A pre- és postkondicionalas szerepe a pneumoperitoneum
altal indukalt iszkémia-reperfazios artalom kivedéseben

PhD Tézis

Dr. Veres Gyongyveéer Tinde

Doktori Iskola vezetoje: Prof. Kovacs L. Gabor
Programvezeto: Dr. Jancsé Géabor
Témavezetok: Prof. Vereczkei Andras

Dr. Takéacs Ildiko

Pécsi Tudoméanyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar
Sebészeti Oktato és Kutato Intézet
Pécs

-2019-



Tartalomjegyzék

L. BEVEZEES. ... ottt ettt e R bt Rt Re et e b et beereareene e 3
R O] <SSR 5
3. AlKAIMAZOt MOASZEIEK .......cviieiiieiiieiieieie et be e eneas 6
3.1. Az oxidativ stressz paraméterek analiziSe ..........coeveiieiieii i 6
3.2. Szérum TNF-alfa s IL-6 Meghatarozas.............cccveveiieiieie i 6
3.3. SZOVetani VIZSQAIALOK ...........ccviiiiiee e 6
3.4. Western DIOth VIZSQAIAL ..........c.ocviiieececeee e 7

4. A pre- és posztkondicionalas szerepe a pneumoperitoneum altal kivaltott iszkamia-reperfzios
KATOSOTASDAN ...ttt bttt b bbbt b e bt et e et et et e st e e beene e 7

5. A PPAR-y agonista szerepe a pneumoperitoneum altal okozott iszkémia-reperfuzid

KIVEOESEDEIN ...t b bbbttt s et e bt e st s benbe b e eneenean 10
6. Prekondicionalassal csokkenthet6 a szén-dioxiddal készitett pneumoperitoneum okozta

mellékhatasok/KIinikai pilot STUAY/ ........c..ooeiiiiiecccce e 12
7. A tudomanyos értekezés Uj eredményei €s megallapitasai ..........ccccvvevveveviececiicieese e, 16
8. PUDITKACIOS JEOYZEK ......oeieeeieeie ettt sttt ettt et s ae e te et e e nte e e 17
9. KOSZONEINYIIVANITAS .....ecvviiveeie ettt sra e aeeneenns 20



1. Bevezetés

A sebzesek barmely forméja, beleértve a sebészeti beavatkozasokat is oxidativ stresszt indukalnak.
A laparoszkOpos sebészetben a mitéti teriilet feltarasa és a vizualizacid szempontjabol
elengedhetetlen pneumoperitoneum soran megemelkedik az intraabdominalis nyomas, valamint a
has felfljasa és leengedése, vagyis az insufflatio-deflatio iszkémia-reperfuziét (I/R) hoz létre,
ezaltal a laparoszkdpos beavatkozas soran az oxidativ stressz nagyobb lesz. Beavatkozasok soran
az iszkémias idotartam hossza utan a rekonstrukcios fazisban komoly reperflzios karosodéassal
kell szamolni. Ezen reperfuzios karosodasok csokkentésének komoly klinikai jelentésége van a
laparoszkdpos sebészetben. A reperfuzios karosodas a szovetek iszkémiat kovetd vérkeringés-
helyreallitasra adott 0sszetett valasza, mely mechanikai-, extra-, és intracellularis folyamatokat
foglal magaban. Ezek a folyamatok a reperfuzid elsd pillanataiban indulnak és potencidlisan
napokig tarthatnak. Az oxidativ stressz mertéke és a kdvetkezményesen kialakul6 inflammatorikus
valasz fligg az iszkémias 1d6tol, az iszkémias szovet volumenétdl és az endothelium leukocyta
funkcionalis komplex altalanos allapotatol. Az iszkémia/reperfusio szamos tipusu sejthalalt képes
indukalni, mint pl. a programozott sejthalalt, apoptozist, oncozist, necrosist. A hasi sebészeti
beavatkozasok soran az I/R, a leucocyta aktivacio és a mitokondrialis dysfunctio hatasara a
szabadgyokok mennyisége megemelkedik. Apoptozist az elnydjott iszkémia/hipoxia, valamint a
reperfuzio is indukalhat. A reperfizio indukalta sejthalal mechanizmusa maig nem teljesen
tisztazott, azonban az oxidativ stressz soran kialakulo reaktiv oxigén szarmazékoknak (ROS)
feltételezhet6en nagy szereplk van ebben. A ROS erételjes acut inflammatorikus valaszt indukal
citokinek felszabaditasa altal, valamint aktivalja a vaszkuléaris endothelidlis sejteket és
leukocytakat sejtfelszini adhéziés molekulak expresszioja altal, és szabalyozzdk a pro-
inflammatorikus gén programozast, mely kodzrejatszik a post iszkémias gyulladas kialakulasasban.
A szabadgyokok er6sen reaktiv, parositatlan elekront tartalmazd molekuldk, melyeket a
mitokondirumok, leukocytak és a xantin oxidaz termelnek. Fontos bioldgiai szerepiik van a redox
szigndl utak, valamint az antibakterialis védekezés soran, emellett fehérjékkel, lipid
membranokkal, illetve a DNS-el is reagalhatnak, karositva azokat. Az emberi szervezetben szamos
komplex enzimatikus és nem enzimatikus antioxidans folyamat létezik, melyek megkiizdenek a
szabadgyokok elleni védelemben. Az oxidativ stressz akkor alakul ki, amikor megbillen az
egyensuly a keletkez6 szabadgyokok és az antioxidans szint kozott. Az oxidativ stressz mértéke
kiilonb6z6 biomarkerek szintjével mérhet6, mely tobbféleképpen is lehetséges: direkt szabadgyok
mennyiségének mérésével, a szabadgyokok altal okozott karosodas végtermékeinek mérésével,

vagy az egyes vagy a teljes antioxidans szintek mérésével. Nincs egyetlen olyan biomarker sem,



ami teljes egészében képviselné az oxidativ stresszt, minden labornak kiilonb6z6é biomarkerei
vannak.

Az iszkémias prekondicionalas az egyik leghatasosabb ismert modszer, mely védelmet nydjt a
iszkémias karosodasdval szemben. Mind allat, mind human kisérletben igazoltak, hogy rovid
iszkémias szakaszok védelmet nyujtanak a szivet éré késobbi, hosszabb iszkémias iddszakkal
szemben, csokkentik az infarktus nagysagat, mérséklik a reperfuzidé indukalta arrhythmia
el6fordulasat és stlyossagat, valamint megel6zik az endothelialis sejt dysfunctiot. Habar az
iszkémias prekondiciondlas teljes mechanizmusa még homalyos, szdmos tanulmany igazolta, hogy
a mechanizmus hatterében receptor medialt véd6 mechanizmusok, protein Kindz aktivalo-,
beleértve a protein kindz C-t, valamint mitokondrialis Katp csatornakat is aktivalo intracellularis
szignal transzdukciés mechanizmusok allnak. Tobbek kozott az oxidativ stressz modosithat
néhany olyan celluléris aktivitast, amely in vivo mediatora lehet az IPC jelenségnek.
Feltételezhet6en egy kezdeti prekondicionalast kovetd reperfuzids idészakban relative kevesebb
oxigén szabad gyok keletkezik, melyek nem képesek necrosist okozni, de ahhoz elegenddek, hogy
cellularis aktivitast valtsanak ki. Az iszkémias prekondicionalast el6szor Murry irta le 1986-ban.
alkalommal 5 percre koronaria occluziot alkalmazott, melyet 5 perces reperflzios id6szak
kovetett, majd ezt kovetden 40 perces tartos szivkoszoruér lezaras kovetkezett. A kontrollként
alkalmazott allatok nem részesiltek iszkémias prekondicionalasban, ezaltal sokkal kiterjedtebb
volt a szivikdn észlelt infaktusos tertilet nagysaga. Aksdyek és mktsai a prekondicionalas jotékony
hatasat hasi szerveken irtdk le. Bar a prekondicionalas kivitelezése igen egyszerii, helye mégis
inkdbb a kontrollalt, elektiv miitétek soran van, slirgés korallapotokban nem alkalmazhat6.

Rovid iszkémias idétartamok a reperfuzio kezdetén alkalmazva szintén csokkentik az infarktus
nagysagat. Ezen iszkémias posztkondicionalast (IPoC) eldszor Vinten-Johansen csoportja irta le.
IPOC-t kiilonb6zé protokollok segitségével lehet elérni: a reperfuziot kovetéen alkalmazott
iszkémias idOtartamok hosszéval, vagy a I/R szakaszok szamaval. Gyakorlatilag minden eddigi
allatfajon, valamint human kisérletben, ahol az IPoC-t tesztelték, minden alkalommal protektivnek
bizonyult. Mindent 6sszevetve mind az IPC, mind az IPoC ugyanazokat a kulcsfontossagu
utvonalakat aktivaljak, melyek a phosphatidylinositol 3-kinase-Akt és extracellularis signal-
regulalt kinase (ERK/p42-44) utvonalakat foglaljadk magukba. Mind az IPC, mind az IPoC szamos
endogén mechanizmust befolydsolnak, amelyek szamos szinten miikddnek, €s a patoldgias

mechanizmusok széles korét célozzak.



2. Célkitiizés
Mindharom fejezetben a maodszeriinkben a pneumoperitoneum altal okozott oxidativ stressz

csokkentésének lehetdségét kerestiik.

Az elsé kisérletben célul tiiztikk ki patkany allatmodellen a pre- és postkondicionalas protektiv
hatdsanak vizsgalatat és dsszehasonlitdsat a pneumoperitoneum altal okozott oxidativ stresszel
szemben. Az irodalomban szdmos allatkisérletes kozlemény latott mar napvilagot az IPC hatasaval
kapcsolatban laparoszkopos beavatkozasok soran, azonban az IPoC hatdsat kevesen vizsgaltak.
Kisérletlink soran alacsony nyomast hasznaltunk mind a pre-, mind postkondicionalas soran,
eredményeinket normal és kontrollcsoportos eredményekkel hasonlitottuk 6ssze. Tovabba, hogy
igazoljuk az IPC és [PoC védo hatasat, a reperfuzid korai szakaszaban monitoroztuk a sejten beliili

anti- és proapoptotikus kdzos szignal utvonalakat (Bax, bcl-2, p53).

A mésodik kisérletben PPAR-y agonista (abszcizinsav), egy névényi fitohormon adagolasa
tortént meghatarozott idékozonként a pneumoperitoneum létrehozéasa elétt, vagy a 60 perces
pneumoperitoneum alatt, a has leengedése eldtt. Célunk az volt, hogy bebizonyitsuk, hogy a
PPAR-y agonista csokkentheti a pneumoperitoneum altal okozott oxidativ stresszt. Egységes
PPARGA dozisokat adagoltunk a patkanyoknak meghatarozott idében a pneumoperitoneum
létrehozasa, illetve a has leengedése el6tt. Célunk a legjobb adagolasi id6 megtalalasa volt, mely

soran a legjobban csdkkenthetd az oxidativ stressz.

A harmadik részben a patkanykisérletekben észlelt laparoszképos prekondicionalas kedvez6
eredményei alapjan, laparoszkdpos cholecystectomiara /LC/ varé human beteg anyagon szerettiik
volna igazolni az iszkémias prekondicionalas protektiv hatasat. Kisérleti tanulméanyunkban egy
barhol reprodukalhato klinikai modellt szerettlink volna felallitani. A hagyomanyos LC- és IPC
(iszkémias prekondicionalt) csoport oxidativ stressz paramétereit hasonlitottuk 6ssze. Mértik a

korhazi napok szamat, valamint a postoperativ fajdalmat is.



3. Alkalmazott mddszerek
3.1.Az oxidativ stressz paraméterek analizise

A malondialdehid (MDA) mérése: az MDA a sejtmembranok lipid-peroxidacidjanak mértékét
jelz6 marker. Az MDA meghatarozasa teljes, alvadasban gatolt vérbol tortént fotometrias
maodszerrel Placer, Cushman és Johnson nyoman. Az MDA koncentraciot nM/ml-ben fejeztik Ki.
A redukalt glutation (GSH) és plazma tiol-csoport (-SH) szintjének meghatéarozasa: teljes, EDTA-
val alvadasgatolt vérbdl Ellman-reagens felhasznalasival Sedlak és Lindsay protokollja alapjan
tortént. Az ertékeket mindkét esetben nM/ml-ben fejeztik ki.

A SOD aktivitas meghatarozasakor teljes, EDTA-val alvadasgatolt vérb6l Hartman reagens
felhasznélasaval centrifugalast és mosast kovetden az erythrocytha homolizatumhoz kloroformot
és ethanolt adtunk, majd 0jabb centrifugalast kovetden adrenalint. A feliilluszot 480 nm-es
spectrofotometrids eszkozzel vizsgaltuk, az érteket U/ml-ben mertik. MPO aktivitas
meghatarozasa céljabdl Na citrat és o-Dianisidin tartalmu oldatot kevertiink dssze plazméval. Az
elegyet perklorsavban inkubaltuk, végil centrifugaltuk. Az MPO  koncentraciot
spekrofotométerrel mértiik, az ertéket U/I-ben fejeztlk ki.

A katalaz enzim szintjének meghatarozasakor az oldatot peroxide oldattal elegyitettik,
majdmosott, szazszorosra higitott vorosvertestet adtunk hozza. Spektrofotométer segitségével a

peroxide veszést mértiik. A kaatlaz szintet BE/ml-ben fejeztiik ki.

3.2.5zérum TNF-alfa és IL-6 meghatarozas

Szérum TNF-alfa és IL-6 meghatarozascéljabdl Rat TNF-alfa és Rat IL-6 ELISA kitet hasznaltunk
(R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA) a gyartd protokolljat kdvetve.

3.3.Sz0vettani vizsgalatok

A Kkisérlet végén terminalt allatokbdl szOvettani vizsgalat céljabol mintat vettiink a majbdl,
vesébol, belekbdl valamint hasfali izomzatbol. A szOvettani vizsgalatok célja a csoportokban
észlelt vese karosodas vizualis megjelenitése volt. Paraffinba agyazott blokkokbo6l metszés utan

hematoxylin-eozin festést végeztink.



3.4.Western bloth vizsgalat

50 mg vese szovetet (jobb és bal vese) homogenizaltuk jeges TRIS pufferben (50 mM, pH 8.0). A
felllUszo fehérjetartalmat bicinchorinicic savval deritettiik, hogy a Laemmli oldat 1 mg/ml fehérjét
tartalmazzon. A mintakat kétszeres koncentracidju SDS-poliakrialmid gél-elektroforetikus
pufferben taroltuk. A fehérjéket 12%-o0s SDS poliakrilamid gélben futtatuk és valasztottuk szét,
majd nitrocellul6z membrénra blottoltuk, ezt kbvetéen 4°C-on egy éjszakén at az elsédleges
antitestekkel inkubaltuk a membranokat: Bcl-2 (1:1000 higitas), Bax (1:1000 higigas), p-53
(1:1000 higitas) (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA). A membranokat ezt kovetéen
hatszor 5 percig mostuk Tween-es TBS-ben, majd hozzaadtuk a tormaperoxidazzal jelolt
masodlagos antitesteket (1:3000 higités; Bio-Rad, Budapest, Hungary). Ismét hatszor 5 percig
mossuk a membranokat Tween-es TBS-ben, majd kemilumineszcens oldattal lathatova tettiik a

blottot. A kapott eredményeket Scion Image 4.02 programmal elemeztik.

4. A pre- es posztkondicionalas szerepe a pneumoperitoneum altal kivaltott
iszkémia-reperfazids karosodasban

Kisérletunket 200-300 g kozotti Wistar patkanyokon végeztik (néstény-him egyarant). Az
allatokat egyéni ketrecekben hémérséklet-és fényszabalyozott, Iégkondicionalt teremben tartottuk,
ahol szabadon juthattak folyadékhoz és taplalékhoz. A pneumoperitoneumot Veres tii segitségével
hoztuk létre, melyet transabdominalisan vezettlink be a hasiiregbe, majd automata insuflatorral 5-
, illetve 10 Hgmm &llandé CO, nyomast allitottunk be 60 percre. Az allatokat hét csoportra
osztottuk. Az 1. csoport a Sham vagy kontrollcsoport volt, ahol csak transabdominélis Veres tii
bevezetése tortént. I1. csoportnél a hasat 60 percre 5 Hgmm allandé nyomaéssal fujtuk fel (5 Hgmm
csoport), 111. csoportban prekondicionalast alkalmaztunk: a patkanyok hasat 5 percre 5 Hgmm
nyomassal felfajtuk, majd 5 percre leengedtiik, ezt kdvetéen 60 percig 5 Hgmm allandé nyomassal
pneumoperitoneumot hoztunk létre (5 Hgmm IPC csoport). A V. csoportban hasat 60 percre 5
Hgmm éllandé nyomassal felfujtuk, majd 5 perces leengedést kovetden 5 percre ismét 5 Hgmm
nyomassal felfujtuk (5 Hgmm IPoC csoport). Az V. csoportban az allatok hasat 10 Hgmm allandd
nyomassal fujtuk fel 60 percre (10 Hgmm csoport), a VI. csoportban ismét prekondicionalast
alkalmaztunk: a patkdnyok hasat 5 percre 10 Hgmm nyomassal felfujtuk, majd 5 percre
leengedtiik, ezt kovetéen 60 percig 10 Hgmm allandé nyomassal pneumoperitoneumot hoztunk
létre (10 Hgmm IPC). Végul a VII. csoportban 10 Hgmm-es nyomassal postkondicionaltuk az



allatokat a 60 perces 10 Hgmm-es pneumoperitoneumot kovetéen (10 Hgmm IPoC). A
beavatkozast koveté 2 ora elteltével az allatoktdl vermintat nyertiink, majd az allatokat
terminaltuk, intraabdominalis szerveiket, valamint a hasfali izomzatot formalinban és folyékony
nitrogénben taroltuk. Az oxidativ stressz mértékének meghatarozasahoz a lipidperoxidaciot jelzé
malondialdehidet (MDA), az endogen antioxidans redukalt glutathiont, a tiol csoportok
aktivitasat mértik. A TNF-a és IL-6 szérum koncentraciojanak meghatarozasahoz patkany TNF-
a és IL-6 ELISA Kkitet hasznaltunk. (R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA). A pro- és
antiapoptotikus jelatviteli utvonalakat valamint a DNS karosodast jelzé p53 molekulat Western
bloth modszerrel hataroztuk meg.

Az eltavolitott szovetmintakat formalinban fixaltuk, majd hematoxylin-eozin festést kovetéen 40x
nagyitas mellett Pannoramic Viewer® software segitségével vizsgaltuk.

A statisztikai elemzést SPSS (Ver. 22.0) Statisztikai Software (SPSS, Chicago, IL, USA) Kruskal-
Wallis Figgetlen-Minta Probaval vizsgéltuk. Az eltéreseket szignifikansnak tekintettlk, ha a p
kisebb volt, mint 0,05.

Eredmények:

Az MDA koncentrécidja a vérben szignifikdnsan magasabb volt minden csoportban a Sham
csoporthoz viszonyitva. Az 5 eés a 10 Hgmme-es IPC csoportokban alacsonyabb, de nem
szignifikans koncentracidkat észleltiink az 5 és 10 Hgmm csoportokhoz képest. A plazma MDA
koncentracié esetében szintén szignifikdnsan magasabb MDA koncentraciot mértiink minden
csoportban a kontrollcsoporthoz képest, de a 10 Hgmm IPC és 10 Hgmm IPoC csoportok
koncentracio értékei a 10 Hgmm csoporthoz képest szignifikansan alacsonyabbak voltak. A vérben
a GSH koncentracio szignifikansan csokkent az 6sszes csoportban a Sham csoporthoz képest. A
10 Hgmm csoporttal 6sszehasonlitva a 10 Hgmm IPC és 10 Hgmm IPoC csoportokban
szignifikansan magasabb GSH koncentraciokat észleltink, mely azt mutatja, hogy a
prekondicionalas csokkentette az oxidativ stresszt. A thiol csoportok esetében nem tapasztaltunk
valtozast. A SOD esetén csokkent aktivitast észleltiink az 5 Hgmm, 5 Hgmm IPC, 5 Hgmm IPoC
és 10 Hgmm csoportokban a kontrollcsoporthoz képest. A 10 Hgmm csoporthoz viszonyitva a 10
Hgmm IPC csoportban szignifikdnsan magasabb volt a SOD aktivitas. Ezen értékek azt mutattak,
hogy a létrehozott pneumoperitoneum karosodast okoz melyet a prekondicionalas alkalamazasaval
csokkenteni lehet. Az MPO értékeket vizsgalva szignifikansan alacsonyabb MPO értékeket
mértlink a nem kondicionalt (5 Hgmm, 10 Hgmm) csoportokban. A csoportok MPO értékeinek
dsszehasonlitasa soran szignifikansan nagyobb MPO értéket mértiink az 5 Hgmm IPC és 5 Hgmm
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IPoC csoportokban az 5 Hgmm csoporthoz képest, valamint a 10 Hgmm IPC és 10 Hgmm IPoC
csoportokban is a 10 Hgmm csoporthoz kepest. A TNF-a koncentraciok a 10 Hgmm IPC csoport
kivételével minden csoportban szignifikdnsan magasabbak voltak a Sham csoporthoz képest. A
jelzett 10 Hgmm IPC csoportban alacsonyabb, de nem szignifikans eltérést észleltiink a kontroll
csoporthoz viszonyitva. 1L-6 koncentraciok mérése soran az 5 Hgmm, 10 Hgmm és 10 Hgmm
IPoC csoportokban szignifikdnsan magasabb IL-6 koncentraciot mértiink a kontrollcsoport
értekeihez viszonyitva. Alacsonyabb, de nem szignifikans értékeket kaptunk az 5 Hgmm IPC, 5
Hgmm IPoC csoportokban a sima 5 Hgmm csoporthoz viszonyitva és szintén alacsonyabb de nem
szignifikans értékeket a 10 Hgmm IPC csoportban a 10 Hgmm csoporthoz viszonyitva. A TNF-a
és IL-6 valtozasok azt mutatjdk szdmunkra, hogy a pneumoperitoneum aktivalja a szisztémas
inflammatorikus valaszt, gyulladast indukadl, mely a prekondicionalas alkalmazasaval

csokkenthetd, de ezt a csokkenést csak magasabb nyomason észleltik.

A leglatvanyosabb szdvettani eredményeket veseszovet értekelése soran észleltiik. Sham csoport
esetén nem lattunk eltérést, az 5 Hgmm-es csoportban a kelyhekben wvt-t, a parenchymaban
vérzest észleltiink, de az ureter, a glomerulusok és a vesetok érintetlen maradt. Az 5 Hgmm IPC
csoportban a glomerulusok és tubuldris sejtek szétestek, a parencyhmaban minimalis vérzést
észleltiink, valamint az urethra epithel sejtjei is sériltek. Az 5 Hgmm IPoC csoportban a
glomerulusokben és a tubulusokban sérllt sejtmembranokat észleltiink, apoptoticus, duzzadt
nucleolusokat, a parenchymaban necrotikus és bevérzett teriiletek voltak lathatok. Az urethralis
epithel itt is intact volt. A 10 Hgmm csoport veseszdvetében a glomerulusokban és tubulusokban
is bevérzést észleltiink. A 10 Hgmm IPC csoportban duzzadt nucloelusokat, a glomerulusokban, a
vese perenchymasban és a kehelyben vérzést észleltiink. A tubulusok intaktak maradtak. Végul a
10 Hgmm IPoC csoportban az urethralis epithelium és a disztalis tubulusok felszakadoztak a
nyomas hatasara. Az urethraban és a parenchymaban vérzés és apoptotikus sejtek voltak lathatok.
A pro és antiapoptotikus jelatviteli utak valamint a DNS kérosodas megéllapitasara Western blot
vizsgalatot végeztiink. A proapoptotikus bax expresszioja magasabb volt a nem kondicionalt
csoportokban. Alacsonyabb bax expressziét észleltink a Sham, 5 Hgmm IPC, 10 Hgmm IPC és
10 Hgmm IPoC csoportokban. Az antiapoptoticus bcl-2 szignél transzdukcidés molekula
expresszidjanak vizsgalata esetén jeletésen magasabb bcl-2 expresszot észleltiink a 10 Hgmm IPC
és 10 Hgmm IPoC csoportokban. A foszforilalt p53 molecula expresszidja, mely a DNS karosodas
mértékeét jelzi, alacsonyabb volt a pre- és postkondicionalt csoportokban, de szignifikans eltérést
csak a 10 Hgmm IPC és 10 Hgmm IPoC csoportokban észleltiink a 10 Hgmm csoporthoz
viszonyitva. A p53 expresszidja magasabb volt a Sham, 5 Hgmm és 10 Hgmm csoportokban.



Eredményeink alapjan azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy a pneumoperitoneum létrehozasa soran
megemelkedett intraabdominalis nyomasnak szamos negativ hatdsa van. A pneumoperitoneum
soran kialakul6 I/R sordn szabadgyokok termelddnek melyek oxidativ stresszt indukalnak. Az
oxidativ stressz paraméterekkel ezen k&rosodast mérni tudtuk, és az alkalmazott rovid idejti pre-
és postkondicionalassal ez a negativ hatas csokkenthetd volt. Osszehasonlitva a modszereket
egymassal, jelen allatkisérletboen mindkét modszert hasonléan jé technikanak véltik a sebészi

artalom kivédésére.

5. A PPAR-y agonista szerepe a pneumoperitoneum altal okozott iszkémia-

reperfizio kivédéseben

Masodik kisérletinkben egy fitohormont, nevezetesen a PPAR-y (peroxiszoma proliferator-
activalt receptor gamma) agonista abszcizinsavat alkalmaztunk, melyet patkanyok farok vénajaba
injektaltunk. A peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor-gamma (PPAR —y/PPARG) a nukleéris
receptor-szupercsaldd tagja. A PPAR-ok ligand-fiiggd transzkripcios faktorok, melyek a
szabalyozandd gén enhancer régidjanak specifikus peroxiszéma proliferator reszponziv elemeihez
kotddnek. Részt vesznek a zsirsejt differenciacid irdnyitasaban, az inzulin-szenzitivitas és
gyulladdsos folyamatok szabalyozasaban, valamint az NF-kB-fliggé gyulladasos gének
transzkripcidjanak gatldsa révén down-regulaljak a makrofagok proinflammatérikus mediator-
termelését. Nem-inzulin fiiggé diabetes mellitus kezelésében orélis antidiabetikumkeént szintetikus
PPARG agonistdk (PPARGA) hasznélatosak. A PPARG aktivacié képes szabalyozni a
gyulladasos vélaszreakciokat, valamint receptor-fliggé transzrepresszio révén képes szamos pro-
inflammatorikus molekula expressziojat gatolni. Az irodalomban a PPARG agonisték iszkémia-
reperfizios karosodasokkal szembeni jotékony hatésardl tobb cikk is beszamol a bél, tiid6, sziv,
vese s agy eseten.

Kisérletlinket 60 Wistar patkanyon végeztik (200-300 g). A pneumoperitoneumot Veres —ti
segitségével hoztuk létre, mely transabdominalisan keriilt bevezetésre a hastiregbe, a nyomast
allandé 10 Hgmm-en tartottuk 60 percig. Az allatokat 6 csoportra osztottuk (minden csoportban
n=10) : 100 uMol PPARGA-t adagoltunk 45, 30 és 5 perccel az insuflalas el6tt (II-1V csoport
45Pre, 30 Pre és 5 Pre), valamint 20 és 5 perccel a has leengedése vagyis a desuflacié el6tt (V-VI
csoport 40 Isch, 55 Isch). A kontroll csoport nem volt kezelve. A beavatkozast kovetd 2 ora

elteltével az allatoktol vérmintat vettiink, majd terminaltuk Oket. Oxidativ stressz paraméterek
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meghatarozasa tortént: malondialdehid (MDA), redukalt glutathion (GSH), thiol csoport (-SH),
szuperoxid-dizmutase enzim (SOD), valamint a TNF-a és IL-6 gyulladasos citokinek szintjét
mértik a feljebb részletezett modszerekkel. A statisztikai elemzést SPSS (Ver. 22.0) Statisztikai
Software (SPSS, Chicago, IL, USA) Kruskal-Wallis Flggetlen Minta Probaval vizsgaltuk. Az
eltéréseket szignifikansnak tekintettik, ha a p kisebb volt, mint 0,05.

Eredmeények

A Sham csoporthoz viszonyitva minden csoportban magasabb TNF-o szinteket mértiink. Az
insufflatio 40.-ik percében, vagyis abban a csoportban ahol a PPARGA-t 20 perccel a has
leengedése el6tt adagoltuk, szignifikdnsan alacsonyabb volt a TNF-a szintje azokhoz a
csoportokhoz képest ahol az insufflatio elétt 5 vagy 30 percel adtuk a szert. Az IL-6 eseteben
szintén minden csoportban emelkedett IL-6 értéket észleltiink a Sham csoporthoz viszonyitva. A
csoportokat egymashoz hasonlitva az aladbbi eredményeket taldltuk: az 5 Pre csoporthoz
viszonyitva (insufflalas el6tt 5 percel kezelt csoport) a 30 Pre (insufflalas el6tt 30 percel kezelt
csoport), valamint a 40 Isch és 55 Isch csoportok eseten (insufflalas utan a has leengedése el6tt 20
és 5 percel kezelt csoport) szignifikansan alacsonyabb IL-6 értékeket mértiink. A SOD aktivitas
mérése esetén az 5 Pre csoportban szignifikansan alacsonyabb aktivitast mértiink a Sham, 40 Isch
és 30 Pre csoportokhoz képest. A 40 Isch és 30 Pre csoportok aktivitas értékeihez képest a 45 Pre
csoportban szignifikansan alacsonyabb SOD aktivitast észleltlink. Szintén szignifikans csokkenést
észleltlink az 55 Isch csoportban a 30 Pre csoporthoz viszonyitva. A SOD aktivitas atlaga a Sham,
30 Pre, 40 Isch csoportokban kozel azonos értéken marad, mely a PPARGA protektiv hatdsat
mutatja a 30 Pre és 40 Isch csoportokban. A GSH eértékek minden csoportban szignifikansan
alacsonyabbak voltak a Sham csoport értekéhez kepest. Az 5 Pre csoport GSH értéke
szignifikdnsan alacsonyabb volt a 30 Pre csoport értékéhez képest. Az 55 Isch csoport értékei
pedig szignifikansan alacsonyabbak voltak a 30 Pre és 40 Isch csoportokhoz képest. A vér MDA
koncentracid értékeknél minden csoportban szignifikdnsan magasabb MDA értékeket mértiink a
Sham csoporthoz képest. A csoportok 6sszehasonlitasa soran nem talaltunk statisztikailag
kilonbséget. Az MDA plazma koncentracid értékek soran minden csoportban magasabb MDA
koncentraciot mértiink a Sham csoporthoz képest, azonban szignifikansan magasabb koncentraciot
csak a 45 Pre, 5 Pre és 55 Isch csoportokban észleltink. A 30 Pre csoport koncentrécid érteke
szignifikadnsan alacsonyabb volt a 45 Pre, 5 Pre és 55 Isch csoportok koncentracioihoz képest. A
40 Isch csoportban szintén szignifikansan alacsonyabb koncentraciot mértiink az 5 Pre és 55 Isch

csoportok koncentracio értékeihez képest.
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Kisérletlinkben Western blot segitségével megszerettilk volna hatarozni proapoptotikus (bax),
antiapoptotikus (bcl-2) szignal feherjék expresszidjat, valamint szintén Western blot segitségével
a DNS karosodast jelz6 p53 molekula expresszidjat és foszforilaciojat vizsgaltuk.

Eredményeink sorén azt talaltuk, hogy a bax expresszidja magasabb volt a Sham, 45 Pre és 5 Pre
csoportokban. Csokkent expressziot detektaltunk a 40 Isch-, 55 Isch-, valamint még alacsonyabbat
a 30 Pre csoportban. Az antiapoptoticus (bcl-2 ) szignal protein szintjét is mértik az 0sszes
PPARGA kezelt csoportban. Jelentésen magasabb volt a bcl-2 expresszioja a 40 -, és 55 Isch
csoportokban. A DNS karosodast jelzd foszforilalt p53 molekula expresszidja a csokkenést
mutatott a 30 Pre csoportban. A tébbi csoportban nem volt szignifikans eltérés a p53 expresszidjat
tekintve.

Jelen Kkisérletiinkben is bizonyitottuk, hogy a pneumoperitoneum hatasara megemelkedett
intraabdominalis nyomas oxidativ stresszt indukal. A PPARGA adagolasaval ezen karos hatas

kivédhetd, azonban tovabbi kutatasok sziikségesek az adagolas optimalis idejének megtalalasara.

6. Prekondicionalassal csokkentheto a szén-dioxiddal készitett

pneumoperitoneum okozta mellékhatasok/Klinikai pilot study/

Kisérletlink célja az volt, hogy a patkanyokon tapasztalt pozitiv prekondicionalasi eredményeket
kovetden laparoszkdpos cholecystectomiara vard betegeteken is bizonyitsuk a prekondicionalas
jotékony hatéasat. Jelen Kisérletiinket 2013. februar és 2014. junius kozott folytattuk a Pécsi
Tudomanyegyetem Sebészeti Klinikdjan valamint a Sebészeti Oktatd és Kutatd Intézetben.
Kisérletlinket a Helszinki Etikai Kddex Nyilatkozata alapjan készitettiik, valamint a kisérleti
protokollunk az Orszagos Etikai Bizottsag (TUKEB) altal is engedélyezésre kertlt (No.
ad.774/P1/2012; ad.50760/2012/EKU). A prospektiv vak Klinikai vizsgalatunkba random 30,
laparoszkopos cholecystectomiara (LC) var6 beteg kerlilt bevonasra. 15 beteg a laparoszkopos
cholecystectomia el6tt iszkémias prekondicionalasban részesiilt (IPC), mig a masik 15 beteg
hagyomanyos LC miitéten esett at. A vizsgalatba 18 és 70 év kozotti betegeket valogattunk be. A
miitét eldtt a betegek egy részletes Betegtajékoztatot valamint Beleegyezd Nyilatkozatot kaptak.
Kizarasi kritériumként barmilyen ismert rosszindulatd daganatos megbetegedés, extrém obezitas,

immunrendszeri és autoimmun betegségek, uremia, massziv hypoproteinaemia, icterus, kronikus
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dekompenzélt méjbetegségek szerepeltek, illetve a beleegyezés visszautasitasa. A sebészeti
beavatkozasok a Pécsi Sebészeti Klinikan torténtek, a vérmintak feldolgozasa a Sebészeti Oktatd

és Kutato Intézetben, mig a statisztikai eredmények kiértékelése a Bioanalitikai Intézetben zajlott.

Minden beteg miitétje altalanos anesztézia mellett zajlott. Preoperativen sem antibiotikus sem
alacsony molekulastlyd heparin (LMWH) kezelésben nem részesultek a betegek.
Prekondicionalas

Az LC mitét megkezdése elott a koldok magassagaban ejtett metszést kovetden
transabdominalisan Veres tii keriilt bevezetésre, mellyel 5 percre 15 Hgmm-es konstans nyomasra
a hasureget felfujtuk, melyet 5 perc desufflatio kovetett. Ezen beavatkozast koveten a betegeket
hagyomanyos rutin LC miitétnek megfelelden operaltuk meg. A kisérletiink céljabol a betegektdl
4 alkalommal vettlink vénas veért: a befekvés el6tt (BH), anesztéziat kovetden de még a miitét el6tt
(A), kozvetlentil a miitét utdn (AO) valamint 24 6raval a miitétet kovetden (24h Post). Az oxidativ
stressz mértékének meghatarozasahoz lipid peroxidaciot jelz6 malondialdehyd (MDA)
koncentracidja, az endogen antioxidans redukalt glutathion- (GSH), és thiol csoportok (SH-)
koncentrécidja valamint az antioxidans szuperoxid-dismutase (SOD) és katalaz (KAT) aktivitasai
kertiltek mérésre teljes vérbol. Plazma MDA és myeloperoxidaz (MPO) aktivitasat is mértik.
Visual Analog Skala segitségével a betegek miitét utani és 24 oras postoperativ fajdalmait mértik.
Vezettik a korhdzban toltétt napok szamat. A sebek meretét és allapotat, valamint a
szovodményeket is értékeltik.

A statisztikai elemzést SPSS (Ver. 22.0) Statisztikai Software (SPSS, Chicago, IL, USA)
segitségevel vegeztik. Az értékeket Mann-Whitney prébaval vagy Wilcoxon Elojeles
rangszamosszeg probaval értékeltiik. Az eltéréseket szignifikansnak tekintettiik, ha a p kisebb volt,
mint 0,05.

Eredmeények

Osszesen 30 beteg keriilt bevonasra a kisérletoe. Az atlag életkor 38.3+6.4 év volt, a
beavatkozésok atlag ideje 25-80 perc volt. A nemek kdzti megoszlas 6:24 férfi: n6 arany volt. A
korhazban toltott atlag idé 2.37 nap volt, de az IPC csoportban ehhez képest 10% csokkenést
észleltiink. Hospitalizacios id6t tekintve a két csoportot 6sszehasonlitva: LC csoport bennfekveési
atlag ideje 2.67 +1,047 nap volt, mig az IPC csoport esetében atlag 2.29 + 0.72 nap. (Mann-
Whitney test p = 0.377)
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SOD
A SOD értékek nagyfoku heterogenitdst mutattak, igy értékelhetd statisztikai eredmény nem

sziiletett. A befekvés el6tti kontroll SOD aktivitasa a két csoportnak kozel hasonlé volt.
Anesztéziat kovetden mindkét csoportban csokkent a SOD értéke, mely az altatas soran keletkezd
oxidativ stressz eredménye. Sem a miitét utani, sem a 24 h SOD aktivitas értékek tekinteteben nem

talaltunk szignifikans eltérést.

MDA (vér)
A vér MDA koncentraciojat vizsgalva a két csoportban szintén nem talaltunk szignifikans eltérést

sem a kontroll, sem mutét elotti, illetve mitét utani és 24 h értékeknél.

GSH
A GSH koncentracidk értékei szintén heterogének voltak, de az IPC csoportban a postoperativ

GSH koncentrécidja szignifikdnsan magasabb értéket mutatott a postoperativ LC értékhez képest.

SH-, KAT, MPO, MDA (plazma)

A tiol-csoport, katalaz, myeloperoxidaz és MDA plazma esetén nem talaltunk szignifikans eltérést.

Vizudl Analog Skdldval mért fajdalom

Szignifikans eredményt észleltiink az IPC csoportban mind posztoperativan, mind 24 h 6raval a
miitétet kovetden. Az IPC csoportban a fajdalom kb. 2-2.5 egységgel volt alacsonyabb mindkét
alkalommal. Lényegében az IPC csoport miitét utani fajdalom szintje hasonld, mint a sima
mitétesek 24 oras fajdalma, vagy a prekondicionalas a fajdalom csokkenésében egy egész napos

elonyt jelent.

Megbeszélés

Laparoszkopos beavatkozas soran a szervezetben iszkemia, majd reperfazio alakul ki, ezen I/R
hatds oxidativ stresszt indukal. Pilot studynk soran olyan klinikai modellt allitottunk fel, mely
barhol reprodukalhato, és eredményei alapjan egy késobbi vizsgalatban multicentrikussé tehetd. A
még adekvaltabb eredmények érdekében olyan homogénebb beteganyag kivalasztasa lenne a cél,
ahol a betegeknek nagyjabol egykortak, hasonld6 BMI-vel rendelkeznek, viszonylag kevés a
komorbiditasuk és nem szenvednek egyéb, akar kronikus betegségben. Eredményeink alapjan

kijelenthetjik, hogy a prekondicionalas 10 percel hosszabbitja a meg egy rutin LC miitét hosszat,
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de elonyként konyvelhetd el, hogy roviditette a hospitalizaciés idot, valamint csokkentette a
betegek fajdalmat. A kdltség-haszon hanyadost tekintve a prekondicionalas egy olcso, semmilyen
plusz eszk6zt nem igénylé beavatkozas, mely akar a késébbi mindennapi klinikai gyakorlatba is

beiiltethetd lehet.
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7. A tudomanyos ertekezés Uj eredményei €s megallapitasai

Az els6 kisérletiinkben patkany allatmodellen laparoszkdpos pneumopertioneum készitése soran
megfigyeltiik és dsszehasonlitottuk az IpC és IPoC hatésat. A kisérlet alapjan harom fontos
megallapitasunk sziletett: mind az IPC, mind az IPoC alakalmazédsa soran csokkent a
pneumoperitoneum altal kivaltott oxidativ stressz, de eredményeink alapjan a 10 Hgmme-es IPC
csoportban lattuk a legeredményesebb hatast. Els6ként vizsgaltuk a laparoszkdpos
postkondicionalds hatasat és hasonlitottuk 6ssze a prekondicionélassal. Tudomasunk szerint a
szakirodalomban még nem vizsgaltak a laparoszkdpos postkondicionalas hatasat, valamint a pre-

és postkondicionalas 6sszehasonlitasa sem tortént még.

A masodik vizsgalatunkban a nem szintetikus PPAR-y hatasat vizsgaltuk konstans peritonealis
nyomason okozott I/R karosodas esetén. Elsoként vizsgaltuk a PPRGA hatasat a
pneumoperitoneum okozta oxidativ stresszel szemben. Eredményeink alapjan azt talaltuk, hogy a
PPAR-y protektiv hatdst volt az oxidativ stresszel szemben, azonban a legeffektivebb hatast
meghatarozott idében adagolt esetben lattuk. A legjobb protektiv hatast a beavatkozas el6tt 30,

valamint a pneumoperitoneum 40. percében, vagyis a has leengedése el6tt 20 perccel értik el.

A haramadik részben egy klinikai kisérletes tanulmanyban célunk a prekondicionalas protektiv
hatadsanak vizsgalata volt laparoszkopos cholecystectomiara vard beteganyagon. Tudomasunk
szerint eddig hasonld human, a prekondicionalas szerepét vizsgalo kisérlet még nem volt.
Eredmenyeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a mitétek soran a hagyomanyos LC és IPC csoport
eredményei Osszehasonlitva az IPC csokkentheti az anaesthesia, a pneumoperitoneum és a miitét
soran jelentkezd oxidativ stresszt. Az alkalamazott IPC éltal csokkent a korhazi bennfekvési 1do,
valamint csokkent a betegeknél a postoperativ fajdalom is. Az IPC egy jotékony és egyszerii

modszer lehet a mindennapi laparoscopos sebészetben.
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