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1 BEVEZETES

A tumoros megbetegedések vilagszerte nagy hatassal vannak a tarsadalomra. 2012-ben koriilbeliil 14,1 millié
Uj tumoros megbetegedés fordult eld vilagszerte, amibdl 7,4 millié esetet férfiaknal, 6.7 milliét pedig néknél
regisztraltak. A négy leggyakoribb tumorfajta: tidd, néi emlérak, colorectalis és prostata daganatok.

Vizsgalatunkban, mi elsdsorban az emld és fej/nyak daganatokra fokuszaltunk. Az emlétumor a
leggyakrabban diagnosztizalt tumor és vezetd ok a tumoros megbetegedés okozta elhalalozasban nék
kozott. A nyeldesétumor a nyolcadik leggyakoribb daganatos megbetegedés és a leggyakrabban a halalt
okozo6 tumoros megbetegedések koziil a hatodik a sorban.

A korai diagnézis minden esetben nagy jelentdséggel bir, a tovabbi komplikaciok és a
metasztazisok kialakulasanak megel6zése miatt. Sajnos, a legtobb esetben a jellegzetes tiinetek csak a
daganat kés6i stadiumaban jelentkeznek, emiatt a sziirprogramok és a megfelelé6 tumor markerek
jelentésége oriasi. A tumor markerek posztoperativ jelent6sége is kiemelend6 a tumor recidivajanak
detektalasaban vagy kizarasaban. Szamos torekvés van 0j markerek 1étrehozasara, de még mindig nagyon
fontos, hogy ezen a teriileten tovabbi kisérleteket végezzenek és sikeriiljon 10j diagnosztikus
eszkozoket/markereket fejleszteni.

A korai diagnozis és megfeleld terdpia mellett az onkoldgiai defektusok helyreallitasa is kihivast
jelent a sebészek szamara. Egyik lehetdség a sajat (autolog) szovettel végzett rekonstrukcio. Ezekben az
esetekben kiilonb6z6 lebenyeket lehet alkalmazni, amik lehetnek: lokalis lebenyek, regionalisak vagy a
defektus helyreallitdsa torténhet szabad lebeny atiiltetéssel is. Habar a szabad lebeny atiiltetések sikere
viszonylag magas, még mindig vannak olyan esetek, ahol az iszkémia-reperfuzids karosodas miatt
Emiatt az iszkémia-reperfizio (I/R) alatt bekovetkez6 biokémiai valtozasok és mikrocirkulacios zavarok

detektalasa a lebenyekben kiilondsen fontos.

1.1 ISCHEMIA-REPERFUZIOS KAROSODAS

Iszkémia-reperfuzios (I/R) karosodds egy multifaktorialis folyamat kovetkezménye, ami egy hosszabb

iszkémias periddust kovetd reperfuzid utan johet 1étre és eredményezhet szoveti karosodast. Szabad lebenyek

crer

valtozasok, mint a kapillaris sziikiilet, leukocyta szekvesztracid, neutrophil infiltracid, endothel és membran
diszfunkci6, szabadgyok képzddés, chemokinek és cytokinek aktivacidja, a komplement rendszer és a

mitokondrium mitkodési allapota tudja befolyasolni az iszkémia-reperfzios karosodas sulyossagat. Iszkémia
alatt a metabolizmus az anaerob felé tolodik, ami a sejt pH csokkenéséhez vezet. A H-ion felhalmozodas
kompenzalasara, a Na*-H™ kicserélén keresztiil nagy mennyiségti hidrogén ion kiaramlas torténik, ami a Na*
nagyfoki bearamlasat eredményezi. Iszkémia depletéalja a sejtben levé ATP-t, ami inaktivalja az ATPazokat,
csokken a Ca?* kiaramlas, illetve limitalt lesz a CaZt felvétel az endoplazmatikus retikulum altal, Ca%t-

talt6ltddést okozva a sejtekben. Ezek a valtozasok a mitokondrialis permeabilitasi
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tranzicios porus (MPTP) megnyilasaval jar, ami tovabbi ATP csokkenést, irreverzibilis DNS, fehérje
oxidaciot eredményez és ami aktivalhatja a sejthalalt elGsegitdé Utvonalakat. Habar a hirtelen
reperfiizio helyreallitja az oxigén és szubsztrat ellatast, illetve normalizalja az extracellularis pH-t, a

reperfuzionak is vannak karos hatasai. A reperfuzidés karosodas kialakulasaban szerepet jatszo
tényezok: 1.) Reaktiv oxigén szarmazékok termelddése 2.) Ca?*-taltsltodés 3.) mPTP megnyilasa 4.)

endothelialis diszfunkcio6 5.) prothrombotikus fenotipus megjelenése €s a gyulladasos valasz.

1.2 TRIMETAZIDINE

Trimetzidin (TMZ) egy jol ismert anti-iszkémids gyogyszer, amit a klinikumban stabil angina kezelésére
hasznalnak. A masodik és harmadik vizsgalatunkban TMZ-t hasznaltunk az iszkémias-reperfizids
karosodas kivédésére, mivel szamos olyan tulajdonsaga van, ami hatdsos lehet ellene:

- csokkenti a zsirsav oxidaciot és stimulalja a gliikoz felhasznélast

- limitalja az intracellularis acidézist, csokkenti a Na™ és Ca®" akkumuléciét a sejtekben

- Qatolja a karos lipid metabolitok termelddését

- gatolja a mPTP megnyilasat és védi a szoveteket az iszkémia-reperfuzios karosodastol

- csokkenti az oxigén szabadgyokok altal kivaltott citolizis és membran karosodas mértékét

- csokkenti a gyulladas és az apoptosis mértékét
Tovabba, Devynck ¢és mtsai. vizsgaltdk a TMZ hatasat human trombocita membranokon és
megallapitottdk, hogy a TMZ csokkentette a cAMP tartalmat és az aggregacios valaszt kollagénre és

ADP-re. TMZ haemodinamikai valtozasokat nem okoz és leginkdbb csak enyhe mellékhatdsokat
(fejfajas) irtak le a gydgyszer hasznalata mellett.



2 CELOK

Harom f6 vizsgalatot terveziink. Az els® vizsgalatban egy 10j diagnosztikus lehetdségre fokuszalunk
eml6tumorok esetén. A masodik és harmadik kisérletben érdeklédésiink kézéppontjaban a helyreallité szabad

lebeny miitétek soran kialakulo iszkémia-reperfiizios karosodas csokkentésének lehetdségei allnak.

1. Az elsé vizsgalatunk célja a BFSP1 fehérje szerepének a vizsgalata human emldrakok
vonatkozasaban. Szeretnénk bizonyitani, hogy a BFSP1 fehérje nem csak a szemlencsében,
hanem eml6tumorokban is kimutathat6. Ezenkiviil vizsgaljuk, hogy van-e kiilonbség a normal és
tumoros emlészévet BFSP1 tartalmaban, illetve, hogy a BFSP1 tartalmat befolyasolja-e az, hogy
a beteg milyen kezelésben részesiilt. (Egy megbizhat6 diagnosztikus kit 1étrehozasanak bevezetd

vizsgalata)

2. Masodik vizsgalatunk f6 célja, annak demonstralasa, hogy az iszkémia-reperfiizié okozta mérhetd
karosodas mar akkor el6fordul amikor makroszkopos elvaltozasok (pl. szoveti necrosis) még
nincsenek. Tovabba célunk a TMZ oxidativ stresszre, szovettani valtozasokra kifejtett hatasat
vizsgalni patkdnyok epigasztridlis borlebenyeiben. A TMZ hatékonysaganak meghatarozasahoz
kiilonboz6 oxidativ stressz paramétereket kivanunk mérni, ugymint a malondialdehid (MDA);
redukalt glutation (GSH) és a plasma thiol csoportok szintjét. A gyulladds mértékének
hozzavetbleges meghatarozasahoz szoveti TNF-alfa szint mérését tervezziik. Szovettani,
immunhisztokémiai és heamorrheoldgiai vizsgalatokat szintén végziink a biokémiai eredmények
megerdsitése  céljabol.  Ezenkivill, két kiilonbozé gyodgyszerbeadasi id6 hatdsanak
Osszehasonlitasat is tervezziik (iszkémia el6tt adott és iszkémia utan adott TMZ), hogy

meghatarozzuk melyik hatasosabb az iszkémia-reperfuzios karosodasok csokkentésében.

3. A harmadik vizsgalatunkban a TMZ hatasat patkany vékonybélben vizsgaljuk. A b6érhoz képest a
jejunum sokkal szenzitivebb az iszkémias hatasokra. Vizsgalatunkban ugyanazt a TMZ doézist
hasznaljuk, amit a bdrlebenynél is és ennek hatasat mérjikk. Tovabba célunk Osszehasonlitani a
TMZ-el végzett kémiai pre- és posztkondicionalas hatasat az iszkémids pre- és
posztkondicionalassal. Arra is kivancsiak vagyunk, hogy ha a moddszereket kombinaljuk van-e
kimutathat6 additiv hatas vagy nincs. Az oxidativ stressz nyomon kdvetésére az MDA, GSH, -SH
és a szuperoxid dizmutaz (SOD) enzim aktivitast mérjiik. Gyulladasos citokinek koziil a TNF-alfa
és IL-6 szintek mérését tervezzilk. A jejunumban kialakult elvaltozasok detektalasara

hisztopatoldgiai (HE, TUNEL) vizsgalatokat végziink.



3  BFSP1 FEHERJE SZEREPE AZ EMLOTUMOROK DIAGNOSZTIZALASABAN

3.1 BEVEZETES

A tumorok globalis jelentdsége megkérddjelezhetetlen, figyelembe véve, hogy a masodik vezetd
halalok vilagszerte. Az eml6rak a masodik leggyakoribb daganat tipus, n6k k6z6tt pedig a leggyakoribb.

BFSP1 (Beaded filament structural protein 1, Filensin) egy szemlencse specifikus citoszkeletalis
fehérje, ami intermedier filamentumokat (IF) képez a BFSP2-vel (phakinin) egyiitt.

Az IF fehérjék expresszids mintazata szovet specifikus és fejlodéstanilag szabalyozott. Az IF
fehérjék specifikus alegységeinek expresszidja, klasszikusan biomarkerekként szolgal és alkalmasak
kiilonb6z6 tumorok szoveti eredetének meghatarozasara. Az IF-tipusok a f6 tumor csoportokat képesek
elkiiloniteni egymastol: carcinomak esetén citokeratinok, izom eredetli sarcomak esetén desmin, nem-
izom eredetli sarcomak esetén a vimentin, gliomak esetén a glialis fibrillaris sav proteinek jelenléte
jellemz6. Ezért, olyan esetekben, ahol a konvencionalis technikakkal nehéz a diagnézis, ott olyan
antitestekkel, amik specifikusak az IF-ok egy tipusara, meghatarozhat6 a tumor hisztogenezise.

Tapodi Antal, Daniel M. Clemens és mtsai. vizsgaltak a BFSP 1 szerepét szemlencsében és
véletlen leletként felfedezték, hogy a BFSP1 vératlanul a human emlé adenocarcinoma sejtvonalban
(MCF7) és a human cervix carcinoma sejtekben (HeLa) is expresszaldodott. BESP1 fehérje jelenléte

tumorsejtekben meglepd, és egy 10j, izgalmas lehetdséget jelenthet a tumorbioldgia teriiletén.

3.2 ANYAG ES MODSZER

Elézetes kisérletek soran Tapodi Antal (PTE-AOK Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet) és mtsai.
kimutattdk, hogy a BFSP1 jelen van humén eredetli tumoros sejtvonalakban in vitro, ami felveti a kérdést,
hogy vajon a fehérje tumoros szovetekben is megtalalhato-e. Annak érdekében, hogy ezt kideritsiik ex
vivo human daganatos emlészoveteket vizsgaltunk. A vizsgalatunkat a Regionalis Kutatasetikai Bizottsag
hagyta jova. (6446-PTE 2018)

3.21 Protocol

Vizsgalatainkat 2017 aprilisaban kezdtiik, egylittmikodésben a PTE-KK Sebészeti Klinikaval, a
Patologiai Intézettel és a Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézettel (PTE-AOK). Azéta 25 emlddaganatos
beteget sikertilt bevonni a vizsgalatunkba. A részvételi kritériumok kozé tartozott: a diagnosztizalt tumor;
a mitéti beavatkozas tipusa (csak mastectomiabol szarmazo mintakat vizsgaltunk) és az, hogy a betegek
beleegyeztek a vizsgalatba. Nem vettiik figyelembe a kort, a tarsbetegségeket, a nemet és a carcinoma
tipusat sem.

Miitétet kovetden az eltavolitasra keriilt emldt a Patologiai Intézetben vizsgaltak, ahol eldszor a
patologus elvégezte a diagndzis és a tovabbi kezelés céljabdl sziikséges szovettani vizsgalatokat. Ezt
kovetden kis mennyiségli mintat vett szamunkra a tumorbdl és tumor-mentes (emlébimbo mogotti)
teriiletrdl is amit RNA oldatban a Biokémiai Intézetbe vittiink, tovabbi vizsgalatok (tomegspektormetria,
RNS vizsgalat, Western blot analizis) elvégzése céljabol. Western bot analizis soran tumoros €s nem
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tumoros szovetek vizsgalata tortént paralell moédon, annak elkiilonitése céljabol, hogy a BFSP1 fehérje,
melyik szovetbdl expresszalddik. A mintakat homogenizalas, immunprecipitalas és liofilizalast kovetéen
Western blottal vizsgaltuk. A Patologian maradt emlészovetbdl Dr. Kalman Endre patologus metszeteket
készitett a tumoros és tumor mentes teriiletrél is. Megfeleld el6készités utan a metszetek a primer
antitestek jelenlétében 4 °C-on egy éjszakan keresztiil inkubalta.

Jelenlegi vizsgalatunk csak a Western blot analysis és az immunhisztokémiai vizsgilat eredményeit

foglalja magaban.

3.2.2 Primer Antitestek

Két kiilonboz6 primér nyul poliklonalis antitestet hasznaltunk, amik a BFSP1 fehérje kiilonb6zo részeit
ismerik fel, hozzasegitve benniinket a BFSP1 kiilonb6z6 proteolitikus fragmentjeinek a detektalasahoz.
Az S38 anti-BFSP1 antitest (HPA042038 Sigma) képes a fehérje mindkét proteolitikus fragmentjét

felismerni, mig az S48 antitest a fehérjének csak az N-terminalis fragmentjét ismeri fel.

3.3 EREDMENYEK

3.3.1 Western blot

Emlddaganatos betegek human ex vivo klinikai mintait vizsgaltuk Western blottal. Ebben a vizsgalatban
immuno-blottal bizonyitottuk, hogy a BFSP1 jelen van a tumormintakban. Ugyanabbdl a személyb6l nem
tumoros mintaként (kontrollként), a mellbimbo-areola komplex mogotti teriiletrdl vett szovetet
hasznaltuk. Bizonyitottuk, hogy normal szovetben a filenszin hianyzik az antitestek mindkét tipusaval.

Ezenkivol proba kisérletként ugyanabbdl a betegb6l szarmazo liofilizalt daganat- és szérummintakbol
Western-blot vizsgalatot végeztiink, igy bizonyitva, hogy a BFSP1, amelyet azonositottunk, mindkét

tipust mintdn megegyezik. Ez j6 hatteret biztosit a tovabbi szérum vizsgalatokhoz

3.3.2  Immunhisztokémia

A BFSP1 fehérje azonositasara a szovetekb6l immunhisztokémiat végeztiink S38 anti-BFSP1 antitesttel.
El6szor kiilonb6z6 modon kezelt betegekb6l szarmazd, daganatmentes (a mellbimbdé mogott) szoveti
teriileteket vizsgaltuk meg. Ebben az esetben csak a ductusok, a ductulusok és az acinusok festédtek
pozitivan az antitesttel, de a kdrnyez6 szévetekben nem voltak pozitiv sejtek. A pozitiv fest6désé sejtek
mennyiségét a kiillonbozo kezelések nem befolyasoltak. Azokon a teriileteken, ahol a daganat eléfordult,
az eredmények a tumor jelenlététdl/hianyatol fiiggden eltérdek voltak. Azokban az esetekben, amikor a
paciens neoadjuvans terapiat kapott, és a daganat regredialt, a pozitiv sejtek mennyisége szignifikansan
alacsonyabb volt, mint azokban az esetekben, ahol a tumor még mindig kimutathatd volt (még akkor is,

ha a paciens neoadjuvans terapiat kapott).



3.4 DISZKUSSZIO

Emlddaganatok esetén a rutin szlrévizsgalatok kozé az emld ultrahang és mammografias
vizsgalatok tartoznak, azonban vannak olyan emlétumor markerek, amik segithetnek a prognozis
megallapitasaban és a megfeleld terapia kivalasztasaban. A leggyakoribb markerek eml6tumorok esetén
az Osztrogén és progeszteron receptorok, melyek hianyaban rosszabb prognoézis varhato, illetve ezek
alkalmasak a megfelel6 hormon terapia kivalasztasara is. Ezenkiviil vannak serum markerek is amik a
tumor kigjulasanak diagnoézisahoz segithetnek hozza, ilyenek: CA (cancer antigén); 15-3 (MUC-1
antigén); és a CEA (carcinoembriotikus antigén). Azonban ezek szintje nem minden betegben emelkedik
meg, illetve inkdbb a tdvoli metasztdzisok kimutatdsdban van fontosabb szerepiik és limitalt a
kimutathatosaguk mikrometasztazisok és locoregionalis kiujulds esetén. Emellett szamos joindulata
betegség ¢és a kemoterapia is befolyasolni tudja a szintjiiket, tehat ezen markerek nem tumor specifikusak.

Fent emlitett okok miatt, az olyan markerek identifikalasa, ami segitene a daganat viselkedésének
elérejelzésében kiilondsen fontosak, a megfeleld klinikai menedzsment (stddium meghatarozas, terapias
valasz megitélése, kitijulas, tavoli metasztazisok kimutatasanak és a prognodzis) szempontjabol.

A citoszkeleton harom f6 filamentum-rendszert tartalmaz - mikrofilamentumokat, mikrotubulusokat és
intermedier filamentumokat (IF), melyek egyiittesen biztositjak és tartjak fent a sejtek alakjat és szerkezetét, és
kulcsfontossaguak kiilonb6z6 sejtes folyamatokban, beleértve a sejtosztodast, a mozgast és a vesikularis
transzportot. A kiilonbozd IF-tipusokat lehet elkiiloniteni lokalizacidjuk és fehérje Osszetételiik szerint. Az
intermedier filamentumok meghatarozott specificitissal expresszalddnak a kiilonb6z6 sejtekben. Ennek a
jelenségnek koszonhet6en az intermedier filamentumok hasznalhatbak olyan indikatorként, ami meghatarozza
a fehérje eredetét a szovetspecifikus expresszids mintazat alapjan az ilyen sejtekben. Az IF-ok tipizalasa egy
tumordiagnosztikai modszer is, a fent emlitett tulajdonsagok miatt.

A BFSP fehérjék az IF-ok csaladjaba tartoznak. A BFSP1 vagy a filenszin a lencserost sejtekben
expresszalodik a sejtek differencidlodasanak megkezdése utan. Bar a biologiai szerepiik a lencsében még
nem tisztazott, ezek az IF fehérjék elengedhetetlenek a lencse optikai tulajdonsagaihoz. Fontosak tovabba
a lencse biomechanikai tulajdonsagainak kialakitasaban is. Ezen fehérjék kiemelkedd szerepét bizonyitja,
hogy a BFSP1 génmutacio a felelds a kortikalis juvenilis sziirkehalyog kialakulasaért.

Tapodi Antal és munkatarsai korabban vizsgaltdk a BFSP1 biologiai szerepét a szemlencséken.
Eredetileg az endogén filenszin fehérje kaszpaz hasitasi helyeit kivantak meghatarozni. Ennek elérése
érdekében rekombinans BFSP1-et klonoztak és expresszaltak human, kereskedelmi forgalomban kaphato
sejtvonalakban, ugymint az MCF7 és HelLa. Az eredmények Western-blottal vald megjelenitésével
azonban egy extra savot észleltek a transzfektalatlan, negativ kontroll sejtvonalakban is. Ez a meglepd
felfedezés szamos tovabbi kérdést vetett fel, mivel eddig a BFSP1 csak szemlencse-specifikus intermedier
filamentumként volt ismeretes. 2014-ben hat tovabbi kereskedelmi forgalomban kaphatd sejtvonalat is
elemeztek Western blottal, nevezetesen: U-118 MG, U-251 MG (glioblastoma sejtvonalak), A-549
(humén tiidérak), T24 / 83 (human hodlyag karcinoma), HelLa és a HepG2 (human majtumor), és
bebizonyitottak, hogy mindegyikben jelen van a BFSP1.



Jelen munkank, egy folyamatban 1év6 projekt folytatasaként értékelhetd, amelyben a BFSP1 fehérje varatlan
jelenlétét vizsgaljuk a tumorsejtekben. Ez az els§ vizsgalat, ahol a BFSPl expressziojat ex vivo
tumormintakban és szérumban is sikeriilt kimutatnunk. Tovabba szeretném Kihangsulyozni, hogy Western-blot
analizissel ez a fehérje csak a tumormintakban volt kimutathatd, mig normal szovetekbdl hianyzott.
Immunhisztokémiai vizsgalatokkal megerésithettiik, hogy szignifikans kiilonbség van a BFSP1
tartalomban att6l fiiggéen, hogy a tumor jelen van-e a mintaban vagy nincs. Azoknal a betegeknél, akik
kaptak/nem kaptak neoadjuvans terapiat, és/de a tumort makroszkoposan Ki lehetett mutatni, ott a
pozitivan fest6do sejtek mennyisége jelentdsen megnovekedett, Osszehasonlitva azoknak a betegeknek a
szovetmintaival, akik neoadjuvans terapiat kaptak, és a tumor regredidlt. Eredményeink alapjan ugy tiinik,
hogy a BFSP1 fehérje elég érzékeny lehet ahhoz, hogy ductalis emlékarcinomak esetében Kimutassa a
daganatsejteket.

3.5 KOVETKEZTETES

Kovetkeztetésként eddig azt mondhatjuk, hogy a BFSP1 fehérje nemcsak a szemlencsében,
hanem human emlddaganat esetén is expresszalodik. Ebben a vizsgalatban 25 ductalis
carcinomaban szenvedd beteget vizsgaltunk. Immunhisztokémiai modszerekkel kimutattuk, hogy
a BFSP1 fehérje érzékenységet mutat a tumorsejtek iranyéaba, fliggetleniil attol, hogy a betegek
neoadjuvans terapidt kaptak-e vagy sem. Ezenkiviil a fehérje ugyanolyan tipusa jelenik meg a
szérumban, mint a szovetmintakban. Ez a tanulmany jo alapot nyujt a tovabbi vizsgalatokhoz,
amelyek meghatarozhatjak a BFSP1 fehérje pontos szerepét és azt a splice varians tipust, ami
részt vesz a rosszindulati daganatos megbetegedésekben, illetve ami a BFSP1 jelenlétét vizsgalja
egyéb karcindma tipusokban is. Duktélis emlékarcindma esetén a fehérje fontos szerepet tolthet
be miitét utdn a betegek nyomon kovetésében, €és a betegek szérumabol megfeleld informacidkat
nyUjthat a daganat ismételt megjelenésére vonatkozoan, de természetesen ezen feltételezéseink

alatdmasztasara még tovabbi vizsgalatokra van sziikség.



4 TRIMETAZIDIN, ISZKEMIA-REPERFUZIOS KAROSODASOK
CSOKKENTESEBEN BETOLTOTT SZEREPE, PATKANY
BORLEBENYEK ESETEN

4.1 BEVEZETES

Az iszkémia-reperfuzios karosodas jelentds problémakat okozhat a sebészet szamos teriiletén, példaul a
rekonstrukcids plasztikai sebészetben, érsebészetben, traumatologidban vagy szivsebészetben. Sajnos, ez az
allapot elkeriilhetetlen szabadlebeny miitétek vagy replantaciok soran. A szabadlebenyekkel végzett
helyreallité miitétek rutinszer(i eljarassa valtak az onkologiai ablativ miitétek vagy traumak kapcsan kialakulo
defektusoknak a potlasara. Az elmult évtizedben ezen miitétek technikaja sokat javult, és elérte a 90-95% -0s
sikeraranyt. Habar, ezek a miitétek ma mar tobbnyire sikeresek és szovodmény nélkiiliek, még mindig vannak
olyan esetek, ahol az iszkémia-reperfiiziés karosodas miatt kialakult elégtelen mikrocirkulacio részleges

Annak ellenére, hogy szamos gyogyszer és modszer kisérletileg igéretesnek bizonyult, a Klinikai
gyakorlatban a mai napig sincs egy altalanosan elfogadott eljaras, melynek hatterében a szisztémas
mellékhatasok, a tilzott toxicitas, a korlatozott hatékonysag, az invaziv beadas vagy az iddigényes
technika all.

A trimetazidin (TMZ, vizben oldhat6 formaja: trimetazidin-dihidroklorid) vilagszerte alkalmazott
anti-anginas gyogyszer. Hatékony anti-iszkémias szer és szabad gyokfogd. Szamos kisérletben hasznaltak
mar kiilonboz6 szervek (szivizom, bél, maj és vese) védelmére az iszkémia-reperfuzios karosodassal
szemben. Tébben igazoltak, hogy a reperflizids karosodast az allatokon végzett TMZ-prekondicionalassal
lehet csokkenteni. Ennek hatterében valoszintileg szerepet jatszik, hogy a TMZ megbrzi az ATP
termelést, részt vesz a sejtek homeosztazisanak fenntartasaban és csokkenti az intracellularis acidozist.
Ezenkiviil csokkenti a mitokondriumok oxidativ karosodasat és megvédi a szervet az iszkémia-reperfuzid
indukalta szovetkarosodastol.

A korabbi tanulmanyok alapjan ugy gondoljuk, hogy a TMZ egyszeri beadasa is védelmet nytjt az
iszkémia-reperfuzids karosodasok ellen bérlebenyek esetén is. A vizsgalat célja a trimetazidin oxidativ
stresszre, gyulladasra és hisztopatoldgiai elvaltozasokra gyakorolt hatdsanak vizsgalata (lathato
elvaltozasok (pl. szoveti nekrédzis) megjelenése el6tt), bérlebenyekben. A TMZ hatékonysaganak
megitéléséhez a malondialdehid (MDA), a redukalt glutation (GSH), a plazma tiolcsoport (SH-) és a

szovet TNF-alfa szintjét mértiik, valamint szvettani és immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiik.

4.2 ANYAG ES MODSZER

421 Allatmodell

Vizsgalatunkban negyven him Wistar patkdnyt hasznaltunk, akik ugyanolyan kortak és 350-400 g
tomegliek voltak. A patkanyokat kiilonallo ketrecekben tartottuk, standard korilmények kozott

(hémérséklet: 25 + 2 ° C, levegbvel sziirt szoba), 12/12 éras, vilagos-s6tét szabalyozast alkalmazva.
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Taplalasuk ad libitum standard patkanykeverékkel és vizzel tortént. Az allatok 12 6raval a mitétet megeldzden
taplalékot mar nem kaptak. A vizsgalatokat a PTE-AOK Sebészeti OKtat és Kutaté Intézetében végeztiik az
allatkisérletek etikai szabalyainak betartasaval (Engedélyszam: ZOHUO104L 16).

4.2.2 Kisérleti protokoll

Az allatokat véletlenszeriien négy csoportba osztottuk (10 patkany minden csoportban). Az els6 csoport a
nem iszkémias kontrollcsoport volt. A tobbi csoportban (2-4. Csoport) iszkémiat indukaltunk az a. és v.
epigastrica superficialisra felhelyezett mikroklipp segitségével. A masodik csoportban (I / R) az erek 6
oran keresztiil voltak leklippelve, amit egy 24 6ras reperfuzié kovetett. A harmadik (Preisch.TMZ + | / R)
és negyedik (I / R + Postisch.TMZ) csoportok a trimetazidin kezelt csoportok voltak. A harmadik
csoportban a TMZ-t 30 perccel az iszkémias periddus el6tt adtuk be. Az utolsé csoportban az allatok a
reperfuzio kezdetén kaptak a gyogyszert. Kezelt csoportok esetén a gyogyszer (trimetazidin-dihidroklorid,
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) beadasa 10 mg/kg-os dozisban intraperitonealisan (ip) tortént,
a csoportoktol fiiggéen, 30 perccel az iszkémia eldtt adva (Preisch.TMZ + I / R) vagy a reperfuzid
kezdetén alkalmazva (I / R + Postisch.TMZ). A hatéanyagot kozvetleniil az alkalmazas el6tt oldottuk fel

0,9% -0s natrium-klorid-oldatban.

4.2.3 Sebészi beavatkozas

Az allatok altatasat intraperitonedlisan adott ketamin (5mg/ 100g) és diazepam (0,5mg/100g) 1:1 aranyu
keverékével végeztiik. A hasi lebenyeknek megfelel6 teriiletet szOrtelenitettiik és betadinnal lemostuk.
Ezutan 3x6 cm-es lebenyeket képeztink a has mindkét oldalan. Vizsgalatunkban epigasztrikus
borlebenyekkel dolgoztunk, melyek hatarait feliil a bordaiv, alul a ligamentum inguinale, lateralra
mindkét oldali honaljvonal alkotta. A medialis hatart a kézépvonali strukturaktol (a xiphoid és a pubis) 3-
3 mm-re hiiztuk meg. A lebeny vérellatasat az a. és v. epigastrialis superficialis medialis és lateralis agali
biztositottak. A 6 oras iszkémias periddust kovetéen a mikrovaszkularis klippeket eltavolitottuk, majd, az
aramlas helyreallasat az artérids pulzus tapintdsaval, a lebeny szinével és vaszkularis atjarhatosagi
tesztekkel vizsgaltuk. Azokat az allatokat, ahol a lebenyekben aramlast nem észleltiink, kizartuk a
vizsgalatbol. A véraramlas ellendrzése utan a bért egyszerli csomoés Oltésekkel zartuk (5-0, Prolene®
(Ethicon), 30 oltés mindkét lebenyben). A miitétet kovetéen az allatok nyakmerevitét kaptak, az
automutilacié megel6zése céljabol. A kovetkezd napon, a mintavétel el6tt az allatokat Gjra elaltattuk.

Biokémiai és hisztopatoldgiai vizsgalatok céljabol a 24 oras reperfizids periodust kovetden a lebeny
disztalis tertiletér6l bérmintakat (3x1 cm) vettiink, melyek egy részét azonnal — 80 © C-ra tettiik, a masik

részét pedig formaldehidbe helyeztiik késébbi szovettani vizsgalat céljabol.

4.2.4 Biokémiai vizsgalat

MDA, GSH, SH szinteket a vérbol mértiik. Az MDA a membran lipid peroxidacidjanak meghatarozasara

szolgalé marker, melynek szintjét Placer, Cushman és Johnson fotometriai moédszerével detektaltuk. A
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GSH ¢és a plazma SH szinteket antikoagulalt teljes vérb6l Ellman-reagenssel hataroztuk meg Sedlak és
Lindsay protokollja alapjan. Mindkett6 paraméter a szervezet antioxidans allapotat jelzi.

A TNF-alfa szintek méréséhez a mintakat a lebeny centralis részérdl vettik. A szoveti TNF-a szint
meghatarozasa ELISA kit segitségével tortént (Rat TNF-a. ELSIA kit, Abcam, Cambridge, UK), kdvetve

a gyarto utasitasait.

4.25 Hisztopatoldgiai vizsgalat

A mintak korszovettani vizsgalatat minden esetben ugyanaz a patologus végezte. A szovetmintakat 4%
semleges pufferolt formaldehid oldatban fixaltuk, és paraffinba dgyaztuk. Majd a 3 mikron vastagsagu
(Microtome: Thermo Scientific Microm Hm 325) szovettani mintak hematoxilin-eozinnal (HE) torténd
festését kovetden, a polimorfonuklearis és mono-nukledris reaktiv sejtek aranyat fénymikroszkdop alatt

vizsgaltuk. Az apoptozis kimutatasara TUNEL-festés is tortént.

4.2.6 Hemorrheoldgiai vizsgalat
4.2.6.1 Vorosvérsejt deformabilitas

Vizsgalatunkban a vvt deformabilitast, mely a mikrocirkulacio egyik fontos tényezdje, LORCA
ektacitométerrel hataroztuk meg 37 °C-on, mely segitségével az adott nyirdfesziiltséghez tartozo
elongacios index (EI) hatarozhato meg. A deformabilitas értékeket a Lineweaver-Burke féle nonlinearis
regresszion alapulo egyenlettel elemeztiik, és ennek segitségével kiszdmoltuk a maximalis EI-t (végtelen
nyirofesziiltséghez tartozé EI) valamint azt a nyirofesziiltséget, ami ezen érték feléhez tartozik (SS1/2). A
mérésekhez a vért egy magas viszkozitasu (32,6 mPas) polivinilpirrolidon oldatba szuszpendaltuk fel.

A vérvételek lateralis farokvénakbol torténtek, és a hemorheologiai vizsgalatokat altatasban

végeztik el kozvetleniil a miitét el6tt, valamint az els6, a negyedik és a hetedik miitét utani napon.

4.2.7 Statisztikai analizis

A csoportok variancidja kozotti eltéréseket one-way ANOVA analizissel vizsgaltuk, majd szignifikans
eltérés esetén a tobbszords Osszehasonlitasok érdekében megfeleld post-hoc teszteket (Dunnett, Sidak)
végeztiink. Minden értéket az atlag = SEM-mel fejeztiink ki. A kiilonbséget statisztikailag szignifikansnak
tekintettiik, ha a p érték kisebb volt, mint 0,05.

4.3 EREDMENYEK

43.1 Oxidativ stressz paraméterek valtozasa
4.3.1.1 Malondiadehid

Az iszkémia el6tt és utan adott TMZ hatasara az MDA szintek jelent0sen csokkentek az I/R-s csoportban

mért szinthez képest, ugyanakkor szignifikans eltérést csak abban a csoportban lattunk, ahol a TMZ-t
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iszkémia el6tt adtuk. A kezelt csoportok eredményei kozel azonosak voltak a kontroll csoportban mért
értékekkel.

4.3.1.2 Redukalt Glutation

A GSH szintek jelentésen csokkentek minden csoportban a kontrollhoz képest. Szignifikansan magasabb
GSH szinteket mértiink viszont mindkét TMZ kezelt csoportban az I/R-s csoporthoz képest.

4.3.1.3 Szulfhidril csoport

Szignifikans eltérést nem talaltunk az egyes csoportok kdzott.

4.3.1.4 TNE-alfa szint valtozas (bérmintakbol)

Osszehasonlitva a kontrollcsoporttal, a Preiszk. TMZ + I/R-s csoport kivételével, az dsszes csoportban
szignifikansan magasabb TNF-alfa értékeket mértiink. A kezelt csoportokban aTNF-a szintek jelentds

csokkenését figyeltiik meg, 6sszehasonlitva az I/R csoporttal.

4.3.2 Hisztopatologiai vizsgalat eredményei
4.3.2.1 Hematoxylin-eosin festés

A hisztopatologiai leletek megegyeznek a biokémiai eredményekkel. Mindegyik szovetmintdban négy
zonat tudunk elkiiloloniteni. A kontrollcsoportban az alapvetd szoveti struktirak megtartottak, 6déma,
anekrozis vagy a jelentds gyulladas nem volt detektalhatd. Az I/R-s csoportban szamos elvaltozas
észlelhetd: szubkutan (zsiros) és a szubmuszkularis zonaban 6déma latszott, ezenkiviil az izom alatt
szamos polimorfonuklearis (PMN) sejtet tudtunk kimutatni. Az izomrostok duzzadtak és szabalytalan
alakuak voltak. Mindkét TMZ-vel kezelt csoportban szignifikansan kevesebb szovetelvaltozast
tapasztaltunk, mint az I / R csoportban. Az izomrostok megkozelitoleg normal alakuak voltak, a

kiilonb6z6 zonakban 6déma és PMN-sejtek nem vagy csak alig voltak kimutathatéak.

4.3.2.2 TUNEL-festés

A gyogyszer jotékony hatdsait a TUNEL festés is alatdmasztotta. A modszerrel a TUNEL-pozitiv
sejtmagok barna szinnel festdnek. A kontroll csoportban a pozitiv sejtek eldfordulasa fiziologias, mivel
csak a szortlisz6ben voltak kimutathatok, és mivel ezek holokrin mirigyek, itt az apoptosis normalis
jelenség. Az | /R csoportban a lebeny mind a négy zoénajaban sok apoptotikus sejtet tudtunk kimutatni. Ez
megerdsiti, hogy az | / R el6segiti az apoptozis 1étrejottét. A bérlebenyek TMZ kezelése egyértelmiien
csokkentette az apoptotikus sejtek mennyiségét. Az epidermalis dermalis zonan kiviil, ahol az apoptotikus
sejtek fiziologiasan is jelen lehetnek, a kezelt csoportokban a pozitiv sejtek szama lényegesen kevesebb

volt az I/R-s csoporthoz képest.
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4.3.3 Hemoreoldgiai eredmények

A vorosvérsejtek deformabilitasat vizsgalva azt lattuk, hogy a miitét eldtti és a 7. posztoperativ nap
eredményei szinte nem kiilonboztek egymastdl; a nyirdfesziiltségek értékei a legtobb esetben atfedést
mutattak. Azonban az elsé és féleg a 4. posztoperativ napon a vordsvértestek deformalodasi értékei

kimutathat6an romlottak, féleg az I/R-s csoportban.

4.4 DISZKUSSZIO

A mikrovaszkularis technikaval torténd szabadlebeny atiiltetés egy altalanosan elfogadott, népszeri
eljaras a test barmely részén kialakult defektus helyreallitasara. Azonban ilyen esetekben az iszkémia-
reperfuzios karosodas sulyos problémdkat okozhat a mikrocirkuldcidban, és ez a paciens fokozott
morbiditdsat eredményezheti és a korhdzi tartdzkodasi id6 elhuzoédasahoz vezethet. Az iszkémias periddus
alatt bekovetkezd intracellularis biokémiai valtozasok cellularis diszfunkciot, celluldris és interstitialis
0démat okozhatnak, és végiil sejthalalhoz vezethetnek. E valtozasok sulyossaga az iszkémias idGtartam
hosszatol fiigg, hiszen jol ismert, hogy a rovid iszkémias periodusok alkalmazasa egy hosszabb iszkémia
bekovetkezése elott, védelmet nyujthat a negativ elvaltozasokkal szemben. A reperfizié soran reaktiv
oxigén szarmazékok képzddnek, ide értve az oxigénionokat, szabad gydkoket és peroxidokat, amelyek
mindegyike sulyosbitja az iszkémia-reperfuzios karosodast, illetve hatassal vannak a voOrosvértestek
mikro-reoldgiai paramétereire, és a véraramlas jelentds zavarat okozhatjak. Az I / R patogenezisében a
gyulladés kialakulasanak is jelentds szerepe van.

Vizsgalatunkban a Murray és Strauch altal kidolgozott epigasztridlis szuperficialis modellt
alkalmaztuk. Ebben az esetben a lebenyek négy jol elkiilonitheté zonat tartalmaznak: az epidermalis
dermalis zonat, a subcutan adiposus zonat, egy izmot tartalmazo zénat (panniculus carnosus) és a
szubmuszkularis zénat. A lebeny vérellatdsait az a. és v. epigastrica superficialis biztositja.
Ellentmondasok, vannak azzal kapcsolatban, hogy a mikroklippeket hova érdemes felhelyezni,
hasznalhatok egyidOben az artérian és a vénan, vagy kiilon-kiilon a vénan vagy az artérian, attol fiiggden,
hogy milyen klinikai gyakorlatban el6forduld szituacio szimulacidja a cél. Mivel az artéria és a véna
egyidejl leklippelése nagyobb mértékii iszkémia-reperfzios karosodassal jar, és azt a klinikai szituaciot
ami szabadlebeny atiiltetéskor 1étrejon is jobban szemlélteti, ezért mi ezt a lehetOséget valasztottuk. A
lebenyeket bilateralisan hoztuk 1étre, melyek mérete 6,0 x 3,0 cm volt.

Az iszkémias id6 hosszat a szakirodalom alapjan valasztottuk ki; Cetin és mtsai. a 6 és 10 oras
iszkémids id6tartamot emlitik meg elegendének ahhoz, hogy egységesen kialakuljanak a biokémiai,
szovettani és makroszkopos elvaltozasok.

A TMZ hatékony anti-iszkémids gyogyszer, amely csokkenti a zsirsav oxidacidjat és stimulalja a gliikoz
felhasznalast, a mitokondrialis hossz(i szénlancu 3 ketoacil-CoA tiolaz gatlasan keresztiil, ami kevesebb oxigén
felhasznalasaval vezet adenozin-trifoszfat (ATP) termeléshez. Limitalja az intracellularis acidozis mértékét,
csokkenti a sejten beliili natrium- és kalcium-felhalmozodasat, sejt iszkémia soran gatolja a kalium koros

extracellularis Kiszivargasat, és csokkenti a szabad gy6kok altal okozott citolizist és
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membran-karosodast. Ezenkiviil a TMZ megoérzi a mitokondrialis funkcidt és az energiatranszportot, és
képes meggatolni a trombocita adhézids-aggregacios folyamatokat és a neutrofil infiltraciot is.

Kordbban mar vizsgaltdk a TMZ hatdsat a borlebenyek tulélése kapcsan, és a hatéanyag
hatékonynak bizonyult. Nieto és mtsai. kiilonbozé farmakologiai hatdoanyagokat vizsgaltak patkany
borlebenyek tulélésének javitasa céljabol. Minden kezelt csoport szignifikansan nagyobb lebenytalélést
mutatott, mint a kontrollcsoport. A legjobb eredményeket ott mutattak ki, ahol az allatok trimetazidint
vagy hidralazint kaptak. Kara és mtsai. a trimetazidin, patkanybor szigetlebenyek tulélésének javitasaban
betoltott szerepét vizsgaltak. Osszehasonlitottak a gyogyszer pre-iszkémias és poszt-iszkémids hatésat, és
mindkét modszer hatékonynak bizonyult a lebeny talélésének javitasaban.

Azonban ez az els6 olyan vizsgalat, ahol borlebenyekben, a lathatd szoveti elvaltozasok kialakulasa
elétt, a szovettani és biokémiai valtozdsok vizsgalata tortént pre-és a posztiszkémiasan adott TMZ-
kezelést kovetden. Biokémiai analizis soran a vér MDA, GSH és SH-szintjeit és a szoveti TNF-a szinteket
értékeltiik. Az MDA a tdbbszordsen telitetlen lipidperoxidacio stabil végterméke, amely a szabadgyokok
karositd hatasara keletkezik. A GSH az egyik f6 endogén antioxidans, amelyet a sejtek termelnek és ami
kozvetleniil részt vesz a szabadgyokok és a reaktiv oxigénvegyiiletek semlegesitésében. A szervezetben
levé fehérjék -SH szintjei az antioxidans statuszrol nyuajtanak informaciot. A TNF-a egy polipeptid
vegylilet, mely fontos tagja a citokin csaladnak és jelentds szerepet jatszik a szisztémas gyulladasos
valasz szabalyozasaban.

Az iszkémia-reperfizié a mikro-reologiai paramétereket, példaul a vorosvértestek deformabilitasat
is befolyasolja. A vorosvértestek deformabilitasa a sejtek kulcsfontossagu képessége, mely révén a sejtek
athaladnak a kapillaris rendszeren, ami elengedhetetlen a megfeleld szoveti oxigenizacidhoz. A
deformabilitast a sejt belsd viszkozitdsa, a membran viszkoelaszticitasa, a feliilet-térfogat ardny és a vvt
morfoldgiaja hatarozza meg. A vordsvérsejt-deformabilitas valtozasok, foleg az 1-4 posztoperativ napban,
elsésorban a gyulladasos reakciokkal, a hemodinamikai valtozasokkal, a szabadgyokok és mediatorok
indukcidjaval, az akut fazisreakciokkal és a koagulacids allapotban bekovetkezé valtozasokkal hozhatok
Osszefiiggésbe. A reperfizio korai oraiban az anyagcsere és a szabadgyokok altal okozott valtozasok a
dominansabb tényezok. Mindezek a tényezok tovabb sulyosbithatjak a mikrovaszkularis szoveti transzfer
posztoperativ szovédményeit. A patologiasan megvaltozott vorosvérsejtek deformabilitasa csokken és a
kapillarisok elzarodashoz valamint a szovetek csokkent oxigénellatashoz vezethetnek. Valdsziniisithet6,
hogy a legtébb ilyen reakcid (metabolikus zavar és a szabadgyokok kialakulasa) a 7. posztoperativ napra
rendez6dik; igy ekkor mar nem talaltunk szamottevo kiilonbséget a kezdeti allapothoz képest.

A szakirodalomban ellentmondasok vannak a TMZ beadasi utvonalait és dozisat illetéen. Korabbi
vizsgalatok alapjan kisérletiinkben mi a TMZ-t 10 mg/ttkg dézisban hasznaltuk, és a hatéanyagot
intraperitonealisan adtuk be. A szer beaddsanak idejére is kiilonb6z0 adatokat lehet talalni a
szakirodalomban: Khan és munkatarsai szerint példaul a TMZ kardioprotektiv (a p38 mitogén aktivalt
protein kinaz és Akt jelatviteli ut aktivalasa révén), ha a reperfuzids periddus kezdetén adjak be. Elimadi
¢s mtsai a TMZ hatasat maj iszkémia-reperfuzids sériilésekben vizsgaltak, intramuszkularis injekcioban
beadott kiilonb6z6 dézisokkal (5 mg, 10 mg, 20 mg). Kimutattak, hogy az iszkémia 1étrehozasat
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megel6zden 7 napig 10 mg / kg / nap doézisban adott TMZ volt az optimalis, amely mind a cellularis,
mind a mitokondrialis szinten maximalis véd6hatast eredményezett. Ezek a megfigyelt kiillonbségek a
vizsgalatok soran hasznalt kiilonboz6 allatmodellek és eltérd I/R-s protokollok kdvetkezményei lehetnek.
Tovabbi vizsgalatokra van sziikség a TMZ optimalis adagoldsédnak és id6tartamdnak meghatarozasara,

valamint sebészeti alkalmazasénak pontosabb megitélésére

45 KONKLUZIO

Az /R karos hatasa a borlebenyekben makroszképosan 1athato elvaltozasok (pl. szoveti nekrozis) nélkiil
is el6fordulhat, ami késobb szovédmények kialakulasahoz is vezethet. Eredményeink alapjan elmondhato,
hogy a TMZ védelmet nyujt az I/R-s sériilés ellen, és alkalmas a gyulladasos valasz csokkentésére is. A
TMZ fiiggetleniil a beadas idejétdl, hatasosnak bizonyult: a preiszkémids és a posztkémias TMZ-kezelés
k6z6tt nincs egyértelmi kiilonbség. A posztiszkémiasan adott TMZ jotékony hatasa kiilonosen fontos
lehet, mivel megvédheti a szoveteket az iszkémia-reperfuzids sériilésekt6l, egy varatlan iszkémias
periddust kdvetden is. Ezenkiviil a TMZ egy klinikailag alkalmazott, nem-toxikus szer, amely novelheti a
szovetek iszkémias toleranciajat, és igéretes szer lehet, hogy csokkentse az I/R negativ kovetkezményeit a

sebészeti gyakorlatban szabadlebeny atiiltetés, replantacio vagy akar revascularisacios eljarasok soran is.
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5 TRIMETAZIDIN ISZKEMIA REPERFUZIOS KAROSODAS CSOKKENTO
HATASANAK OSSZEHASONLITO VIZSGALATA AZ ISZKEMIAS PRE-
ES POSZTKONDICIONALASSAL. PATKANY VEKONYBELBEN

5.1 BEVEZETES

A szabad jejunum lebenyeket gyakran haszndljdk nyeldcsérakok reszekcidjat kovetd
helyreallitasoknal. F6 elényei kozé tartozik: a nyel6cs6hdz hasonld csdves szerkezet, a rendelkezésre allo
hossziisag, a nyaktermelés, funkcionalis gasztrointetinalis szovodmények hianya a bélszakasz eltavolitasa
utan, a nyeldcs6hoz hasonlo perisztaltikus aktivitas és a viszonylag egyszerii preoperativ elokészités. A
nyeldcsé mellett a jejunum lebeny hiivelyi rekonstrukciora is alkalmas példaul velesziiletett hiively hiany
esetén vagy daganatok mitéti reszekcidjat kovetden. Ezekben az esetekben a jejunum hasznalata
elsodleges valasztas mas bélszakaszokkal ellentétben, kiilonosen azért, mert kevesebb defekacios
problémat okoz. A jejunum lebenyek hasznalata azonban kihivast jelent a szovet iszkémia iranti
érzékenysége és az operacioval kapcsolatos egyéb technikai 1épések miatt. A lebeny miitétek soran, a
jejunum megfelel6 szegmensét eltavolitjak, ami a revaszkularizacidig meleg iszkémias periodusnak van
kitéve. Bar a rovid iszkémia id6k minimalis karosodassal jarnak, a meleg iszkémia altal okozott sériilések
még a revaszkularizacio utan is sulyosbodhatnak. Az I/R indukalt szoveti sériilések kiilonbozo
szovédményekhez vezethetnek, mint példaul a szegmentalis sziikiilet, fistula kialakulasa, perisztaltika
zavara, az anasztomozis szivargasa és a részleges vagy teljes lebenyelhalas. A javasolt stratégiak /
modszerek ellenére még mindig nincs egy altalanosan elfogadott, klinikai gyakorlatban is hasznalhat6
modszer, ami megoldast nyujthatna erre a problémara.

Bizonyitott, hogy az iszkémias prekondicionalas (IPreC) védelmet nyujt a véraramlas
csokkenésével szemben és képes a globalis iszkémianak kitett szovetek életképességét javitani. Az IPreC
alatt rovid iszkémias-reperfuzios periddusokat alkalmazunk, ami noveli a szovet iszkémias toleranciajat
igy protektiv szerepe van egy kés6bbi hosszantarto iszkémia karos hatasaival szemben. El3sz6r Murry és
mtsai. irtak le a modszert myocardium esetén, azédta kimutattdk, hogy szamos iszkémianak Kitett
lebenytipusban is képes a talélést javitani. Az IPreC mellett az iszkémias posztkondicionalas (IPostC) is
ugyanolyan hatasosnak bizonyult kiillonb6z6 szervek, szovetek életképességének javitasaban hosszantarto
iszkémiat kdvetden mint az [IPreC. Ennek a mdodszernek a {6 elénye tovabba, hogy egy varatlan iszkémias
eseményt kovetden is alklamazhat6 €s lehetdséget nytjt a sériilés mértékének csokkentésére.

Célunk a TMZ-vel végzett kémiai pre- és posztkondicionalas gyulladascsokkent6 és oxidativ
stresszre kifejtett hatasanak Osszehasonlitasa az iszkémias pre- és posztkondicionalassal patkany
vekonybél esetén. Ezenkiviil a két modszer, tehat a TMZ + IPreC vagy TMZ + IPostC, egyiittes hatasanak

vizsgalata, szintén kisérletiink céljat képezte.

52 ANYAG ES MODSZER

5.2.1 Kisérleti prtokoll
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A Kkisérlet elsé részében (A) az [PreC és a TMZ-vel végzett prekondicionalas hatasait hasonlitottuk
Ossze. Az allatokat véletlenszerlien 6t csoportba osztottuk (10 patkany minden csoportban). Az elsd
csoport (1. csoport) a non-iszkémias kontrollcsoport volt. Ebben a csoportban iszkémiat nem hoztunk
1étre, de laparotomiat itt is végeztiink. A tobbi csoportban (2-5. Csoport) iszkémiat hoztunk 1étre, azaltal,
hogy az a. mesenterica superiort (SMA) mikroklippel leklippeltiik. A masodik csoportban (I/R) az SMA-t
40 percre szoritottuk le, ezt pedig 1 6ras reperfuzios periodus kovette. A harmadik (Preisch.TMZ + I/R)
csoport a trimetazidin kezelt csoport volt. Ebben a csoportban a TMZ-t 30 perccel az iszkémias periodus
el6tt adtuk be. A 4. csoportban (IPreC + 1/ R, 4. csoport) iszkémias prekondicionalast alkalmaztunk: 2x5
percig (2 ciklus, 5 perces ischaemia, majd 5 perces reperfazid). Az utols6 csoportban (TMZ, IPreC + I/R)
30 perccel az iszkémia létrehozasa eldtt az allatok TMZ-t kaptak, majd kozvetleniil az iszkémias periddus
elott iszkémias prekondicionalast is elvégeztiik a fent leirt modon.

A vizsgalat masodik részében (B) az IPostC és a TMZ-vel végzett kémiai posztkondicionalas hatasat
hasonlitottuk 0ssze egymassaal és értékeltiik azt is, hogy a két modszert egyiitt alkalmazva kialakul-e
additiv hatas. Csoportonként itt is 10 alattal dolgoztunk. 1. csoport (non-iszkémias kontroll) és a 2.
csoport (I / R) az A részben leirt csoportokkal azonos volt. Kiilonbség a tobbi csoport kozott volt: a 3.
csoport (1 / R + TMZ) a TMZ-kezelt csoport volt, de ebben az esetben a reperfizié kezdetén hasznaltuk a
szert. A negyedik csoportban (I / R + IPostC) iszkémias posztkondicionalast végeztiink 3x30 sec (3 ciklus
30 masodperces reperfuzid, majd 30 masodperces iszkémia) ciklusban. Az utolsé csoportban (I / R +
TMZ, IPostC) az allatok a reperfuzié meginditasakor kaptak TMZ-t is és [PostC-t is elvégeztiik.

Az allatok a TMZ kezelt csoportokban 10 mg / kg trimetazidint (trimetazidin-dihidroklorid, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) kaptak intravénasan a v. jugularison keresztiil. A hatdéanyagot a
beadas el6tt frissen oldottuk fel 0,9% -os natrium-klorid-oldatban.

5.2.2 Sebészi beavatkozas

Az allatokat intraperitonealisan adott ketamin és diazepam 1:1 aranya keverékével altattuk, majd a has alapos
betadinos lemosasat kovetéen laparotomiat végeztiink. Ezutan felkerestiik az a. mesenterica superiort és ellatuk
a kollateralis agakat, ahogy azt Megison és mtsai. korabban leirtak. Majd a kontroll csoport kivételével,
minden csoportban iszkémiat hoztunk 1étre azaltal, hogy leklippeltiik az a. mesenterialis superiort 40 percre. A
kiilonb6z6 csoportokban TMZ-t, iszkémids pre- vagy posztkondicionalast vagy a ketté modszer kombinacidjat
alkalmaztuk. Az iszkémias periddus alatt a beleket visszahelyeztiikk a hasiiregbe, és a bOérmetszést néhany
Oltéssel ideiglenesen zartuk. 40 perces iszkémia utan

a klippet eltavolitottuk, és a véraramlas visszatérését vizsgaltuk az arterias pulzus tapintasaval,
megfigyelésével, a jejunum szinével és vascularis atjarhatosagi tesztekkel. A jejunumot 60 percig
reperfuzionaltuk, majd ennek a végén az érintett szakaszon egy koriilbeliil 10 cm-es jejunumszegmenst (15
cm-re az ileocoecalis billentyiitél) tavolitottunk el. Az eltavolitott jejunomot fizioldgias séval atmostuk, majd a

mintat 2 részre osztottuk. Az egyik szakaszt formaldehidbe helyeztiik késébbi szvettani vizsgalat
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céljabol, a masik részt azonnal folyékony nitrogénnel lefagyasztottuk és a minta feldolgozasaig -80 °C-on

taroltuk.

5.2.3 Biokémiai vizsgalat

Az MDA, GSH, SOD és SH-szinteket a szérumbdl mértiik. Az MDA szinteket Placer, Cushman és
Johnson fotometriai modszerével detektaltuk. A GSH és a plazma SH szinteket antikuagulalt teljes vérbdl
Ellman-reagenssel hataroztuk meg Sedlak és Lindsay modszerével.

A szérum szuperoxid-diszmutdz enzim (SOD) aktivitasanak mérésére az OxiSelect ™ Superoxide
Dismutase Activity Assay-t hasznaltuk a gyart6 protokolljat kovetve. (Cell Biolabs Inc., STA-340)

A gyulladasos citokinek koziil a TNF-o és IL-6 szinteket mértiilk ELISA kit segitségével. (Assay
Rat TNF-a ELISA kit #AB46070, Assay Rat IL-6 ELISA kit, #AB119548, Abcam, Cambridge, UK)

5.2.4 Hisztopatologiai vizsgalat

Harom mikron vastagsagi (Microtome: Thermo Scientific Microm Hm, 325) szovettani metszeteket,
hematoxylin-eosin (HE) festést kovetéen fénymikroszkop alatt vizsgaltuk. figyelve az intesztinalis
mucosa sériilést, gyulladas, nekrozis vagy ulceracio jelenlétét. A nyalkahartya karosodast 0 és 5 kdzott
értékeltiik, Chiu és munkatarsai altal meghatarozott szovettani score felhasznalasanak segitségével.
Ezalapjan: grade 0: Normalis villusok

grade 1: Subepithelialis Gruenhagen tér kialakulasa a bélboholy csticsi részén

grade 2: Az epithelialis réteg kozepes foku elemelkedése a csucsi részen / Subepithelialis

ur kiszélesedése
grade 3: Az epithelialis réteg massziv elemelkedése, mar a villusok oldals6 részén is
grade 4: Denudalt villusok és kitgult kapillarisok/ sejtdus lamina propria

grade 5: Lamina propria dezintegracidja/ Hemorragia, ulceracio

Az apoptotikus sejtek detektalasara a TUNEL festést is végeztiik.

5.2.5 Statisztikai analizis

A csoportok variancidja kozotti eltéréseket one-way ANOVA analizissel vizsgaltuk, majd szignifikans
eltérés esetén a tobbszords Osszehasonlitasok érdekében megfeleld post-hoc teszteket (Dunnett, Sidak)
végeztiink. Minden értéket az atlag = SEM-mel fejeztiink ki. A kiilonbséget statisztikailag szignifikansnak
tekintettiik, ha a p érték kisebb volt, mint 0,05.

5.3 EREDMENYEK

53.1 TMZ és IPreC osszehasonlitd vizsgalatinak biokémiai eredményei
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Redukalt glutation (GSH) és malondialdehid (MDA)

A GSH szintje szignifikdnsan alacsonyabb volt minden csoportban Osszehasonlitva a kontroll
csoporttal. Az I/R csoporthoz képest szignifikansan magasabb értékeket figyeltiink meg minden kezelt
csoportban (p <0,0001 minden esetben).

Az MDA szintek szignifikdnsan magasabbak voltak minden csoportban a kontrollcsoporthoz
képest, legmagasabb szintet az I/R csoportban mértiik. A kiilonb6z6 kezelt csoportok egymassal vald
Osszehasonlitasabol lathatd, hogy azokban a csoportokban, ahol TMZ kezelést alkalmaztunk (csak
onmagaban vagy IPreC-vel egyiitt), az MDA szintek szignifikansan alacsonyabbak voltak, mint az IPreC
csoportban.

Szulfhidril csoportok és szuperoxid dizmutiz enzim aktivitas

Az SH-szintek minden csoportban csokkentek a kontrollhoz képest. Azokban a csoportokban, ahol
a TMZ-t alkalmaztuk, az SH- szintek szignifikansan magasabbak voltak, mint az I/R csoportban.
Tovabba, az IPreC-t csoportban jelentdsen alacsonyabb SH-szinteket mértiink, mint az iszkémia el6tti
TMZ kezelésben részestilt csoportban.

A SOD enzim aktivitasa szintén magasabb volt minden kezelt csoportban az I/R csoporthoz képest,
bar az IPreC csoport értékei kevésbé voltak emelkedettek, mint a TMZ-kezelt csoportoké. A legjobb
eredmény abban a csoportban volt, ahol a TMZ-t és az IPreC-t egyiittesen alkalmaztuk.

Mindkét megallapitas tamogatja korabbi eredményeinket, miszerint a TMZ-nek er6sebb

antioxidans tulajdonsaga van, mint az IPreC-nak.

Gyulladisos citokinek: TNF-alfa; IL-6

A TNF-alfa szintek mindegyik csoportban emelkedtek a kontrollhoz képest. Az |1 / R csoporthoz
viszonyitva szignifikansan kisebb értékeket mértiink minden kezelt csoportban (p <0,0001 minden
esetben). A kezelt csoportok kozott jelentds eltérést csak az [PreC és a TMZ + IPreC csoportok kozott
mértiink, utébbiban elényosebb eredményekkel (p = 0,0387).

Az IL-6 eredményei hasonloak voltak a TNF-alfa mérésekhez, azzal a kivétellel, hogy az utolsd
csoportban (kombinaltan kezelt) nem volt szignifikans emelkedés a kontrollhoz képest. A kezelt
csoportok kozott nem figyeltiink meg szignifikans eltéréseket, azonban az I/R csoport eredményeihez
képest az Osszes kezelés jelent6sen csokkentette az IL-6 szinteket.

Az Osszes altalunk hasznalt kezelés bizonyos mértéki gyulladdscsokkentd tulajdonsagokkal

rendelkezik, de a leghatékonyabbnak a TMZ + IPreC kombinacios kezelése tiinik.

5.3.2 TMZ ES IPostC dsszehasonlité vizsgalatanak biokémiai eredményei
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Redukalt glutation és malondialdehid

A GSH szintek, 6sszehasonlitva a kontroll csoporttal, szignifikansan alacsonyabbak voltak
minden csoportban, kivéve az utolsoban. Az I/R csoporthoz képest szignifikansan magasabb értékeket
mértiink az dsszes kezelt csoportban. A legjobb eredményeket az utolsé csoportban figyeltiilk meg, ahol
TMZ-t és IPostC-t is alkalmaztunk.

Az MDA szintek mindegyik csoportban jelentésen magasabbak voltak a kontroll csoporthoz
képest, legmagasabb az I/R csoportban volt. A kiilonboz6 kezelt csoportokat egymassal dsszehasonltva, a
legjobb eredményt az utolso, kombinaltan kezelt csoportban lattuk, ahol az MDA szintek szignifikansan
alacsonyabbak voltak, mint a masik két kezelt csoportban

Ezek az eredmények megerdsitik alkalmazott modszerek antioxidans hatasat, és azt sugalljak,
hogy a TMZ képes javitani az [PostC hatdsat, és a legjobb eredmények akkor varhatdak, amikor a két

modszert egylittesen alkalmazzuk.

Szulfhidril csoportok és szuperoxid dizmutaz enzim aktivitas

Az SH-szintek minden csoportban alacsonyabbak voltak mint a kontrollban. Azokban a
csoportokban, ahol beadtuk a TMZ-t, az SH- szintek szignifikansan magasabbak voltak, mint az I/R
csoportban. Tovabba, az IPostC csoportban az SH-Szintek jelentésen alacsonyabbak voltak azokhoz a
csoportokhoz képest, amelyek a TMZ-t kaptak.

A SOD enzim aktivitas szignifikinsan alacsonyabb volt minden csoportban a kontrollhoz képest,
és szignifikansan magasabb volt az 6sszes kezelt csoportban az I/R csoporthoz képest (p <0,0001 minden
csoportban), bar az IPostC-csoport értékei alacsonyabbak voltak, mint a TMZ kezelt csoportoké. A
legjobb eredmény abban a csoportban volt, ahol a TMZ és az TPostC is alkalmazasra keriilt.

Mindkét megallapitas azt tamasztja ala, hogy a TMZ-nek erésebb antioxidans tulajdonsaga van, mint az

IPostC, azonban a TMZ ¢és az [PostC kombinaciodja szolgaltatta a legjobb eredményeket.

Gyvulladasos citokinek: TNF-alfa; 1L-6

A TNF-alfa szintek mindegyik csoportban emelkedtek a kontrollhoz képest. Az I/R csoporthoz
viszonyitva szignifikansan kisebb értékeket mértiink minden kezelt csoportban (p <0,0001 minden
esetben). Jelentds kiilonbségeket mértiink a TMZ-kezelt csoportok és az IPostC csoport kozott is.

Az IL-6 eredményei hasonloak voltak a TNF-alfa eredményeihez az I/R csoporthoz képest. A
kezelt csoportok kozott szignifikans kiilonbséget csak a reperfuzio kezdetén adott TMZ és az IPostC
csoport kozott lehetett kimutatni.

Mindegyik alatlunk hasznalt kezelés bizonyos mértékig gyulladasgatldo tulajdonsagokkal
rendelkezik, de a TMZ 6nmagaban alkalmazva vagy az [PostC-sal kombinacioban hatékonyabbnak tiinik,
mint maga az IPosztC.
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5.3.3 Hisztopatolégiai eredmények

5.3.3.1 Hematoxylin-eosin festés

A bélnyalkahartya-sériilés (gyulladas, nekrozis, fekély) meghatarozasahoz hematoxylin-eosin (HE)
festés tortént. A hisztopatologiai értékeléshez Chiu-osztalyozo rendszerét hasznaltuk, amely 6 fokozatot
kiilonboztet meg egymastol, 0-tol 5-ig.

Vizsgalatunkban a nem kezelt iszkémia-reperfiizios csoport (I / R) a 4. és 5. fokozat kozott
el6tt hatékonyabb volt, mint a gyogyszer alkalmazasa a reperfuzios periodus kezdetén. Hisztapatologiai
eredményeink alapjdn az [PreC hatékonyabb, mint az [PostC, és hatékonysaga hasonlod a reperfuzid
kezdetén alkalmazott TMZ kezeléshez. A korszovettani eredmények alapjan a legjobb eredmény ott volt,
ahol a TMZ-t és az IPostC-t is hasznaltuk. Tovabba megfigyelhetd, hogy a TMZ az IPostC hatasat jobban

felerositi mint az IPreC-sét.

5.3.3.2 TUNEL-festés

A kontroll csoportban a barna festddésii, apoptézisra pozitiv sejtek alig lathatoak a kriptakban. Azonban a
kontrollcsoporthoz képest az I/R csoportban, a pozitiv sejtek mennyisége szignifikansan magasabb volt. A
kezelt csoportokon beliil a kezelések hatékonysaga alapjan megfigyelhet6 egy tendencia: a legrosszabb
eredményeket az IPostC csoportban kaptuk, ezt koveti az IPreC, az iszkémia elétt adott TMZ, a
reperfuzio kezdetén alkalmazott TMZ, a kombinalt. TMZ + IPreC csoport és végill a TMZ + IPostC
kezelt csoport. Ugyanaz a patologus, aki elvégezte a TUNEL-festést értékelte az eredményeket azalapjan,
hogy 8 kriptat alapul véve (egy reprezentativ teriiletr6l) mennyi volt a pozitiv sejtek szama. A hasonlo
kezelt csoportok (pl. IPreC-1PostC; TMZ iszkémia el6tt adva-TMZ reperfuzio kezdetén alkalmazva, TMZ
+ IPreC-TMZ + [PostC) nem mutattak jelentds kiilonbségeket. Mindazonaltal a pozitiv sejtek szamanak
csokkenése szignifikans volt a kombinaltan kezelt csoportok (TMZ + IPreC, TMZ + IPostC) és az
iszkémias pre- vagy posztkondicionalt csoportok kozott. A kezelt csoportokban a pozitiv sejtek szama
jelentésen alacsonyabb volt, mint az I/R csoportban, azonban a legjelentdsebb csokkenést a kombinalt

kezelt csoportokban figyeltiik meg.

5.4 DISZKUSSZIO

A jejunum az egyik leggyakrabban hasznalt szabadlebeny a fej-nyak régioban, a garat és a cervicalis

nyeldcso helyreallitasaban, de emellett alkalmas a hiively rekonstrukcidjara is. A jejunum azonban az
egyik legérzékenyebb szovet az iszkémia-reperfiiziés karosodasokra a testben, ezért a lebeny atiiltetés
sikerét nagymértékben befolyasolja a vékonybél érzékenysége az iszkémia-reperfuzids karosodasokkal
szemben. A jejunum-lebenyek ezen tulajdonsaga egy jelentds stresszor a sebészek szdmara mitét soran

(anasztomozis) és a posztoperativ fazisban is. Az iszkémias sériilést az egyik legfontosabb etiologiai
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tényezOként tartjdk szamon a posztoperativ szovodmények kialakulasdban, mint példaul a fistula
képzddés vagy a stenosis eléfordulasa.

Szabad jejunum lebeny atiiltetés soran elkeriilhetetlen az iszkémias periodus, amely az ezt kovetd
reperfuzidval stulyos nyalkahartya-sériilésekhez vezethet. A szerkezeti karosodast mikroszkoposan mar néhany
perccel az iszkémias inzultus megjelenése utan meg lehet allapitani. A gyors pusztulas hatterében zajld
mechanizmusok még nem teljesen egyértelmiiek, bar valoszinileg szerepet jatszik benne a savak altal kivaltott
lizoszomalis membran diszrupcid, a sejt energia raktarainak csokkenése és a toxikus metabolitok
akkumulacidja. Az iszkémias szévetek reperfuzidja soran bekovetkezé hirtelen oxigénbearamlas fokozza az
oxigén szabad gyokok képzodését, az apoptdzist és a gyulladasos mediatorok termelédését. A gyulladasos
valasz magaban foglalja az endothelialis sejtek adhézios molekulainak fokozott expressziojat, a komplement
aktivaciot, az endothel-barrier diszfunkciot, a leukocitak és makrofagok fokozott toborzasat, a nuklearis
transzkripcios factor kB aktivalasat és a pro-inflammatorikus citokinek (TNF-alfa, IL-1, IL-6 és IL-8)
kovetkezményes overexpressziodjat. Az iszkémia-reperfiiziés karosodas altal okozott gyulladas a vékonybél
nyalkahartyajan fokozott enterocyta apoptosist, bélboholy ulceraciot valamint fokozott leukocyta és trombocita
adhéziot eredményezhet, ami a mikrocirkulacio karosodasahoz vezethet.

Szamos allatkisérletb6l szarmazd adat igazolja az iszkémias pre- és posztkondicionalas
hasznalatanak biztonsagossagat és hatasossagat. A két modszerben kozos, hogy rovid szubletalis I/R
ciklusokat alkalmazva a hosszabb iszkémiat megel6z6en vagy kozvetlentil utana, védelmet nyujtanak,
azaltal hogy a szovetek iszkémias tlirOképességét novelik a karosodassal szemben. Szamos vizsgalat
igazolta a két modszer hatasossagat kiillonbozo szervek és szovetek, példaul a szivizom, az agy, a maj, a
vesék, a jejunum, a bor és izomlebenyek iszkémias toleranciajanak ndvelésére.

A trimetazidin (TMZ), a 1- (2,3,4-trimetoxi-benzil) -piperazin-dihidroklorid egy hatékony, jol
toleralhat6 gydgyszer, amelyet foként angina pektoriszban alkalmaznak. A TMZ-kezelés kedvezd hatasa
iszkémids szivbetegségben és szivelégtelenségben szenvedo betegeknél jol dokumentalt, és a gydgyszer
iszkémids, gyulladascsokkentd hatasait mas iszkémids szervekben is leirtak.

A szovetkarosodas és az oxidativ stressz szintjének meghatarozasahoz a kdvetkez6 paramétereket
mértik: MDA, GSH, SH, SOD. A gyulladasos valasz megitélése céljabol az IL-6 és a TNF-a szinteket
detektaltuk. Minden kezelt csoportban, kiilonésen ahol a TMZ-t alkalmaztuk csokkent oxidativ stresszt
észleltiink az MDA kisebb mértékii emelkedésével (p <0,05) és az antioxidans rendszerek (SOD, GSH,
SH) kisebb mértékii csokkenésével.

A jelenlegi vizsgalat azt is kimutatta, hogy az I/R gyulladasos valaszt indukalt, amelyet a
proinflammatorikus citokinek szintjének, koztik a TNF-a, IL-6, szignifikans emelkedése igazolt.
Kiilonbozo kezeléseink képesek voltak csokkenteni a gyulladas mértéket.

Szovettani vizsgalataink soran Chiu €s munkatarsai altal kidolgozott pontozasi rendszert
hasznaltuk, amely leirja a bélben kialakult iszkémia-reperfuzios karosodashoz kapcsolodd morfologiai
valtozasokat és nyalkahartya-karosodasokat. A hematoxilin-eozin festést kovetéen csoportokban TUNEL-
festést alkalmaztunk. Ez a modszer képes megallapitani az apoptézis szintjét. Esetiinkben a leginkabb
érintett teriilet az I/R csoportban volt, ahol a legmagasabb volt az apoptotikus sejtek szama. A legjobb
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eredményeket a kontrollcsoportban talaltuk, azonban a TMZ + IPreC és a TMZ + [PostC eredményei
kozel azonosak voltak a kontroll csoportéval.

Korabban Tetik és mtsai. szintén vizsgaltdk a TMZ citoprotektiv hatasat patkanybél iszkémia-
reperfazids sériiléseivel szemben. Intravénasan 3 mg / kg TMZ-t adtak be 10 perccel az iszkémia kivaltasa
el6tt. Az iszkémias periodus 60 perc volt, amelyet 120 perces reperfuzio kdvetett. Ebben a vizsgalatban csak az
MDA mérését, a myeloperoxidaz szintek értékelését, és a HE-festést végezték el. Eredményeik szerint a TMZ
elokezelés a lipid peroxidacio és a neutrophil infiltracio gatlasaval csokkentette, de nem akadalyozta meg az
I/R altal okozott szoveti karosodast. Szemben ezzel a vizsgalattal, mi csak 40 perc iszkémiat alkalmaztunk,
amit 60 perces reperfizid kovetett és a TMZ dozisa a mi esetiinkben 10 mg / kg volt a korabbi vizsgalatokra
alapozva. A 40 perces iszkémias id6t azért valasztottuk, mivel transzplantaciés modellben patkany vékonybél
esetén ezt hataroztak meg kritikus id6 hatarnak, annak ellenére is, hogy a karosodas mar az iszkémia elsé 15
percén beliil jelentkezik. Erdekes médon a reperfuzié soran a vékonybél képes 6njavité mechanizmusokat
inditani, igy az el6z6 nyalkahartya-karosodas eltiinik, ha a reperfuzids periddus elég hosszi. Ezért csak 60
perces reperfuizios id6t hasznaltunk a vizsgalatban.

Egy masik tanulmanyban Yalcin és mtsai. a trimetazidin hatasat égés indukalta bélnyalkahartya-
sériilés és vese karosodas kapcsan vizsgalta patkanyokban. 3mg / kg dozisa TMZ-t hasznaltak, és azt
talaltak, hogy a TMZ csokkentette a mieloperoxidaz (MPO) szinteket, de nem volt hatasa a GSH / GSSG
¢s az MDA szintekre. Az MDA- és GSH-szintek eltéré eredményeinek magyarazata vizsgalatunk és az
altaluk végzett vizsgalat kozott, az lehet, hogy a gyogyszert eltér6 doézisban alkalmaztuk, illetve a
létrehozott iszkémia sulyossaga is kiilonbozo lehetett. Kisérleteink soran hasznalt iszkémias pre- €s
posztkondcionalas hosszat korabbi vizsgalatok alapjan valasztottuk Ki, melyek szerint az iszkémias
elokezelés legoptimalisabb iddtartama a bélben 2 x 5 perc volt, és az iszkémias posztkondicionalas
esetében a legjobb eredményt pedig 3 x 30 masodperces ciklusok alkalmazasaval lehetett elérni.

Vizsgalataink alapjan a TMZ-kezelés igéretesnek tiinik, és hasznos gyogyszer lehet a szabad
jejunum lebenyek atiiltetése soran, vagy minden olyan esetben, ahol a bél I/R sériilése meril fel.
Kétségtelen, hogy tovabbi vizsgalatokra van sziikség ahhoz, hogy megtalaljuk a gyogyszer

alkalmazasanak optimalis koriilményeit a human miitétek soran is.

55 KONKLUZIO

Mindegyik kondicional6 eljaras onmagaban vagy kombinacioban csokkentette az oxidativ stressz és a
gyulladas mértékét, valamint javitotta a szovettani megjelenést. Azonban, eredményeink alapjan a TMZ-
nel végzett farmakologiai prekondicionalas /posztkondicionalas hatékonyabbnak bizonyult a jejunumban,
mint az iszkémias pre- vagy posztkondicionalas. Ezenkiviil a TMZ képes volt novelni mindkét elébb
emlitett modszer hatékonysagat is. Kovetkeztetésként a TMZ igéretes gyogyszer lehet a szdvetek
iszkémids toleranciajanak novelésére, és fontos szerepet tolthet be nemcsak a kardiolégiaban, hanem a

sebészet tertiletein is.
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6 UJEREDMENYEK

1.) Elsé6 kisérletiinkben a BFSP1 fehérje szerepét vizsgaltuk human emlédaganatokban.

Eredményeink alapjan ezek a kdvetkeztetések vonhatok le:

a. A BFSP1 nem csak a szemlencsében, hanem ex vivo human emlddaganat sejtjeiben is
expresszalodik.

b. A tumormintakban és a szérumban ugyanaz a BFSP1 fehérje mutathato Ki.

c. Kiilonbség van a BFSP1 tartalomban attol fliggben, hogy a szovetmintak a tumorbdl vagy
tumormentes teriiletrél szarmaznak.

d. A BFSP1 fehérje 0j diagnosztikai marker lehet az emlédaganatok (hisztopatologiai tipus:
karcindma ductalis infiltranok) esetében és jelent0s szerepet tdlthet be a késGbbiekben a

diagnozis felallitasaban illetve a betegek miitét utani nyomon kdvetésében is.

2.) A masodik és a harmadik vizsgalatban igazoltuk a trimetazidin (TMZ) iszkémia-reperfuzios
karosodassal szembeni hatasat borlebeny és vékonybél esetén is. Ezen kisérletek alapjan
megallapithatjuk, hogy:

a. Az iszkémia-reperfiizio karos hatasa a lebenyekben makroszkoposan lathaté elvaltozasok
nélkiil is el6fordulhat.

b. A TMZ képes csokkenteni az oxidativ stressz paraméterek (MDA, GSH, SH-, SOD) szintjét és
a gyulladasos valasz (TNF-alfa, IL-6, szovettan) mértékét.

c. A TMZ csokkentheti az apoptotikus sejtek mennyiségét.

d. Az iszkémia el6tt illetve utan adott TMZ kezelések k6zo6tt nincs egyértelmi kiilonbség, azonban
mindkettd hatékony modszernek bizonyult az iszkémias tolerancia ndvelésére borlebenyek
disztalis teriiletein.

e. Ugyanaz a TMZ-dozis (10 mg / kg), amelyet borlebenyekben hasznaltunk, hatasos volt a
jejunumban is.

f. A TMZ d6nmagaban hatékonyabb (fiiggetleniil az adagolas idejét6) mint 6nmagaban az
iszkémias pre (IPreC) vagy posztkondicionalas (IPostC).

g. A TMZ képes az iszkémias pre- és posztkondicionalas anti-iszkémias hatasanak javitasara. Ez

a hatas er6sebb, ha a TMZ-t az iszkémias posztkondicionalassal alkalmazzuk egyfitt.
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