Kimutattuk, hogy az IPC kozvetlentil vagy kozvetve a PMN
reakciokon keresztiil befolyasolhatja az endothelium miikddését, kisérleteinkben az IPC
hatékonyan csokkentette az [-R kéarosodas lokalis jeleit a csonthartya mikrokeringésében.

A komplex gyulladdsos reakciokat a PC kezelés is hatékonyan javitotta, bar ez mas
uton valosult meg. A PC a szervezet egyik leggyakrabban el6fordulé komponense, ezért
felvetddik, hogy a jelen hatas hatterében is a membranraktarak részleges helyreallitasa all.
Kimutattak, hogy noxék hatasara a foszfolipaz-D aktivalddas szerepet jatszik olyan membran
alkotorészek lebomlasaban (€s ezaltal bioldgiai hozzaférhetdségének csokkenéséhez) (Exton
¢s mtsail 999, Hansen és mtsai 2000), melyek endogén védo szerepet jatszhatnak az I-R-hoz
tarsuld oxido-reduktiv stressz hatasainak ellensulyozasaban (Ghyczy és mtsai 2001). Eppen
ezért a PC kezelés szubsztratot biztosit ezen enzimrendszernek, és feltételezhetden nem maga
a PC, hanem annak metabolitjai fejtenek ki védo hatast intracellularis szinten. A PC kezelés
csOkkentette a hizosejt degranulaciot, mely Osszefiiggésben allhat a gyulladdsos reakciok
kialakulasaval, és a csokkent PMN akkumulacioval a végtag ischaemiat kovetden.

A harmadik kisérletsorozatban kiilonb6zd kolloid oldatok (DEX, HES és GEL)
alkalmazasi lehetdségeit vizsgaltuk az I-R kovetkeztében kialakuld mikrokeringési zavarokra

¢és gyulladasos reakciokra. Az oldatok koziil csak a HES kezelés hatasara javultak 1ényegesen



a mikrokeringési gyulladasos reakciok, s ebben a szer specialis molekuldris tulajdonsagai

jatszhatnak szerepet.

A kiilonbo6z6 terapias lehetoségek az adhézios molekulak expresszidjara gyakorolt
hatasai

Kisérleteink egyik fontos megallapitasa, hogy végtag I-R hatasara a CD11b expresszio
jelentdsen fokozodik, mely a PMN leukocitdk szisztémas gyulladésos aktivalodésara utal. Ez
a megfigyelés arra is felhivja a figyelmet, hogy olyan traumatoldgiai beavatkozasok,
amelyeknél végtag ischaemia jon létre, potencidlisan szisztémds gyulladdsos
szovodményekkel jarhatnak. A leukocita-endothel sejt interakciok masodik 1épését, vagyis az
adhéziot az integrinek medialjak. Tanulmanyainkban a PMN felszinén megjelend CD11b-t és
e molekula endothelialis ligandjat, az ICAM-1 adhéziés molekulat vizsgaltuk. Az IPC
hatasara csokkent a lokalis gyulladasos reakciok (rolling és sticking) a csonthartydban, de
emellett az eljaras a szisztémas paramétereket is befolyasolta, ugyanis csokkentette a CD11b
expressziot. A CD11b endothelialis ligandja, az ICAM-1, a PMN migraciés folyamat
indukalhato transzmembran fehérjéje. Szolubilis formédjanak megjelenése aranyos a sejtfelszin
(endothelsejt) expresszidjaval, igy alkalmas az endothelialis aktivalodas jellemzésére.
Kisérleteinkben azonban rendkiviil nagy szoérast észleltiink a plazméban, d&m a szdveti forma a
csonthartydban jelentdés novekedést mutatott. A védelem jeleként az IPC hatasara ennek
szintje szintén csokkent.

A HES kolloid oldat hatdséara végtag ischaemiat kovetéen a CD11b expresszid szintén
mérséklédott. E  kisérletek nem adnak a molekularis hatérrél informaciot, de mas
munkacsoportok kimutattdk, hogy a HES gatolja a szoveti NF-xB aktivaciot €és a szisztémas
TNF-a emelkedést mind helyi, mind szisztémas gyulladasos inzultusok hatasara (Tian J és
mtsai 2004, Feng X ¢és mtsai 2007). Ez a jelatviteli utvonal tehat szerepet jatszhat a HES
lokalis gyulladasra kifejtett kedvezd hatasaiban. A HES kezeléssel szemben a GEL nem
csokkentette, s6t novelte a posztischemias SICAM-1 szintet.

A fokozott adhézidos molekula expresszid Osszefiigghet a hizosejtbdl felszabadulo
meditatorok hatdsaval is. Mind a PMN leukocitdk, mind az endothel sejt felszinén
megtalalhatdbak olyan receptorok, melyekhez a hizosejtekbdl felszabaduldé protedzok
kapcsolodni képesek €s igy kozvetleniil befolyasolhatjak az adhézidés molekula expressziot és
a PMN-endothel sejt interakciokat (Meyer MC és mtsai 2005, Shpacovitch VM és mtsai
2004). A PC hatdsmechanizmusa e tekintetben nem tisztdzott, azonban kimutattak, hogy a

kolin deficiencia megndvekedett ICAM-1 expresszidhoz vezet az endothel sejtek felszinén
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(Lundberg AH ¢és mtsai 2001). Kisérletes modelliink csak a csonthartyat koriilvevd izom
hizosejt degranulacid vizsgélatara adott lehetdséget, melyet a szisztémas PC kezelés a

leukocita akkumulécio gatlasa mellett szintén jelentdsen csokkentett.

Az eredmények osszefoglalasa

1. Kimutattuk, hogy teljes végtag I-R nemcsak lokalis, hanem szisztémas gyulladasos
kovetkezményekkel is jarhat, mely hatasokat figyelembe kell venni a tourniquet
alkalmazasaval jar6 traumatologiai beavatkozasok soran.

2. A végtag IPC potencidlis terapias lehetdséget jelenthet mind a helyi, mind a szisztémas
gyulladasos valaszok kialakulasaval szemben, igy egyszerii és konnyen alkalmazhat6
lehetdséget biztosithat a sebészi beavatkozasok esetleges szovodményeinek mérséklése
céljabol.

3. A PC kezelés hatékonyan javitotta a végtag I-R altal indukalt gyulladasos reakcidit,
csokkent a leukocitdk adhézidja és postishaemids szoveti szekvesztracioja. A PC hatasat
részben a hizosejt stabilizacid kozvetitette. A PC kezelés e hatasai hozzajarulhatnak a
sebészi beavatkozasok rizikojanak csokkentéséhez.

4. A kilonbozd kolloid oldatoknak jelentdsen eltérd mikrokeringési hatasai vannak a
végtagok ischaemiajat kovetden. A HES kezelés jelentdsen befolyasolja a lokalis
gyulladdsos reakciokat ¢és megelézi a szisztémds gyulladdsos kovetkezmények

kialakulasat, mig a DEX és GEL kezelés nem igazolt hasonl6 védelmet.
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	Ezen kísérletek során az IPC végtag ischaemia-reprfúzió által kiváltott mikrokeringési gyulladásos reakciókra gyakorolt hatásait vizsgáltuk két kísértetsorozatban Sprague-Dawley patkányokon. Az első sorozatban az I-R által indukált mikrokeringési változásokat határoztuk meg a tibia csonthártyában. Mivel a fluoreszcens technika interferál a CD11b molekula expresszió változás vizsgálatával, egy második sorozatban történtek azok a vérvételek, melyek a különböző adhéziós molekulák (sICAM-1 és CD11b) detektálására szolgálnak. 
	Az első sorozatban az első csoport álműtött kontrollként szolgált (SH, n=8), a másodikban IPC-t (10 perc teljes hátsóvégtag ischaemiát 10 perc reperfúzió követett, 2 ciklusban) kombináltuk az álműtött protokollal (IPC+SH, n=6). Az ischemiát az a. femoralisra felhelyezett miniklip és tourniquet együttes alkalmazásával hoztuk létre. A harmadik csoportban (IR, n=11) 60 perc teljes végtag ischaemiát idéztünk elő, melyet 180 perc reperfúzió követett. Az állatok negyedik csoportjában IPC-t kombináltuk ischaemia-reperfúzióval (IPC+IR, n=9).  
	 
	II. Tanulmány 
	 
	III. Tanulmány 
	Kísérleteink harmadik csoportjában különböző klinikailag alkalmazott kolloid oldatok I-R által kiváltott gyulladásos reakcióira gyakorolt hatásait vizsgáltuk. Az első csoport álműtött kontrollként szolgált (n=10), ahol Ringer-laktát oldatot (LR) adtunk az állatoknak. A második csoportban I-R-t hoztunk létre a korábban leírtak szerint. A 2-5 csoportokban LR (n=10), GEL (Gelofusine 4%; 35 kDa; n=6), DEX (Macrodex 6%; 60 kDa; n=9) vagy HES (Voluven 6%; 130 kDa/0.4; n=8) 15 ml kg-1h-1 dózisban iv, az ischaemia utolsó 10.percében elkezdve. A dózis az reperfúzió első órájában változatlan volt, majd a reperfúzió 2. és 3. órájában 5 ml kg-1 h-1-ra csökkentettük. A második sorozatban a korábban leírtak szerint vérvétel történt a sICAM-1 és CD11b adhéziós molekulák meghatározására (n=6-12). 
	 
	Sebészi előkészítés, a tibia csonthártya preparálása 
	 Kísérleteinket hím patkányokon (átlagos testsúly 300±20 gr) végeztük Na-pentobarbital anesztéziában (45 mg/kg ip). Az állatokat véletlenszerűen 4 kísérleti csoportba (n=26) osztottunk. A jobb jugularis vénát és carotis artériát kipreparáltuk és kanüláltuk, a laboratóriumi vizsgálatok és a parenterális folyadékpótlás, valamint a folyamatos artériás vérnyomásmérés (Statham P23 Db transducer) céljából. Az állatokat háton fekvő helyzetben fűtőpadra helyeztük, a testhőmérsékletet állandóan 36-37 oC-on tartottuk, a kísérlet során folyamatosan 10 ml tskg-1h-1 Ringer-laktát infúziót, valamint időnként kis adag Na-pentobarbitál kaptak. A tracheát intubáltuk a légzés biztosítása céljából; a jobb oldali femoralis artériát, valamint a jobb tibia medialis felszínén lévő csonthártyát operációs mikroszkóp segítségével (Zeiss 6x nagyítás), atraumatikus sebészi technika kipreparáltuk, alkalmazásával a m. gracilis anterior és posterior átvágása révén tettük láthatóvá. 
	 
	Intravitális videómikroszkópia, videó analízis 
	 
	A CD11b adhéziós molekula áramlási citometriás meghatározása 
	 
	A szöveti ICAM-1 expresszió immunohisztokémiai analízise 
	 A kísérlet végén izomszövettel együtt a tibiát eltávolítottuk, majd formalinban fixáltuk 48 óráig. A mintákat ezután dekalcifikáltuk (Sakura TDE30; Sakura Finetek Corp. USA), elektroforetikus apparátussal, majd paraffinba ágyaztuk, a mintákat egér monoklonális ICAM-1 antitesttel (BD Pharmingen, BD Biosciences, San Jose, CA) inkubáltuk (1:200; 30 min). A másodlagos ellenanyaggal való kötést tormaperoxidáz-diaminobenzidin reakcióval tettük láthatóvá. Az ICAM-1 szemikvantitatív meghatározása az immunpozitív erek százalékos előfordulási arányával történt.  
	 
	Statisztikai analízis 
	Az I-R csoportban mind a rolling, mind a sticking szignifikáns emelkedést mutatott reperfúzió különböző időpontjaiban (a szoros adhézió 140 mm-2-ról 1000 mm-2-re változott a reperfúzió 120. percében). A PMN rolling postischaemiás emelkedését a különböző kezelések nem befolyásolták jelentősen, de a HES kezelés mérsékelt javulással járt a reperfúzió későbbi szakaszaiban. A HES kivédte I-R által létrehozott emelkedést kitapadásban. A reperfúzió során átmeneti javulás volt megfigyelhető a GEL és DEX kezelt csoportokban. 
	A CD11b adhéziós molekula expressziója mintegy kétszeresére emelkedett az LR kezelt I-R csoportban a reperfúzió 120. és 180. percében. Hasonló emelkedés volt megfigyelhető a DEX és GEL-lel kezelt csoportokban, míg a HES kezelés szignifikánsan csökkentette az emelkedést. A szolubilis ICAM-1 molekula szint nem emelkedett az I-R csoportban, ám a GEL kezelés után a reperfúzió 180. percében jelentősen növekedett. 

