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ROVIDITESEK JEGYZEKE

3D 3 dimension; haromdimenzio

0] atmeéro

AFP alfa-foetoprotein; alfa-fotoprotein

AIRS autologous intestinal reconstructive surgery; autolog intestinalis rekonstruktiv sebészet
ALG antilimfocita-globulin; antilimfocita-globulin

AMI acute mesenteris ischaemia, akut mesenterialis ischaemia

AMP adenosine-monophosphate; adenozin-monofoszfat

AMS a. mesenterica superior

ATP adenosine-triphosphate; adenozin-trifoszfat

AU arbitrary unit; tetszoleges egység

BAL bioartificial liver assist device; biomesterséges majmiikodést segité eszkoz
BU Bergmayer Unit; Bergmayer egység

°C Celzius fok

Cr hékapacités (allandé nyomason)

CAMP cyclic adenosine monophosphate; ciklikus adenozin-monophoszfat

KAT catalase; katalaz

CA carcioembryonic antigen; carcinoembrionalis antigén

CEA cultured epithelial allograft; epithelialis allograft sejtkultura

CK5 cytokeratin 5

CT computer tomographia

CyA cyclosporin-A

DAMP damage-associated molecular pattern; karosodassal 6sszefiiggdé molekularis mintazat
DCIS ductalis carcinoma in situ

DSC differential scanning calorimetry; differencial pasztazo kalorimetria

EC Euro-Collins

EC extracellular; extracellularis

ECMO extracorporal membrane oxigenator; extrakorporalis membran oxigenator
EMSA electrophoretic mobility shift assay; elektroforetikus mozgékonysagi eltolodas vizsgalat
ERK1/2 extracellular signal-regulated protein kinase; extracellularis szignal-regulalta kinaz
ET enteralis taplalas

f number of degrees of freedom, szabadsagfok

FDA Food and Drug Administration; Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hivatal (USA)
FTAB finom tlis aspiracios biopszia

GIR gasztrointesztinalis rendszer

GLOBOCAN global cancer

GPx glutathione-peroxidase; glutation-peroxidaz

GR glutathione-reductase; glutation-reduktaz

GST glutathione-s-transferase; glutation-s-transzferaz

GSH reduced glutathione; redukalt glutation

GVHD graft-versus-host-disease; graft-kontra-gazdaszervezet kozotti betegség

H calorimetric enthalpy; kalorimetrias entalpia

H&E haematoxylin and eosin; haematoxilin és eozin

H202 hydrogen peroxide; hidrogén-peroxid

HBD heart-beating donor; dobogo-szivii donor

HES hydroxyethyl starch; hidroxietil-keményit6

Her2 human epidermal growth factor receptor 2; emberi epidermalis novekedési faktor receptor 2
HLA human leucocyte antigens; human leukocita antigének

HOCI hypochlorous acid; hipoklorossav

HSP heat shock protein; hésokk fehérje

HTK hisztidin-triptofan-ketoglutarat

HVGD host versus graft disease, gazdaszervezet-kontra-graft kozotti betegség
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I/IR ischaemia/reperfusion; ischaemia/reperfuzid

IC intracellular; intracellularis

IFN interferon

Ig immunoglobuline; immunoglobulin

I-kappaB inhibitor-kappaB

IL interleukine; interleukin

ILC invasive lobular carcinoma; invaziv lobularis carcinoma

im. intramuscular; intramuscularis

ip. intraperitoneal; intraperitonealis

IPC ischemic preconditioning; ischaemias prekondicionalas

IPO ischemic postconditioning, ischaemias posztkondicionalas

IU international unit; nemzetko6zi egység (NE)

Iv. intravenous; intravénas

JAK Janus kinase, Janus-kinaz

JNK c-Jun N-terminal kinase; c-jun N-terminalis kinaz

K kontroll

°K Kelvin fok

KAT catalase, katalaz

KO knock out, génhianyos

I liter

L-selectin L-szelektin (CD62L/LECAM-1)

mAb monoclonal antibody; monoklonalis antitest

MACI matrix-induced autologous chondrocyte implantation; matrix-serkentette autoldg porcsejt beiiltetés
MALT mucosal associated lymphatic tissue; mucosahoz kapcsolddd nyirokszovet
MAPK mitogen-activated protein kinase; mitogén aktivalt protein kinaz
MDA malondialdehide; malondialhehid

MM melanoma malignum

MOF multi organ failure; sokszervi elégtelenség

MPO myeloperoxidase; myeloperoxidaz

MRI magnetic resonance imaging; magneses rezonancia képalkotas
MT metallothioneine; metallothionein

MTX metotrexate; metotrexat

mw milliwatt

NADPH nikotinamid-adenin-dinukleotid foszfat
NF-kappaB nuclear factor-kappa B; nuklearis faktor-kappa B

NFRs nitrogen free radicals; nitrogén eredetli szabadgyokok

nmol/mg nanomol/milligramm = pmol/g

nmol/mi nanomol/milliliter = umol/1

NO- nitrogen monoxid radical; nitrogén-monoxid gyok

NO2e nitrogen dioxide radical; nitrogén-dioxid gyok

NOMI nonocclusive mesenteric ischaemia, nem okkluziv mesenterialis ischaemia
OFRs oxygen free radicals; oxigén eredetli szabadgyokok

10, singlet oxygen; szingulett oxigén

Oy superoxyl-anion radical; szuperoxid-anion gyok

02> peroxide-anion; peroxid-anion

O3 ozone; 6zon

OH- hydroxyl radical; hidroxilgyok

OH>e hidroperoxy| radical; hidroperoxilgyok

PAC:R PACAP 1 receptor

PACAP pituitary adenylate cyclase activating polypeptide; hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid
PASI psoriasis area and severity index; psoriasisos teriilet és sulyossagi index
PET-CT pozitronemisszios tomografia - komputertomographia

PMNs polymorphonuclear leukocytes; polymorphonuclearis leukocytak



PTE MAB  Pécsi Tudomanyegyetem, Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsag

PUVA psoralen ultraviolet A; pszoralén és UVA egyiitt

R Regnault constant; Regnault dlland6

RANTES regulated on activation normal T cell expressed and secreted chemokine (CCL5)
RBS rovidbél-szindroma

RIA radioimmunassay

RISK reperfusion injury salvage kinase; reperfuizios karosodast megment6 kindz
RLU relative light unit; relativ fényegység

RO- alkoxilgyok

RO, peroxilgyok

ROS reactive oxygen species; reaktiv oxigén fajtak

RNS reactive nitrogen species; reaktiv nitrogén fajtak

S sham operated; aloperalt

SE standard error; standard hiba

-SH group  sulfhydryl group; szulfhidril-csoport

SICAM-1 soluble intercellular adhesion molecule-1 (cd54); szolubilis intercellularis adhézios molekula-1
SOD superoxid-dizmutase; szuperoxid-dizmutaz

T hédram maximumadnak feléhez tartoz6 hdmérsékleti tartomany

TBA thiobarbituric acid; tiobarbitursav

TBS tris buffered saline; TRIS pufferolt s6oldat

TEBV tissue engineered blood vessel; szovettenyésztéssel eléallitott vérerek
TIMP-1 tissue inhibitor of metalloproteinase-1; metalloproteinaz-1 szoveti inhibitora
Tm maximal melting temperature; maximalis denaturaciés hémérséklet
TNFa tumor necrosis factor alpha; tumor nekrdzis faktor alfa

TOS total oxidant status; teljes oxidans allapot

TPT teljes parenteralis taplalas

TUNEL terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labeling

ttkg testtomegkilogramm

UVA ultraviolet A; ultraviola A

uvB ultraviolet B; ultraviola B

UH ultrahang

uw University of Wisconsin

VEGF vascular endothelial growth factor; vaszkularis endotél novekedési faktor
VIK villi/crypt ratio; villus/kripta hanyados

VIP vasoactive intestinal polypeptide; vazoaktiv intestinalis polipeptid

VMS V. mesenterica superior

VPAC:R a PACAP VIP-el kozds receptora

VS versus; =szemben, ellenben

WHO World Heath Organisation; Egészségiigyi Vilagszervezet

WT wild type; vad tipus

XD xantin-dehidrogenase; xantin-dehidrogenaz

X0 xantin-oxidase; xantin-oxidaz

pmol/g mikromol/gramm = nmol/mg

umol/L mikromol/liter = nmol/ml
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A dolgozatban szerepld idegen szavak €s orvosi szakkifejezések irasakor a Fabian Péter és Magasi
Péter fOszerkesztéségével megjelent Orvosi helyesirasi szotar (Akadémia Kiado, Orszagos
Orvostudomanyi Informdacios Intézet és Konyvtar, Budapest, 1992) irasmodjat vettiik alapul. Az
ezt kdvetden sziiletett és elterjedt elnevezések esetén a szerzé a National Library and Medicine
(https://www.nlm.nih.gov) 4altal elfogadott nomenklaturat kovette ¢és torekedett a napi
gyakorlatban is hasznalt magyar vagy angol terminoldgiat magéaba foglalo irdsmod hasznalatara.
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1. ELOSZO

It is a simple fact that basic scientists cannot be surgeons,
so it is essential that surgeons be scientists.” azaz
., Egyszeriien tény, hogy a kutatok nem lehetnek sebészek,
ezert elengedhetetlen, hogy a sebészek legyenek kutatok.”
Joseph E. Murray (1919-2012), amerikai sebésztdl szarmazik az idézet, aki 1954-ben elvégezte az els6 sikeres

human vesetranszplantaciot, és 1990-ben E. Donnall Thomas-al k6zosen orvostudomanyi Nobel-dijat kapott
"az emberi betegségek szerv- és sejttranszplantacioval valo kezeléséért".

Doktori miivet irni konnyti és egyben nehéz feladat is. Konny(, mert ,,csak” le kell irni a
célkitlizéseket, a kisérleteket és vizsgalatokat, valamint a kapott eredményeket 6ssze kell vetni
masok tapasztalataival, szintetizalni kell a téma ismeretanyagat. Masrészrél nagyon nehéz, mert
a szerz6 tobbnyire nem ir6 (kivéve a nyelvtudomanyi/bélcsész vénajuakat és/vagy
végzettséglieket) és az orvostudomany, a technoldgia rohamos fejlédése miatt hatalmas
mennyiségii adat és eredmény all rendelkezésre, ami rovid id6 alatt valtozik, mint ahogy
napjainkra a tudomanyos eredmények 2 évente duplikalodnak. igy egy-egy tudomanyteriilet el
is tinhet (pl. a fekélysebészet és kutatdsa nyomtalanul eltiint, és a ma még egzisztalo
onkosebészetre is ezt prognosztizaljak, vagy akar tobb évtizednyi kutatomunka 6sszefoglalasa
lehetetlentilhet el emiatt. Minezen hezitalasok ellenére az elmult kozel 200 évben mégis sok
kutatd ragadott tollat, irogépet vagy klaviatarat, és foglalta Ossze doktori miivét, egyben
tudomanytorténeti korrajzot is adva adott tudomanyteriilet aktualis eredményeir6l. Most a
szerzd is erre tesz kisérletet.

Jelen dolgozat két f6 témakort érint. Egyrészt a vékonybél atiiltetést, ugyanis a bél az egyik, ha
nem a legkiilonlegesebb a transzplantalt szervek kozott. Transzplantalhatdsagat fokozott
immunogenitasa mellett az is neheziti, hogy az egyik legérzékenyebb szovet az
ischaemids/reperfuzios (I/R) karosodasokra. Az immunologiai problémakat kizarva kisérletes
vékonybél autotranszplanticiés modellekben vizsgaltuk az I/R kdrosodasokat és kivédési
lehetdségeit. Kutatasaink célja egyrészt az oxidativ stressz paraméterek, az apoptozis jelatviteli
utjainak, az ischaemias pre- és posztkondicionalasnak, valamint a hipofizis adenilat-ciklaz
aktivalo polipeptid (PACAP) oxidativ stresszre gyakorolt hatdsainak vizsgalata volt meleg €s
hideg I/R modellekben. Kutatasunk masik részét kiilonb6z6 klinikai korképekben (psoriasis,
pancreatitis, pancreas daganat, melanoma malignum, emldtumor) szenvedd betegek
vérplazmajanak differencial pasztazé kalorimetrias (DSC) vizsgalataibol all. Ezzel a
termoanalitikai médszerrel monitoroztuk a betegek aktualis allapotat, a betegség sulyossagaval,
a gyogyszeres vagy miitéti kezeléssel vald Osszefliggését. A mil szerteagazd és komplex
sebészeti €s metodikai protokollokat tartalmaz, melyek témaja 1jnak tekinthetd.
Béltranszplantacio téméaban mads allatkisérletes szintli kutatas sincs ezenkiviil hazankban.
Emellett szdmos mas érdekes és izgalmas témaban is dolgoztam, melyek, noha sajat vizsgélatok
voltak, de didaktikailag nem illettek bele jelen mii témajaba (14sd az in extenso kdzleményeket).

2020 marciusdban, a hazankat eléré Covidl9 pandémia idején masodik alkalommal keriilt
kiirasra a ,,MTA doktora cim megszerzésére iranyulo értekezés megirasanak a 14 év alatti
gyermeket nevelo kutatonok tamogatdasa...” cimi palyazati felhivas. Nagy 6rom volt szamomra
a sikeres palyazat. Ezuton is koszondm a birdloknak, mellyel egy fontos 0sztonzést, pozitiv
visszaigazolast és lehetdséget kaptam, hogy 3 gyermekes kutatondként az elmult 20 év kutatasi
eredményeit 2022-ben akadémiai doktori értekezésben osszefoglaljam.
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2. BEVEZETES

Napjainkban tarsadalmi szinten is egyre intenzivebb figyelmet kap a mindségi taplalkozas
fontossaga, az élelmiszerbiztonsdg és a fenntarthatd kdrnyezet viszonya. Osszességében a
bélrendszeriinkre valo odafigyelés hangstlyosabb valt, a mikrobiom kutatas forradalma vagy
a ,.back to the nature”, ,,az vagy amit megeszel” és a ,legyen a taplalék a gydgyszered”
szlogenek pedig mar a prevencio fontossagat helyezik az emberek gondolkodasanak fokuszaba.

Egy szerv elégtelensége olyan foku strukturdlis és ennek kovetkeztében maradando
funkciozavart jelent, mely Ilehetetlenné teszi a szerv tovabbi normal mikodését. A
bélelégtelenség gyogyitasanak jelenlegi kezelési modszere az enteralis és parenteralis taplalas
mellett a kiilonb6z6 bélhosszabité miitétek, valamint a vékonybél izolalt vagy multiorgan
allotranszplantacidja. Kutatasi fazisban vannak a kiilonbdzd bél 3D-organoid struktarak és a
genetikailag modositott sertésszervek xenotranszplantacioja.

A szervatiiltetés a XX. szdzad orvostudoményanak egyik legnagyobb vivmanya volt. A
szervtranszplantacié egyik f6 kovetelménye a szerv parenchymdjanak és vasculaturajanak
minél jobb megdrzottsége, mely a szerv funkciodjat biztositani képes a keringés helyreéllitasat
kovetden. Barmely szerv atiiltetésekor, igy a vékonybél transzplanticiojakor is elkeriilhetetlen
a szerv kiilonb6z6 idétartamt hideg és meleg ischémiaja, majd ezt kdvetd reperfiizidja, mely
bar az egyetlen alternativaja a szerv tulélésének, mégis szdmos problémat rejt magaban. A
konzervalo oldatok tesztelése, a maximalis ischaemias id6 meghatarozasa, illetve a kiilonb6z6
szazad eleji technoldgia altal tamogatott kutatdsok fokuszaba kertilt.

A szoveti karosodasok kimutatasanak egyik konvencionalis modja a hisztologiai
vizsgalat. Vékonybél dsszetett struktiraja esetén azt lattuk, hogy mig a mucosa karosodasok jol
kovethetdk, addig az izomrétegben bekdvetkezd valtozasok nem jellegzetesek. A differencidl
pasztazé kalorimetria (Differential Scanning Calorimetry: DSC) egy olyan termoanalitikai
technika, amely egy minta és egy referencia hdaramlasi sebességének kiillonbségének mérésére
hasznalnak egy ellenérzott hémérséklet-tartomanyban. Ezeket a méréseket fazisdiagramok
készitésére €és olyan termoanalitikai informaciok gylijtésére hasznalhatjuk, mint példaul az
atmeneti hémérsékletek ¢és entalpiak. A technikat eldszor szervetlen anyagok fizikai
tulajdonsagainak kutatasara, majd az 1980-as és 1990-es évekt6l egyre tobb, kiilonbozo
biologiai struktura valtozasanak ex vivo elemzésére alkalmaztak.

Napjaink ismert vizsgalati modszerei mellett folyamatos az igény az 0j diagnosztikai
modszerek fejlesztése és tesztelése irant, mely lehetdvé teszi korai stadiumban felismerni,
nyomon kovetni a tumorokat vagy kronikus gyulladasos betegségeket. Kutatdsainkban a
differencial pasztazd kalorimetrias vizsgalati modszer altal tesztelhetd valtozasokat kerestiik
kiilonbozd daganatos és gyulladasos betegségek klinikai beteganyagain.

A szerzd 1998 o6ta kisérletes modellekben kutatja a vékonybél meleg ¢s hideg I/R-S
karosodasat és kivédési lehetdségeit tobb pécsi intézettel torténd kollaboracid sordn. A
termoanalitikai vizsgalatok 2008-ban kezdddtek kezdetben bél és vese kisérletes munkéakban,
majd kiilonb6z6 daganatos és gyulladasos korképekben szenvedd betegek vérplazmajanak
tesztelése soran.
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3. CELKITUZESEK

Kutatasunk 7 f6 célkitlizése alapvetden a klinikai gyakorlattal Osszefliggd két kérdéskorbe
sorolhatd. Egyrészt célunk volt kisérletes allatmodellekben a vékonybél meleg és hideg I/R
karosodasanak és kivédési lehetoségeinek vizsgalta. Masrészt célul thztiik ki kiilonb6z6 klinikai
koérallapotokban a humén vérplazma differencidl pasztazo kalorimetrids vizsgélatat.

1 1. Célunk volt kiilonb6z6 idotartamti meleg I/R hatasara fellép6 oxidativ karosodas és hisztologiai
valtozasok vizsgalata patkany bélszovetben. Arra is kerestiik a valaszt, hogy ez milyen hatassal lesz
a kering0 vér sav-bazis egyenstlyara a reperfuzio alatt.

2. Immunologiai problémak kizarasara vékonybél hideg konzervalast és autotranszplantaciot
magaba foglald kutyamodellben vizsgalni kivantuk, hogy a vékonybél kiilonbozé Osszetétell
oldatban és kiilonb6z0 ideig tartd hideg troldsa milyen hisztologiai valtozasokat idéz eld, €s milyen
hatassal lesz ez a vér sav-bazis paramétereinek egyensulyara.

3. Célunk volt vizsgalni - a korabban mar kutyakisérletben kimutatott klasszikus IPC utan - az IPC
késoi hatasat a bélszoveti oxidativ stresszre. Ebben a modellben tanulmanyozni kivantuk az IPC
korai, illetve kés6i hisztologiai hatasait. Kiilonb6zé6 IPC ciklusokat alkalmazva
patkanykisérletekben arra kerestiik a valaszt, hogy a transzkripcids faktor NF-kappaB milyen
iitemben aktivalodik a bélsejtek citoplazmdjaban és sejtmagjdban, illetve, hogy mi a folyamat
dinamikéja.

4. Kisérleti célkitiizéseink kozott szerepelt nagyallatmodellben mind meleg I/R-s, mind hidegen
konzervalt és autotranszplantalt vékonybél vizsgalata. Arra kerestiik a vélaszt, hogy az ischaemias
inzultus utan alkalmazott ischaemias posztkondicionalas javitja-e a szoveti oxidans-antioxidans
allapotot és csokkenti-e a hisztologiai karosodéasokat.

5. Vizsgalni kivantuk a bélszoveti neuropeptidek koziil a PACAP38 és PACAP27 endogén
immunreaktivitasat, valamint az exogén modon intravénasan vagy a konzervald oldathoz adott
PACAP38 hatasat az oxidativ vagy szoveti karosodasokra meleg I/R ¢€s hideg konzervalast kdvetd
autotranszplantacios ragcsalo modellekben. Valaszt kerestiink azokra a kérdésekre is, hogy a
hidegen konzervalt vékonybélben milyen a jelatviteli kinazok aktivalodasi liteme és milyen a
szoveti citokin/kemokin expresszido mértéke. Célunk volt annak vizsgalata is, hogy a PACAP38
vad tipusu és homozigota PACAP-génhidnyos egerek esetén milyen mértékli oxidativ karosodas
1ép fel, és hogyan véltozik a bél szoveti szerkezete meleg és hideg I/R soran.

6. Célul tluztik ki annak vizsgalatat, hogy a bélszovet meleg és hideg I/R okozta szerkezeti
karosodasa kimutathato-e DSC moddszerrel patkdnybélben. Ha igen, akkor tovabb kivantuk
vizsgalni, hogy van-e kiilonbség az egyes bélfalrétegekben 1étrejovo valtozasokban.

7. Célunk volt annak vizsgalata, hogy DSC modszerrel detektalhatdo -e eltérés a human
vérplazmakban kiilonb6zé daganatos (MM, emldécarcinoma, pancreas adenocarcinoma) €s
gyulladdsos (pancreatitis, psoriasis) korképek esetén az egészségesek vérmintaihoz képest. A
daganatos korképek esetén a termoanalitikai méréseket ki kivantuk terjeszteni annak vizsgélatara,
hogy a primer daganatos és az attéteket add esetek kozott talalunk-e kiilonbséget a vérplazma
komponensek termikus viselkedésében. A gyulladdsos korképek esetén vizsgalni kivantuk a
valtozasok Osszefiiggését a betegség sulyossagaval. Psoriasisban szenvedo betegeknél célunk volt
annak vizsgalata, hogy a gyogyszeres kezelés esetén lathato-e eltérés a plazma DSC-gorbéjén.
Végiil, céljaink kozott szerepelt az egyes betegségeknél kapott DSC-gorbék dekonvolucioval
torténo ,,felbontasa”, elemzése.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

ANYAGOK

A Kkisérletekben hasznalt anyagok, kittek és szoftverek betiirendben:

antitestek (foszfo-p44/42 MAPK [Thr202/Tyr204], foszfo-SAPK/JNK [Thr183/Tyr185],
foszfo-p38 MAP kinaz [Thr180/Tyr182], (Cell Signalling Technology Inc, Beverly, USA);

avidin-biotin komplex reagens (Vectastain ASC Kit, Vector Lab. Inc., Burlingame, Kanada);

EC oldat (Euro-Collins®, Fresenius Biotech, Bad Homburgh, Németorszag);

Flurokine MAP Rat Base Kit (R&D Systems, Biomedica, Magyarorszag);

GenePix Pro 3.0 szoftvert (Molecular Devices LLC, USA);

Glutathione Assay Kit (Calbiochem, Darmstadt, Németorszag);

GSH Assay Kit (Abcam Cambridge, UK);

HEPES puffer (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA);

Lipid Peroxidation Assay Kit (Calbiochem, Darmstadt, Németorszag);

Lipid Peroxidation (MDA) Assay Kit (Abcam Cambridge, UK);

Luminex 100 IS szoftver (Luminex Corp, USA);

MicroCal Origin (ver. 8.0) program (Microcal Software, USA);

NF-kappaB enzim immunoassay (Oxford Biomedical Research, Oxford, Ml, USA);

PACAP27 és PACAP38 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA);

PMSF proteaz inhibitor (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA;

Rat Base kit Assay (R&D Systems, Biomedica, Magyarorszag);

Rat Cytokine Array Panel A Array kit (R&D Systems, Biomedica, Magyarorszag);

Scion Image Software (Scion Corporation, USA);

Superoxide Dismutase Assay Kit (Calbiochem, Darmstadt, Németorszag);

Superoxide Dismutase Activity Assay Kit (Abcam Cambridge, UK);

TE puffer (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

UW oldat (ViaSpan®, Bristol-Myers Squibb P. Ltd, Austria)

Egyetemi Gyogyszertarbol vagy allatgyogyaszati patikabol keriiltek beszerzésre a
felhasznalt infaziok, oldatok és gyogyszerek:

atropin (Atropinum Sulfuricum®, EGIS Gyodgyszergyar Zrt., Budapest), azaperon (Stresnil®,
Jannsen Animal Health, Belgium), diazepam (Seduxen®, Richter G. Gyogyszergyar Zrt.,
Budapest), droperidol (Droperidol®, Richter G. Gydgyszergyar Zrt., Budapest), fentanyl
(Fentanyl®, Richter G. Gyogyszergyar Zrt., Budapest), halotan (Narcotan®, Zentiva,
Lengyelorszag), isofluran (Forane®, Baxtel Healthcare Corp., USA), ketamin-hidroklorid
(Calypsol®, Richter G. Gyogyszergyar Zrt., Budapest), Natrium-klorid 0,9 % Fresenius
oldatos infuzi6 (Fresenius Kabi Hungary Kft., Budapest); Na-Heparin (Heparibene Na®,
TEVA Gyogyszergyar Zrt., Debrecen), povidon-jod (Betadine oldat®, EGIS Gyogyszergyar
Zrt., Budapest), thiopentalt (Thiopental Sandoz®, Sandoz GmbH, Ausztria), Ringer Laktat
oldatos infuzi6 (TEVA Gyogyszergyar Zrt., Debrecen).
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MODSZEREK

4.1. Vékonybél meleg I/R modell

4.1.1. Allatkisérleti engedély

Kisérleteinket az 1998. évi XXVIIL., ,,Az allatok védelmérdl és kiméletérél” szolo torvény
elbirasait betartva, a Pécsi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaganak (PTE
MAB) BA02/2000-20/2006 szamu engedélye alapjan végeztiik.

4.1.2. Elokészités, anesztézia, miitéti és mintavételi protokoll
Vizsgalatainkban 250-300 g tomegii, him Wistar patkdnyokat hasznaltunk (Zn=43, PTE AOK
Kozponti Allathaz, Pécs). Az allatok tartasa standard kériilmények kozt, a napszaki véltozasokat
kovetd mesterséges megvilagitas mellett, 22-24 °C-0s szobahémérsékleten tortént. Az allatok
tartasuk soran a kereskedelmi forgalomban elérheté patkanytapot és csapvizet kaptak ad libitum.
Mitéti elokészitésként a béltraktus székletmennyiségének csokkentése érdekében 16-24 oOras
preoperativ taplalékmegvonast alkalmaztuk, de a vizet szabadon elérték az allatok.

Az anesztéziat ketamin-hidroklorid (75 mg/ttkg) és diazepam (75 mg/ttkg) intraperitonealis
(ip.) adasaval végeztikk. Az allatok 36,4-37,4 °C kozotti maghomérsékletét a hasfal tobbszori
ideiglenes zarasaval és az allat testének foliaval torténd takarasaval biztositottuk. A cirkadian
ritmust befolyéasolo hatasok kikiiszokolése érdekében a miitéteket kdzel azonos id6ben végeztiik.

Az aloperalt (sham, S), 1.S. csoportban (n=3) az allatok median laparotomian estek at,
melyet 6 oran at tartottunk fenn. A meleg I/R-s csoportokban a laparotomia utan kipreparaltuk
az a. mesenterica superiort és atraumatikus klip segitségével leszoritottuk (n=40; n=10/csoport).
A meleg ischaemiat az 1.1. csoportban 1 6ran at, az 1.2. csoportban 2 6ran at, az 1.3. csoportban
3 Orén at, mig az 1.4. csoportban 6 oran 4t tartottuk fenn. A hasiireget rendszeres 1d6kdzonként
nedvesitettilk. Az ischaemia végén a klipet eltavolitottuk és 3 oOras reperfiziot inditottunk.
Periférids artérids €s vénas vér €s vékonybél szdvetmintdkat vettiink a miitétek kezdetén
(kontroll, K), az ischaemia és a reperfuzio végén.

4.1.3. Biokémiai vizsgalatok
A bélmintdk elkészitése soran a bélfalat az antimesenterialis oldalon felvagtuk, majd a szdvetet
fiziologias sooldattal tobbszor finoman lemostuk, hogy a ratapadt vér €és faeces maradvanyokat
eltavolitsuk. Majd Ultra-Turrax T8 késziilékkel (IKA-Werke, Staufen, Germany) kb. 3 percig
homogenizaltuk, mely lehetévé tette, hogy a bél kollagénben gazdag kotdszoveti rétegeit (t.
serosa, tela submucosa stb.) a turrax eltavolitsa és a bélfal sejtjeinek homogén elegyét megkapjuk.
Az MDA koncentraci6 meghatarozasa Lipid Peroxidation Assay Kit vagy Lipid
Peroxidation (MDA) Assay Kit segitségével tortént. A mérés elméleti hattere, hogy oxidativ
stressz sordn a szabadgyokok elektronokat vesznek el a lipidektdl, ami a sejtmembranok
lipidjeinek oxidativ lebomlasat eredményezi, ami a sejtek dezorganizacidjat okozza. A
lipidperoxidacié soran reaktiv aldehidek, példaul MDA képzddik. A mérés 1ényege, hogy a
kisérleti mintadban 1évé MDA reakcidba 1ép a kitb6l hozzaadott tiobarbitursavval (TBA), és
MDA-TBA konjugatumot képez. A szines MDA-TBA-komplex colorimetrikusan,
spektrofotometrids modszerrel szdmszeriisithetd (OD=532 nm). Eredményeinket a
hemolizatumban pmol/l (nmol/ml, uM-ban), ill. umol/g nedves szdvet értékekben adtuk meg.
A scavenger GSH-szintjét Glutathione Assay Kit vagy GSH Assay Kit felhasznalasaval
mértiik. A mddszer Iényege, hogy a vizsgélati minta GSH molekuldja egy kromofor thiolla
alakul at, melynek abszorbancidjat 450 nm-es hulldmhosszon mértiik, és az eredményt
hemolizatum esetén pmol/l-ben, szdvet esetén umol/g nedves szovet értékben adtuk meg.

11



ferencz. andrea 15 22

Az endogén antioxidans SOD enzim aktivitasat Superoxide Dismutase Assay Kit vagy
Superoxide Dismutase Activity Assay Kit-el hataroztuk meg. A kit egyik reagense alkalikus
autooxidacion megy at, mely atalakulast a mintaban 1évé SOD fokozza. Az autooxidacio
eredményeképpen képzOdott kromofér abszorpcidés maximuma 252 nm-en van. A SOD
aktivitasat hemolizatum esetén IU/ml-ben, szévet esetén IU/g nedves szovet értékben adtuk meg.

4.1.4. Morfologiai vizsgalatok
Szovettani feldolgozas. A vékonybélmintakat 10 %-os formalinban valo fixalast, dehidraciot
kovetéen paraffinba agyaztuk. A 4 um vastag metszeteket haematoxilin-eozin (H&E)
modszerrel festettiik.

Szerkezeti karosoddasok meghatdrozasa H&E festett metszeteken 3 féle modon tortént.
(1) Kvalitativ. médon, a Park-féle hisztologiai klasszifikacié kritériumrendszerének
felhasznalasaval fénymikroszképos (Nicon Eclipse 80 Light Microscope, Kingston, Anglia;
100-szoros nagyitas) feldolgozas utan.
(2) Kvantitativ mddszerrel meghataroztuk a mucosa, a submucosa és az izomréteg vastagsagat,
valamint a kriptadk mélységét. A méréseket a mintak 5-5 metszetén, metszetenként 5 kiillonbozo
helyen végeztiik 400-szoros nagyitas mellett Scion Image Software ver.2.0, majd ver.4.0
segitségével. Az eredményeket um-ben adtuk meg. Ezeket a vizsgalatokat két, fiiggetlen, a
kisérleti csoportokat nem ismerd anatomus kolléga végezte a vakproba kritériumainak
megfelelden.
(3) Villus/kripta (V/K) hanyados kiszamitasanak modja az volt, hogy a mucosa vastagsagabol
kivontuk a kriptak mélységét, ezzel megkaptuk a villusok magassagat um-ben. Majd a villusok
um-ben mért magassagat elosztottuk a kriptdk pm-ben mért mélységével, majd grafikusan a
MicroCal Origin (8.0) program segitségével abrazoltuk.

4.1.5. Vérgaz analizis

A miitéti el6készités részeként artérias kaniilt helyeztiink be az a. femoralisba. A femoralis
artériabol vett vérmintakbol (0,4+0,1 ml) vérgazanalizator (Blood pH/Gas Analyser OP-216,
Radelkis Elektronikai Miszergyarto Kft., Budapest) segitségével meghataroztuk a
paramétereket a kontrol, az 1, a 2, a 3 és a 6 6ras meleg ischaemiat koveto reperfuzid 5. és 60.
percében. A kinyert mennyiséget fiziologias s6 beadasaval azonnal potoltuk.

4.1.6. Statisztikai modszer

Az eredmények értekelésekor atlagot €s standard errort (SE) szamoltunk. Az adatokat ANOVA
varianciaanalizissel dolgoztuk fel. A szignifikancia értéke *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
volt. Az adatok kiértékeléshez a MicroCal Origin (ver. 8.0) programot alkalmaztuk

4.2. Vékonybél hideg konzervalasi és transzplantacios modell

4.2.1. Allatkisérleti engedély

Kisérleteinket az 1998. évi XXVIIL., ,,Az allatok védelmérdl és kiméletérdl” szolo torvény
eldirasait betartva, a PTE MAB 1301-7/1999 szam és BA02/2000-20/2006 szamt engedélyei
alapjan végeztik.

4.2.2. Elokészités, anesztézia, miitéti és mintavételi protokoll

Mindkét nemhez tartozo, felndtt, kb. 23,3+14 kg tomegli keverék kutydn végeztik a
vizsgalatokat (£n=43). Az allatok tartdsa standard koriilmények kozt, a napszaki valtozasokat
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kovetd, részben természetes, részben mesterséges megvilagitas mellett, 22-26 °C-0s
hémérsékleten tortént (PTE AOK Sebészeti Oktatd és Kutatd Intézet, allathaz, Pécs). Az allatok
tartasuk soran a kereskedelmi forgalomban elérhetdé tapot és csapvizet kaptak. Mitéti
elokészitésként a Dbéltraktus székletmennyiségének csokkentése érdekében 16-24 Oras
preoperativ taplalékmegvonast alkalmaztuk, de a vizet ad libitum elérték az allatok.

Premedikacioként im. droperidol (1,5 mg/ttkg), fentanyl (0,03 mg/ttkg) és atropin (1
mg) gyogyszerkeveréket alkalmaztunk. Anesztézia indukciohoz iv. thiopentalt (5-10 mg/kg)
adtunk, majd intubalast kdvetéen 70 % N2O ¢s 30 % O gazkeverékkel bevitt 0,5-1,0 vol%-0s
halotannal tartottuk fenn a narkozist. Folyadékpotlasként iv. Ringer Laktat infuziot adtunk a
kisérlet teljes ideje alatt (X 0,5-2 I/miitét). Kipreparaltuk az a. és v. femoralist periférias
vérvételek céljabol. Az allatok 36,5-37,5 °C kozotti maghémérsékletét a mérések-mintavételek
kozott a hasfal ideiglenes zarasaval és az allat testének izolald lepeddkkel torténd takardsaval
biztositottuk. Sziikség esetén melegitett infhziot adtunk. A mitéteket kozel azonos
iddintervallumban végeztiik.

Az aloperalt 2.S. csoportban (n=3) az allatoknal csak median laparotomia tortént, melyet
7 oran at tartottunk fenn. Teljes orthotop vékonybél autotranszplantaciot végeztiink keverék
kutyakon (n=40; n=10/csoport). Median laparotomiat kovetden a vékonybelet a Treitz-szagtol
kb. 10 cm-re aboralisan a colon ascendensig reszekaltuk, a bél lumenét Betadinos fiziologias
sooldattal mostuk at. Az allat szisztémasan 200 NE/kg Na-Heparint kapott és a beadas utan
szamitott kb. 2 perc utan bulldog fogokkal leszoritottuk, majd atvagtuk az a. és v. mesenterica
superiort (1. meleg ischaemias id6: 10+5 sec volt), majd az AMS-on keresztiil 1-1 liter hideg
konzerval6 oldattal (statikus médon) perfundaltuk a graft érrendszerét. A perfizidé utan olvadéd
jég kozott, 4 °C-os EC vagy UW konzervalo oldatban taroltuk a szvetet. A konzervalas ideje
¢s oldata alapjan 4 csoportot hoztunk 1étre. A 2.1. csoportban 1 6ran a4t EC oldatban, a 2.2.
csoportban 3 6rdn at EC oldatban, a 2.3. csoportban 6 6ran 4t EC csoportban, mig az 2.4.
csoportban 3 dran 4 UW oldatban prezervaltuk a graftokat. Ennek végén a hasiiregbe
visszahelyeztiik a belet és az AMS és VMS ércsonkjai kozott end-to-end anasztomozisokat
hoztunk létre egyszeri tovafutd varrattal, 6/0-s, monofil, polipropilén alapanyaga
varréanyaggal. A 2. meleg ischaemids id6 30+10 perc volt, melynek hatasat azzal
minimalizaltuk, hogy a varras ideje alatt nagytorlére helyezett zuzott jeget tettink a
béltraktusra. Ezt kovetden a centralis ércsonkokra helyezett vénas, majd az artérias bulldog
fogokat felengedtiik és 1 oras reperfuziot kezdtiink. Periférids, vénas vért és vékonybél
szovetmintakat vettlink a miitétek kezdetén, a konzervalas és a reperfuzié végén.

A morfologiai vizsgalatokat a 4.1.4.pontban, mig a statisztikai kiértékelést a 4.1.6.pontban leirt
modon végeztiik el.

4.2.3. Vérgaz analizis

A miitéti el6készités részeként artérias kaniilt helyeztiink be az a. femoralisba. A femoralis
artériabol vett vérmintakbol (1,5+0,5 ml) vérgazanalizator (Blood pH/Gas Analyser OP-216,
Radelkis Elektronikai Miiszergyartd Kft., Budapest) segitségével meghataroztuk a
paramétereket a kontroll, az 1, a 3 és a 6 6ras konzervalast kovetd reperfuzio 5. €s 60. percében.
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4.3. A vékonybél ischaemias prekondicionalasi modell

4.3.1. Allatkisérleti engedély

Kisérleteinket az 1998. évi XXVIIL., ,,Az allatok védelmérdl és kiméletérdl” szolo torvény
eldirasait betartva, a PTE MAB 1301-7/1999 szamt és a BA02/2000-29/2001 szamu
engedélyei alapjan végeztiik.

4.3.2. Elokészités, anesztézia, miitéti és mintavételi protokoll
4.3.2.1. IPC Kkisérlet kutyan
Mindkét nemhez tartozo, felnétt, kb. 22,1+12 kg testtomegii keverék kutyan végeztiik a
vizsgélatokat (Xn=40). Az allatok tartasi koriilményei, elokészitése és anesztézidja a 4.2.2.
pontban leirtak szerint tortént.

Teljes orthotop vékonybél autotranszplantaciot végeztiink keverék kutydkon. A miitét
teljes mente megegyezett a 4.2.2. pontban leirtakkal. Az allatokat a konzerval6 oldat és a
prekondicionalas alapjan 5 csoportba osztottuk (n=8/csoport). A 3.1. csoportban 3 6ran at EC
oldatban, a 3.2. csoportban 3 6ran at UW oldatban tortént a tarolas, a 3.3. csoportban a 3 oras
EC konzervalas el6tt korai IPC-t végeztiink, mig a 3.4. csoportban a 3 6ras University of
Wisconsin prezervacio eldtt alkalmaztunk korai IPC-t. A 3.5. csoportban a 3 6ras UW
prezervacié elott késoi IPC-t végeztiink Az IPC minden esetben 4 ciklusbol allt, ciklusonként
5 perc ischaemia és 10 perc reperfuzido tortént az AMS ideiglenes leszoritasaval ¢és
felengedésével. A korai IPC azt jelenti, hogy az ischaemias hatas, jelen esetben a konzervalas
elott kozvetleniil tortént az [PC-s stimulusok alkalmazasa. Mig a késdi IPC esetén az elsé miitéti
napon egy rovid mitéti beavatkozas tortént: median laparotomia utan kipreparaltuk az AMS-t
és IPC-t végeztiink az allatokon, majd hasfalzaras utan visszakeriiltek az istalloba. Majd ezt
kovetden, 24 6ra mulva re-laparotomiat végeztiink és ekkor a bélreszekcio utan tortént maga a
konzervalas és az autotranszplantacio a 4.2.2. pontban leirt 1épések szerint. Periférids, vénas
vért és vékonybél szovetmintakat vettiink a mitétek kezdetén (kontroll), a konzervalas és a
reperfiizid végén.

4.3.2.2. IPC Kkisérlet patkanyon
A kisérletsorozatot 250-300 g testtomegi him, Wistar patkanyokon végeztiik (Zn=45). Az
allatok tartasi kortilményei, el6készitése €s anesztéziaja a 4.1.2. pontban leirtak alapjan tortént.
Az aloperalt, 3.S. csoportban (n=5) az allatoknal csak median laparotomia tortént,
melyet 3 6rédn at tartottunk fenn. A kisérleti csoportokban az AMS ideiglenes leszoritasaval és
felengedésével kiilonbozé ciklusokkal IPC-t hoztunk létre. Az IPC protokollok szerint 8
csoportot (3.6.-3.13.) hoztunk 1étre (n=5/csoport). Bélbiopsziat vettiink a laparotomia utan
(kontroll), és 30, 60 és 120 perccel az IPC-t kovetden.

A biokémiai vizsgélatokat a 4.1.3. pont szerint, a morfoldgiai vizsgalatokat a 4.1.4.pontban,
mig a statisztikai kiértékelést a 4.1.6.pontban leirt mdédon végeztiik el.

4.3.3. Bélminta el6készitése és kemiluminescens alaptu NF-kappaB immunoassay vizsgalat

A bélszovetet (100 mg) 1 ml 10 pmol/l phenylmethyl-sulfonyl fluoride (PMSF) proteaz
inhibitort tartalmazé Tris-EDTA (TE) pufferben homogenizaltuk a gyart6 kitben tortént
eléirasnak megfelelden. A sejtmagokat a citoszoltol (citoplazma frakcio) 1400 g-vel 20 percig
4 °C-on centrifugalassal valasztottuk el. Az utols6 pelletet 20 mmol/l HEPES-t tartalmazo
pufferben reszuszpendaltuk, és 20 percig jéges hiitést alkalmaztunk. Majd 10 s centrifugalas
utdn a feliiluszot (sejtmag frakcio) kiilon taroltuk.
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Az NF-kappaB enzim immunoassay -t a gyartd protokollja szerint végeztiik el. Ez a
vizsgalat lehetové teszi a citoplazmaban az I-kappaB-vel kotott NF-kappaB teljes
mennyiségének kimutatasat, és az NF-kappaB aktivalt, a sejtmagba transzlokdlod6 formajat
egyarant. A standardokat és az extrahalt mintakat (citoplazma és sejtmag frakcid) pufferben
higitottuk és a mintatart6 mélyedésekbe pipettaztuk. A plate-et 25 °C-on inkubaltuk és 2 6ran
at enyhén, korkordsen razattuk. Négy mosas utan higitott specifikus antitestet adtunk minden
egyes mintdhoz, és 1 oran keresztiil inkubaltuk. Harom ismételt mosas utdn hozzaadtuk a
higitott masodlagos antitest-enzimkonjugatumot, majd a lemezt hagytuk 1 oran at allni és
minden egyes mélyedésbe hozzaadtuk a kemiluminescens szubsztratot és kemiluminométerbe
helyeztikk (Multi Genius Bio Imaging System, Merck, Németorszdg), majd a SynGene
GeneTools 3.00.22-es verzidjaval elemeztiik. Az aktivalodast relativ fényegységben hataroztuk
meg (Relative Light Unit: RLU). Az RLU mennyiségi novekedése korrelalt az NF-kappaB
aktivaciojaval.

4.4. A vékonybél ischaemias posztkondicionalasi modelljei

4.4.1. AllatKisérleti engedély

Kisérleteinket az 1998. évi XXVIIL., ,,Az éllatok védelmérdl és kiméletérdl” szold torvény
elBirasait betartva, a PTE MAB BA02/2000-20/2006 szamu és a BA02/2000-9/2008 szamu
engedélyei alapjan végeztiik.

4.4.2. Elokészités, anesztézia, miitéti és mintavételi protokoll

Kisérleteinket nagyfehér és a magyar lapaly keresztezésével eldallitott (Large White
crossed with Landrace), 25-30 kg tomegii sertéseken végeztiik (Xn=26, n=2/csoport), melyeket
stressztlird képességiik miatt tobb intézeti kutatok is hasznalt kisérleteikhez. Az allatok tartasi
koriilményei és mutéti elokészitése megegyezett a 4.2.2. pontban leirtakkal. Az allatokat im.
adott azaperon (0,4 mg/ttkg) premedikacio és thiopenthal (0,1 mg/ttkg) anesztézia bevezetése
utan 0,5-1,0 vol%-os isofluran és N2O:O; 3:1 aranyt gazkeverékével végzett intratrachealis
narkézisban operaltuk.

Az aloperalt, 4.S. csoportban (n=2) az allatoknal csak median laparotomia tortént. A meleg
I/R-s csoportokban median laparotomiat kovetden kipreparaltuk az AMS-t, majd atraumatikus
Klippel lezartuk és meleg ischaemiat hoztunk létre 1, 3 és 6 oran at. A 4.1., a 42. és a 4.3.
csoportoknal az ischaemia utan a klipet levettiik és 3 oras reperfuziot tartottuk fenn. A 4.4., a 4.5.
és a 4.6. csoportban a meleg ischaemia végén ischaemias posztkondicionalast végeztiink 3
ciklusban, ciklusonként 30 masodperc ischaemia és 30 masodperc reperfuziéo alkalmazasaval.
Folyadékpotlasként iv. Ringer Laktat infuziot adtunk a kisérlet teljes ideje alatt (X 0,5-3 I/mfitét).
Az allatokbol vér és szovetmintat vettiink a laparotomia utan (kontroll) és a reperfiizios periodusok
végén. Az éllatfelhasznalas optimalizalasa érdekében minden éllattol a mintavételeknél 4-4 mintat
vettiink, hogy a kapott eredmények statisztikailag értékelhetéek legyenek.

A hideg I/R-s csoportokban az ellaté erek kipreparalasat kovetoen a Treitz-szalagtol 10
cm-re aboralisan a vékonybelet reszekaltuk és lumenét povidon-jod és fiziologias sdoldattal 1:1
aranyu keverékével mostuk at. A graftokat 4 °C-os UW oldattal perfundaltuk, és 1, 3 és 6 6ran
at taroltuk. A konzervalast kovetOen az éranasztomozisokat 6/0-s szintetikus, monofil, nem
felszivodd, tovafutd varratokkal rekonstrudltuk orthotopicus moédon (autotranszplantacid).
Bélanasztomozist nem készitettiink. A reperfiziot valamennyi csoportban 3 6ran at tartottuk
fenn. Az IPO protokollt 3 ciklusban, ciklusonként 30 masodperc ischaemia ¢és 30 masodperc
reperfuzid jelentette. Folyadékpotlasként iv. Ringer Laktat infuzidt adtunk a kisérlet alatt (X
0,5-3 I/miitét). Valamennyi allatbol vér és szovetmintat vettiink a jejunumbdl a laparotomia
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utdn (kontroll) és a reperfuzids periddusok végén. Az éallatfelhasznalas optimalizalasa
érdekében minden allattol a mintavételek soran 4-4 mintat vettiink, hogy a kapott eredmények
statisztikailag értékelhetoek legyenek.

A biokémiai vizsgalatokat a 4.1.3.pontban, a morfologiai vizsgalatokat a 4.1.4.pontban, a
statisztikai kiértékelést a 4.1.6.pontban leirt modon végeztiik el.

4.5. APACAP meleg és hideg I/R-s bélmodelljei

4.5.1. Allatkisérleti engedély

Kisérleteinket az 1998. évi XXVIIL., ,,Az allatok védelmérdl és kiméletérdl” szold torvény
eldirasait betartva, a PTE MAB BA02/2000-20/2006 szamu és BA02/2000-9/2008 szamu
engedélyei alapjan végeztiik.

4.5.2. El6készités, anesztézia, miitéti és mintavételi protokoll

4.5.2.1. Meleg I/R + iv PACAP38-al kezelt patkanykisérlet

Kutatasunk soran 250-300 g tomegii, him Wistar patkanyokat hasznaltunk (£n=83). Az allatok
tartasi korlilményei, el6készitése és anesztézidja a 4.1.2. pontban leirtak alapjan tortént.

Az aloperalt 5.S1. csoportban (n=3) az allatok median laparotomian estek at, melyet 6
oOrén 4t tartottunk fenn. A meleg I/R-s csoportokban median laparotomia utan kipreparaltuk az
AMS-t ¢és atraumatikus klip segitségével leszoritottuk (n=40; n=10/csoport). A meleg
ischaemiat 1, 2, 3 vagy 6 oran at tartottuk fenn. Az ischaemias id6 végén a klipet eltavolitottuk
és minden csoportban 3 oras reperfuziot inditottunk. Az 5.5.-5.8. csoportokban (n=40;
n=10/csoport) az ischaemia utan, a 3 oras reperfuzié alatt iv. infuziés pumpaval 1 ml/h
sebességgel fiziologias sdoldatban oldott PACAP38 infuzidt (20 nmol/ttkg bolusban, majd 160
pmol/ml/ora) adtuk. A kezelés soran alkalmazott dézist a munkacsoport korabbi eredményei és
irodalmi adatok alapjan kalkulaltuk. Periférids vénas vér és vékonybél szovetmintakat vettiink
a miitétek kezdetén (kontroll), valamint az I/R periodusok végén.

4.5.2.2. Hideg konzervalas UW és UW+ PACAP38 oldatban patkanyokon
A hideg konzervalas és autotranszplantacids kisérletben 250+25 g tomegli, him Wistar
patkanyokat hasznaltunk (Xn=64). A 4.1.2. pont adja meg az allatok tartdsi koriilményeinek,
A kisérleti és mintavételi protokoll a 4.13. dbran, néhany miitéti kép a 4.14. ébran
lathat6. Teljes orthotop vékonybél autotranszplanticiot végeztiink (n=40; n=10/csoport).
Median laparotomia utdn a vékonybelet (vastagbél nélkiil) reszekaltuk, a bél lumenét povidon-
jodos fiziologias sdoldattal mostuk at. Az allat iv. Na-heparint (0,2 [U/g) kapott és a beadas
utan kb. 2 perc utan klip segitségével leszoritottuk, majd atvagtuk az AMS-t és VMS-t. Majd
az AMS-on keresztiil hideg konzervalo oldattal perfundéltuk a graftot és olvado jég kozott UW
oldatban 1, 2, 3, és 6 6ran at taroltuk. Az 5.13-5.16. csoportban a konzervalashoz PACAP38-at
tartalmazé UW oldatot (30 ug PACAP38 30 ml UW-ban - 100 pg PACAP38 100 ml UW
oldatban, 1 pg/ml koncentrdcid) hasznaltunk. A kezelés soran alkalmazott dozist a
munkacsoport korabbi eredményei ¢és irodalmi adatok alapjan valasztottuk. Majd az AMS ¢és
VMS csonkok kozott end-to-end anasztomoézisokat hoztunk 1étre egyszerli csomos varrattal,
9/0-s, monofil, polyamin varréanyaggal és 3 oras reperfuziot kezdtiink. Periférias vénas vért és
vékonybél szovetmintakat vettiink a miitétek kezdetén (kontroll), a konzervalas és a reperfuzio
végén.
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4.5.2.3. Meleg I/R-s kisérlet PACAP** vad tipusu és PACAP” génhianyos egereken

A Kkisérletben vizsgalt vad tipusi (PACAP*”, wild type: WT) és homozigota PACAP-
génhianyos (PACAP”, knock out: KO) CDI torzsbe tartozd, him egerek (Xn=72) japan
kollaboracios partneriinkt6l szarmaztak. Ezek az egerek a PACAP mutalt génjével
rendelkeznek, mégpedig az 5. exonban talalhat6 egy mutacio, aminek kdvetkeztében a PACAP
nem fejezédik ki. Az allatok szaporitdsa és gondozasa a PTE AOK Kozponti Allathaz
ellendérzott protokollja (BA02/2000-15024/2011) szerint, az Anatomiai Intézet ajanlasainak
figyelembevételével torténtek. Az allatokat 12 6ras vilagos-sotét ciklusban tartottak, taplalék
és folyadék ad libitum biztositva lett szamukra. Az allatok altatasdhoz ip. ketamin-hidroklorid
(80 mg/ttkg) és xylazin (8 mg/ttkg) keveréket hasznaltunk.

Az aloperalt vad tipusu, PACAP™* allatok az 5.S2. csoportban (n=3) median
laparotomian estek at, melyet 7 6ran at tartottunk fenn. PACAP** allatokon meleg I/R-S
csoportokat (n=5/csoport) hoztunk létre az AMS 1 6ras (5.17. csoport), 3 6ras (5.18. csoport)
€s 6 oras (5.19. csoport) elszoritasaval (Xn=36). Az okklaziv klip eltdvolitasa utan a reperfiziot
1 6ran keresztiil kovettik nyomon. A PACAP-génhianyos (PACAP”) allatoknak kiilon
aloperalt, 5.S3. csoportot (n=3) hoztunk létre, ahol a median laparotomidt kovetden 7 dran at
tartottuk megfigyelés alatt az allatokat. PACAP” allatokon meleg I/R-s csoportokat
(n=5/csoport) hoztunk létre az AMS 1 6ras (5.20. csoport), 3 6ras (5.21. csoport) és 6 oras (5.22.
csoport) leszoritasaval. A klip eltavolitdsa utdn a reperfiiziot 1 oran at tartottuk fenn. A
bélbiopszidkat a laparotdmia utan (kontroll) és a reperfiizids periddusok végén vettiik.

4.5.2.3. Hideg I/R-s kisérlet PACAP** vad tipusi és PACAP génhianyos egereken

Az 5.52. csoportba a csak median laparotomian atesett, aloperalt allatok keriiltek (n=3). Az
5.17.-5.22-es csoportokban Na-heparin (0,2 1U/g) adasa mellett minden esetben
vékonybélreszekcid tortént, majd a bél lumenét fiziologids sdoldattal higitott Betadin oldattal
mostuk at (Xn=36, n=5/csoport). A graftok perfuzidja az AMS-on keresztiil valosult meg. Majd
kb. 100 ml 4 °C-os UW oldatban taroltuk 1 6ran (5.17. csoport), 3 6ran (5.18. csoport) és 6 6ran
keresztiil (5.19. csoport). A tovabbi graftokat 100 ug PACAP38-at tartalmazo 100 ml UW
oldatban (1 pg/ml koncentréacio) 1 6ran (5.20. csoport), 3 6ran (5.21. csoport) és 6 6ran keresztiil
(5.22. csoport) statikus modon konzervaltuk. Ezt kovetden end-to-end anasztomozissal
allitottuk helyre a mesenterialis erek folytonossagat. A reperfizié minden esetben 1 6ran at
tartott. A laparotomia utan (kontroll) és a reperfuzid végén szovetmintékat tavolitottunk el.

A biokémiai vizsgalatokat a 4.1.3.pontban, a morfologiai vizsgalatokat a 4.1.4.pontban, a
statisztikai kiértékelést a 4.1.6.pontban leirt modon végeztiik el.

4.5.3. Radioimmunoassay (RIA)

A patkany bélszovet mintdkat (600 mg) jéghideg vizben homogenizaltuk, majd 12 000-es
fordulatszdmon 30 percig 4 °C-os hémérsékleten centrifugaltuk. Ezutan a feliiluszot a
PACAP38-szerti és PACAP27-szerli immunreakciok vizsgélata céljabol RIA analizisnek
vetettiik ald. Jelolt anyagként 125-6s jodizotdppal jelolt juhbol szarmazd PACAP38-at és
PACAP27-et hasznaltunk (csovenként 5000 cpm-et). A standardjaink juhbdl szarmazéd
PACAP38 ¢és PACAP27 voltak (0-1000 fmol/ml). A vizsgélatot 0,1 M NaCl-ot, 0,05 %
natrium-azidot és 0,25 % marha-szérumalbumint tartalmazo 7,4-es pH-ja 0,05 M-os 1 ml
térfogatll foszfatpufferben végeztiik. A vizsgalati elegy 100 pl antiszérumot (PACAP38-bol
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1:10 000 higitast, a PACAP27-bdl 1:45 000 higitast), 100 ul jelolt anyagot, 100 ul standardot
vagy ismeretlen mintat tartalmazott a polipropilén csovekben. 48-72 orat kovetd 4 °C-on
torténd inkubacid utan az (antiszérumbdl szarmazd) antitesteket megkotd peptideket 100 pl
szeparalo oldat segitségével elkiilonitettiik azoktdl a peptidektdl, amelyek nem kotottek
antitestet. A szeparalo oldat Osszetétele: 10 g aktiv szén, 1 g dextran és 0,2 g kozonséges
zsirmentes tejpor 100 ml desztillalt vizben oldva. 4 °C-on 20 percig 3000-es fordulaton valo
centrifugalast kdvetden a cs6 tartalmanak feliiliszojat 6vatosan leontéttiik (= dekantaltuk), és
a cs6ében marado csapadék radioaktivitasat gamma-szamlaloval mértiikk. Az ismeretlen minta
PACAP38-, illetve PACAP27-tartalmat kalibraciés gorbe segitségével hataroztuk meg. A
PACAP38-szerli ¢s PACAP27- szert kotodés aranyat femtomol/mg szovetértékben adtuk meg.

4.5.4. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran meghatarozasra kerlltek a szoveti MAPK
aktivitasok. A foszforilalt-ERK1/2, c-JNK és a p-38 MAPK aktivacidjanak kimutatasara
elsédleges antitesteket (foszfo-p44/42 MAPK [Thr202/Tyr204]; foszfo-SAPK/INK
[Thr183/Tyr185]; foszfo-p38 MAP kinaz [Thr180/Tyr182]) hasznaltunk. Az anyagokat 3 %-0S
TBS-ben higitott szarvasmarha szérumalbuminban egy éjszakan at 4 °C-on tartottuk. A foszfo-
ERK1/2, foszfo-JNK és foszfo-p38 MAPK elleni poliklonalis antitesteket 1:200 (ERK1/2),
1:100 (JNK1/2) vagy 1:150 (p38 MAPK) higitdsban hasznaltuk. Az 1 6rés inkubaciot kdvetden
1 ml avidin-biotin komplex reagenssel, 1 ml DAB reagenssel (6,7 | 30 % H202, 10 ml H20, 10
ml 1 mg/ml DAB fosztat pufferelt sooldatban) blokkoltuk az endogén peroxidazt.

Az aktivitast 2 szovettanban jaratos szakember vakon értékelte, és az egyes kinazok esetében a
kvantitativ érték Scion Image Software ver. 2.0 segitségével a grafikon fiiggdleges tengelyén
tetszOleges egységben (Arbitrary Unit: AU) keriilt meghatarozasra. Az egység csak arra szolgal,
hogy tobb, hasonld kornyezetben végzett mérést dsszehasonlitsunk, mivel a mérés ¢és a
referencia kozotti arany egy konzisztens és dimenzid nélkiili mennyiség, fliggetleniil attol, hogy
milyen tényleges egységeket hasznalunk. Az ilyen jellegli egységeket gyakran hasznaljak
példaul anyagkoncentracio/aktivitas jeldlésére. Ha a referenciamérés pontosan meghatarozott
¢s nemzetkozileg elfogadott, a tetszéleges egységek is lehetnek nyilvanos Gsszehasonlitasra
alkalmas mértékegységek. A nyilvanosan meghatarozott dnkényes mértékegység egyik példaja
a WHO nemzetk6zi mértékegysége, az International Unit (IU).

4.5.5. Kemiluminescens Citokin Array

A 4.13. abran bemutatott kisérleti modellt haszndlva a bélszovetbdl mintat (n=4/csoport)
vettiink a miitét kezdetén (kontroll), a 6 6ras UW oldatban tortént hideg konzervalast kdvetden
(5.12. csoport), 6 6ras PACAP38-at tartalmaz6 UW-oldatban vald hideg tarolas utan (5.16.
csoport: I), majd az ezt kdvetd 3 oras reperfiizids periddus végén (5.16. csoport: R). Ezeket a
szovetmintadkat PBS-ben protedz inhibitorok jelentétében homogenizaltuk. Majd 1 %-0s
A mérésekhez Rat Cytokine Array Panel A Array Kit-et hasznaltunk a gyart6 altal megadott
protokoll szerint.

A mintak jboli felolvadasat kovetden 5 percig centrifugaltuk (10000 rpm), majd
fehérjetartalmuk meghatérozasa utan a citokinek/kemokinek elleni antitesteket kotott formaban
tartalmazo nitrocellul6z membranokat blokkold pufferben 1 6ran at inkubaltuk. A pufferben
oldott, homogenizalt bélmintdkhoz 15 pl biotinilalt antitestet adtunk, majd szobahémérsékleten
1 orat inkubaltuk. A nitrocellul6z membranok blokkolasat kdvetden a biotinilalt antitest-
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homogenizalt minta keveréket a membranokra helyeztiik és 4 °C-on egy ¢éjszakan keresztiil
inkubdltuk. Az inkubdacioés id6 letelte utdn a membranokat pufferben 3x10 percig mostuk. A
mosas utan a membranokat pufferben oldott streptavidin-tormaperoxidazzal inkubaltuk
szobahdmérsékleten 30 percig. 3x10 perc mosast kdvetden kemiluminescens reagens
(Amersham Biosciences, Magyarorszag) hozzdaddsa utdn az immunpozitiv foltokat
autoradiografias kazetta felhasznéalasaval vizualizaltuk. A foltok intenzitasanak kiértékeléséhez
GenePix Pro 3.0 szoftvert hasznaltunk. A megjelend foltok pixeltérfogatat normalizaltuk a
kontrollra, a statisztikai kiértékelhetdség miatt a detektalast hdromszor megismételtiik. Az
adatok statisztikai analizisét ANOVA teszttel végeztiik.

4.5.6. Luminex Multiplex Immunoassay

Az el6z0, citokin array metodikaban meghatarozott 3 ,,host” marker, az SICAM-1, az L-
szelektin és a TIMP-1 keriilt meghatdrozasara a kivalasztott (kontroll, 5.12., 5.16.1, 5.16.R
csoportok; 4.13. abran bemutatott kisérleti modellben) bélmintakban ,,Flurokine MAP Rat Base
Kit” felhasznalasaval a gyarto utasitasai szerint. A korabbi optimalizalasok utan minden mintat
higitatlanul, ,,vakon” teszteltiink és a mindségellendrzés sordn a reagensek a vart tartomanyon
beliil voltak.

Standard gorbe az SICAM-1 esetében 17-12 500 pg/ml, az L-szelektin esetében 100-73
000 pg/ml, a TIMP-1 esetében pedig 55-40 600 pg/ml volt. A ,,Rat Base kit Assay” gyongyok
median fluoreszcenciaintenzitasanak elemzéséhez Luminex100 késziiléket és Luminex 100 IS
szoftvert hasznaltunk a gyartdé metodikai leirdsanak megfeleléen. Roviden, normalizalt
standardbol sorozatos higitasok elvégzésével egy nyolcpontos standard gorbét hoztunk 1étre
(tételszam: 1279612). Erre azért volt sziikség, hogy biztositsuk, hogy a matrixban hasznalt
standard gorbe a lehetd legjobban hasonlit a mintakéhoz (mivel az eldzetes tesztek azt mutattak,
hogy ez a modszer jobb, mint a standardok standard higitoban torténd higitasa). A bélmintakat
RPMI-1640 (GIBCO) 1 %-os proteaz-inhibitor-koktélt tartalmazo tapoldattal homogenizaltuk,
¢s 20 mg/ml koncentracidban hasznéltuk. A vizsgalatokat két sorozatban végeztiik, ami
Osszesen 6 koncentracids ismétlést eredményezett. A 50 ul térfogatot adtunk minden egyes
mintabdl, kontrollbol vagy standardbol egy 96 lyuka lemezbe, amely 50 pl antitesttel bevont
fluoreszcens gyongyoket tartalmazott. Biotinilalt masodlagos €s sztreptavidin-PE antitesteket
adtunk a lemezhez valtva az inkubacids és mosasi 1épéseket. Az utolsd mosasi Iépés utan, 100
pl mosopuffert adtunk a mélyedésekhez; a lemezt inkubaltuk, és a Luminex100 assay olvaso
késziilékkel leolvastuk. Egy négy-PL regresszios goOrbét hasznaltunk a standard gorbe
felrajzolasdhoz. Az adatokat ezt kovetden a Luminex100 menedzser szoftverrel elemeztiik €s
statisztikailag értékeltiik.

4.6. Kisérletes I/R-s modellek DSC vizsgalatai

4.6.1. Allatkisérleti engedély

Kisérleteinket az 1998. évi XXVIIL, ,,Az éllatok védelmérdl és kiméletérdl” szold torvény
eléirasait betartva, a PTE MAB BA02/2000-20/2006 szami és BA02/2000-9/2008 szamu
engedélyei alapjan végeztiik.
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4.6.2. Meleg I/R-s kisérlet
Kutatasunk sordan 250-300 g tomegili, him Wistar patkanyokat hasznaltunk (Xn=20). Az allatok
tartasi koriilményei, elokészitése €s anesztéziaja a 4.1.2. pontban leirtak alapjan tortént.

Meleg I/R csoportokat hoztunk 1étre, ahol az ischaemiat az AMS lezarasaval idéztiink
eld. A 6.1. csoportban (n=10) az 1 6ras ischaemiat 3 oras reperfuzio kovette. A 6.2. csoportban
(n=10) 3 ora ischaemiat és 1 6ras reperfuziot alkalmaztunk. Bélmintakat a laparotomia utan
(kontroll) és a reperfiizids peridodus végeén vettiilk. A DSC mérésekhez a teljes bélfalat és annak
szikepengével szétvalasztott rétegeit (mucosa, simaizom) hasznaltuk fel.

4.6.3. Meleg ischaemias Kisérlet
Kutatdsunk soran 250-300 g testtomegii, him Wistar patkanyokat hasznaltunk (£n=15). Az
allatok tartasi koriilményei, elokészitése €s anesztéziaja a 4.1.2. pontban leirtak alapjan tortént.
Meleg ischaemias csoportokat hoztunk létre az AMS leszoritasaval. A 6.3. csoportban
(n=5) 1 6rés ischaemiat, a 6.4. csoportban (n=5) 3 6rés, mig a 6.5. csoportban 6 6ras ischaemiat
hoztunk 1étre. Bélmintdkat a laparotomia utdn (kontroll) és az ischaemias periodusok végén
vettliik. A teljes bélfalat és annak szétvalasztott rétegeit (mucosa, simaizom) hasznaltuk fel a
DSC méréseinkhez.

4.6.4. Hideg ischaemias kisérlet
Kutatasunk soran 250-300 g tomegii, him Wistar patkdnyokat hasznéltunk (£n=15). Az allatok
tartasi koriilményei, elokészitése €s anesztéziaja a 4.1.2. pontban leirtak alapjan tortént.

A kisérleti protokoll a 4.19. dbrén lathat6. Hideg konzervélast hoztunk 1étre 4 °C-os UW
oldatban 1 oran keresztiil (6.6. csoport, n=5), 3 dran at (6.7. csoport n=5), és 6 6ran keresztiil
(6.8. csoport, n=5). Bélbiopsziat vettlink a laparotomia utan (kontroll) és a konzervalasi id6szak
végén. A teljes bélfalat és annak szétvalasztott rétegeit (mucosa, simaizom) mértiik a 4.6.5.
pontban leirt DSC mddszerrel.

4.6.5. DSC mérés

A vizsgalatokat SETARAM Micro DSCII kaloriméter késziilekkel végeztiik. A mdodszer maga
az elektromos teljesitmény valtozasat, azaz a hédramot méri mW-ban a hémérséklet (°C)
fliggvényében. Hagyomdnyos Hastelloy tartalyokat (celldkat) hasznaltunk a mérés soran
atlagosan 850 ul mintatérfogattal. A vizsgalati anyagokon 0 °C és 100 °C kozott végeztiik
méréseinket. Valamennyi esetben a felfiités liteme 0,3 °K volt percenként. A referencia
mintaként meleg I/-s kisérletekben és a vérplazma mérések esetén fiziologias sooldatot (0,9 %
NaCl), mig hideg konzervalas kisérleteinél UW oldatot alkalmaztunk. A minta és a
referenciamintak tomege kiegyenlitésre keriilt + 0,1 mg pontossaggal. A hdkapacitas
szempontjabol tovabbi korrekciora nem volt sziikség a két minta kozott. Az ismételt vizsgalat
soran a denaturalt mintat hasznaltuk referencia alapvonalként, amelyet kivontuk az eredeti
DSC-gorbébdl. A kalorimetrias entalpiat a hdabszorpcids gorbe alatti teriiletbdl szamoltuk ki a
SETARAM csucsintegracio kétpontos bedllitasaval. Grafikusan a MicroCal Origin (ver. 8.0)
program segitségével abrazoltuk. A kalorimetrids entalpiavaltozas abszolut értékeit tiintettiik
fel az abrakon és tablazatokban.
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4.7. Human DSC vizsgalatok

4.7.1. A melanoma malignumos betegek vérplazmajanak termoanalitikai vizsgalata
Betegek és modszerek. Jelen vizsgalatba 36 beteget vontuk be (25 férfi; 11 nd; atlag életkor:
63,7 év), akiknél az eltdvolitott specimen szdvettani vizsgalata soran melanoma malignum
igazolddott. Eltavolitasra keriilt maga a primer daganat, a sentinel nyirokcsomok, amelyeket
patentkékkel festettek és 99mTc radiotracerrel jeldltek €s intraoperativan detektaltak. A miitétet
és a betegek nyomonkovetését Dr. Fekecs Tamas sebészkolléga végezte a PTE AOK Bor-,
Nemikortani és Onkodermatoldgiai Klinikdn. A MM a fejen €s a nyakon (11 %), a térzson (39
%), a felsd végtagokon (27 %) és az alsé végtagokon (23 %) helyezkedett el. Regiondlis
(sentinel) nyirokcsomodk 12 betegnél voltak pozitivak, mig tavoli attétet (tiido, agy) 5 esetben
diagnosztizaltak. A szdvettani eredmény alapjan a tumor vastagsagot (Breslow: 0,5-8,3 mm,
atlag vastagsag: 3,03 mm), az invazivitast (Clark: II., III., IV.), a regionalis nyirokcsomo
érintettségét, illetve a tavoli attétek jelenlétét vizsgaltuk betegeinknél.

Mintavétel. A mutét eldtt periférias vérmintdkat gyiijtottiink a betegektdl (n=36) és a
korban illesztett egészséges kontrolloktol (n=5). A plazmafrakcionak a sejtkomponensekt6l
vald elkiilonitése érdekében a vérmintdkat EDTA-t tartalmazd Vacutainer csdvekbe
centrifugaltuk 1600 g-vel 15 percig 4 °C-on. A plazmat -80 °C-on taroltuk a DSC mérésig.

DSC analizis. A mérések leirasa a 4.6.5. pontban olvashato.

Kutatasetikai engedély. A vizsgalatokat a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai K&zpont
Regiondlis Kutatasetikai Bizottsdga (PTE KK RIKEB) engedélyezte (3220/2008).

4.7.2. Az eml6tumoros betegek vérplazmajanak kalorimetrias vizsgalata
Betegek és modszerek. Az 1. szam vizsgalatba prospektiv mdédon 19 olyan ndbeteg keriilt
bevonasra, akiknél Gjonnan diagnosztizalt, tavoli attétek nélkiili, operabilis emlddaganatot
diagnosztizaltak. A betegek atlagos életkora 55,4 év volt, a legfiatalabb 32, mig a legidésebb
79 éves volt. Az emlétumor diagndézisa a klinikai vizsgalat, a mammografia, az
ultrahangvizsgalat €s a finom tiis aspiracios biopszia (FTAB) citologiai vizsgalata alapjan kertilt
meghatarozasra. A miitéteket a PTE AOK Sebészeti Klinikdjan végezték. A csoportokat az
ismert TNM stadiumokkal 6sszhangban igyekeztiink dsszeéllitani iigy, hogy minél tobb T és N
staddium legyen képviseltetve. A rutin szovettani paraméterek koziil a daganatszvet maximalis
atmérdje (5-75 mm) és az attétes honalji nyirokcsomok szdma (0-10 db) keriilt értékelésre. A
betegeket a daganat atmérdje szerint hat csoportra osztottuk: < 10 mm (1. csoport), 11-20 mm
(2. csoport), 21-30 mm (3. csoport), 31-40 mm (4. csoport), 41-50 mm (5. csoport), > 51 mm
(6. csoport). A betegeket az érintett nyirokcsomdk szdma alapjan harom csoportba osztottuk: 0
metasztatikus nyirokcsomo (A. csoport), 1-3 metasztatikus nyirokcsomo (sentinel nyirokcsomo
pozitiv) (B. csoport), 4-10 metasztatikus nyirokcsomo (C. csoport).

A 1. vizsgalatba prospektiv modon 11 operabilis emlédaganatos nébeteget vontunk be.
A betegeket a daganat tipusa és stadiuma, valamint a miitét el6tti (neoadjuvans) kemoterapias
kezelés alapjan. Azok a betegek, akiknek lokalis vagy tavoli attét nélkiili DCIS tumoruk (n=3)
volt a primer tumor miitéti uton eltavolitasra keriilt, kemoterdpiat nem kaptak. A masik
csoportban a betegeknek invaziv lobuldris carcinomaja (ILC) (n=8) volt tavoli attét nélkiili
regionalis nyirokcsomo-metasztdzisokkal (II. stadium: T2N1MO, III. stddium: T3N2MO). Ezek
a betegek preoperativan, neoadjuvans mddon intravénasan docetaxel (75 mg/m2 testfeliilet) és
epirubicin (75 mg/m2 testfeliilet) kemoterapia kombinéciot kaptak. A kezelések nemzetkozi
ajanlasoknak megfelelden a kovetkezok voltak: 6 cikluson keresztiil 3 hetente megismételték a
kezeléseket, a sebészeti beavatkozast 6 héttel az utolsé kemoterapias ciklus utan végezték el.

Mintavétel. A miitét eldtt periférids vérmintakat gyiijtottiink a betegektdl (1. vizsgalat:
n=19; II. vizsgalat: n=11) és a Kkorban illesztett egészséges kontrolloktél (n=10). A
plazmafrakciok eléallitasa a 4.7.1.-es pontban leirtak szerint tortént.

DSC mérés. A mérések leirdsa a 4.6.5. pontban olvashato.

Kutatasetikai engedeély. A vizsgélatokat a PTE KK RIKEB engedélyezte (12736/2009).
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4.7.3. Kronikus pancreatitises és pancreastumoros betegek vérének DSC mérései
Betegek és modszerek. A vizsgalatba két kiilonbozé tipusu hasnyalmirigy-betegségben,
nevezetesen kronikus hasnyalmirigy-gyulladasban és rosszindulati hasnyalmirigy-daganatban
szenvedo betegeket vontuk be. A klinikai adatokat a 4.1. tablazat foglalja 0ssze, iranyelvként
az érvényes hazai protokollt vettilk alapul. A kronikus hasnyalmirigy-gyulladasos betegek
csoportjahoz (n=5) azok tartoztak, akiknél az évek 6ta fennall6 pancreatitis szovédményei (pl.
szovetelhalas, epevezeték- vagy nyombélelhalds, szlkiilet) miatt barmilyen sebészi
beavatkozasra sor keriilt. Az Ujonnan diagnosztizalt rosszindulatu hasnyalmirigyrakban
szenvedod betegeket az RO operalhatosag szerint két csoportba osztottuk: operalhatd (n=11) és
nem operalhatd (n=5). A pancreastumor diagndzisa klinikai, radiologiai (CT-vizsgalat,
endoszkopos ultrahang, mellkasrontgen) és laboratoriumi (CA 19,9) vizsgalatok alapjan kertilt
meghatarozasra. A nemzetkdzi és hazai irdnyelvek alapjan az operabilitast (reszekalhatésagok)
a tumoros daganat radikalis €s kurativ sebészi RO reszekcidjaként keriilt meghatarozasra
standard nyirokcsomo-eltavolitassal a tumor korai, I-es stadiumaban, €s néhany II. stadiumu
esetben. Az operalhatosag kérdését egy multidiszciplinaris onkoldgiai csapat dontdtte el, amely
hasnyalmirigy-sebész szakorvosbol, onkologusbol és radiologusbol allt. A tobbi, elérehaladott
esetnél palliativ megoldasként a gyomor-bélrendszer atjarhatésaga biliodigesztiv kettds
bypassal keriilt biztositasra (inoperabilis alcsoport). Minden miitét a PTE Sebészeti Klinikajan
tortént.

Mintavétel. Periférids vénas vérmintakat gyljtottiink a betegektdl (n=21) a miitét elott,
valamint 25 és 65 év kozotti egészséges kontrolloktol (n=5). A vérmintakat EDTA-t tartalmazé
Vacutainer-csovekbe gytijtottiik és a vérplazma elvalasztasa érdekében 1 600 g-vel 15 percig 4
°C-on centrifugaltuk, majd a nativ plazmakat -80 °C-on taroltuk a mérésig.

DSC mérést a 4.7.1. pontban leirtak szerint végeztiik.

Kutatasetikai engedély. A vizsgalatokra a PTE KK RIKEB adott engedélyt (4425/2012).

4.1. tablazat. Kronikus hasnyalmirigy-gyulladasban, operabilis és nem operabilis
rosszindulati hasnyalmirigy adenocarcinomaban szenvedé betegek klinikai adatai

jellemzé kronikus pancreatitis operabilis pancreas inoperabilis pancreas
(n=5) adenocarcinoma adenocarcinoma
(n=11) (n=5)
atlagéletkor 54 év (43-68 év) 60 év (49-76 év) 66 év (58-74 év)
férfi:nd arany 60 %: 40 % 45 %: 55 % 60 %: 40 %
diagnozis Kroénikus pancreatitis Daganat a pancreasban Daganat a pancreasban
Ductus choledochus stenosis ~ Daganat a Vater papillaban Daganat a Vater
Duodenum stenosis papillaban
miitéti médszer Hasnyalmirigy fej reszekcioja Kurativ kezelés: Palliativ terapia:
Az epevezeték reszekcidja Pylorus-megtartasos Biliodigesztiv kettds
Biliodigesztiv anasztomdzis pancreatoduodenectomia bypass
Wirsungo-jejunosztomia Whipple-miitét: bal oldali reszekcio
Gyomor reszekci6 (Billroth 1) Hasnyalmirigy fej reszekcio
posztoperativ 40 % (hasi talyog, 45 % (sebfertdzés, hasnyalmirigy 40 % (GIR vérzés,
komplikaciok mentalis zavartsag) sipoly, tiid6gyulladas) hasi talyog)
korhazi 0% 0% 20 %
halalozas
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4.7.4. Psoriasisban szenvedo betegek vérplazmajanak DSC analizise

Betegek és modszerek. Az elso vizsgalatba 22 beteget vontuk be, akik koziil 18 beteg nem kapott
kezelést, mig 4 esetben gyogyszeres kezelést kaptak a betegek. A nem kezelt fehér bori
(Fitzpatrick I-1T) feln6tt személyek (8 férfi és 10 n6) atlagéletkora 55,7+6,4 év volt. Ezeknél a
betegeknél teljes korli bérvizsgalatot kovetden pikkelysomért diagnosztizaltak a PTE AOK
Bor-, Nemikortani €s Onkodermatoldgiai Klinikan. A tiinetek sulyossagat figyelembe a PASI
pontozasi rendszer alapjan 3 csoportba soroltuk a betegeket: tiinetmentes: PASI = 0;
enyhe/kozepes tlinetek: PASI = 1-15; sulyos tlinetek: PASI >15. A tiinetmentes betegek nem
kaptak kezelést, mig enyhe/kdzepes (n=2) és sulyos tiinetekkel (n=2) rendelekz6 betegek per
os gyogyszeres kezelésben részesiiltek. A vizsgalatokba egészséges kontroll személyeket is
bevontunk (n=5).

A masodik vizsgélatba 72 fehér bort (Fitzpatrick I-11) felndtt beteget (35 férfi és 37 no;
atlagéletkor 56,04+7,8 ¢év) vontunk be, akiknél psoriasist diagnosztizaltak. A tiinetek
stilyossaganak a fent leirt modon hataroztuk meg. A gyogyszeres kezelés szerint a betegeket
kezelés nélkiili (n=39) ¢és szisztémas gyogyszeres kezelésben részesiilok (n=33) csoportjaira
osztottuk. A szisztémas gyogyszeres kezelést kapd csoportba olyan betegeket valasztottunk,
akiket monoterapiaban csak citosztatikummal (metotrexat, n=12), retinoidkezeléssel (acitretin,
n=10) vagy valamelyik biologiai valaszmoddositoval (adalimumab, n=5; infliximab, n=5;
ustekinumab, n=1) kezeltek.

A harmadik vizsgalatba olyan betegeket vontunk be, akik a gyogyszeres kezelés mellett
tiinetmentesek voltak, enyhe-kdzepes tlineteket vagy sulyos tiineteket mutattak. Kezelésként
monoterapiaban szisztémasan citosztatikumot (metotrexat, n=10), retinoidot (acitretin, n=10)
vagy biologiai valaszmoédositot (n=10) kaptak. Ezeknél a betegeknél a DSC mérések utan a
vizsgalatba egészséges kontrollokat is bevontunk (n=10). A gydgyszer tipusat ¢s dozisat az
aktualis borgyogyaszati protokolloknak megfelelden kaptak a betegek. A 2. és 3. vizsgalat
kezelt betegcsoportjai kozott részben van atfedés, az enyhe-kozepes és sulyos tiinetes
betegekbdl kertilt plusz 2 f6 bevondsra.

Mintavétel. Periférias vénas vérmintakat gyijtottiink a betegektdl (Xn=96) és korban
megfeleld egészséges kontrolloktol (Xn=15). A mintak kezelése tekintetében a 4.7.1. pontban
leirtak szerint jartunk el.

DSC mérést a 4.7.1. pontban leirtak szerint végeztiik el.

Kutatasetikai engedély. A vizsgélatokat a PTE KK RIKEB engedélyezte (4077/2011).

4.7.5. A DSC termikus gorbék dekonvolucidja

A termikus gorbék esetén mért hdaram a minta €s a referencia kozti héegyenstly megtartasahoz
sziikséges befektetett kompenzacios héfluxus elektromos teljesitménnyé alakitva, vagyis az
entalpiavaltozas. A vérplazma DSC vizsgalatat kdvetéen a kapott DSC-gorbéket ,,bontottuk
szét” ,termikus tartomanyokra”, amelyek a kiillonb6z6 termikus doménekhez (a
makromolekuldn beliil termikusan azonos modon viselkedd szerkezeti egységekhez)
rendelhetdk. A DSC-gorbét Gauss-gorbék dsszegére bontottuk ugy, dsszteriiletiik kozel azonos
legyen az eredeti kisérleti gorbével. Az elfogadhat6 hibahatar <1 % alatt volt. A dekonvolalas
soran torekedtiink r4, hogy a legjobb illeszkedés érdekében 6t vagy hét gorbét alkalmazzunk,
de néhany hozzgjarulas kisebb volt, mint az entalpia hibaja, de ezek nem befolyasoljak a végso
kiértékelésiinket.
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5. EREDMENYEK
5.1. Vékonybél meleg I/R-s modellben kapott eredmények

5.1.1. Biokémiai vizsgalatok eredményei

A szdvetmintdk MDA koncentracidja az aloperalt csoportban jelentdsen nem véltozott a
kontrollértékhez képest (K: 100,92+3,6; 1.S.: 105,1+3,1 umol/g). Ezzel szemben valamennyi
meleg ischaemias csoportban a kontrollhoz viszonyitva szignifikansan emelkedett az értéke a
reperfuzio végére (1.1.: 134,4+5,3; 1.2.: 143,6+7,2; 1.3.: 162+6,8; 1.4.: 172,8+4,5 umol/g). Az
almitét nem befolyasolta 1ényegében a bél GSH tartalmat (K: 890+14,5; 1.S.: 883+11 umol/g).
A bélszovet GSH-szintje meleg I/R hatasara csokkent (1.1.: 865+13 umol/g) Ez a csokkenés 2,
3 és 6 ora utan szignifikans volt (1.2: 842+12; 1.3.: 815+15; 1.4.: 711£10 umol/g). A szoveti
SOD aktivitast onmagaban az altatas nem befolyasolta szamottevéen (K: 210+11; 1.S.: 20612
IU/g). De a meleg ischaemias id6 novekedésével aranyosan szignifikans csokkenést mutatott,
s6t 6 ora utan az aktivitas tobb mint felére csokkent (1.1.: 165+11; 1.2.: 133+13; 1.3.: 114+10;
1.4.: 90+12 TU/g).

5.1.2. Szovettani vizsgalatok eredménye

A bél strukturalis karosodasanak megitélésére a Park-féle klasszifikaciot vettiik alapul, mely
szerint a kontroll és aloperalt (1.S.) csoportokban normal bélszoveti struktara volt detektalhato.
Az 1 6rés meleg ischaemiat kdvetd reperfiizido végén a villusok kismértékii levalasat figyeltiik
meg (grade 1), mig 2 6ras ischaemia mar a villusok kdzepes mértéki levalasat okozta (grade
2). A 3 oras meleg ischaemia jelentdsebb epithellevalast okozott (grade 4). Hat 6ras ischaemia
utan, a legmagasabb, 5-0s fokozata kdrosodas alakult ki denudalt villusokkal, a lamina propria
¢s a kriptak decellularizacidjaval és végsd soron a bélstruktura teljes szétesésével.

A V/K arany jelezte, hogy a kontroll 2,55-6s értékhez viszonyitva a 3 6ras meleg
ischaemia hatdséra az 1.3. csoportban ez 1,33-ra, mig 6 ora elteltével az 1.4. csoportban 0,05-
re lecsokkent a hanyados, mely mindkét esetben szignifikdns volt. Az 1 és 2 Oras meleg
ischaemia még nem idézett eld jelentds valtozast a V/K hanyadosban (1.1.: 2,57; 1.2.: 2,7). A
3 6rés csoportban mért érték szignifikansan alacsonyabb volt az 1 6ras aranyhoz viszonyitva,
illetve a 6 oras szignifikansan eltért mar a 3 oras csoport értékéhez képest is.

A Scion Image kvantitativ analizis szerint a szoveti sériilés mértéke egyenes aranyban
valtozott a meleg ischaemia idejével. Jelentds karosodas a mucosa, a submucosa és a kriptak
tertiletén volt. A mucosa jelentdsen sériilt mind a kontroll (K: 76410 um), mind az aloperalt
(1.S.750+11 pm) mintdkhoz viszonyitva mar 1 €s 2 6rds meleg ischaemia utdnis (1.1.: 700£11;
1.2.: 650£20 pum). A 3 és 6 6rds mintaknal ez tovabb fokozoddott és a mucosa vastagsaga
nemcsak a kontroll vastagsagot tekintve, hanem még az 1 és 2 0rds ischaemias
mucosavastagsaghoz képest is szignifikdnsan csokkent (1.3.: 380+30; 1.4.: 160+15 pm). A
submucosa vastagsaga (K: 58+3; 1.S.: 56+4; 1.1.: 4742; 1.2.: 4042; 1.3.: 37+4; 1.4.: 30£6 um)
¢és a kriptak mélysége (K: 215£8; 1.S.: 21046; 1.1.: 189+7; 1.2.: 17544; 1.3.: 163+6; 1.4.: 152+4
um) is az ischaemias iddvel aranyos médon, jelentdsen csokkent a kontrollhoz viszonyitva. A
bélfal muscularis rétege is csokkent, de ez csak a 3 és 6 o0ras mintak esetén volt szignifikans
mértékl (K: 129+£10; 1.S.: 125+8; 1.1.: 11246; 1.2.: 115£3; 1.3.: 108+4; 1.4.: 106+7 pum).

5.1.3. Vérgaz vizsgalatok eredménye
A patkany vér normal sav-bazis értékeit hasonldo a human értékekkel, de az artérias vér pH-
janak 7,26-7,46-0s - tagabb - tartomanyat tekintjiik normal pH-nak. Ismert, hogy az altatészerek
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is hatassal vannak a vér sav-bazis paramétereire, de ebbdl a szempontbdl a kisérleti elrendezés
homogén volt.

Korai (5 perc) és reperfuzié végi (60 perc) vérmintakat vettiik és hasonlitottuk Ossze a
kontroll (pH: 7,33+0,1) értékekkel. Az artérias vér pH-jaaz 1 6ras (1.1.) és a2 oras (1.2.) meleg
ischaemids csoportoknal a normal tartomanyban maradt a reperfuzio teljes ideje alatt. Ezzel
szemben a 3 dras (1.3. csoport) meleg ischaemia mar savas iranyba tolta el a pH-t, mig 6 6ras
ischaemia a reperfuzié elején enyhébb (pH: 7,11+0,03), majd 1 6ra mulva stalyosbodéd (pH:
7,06+0,01) acidozist okozott. Ez a kontroll és az 1 és 2 oras értékekhez viszonyitva is
szignifikans eltérés volt. A PaO2 minden csoportnal normal tartomanyban maradt. A parcialis
CO2 nyomas az 1 és 2 6ras meleg ischaemias csoportokban a normal tartomanyon beliil volt a
reperfuzi6 idején. Ezzel szemben 3 ora utan a PaCO; értéke 35+3 és 364 Hgmm-re csokkent
a kontroll, 45+2 Hgmm-es nyomashoz képest. A 6 Oras ischaemia szignifikans csokkenést
eredményezett a reperfizié idején mért PaCO2 nyomasértékekben (20+5 Hgmm; 2242 Hgmm).
Ez mind az 1 és 2 6ras ischaemias, mind a kontrollértékeket tekintve is jelentds eltérés volt.

A HCOs koncentracio a 3 6ras csoportban 14,944 mmol/l, mig a 6 6ras csoportban
6,03 mmol/l volt. Ez utobbi szignifikans volt a kontroll (22,9+2 mmol/l), az 1.1. (20,912
mmol/l) és az 1.2. (19+3 mmol/l) csoportokkal Gsszehasonlitva. A BE stlyos foka negativ
eltolodasat kaptuk a 3 Oras ischaemia utani reperfuzid végére (-11+4 mmol/l) és a 6 oras
csoportban (-21,8+4 mmol/l). Ez utébbi a kontroll (-2,4+0,2 mmol/l) és az 1 és 2 oras
csoportokban mért koncentracioktol is szignifikdnsan magasabb volt.

A Siggaard-Andersen nomogramon abrazoltuk a meleg I/R-s modellben kapott
értékeket, amely a pH valtozas és a CO; parcialis nyomasvaltozas 0sszefiiggését mutatja egy
koordinaciés rendszerben. A kontroll, az 1 6ras (1.1. csoport) és 2 oras (1.2. csoport) meleg
ischaemia utdn a reperfiizio idején is kozel a normal tartomanyban maradtak az értékek. Ezzel
szemben a 3 6ras csoport sav-bazis értékei mar a metabolikus acidozis felé tértek el. A 6 oras
ischaemia utani reperfiizios mintdk mar sulyos metabolikus acidozis értékeket mutattak.

5.2. Vékonybél hideg konzervalasi és transzplantaciés modelljének eredményei

A hideg konzervalasi és transzplantacios kutyamodell eredményei koziil azok keriilnek itt
bemutatasra, melyek a Ph.D. dolgozat megirasa utan sziilettek.

5.2.1. Szovettani vizsgalatok eredménye

A hideg konzervalas a kontroll és aloperalt (2.S.) csoportoknal tapasztalt ép strukturahoz képest
1 6ra mulva (2.1.) 1-es fokozath karosodast eredményezett. A 3 6ras EC oldatban torténd hideg
konzervalas (2.2.) 3-as, mig a 6 6ras (2.4.) 4-es foku karosodast okozott. A 3 6ras UW oldatban
torténd prezervacio is 3-as szintli karosodast mutatott jelentGsebb epithellevalassal és
helyenként el6forduld kriptakarosodassal. Az azonos idejii EC (2.2.) és UW (2.4.) oldatban
torténd konzervalas kozel azonos mindségi valtozasokat okozott a szerkezetben.

A hidegen konzervalt graftok kvantitativ analizise alapjan a szoveti sériilés
legjelentdsebb a mucosa és a kriptak teriiletén volt. A mucosa vastagsaga a kontroll (K: 796+26
um) és az aloperalt (2.S. 788+21 um) mintdk viszonylatdban szignifikdnsan csokkent a 3 6ras
EC oldatban (2.2.: 510+18 um) és UW oldatban (2.4.: 58018 um) valo tarolds utan, illetve 6
oras EC-ben (2.3.: 410+20 pum) vald prezervacio hatdsara. A mucosaval ardnyos modon és
mértékben csokkent a submucosa rétege is (K: 56+4; 2.S.: 55£3; 2.1.: 5043; 2.2.: 43+4; 2.3.:
3145; 2.4.: 4943 um). A hideg tarolas a kriptak szerkezetében is karosodast eredményezett,
mely a 3 és 6 oras graftoknal szignifikans volt (K: 278+8; 2.S.: 270+6; 2.1.: 261+5; 2.2.: 188+4;
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2.3.: 11845; 2.4.: 205+£8 um). SOt a 6 6ras EC-ben tarolt graftok esetén a mucosa vastagsaga és
a kriptadk mélysége szignifikansan alacsonyabb maradt a graftok 3 oras tarolasadval szemben
(2.3. vs. 2.2.). A bélfal izomrétegének vastagsdgaban enyhe csokkenés volt mérhetd (K:
285+10; 2.S.: 28048; 2.1.: 278+2; 2.2.: 275+5; 2.3.: 26843; 2.4.: 276+3 pm).

A kontroll V/K arany kutyanal 1,86 volt. Az 1 és 3 6ras EC, és a 3 6ras UW oldatban torténé
hideg konzervalas jol megorizte a kontrollhoz kozeli értéket (2.1.: 1,95; 2.2.: 1,71; 2.4.: 1,82). Ezzel
szemben a 2.3. csoport 6 6ras EC oldatban tarolt graftoknal 2,47-re nétt az arany, mely szignifikans
valtozas volt mind a kontroll, mind az 1 6ras értékekhez képest Is.

5.2.2. Vérgaz vizsgalatok eredménye

Artérias vérmintakat vettiink a korai reperftizio id6szakaszaban (5 perc) és a reperfuziod
végén (60 perc) és hasonlitottuk 0ssze a miitét kezdetén mért kontrollértékkel (pH: 7,37+0,01).
Az artérias vér pH-ja 1 oras EC oldatban val6 hideg konzervalés (2.1. csoport) utan a normal
tartomanyban maradt a reperfuzio teljes ideje alatt. Ezzel szemben EC oldatban val6 3 6ras (2.3.
csoport) tarolas mar savas érték felé tolta el a pH-t (pH: 7,3), illetve 6 6ras prezervacio a
reperfuzié elején (pH: 7,22) és 1 6ra mulva is acidozis (pH: 7,25) mutatott. Ez a kontroll, illetve
az 1 és 3 oras értékekhez képest is szignifikans eltérés volt. A UW oldatban torténd 3 oOras
tarolas utani reperfizidban normal pH-t (7,36; 7,37) mértiink.

A PaO2 minden csoportban normal tartomanyban maradt. EC oldatban tarolt graftok
esetén a parcialis szén-dioxidnyomads 1 d6ra utdn normalis volt (PaCOz: 42 Hgmm), de 3 6rés
(PaCO2: 33 Hgmm) ¢és 6 oras (PaCO»: 29 Hgmm) tarolast kovetd reperfuzio végén csokkenést
mértiink, mely a 6 6ras csoportnal a kontroll, az 1 és 3 dras csoportok esetén is szignifikans
valtozast jelentett. A UW oldatban val6 3 konzervalas csupan enyhe PaCO; csokkenést okozott
a reperfuzid végére (7,37+0,01).

Hasonlo eltéréseket kaptunk a HCO3™ koncentracid €s a bazistobblet vonatkozasaban. A
HCOs  koncentracidé az 1 6rds EC csoportban 22,9 mmol/l volt, mely megdrizte a
mmol/l-re csokkentette a reperfizid végére. Ez utdbbi érték szignifikans csokkenés volt a
kontroll (HCO3™: 22,9 mmol/l), az 2.1. (HCOs": 22,9+2 mmol/l) és a 2.2. (HCOz3: 1943 mmol/1)
csoportok aktualis bikarbonat koncentracidival dsszehasonlitva. A bazistobblet sulyos foku
negativ iranyt valtozasat kaptuk az EC oldatban tarolt 3 oras (BE: -9,5+0,2 mmol/l), illetve a 6
oras csoport reperfuziojakor (BE: -13,3+0,5 mmol/l). Ez utébbi mind a kontroll (BE: -2,4+1,1
mmol/l), mind az 1 és 3 oras csoportokban mért koncentracioktol is szignifikansan magasabb
volt. A UW oldatban torténd 3 orés tarolas (2.4. csoport) utani reperfuzioban normal HCO3z
koncentraciot (HCOs3™: 23,5+1,5 mmol/l), és bazistobbletet (BE: -1,3+0,3 mmol/l) mértiink.

A Siggaard-Andersen nomogramon abrazoltuk a hideg I/R-s modellben kapott
értékeket, amely a pH véltozas és a CO2 parcialis nyomasvaltozas Osszefiiggését mutatja egy
koordinaciés rendszerben. A kontroll, az EC oldatban vald 1 6ras (2.1. csoport) és a UW
oldatban vald 3 6rds (2.4. csoport) konzervalas utan a reperfuzid idején kozel a normal
tartomanyban maradtak az értékek. Ezzel szemben az EC oldatban valdé 3 6rds csoport
vérmintainak sav-bazis értékei mar a metabolikus acidozis felé tértek el. A 6 6rds ischaemia
utdni reperfuzidos mintak mar a kialakult, stlyos metabolikus acidozis értékeit mutatta.
Osszességében az 5 perces, korai reperfiizios értékek nagyobb karosodast mutattak, mint amit
a 60 perces méréseknél tapasztaltunk.
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5.3. A vékonybél ischaemias prekondicionalasi modelljének eredményei

5.3.1. Biokémiai vizsgalatok eredményei

A szovetmintadk MDA koncentracidja a kontrollértékhez viszonyitva a késéi IPC csoportban
csak kismértékii emelkedést mutatott (K: 103,2+4,6; 3.5.: 108+5 pmol/g). Lényeges eltérés volt
a klasszikus IPC csoportoknal kapott korabbi eredményekhez viszonyitva (PhD tézis
tartalmazza), illetve szignifikansan Kisebb lipidperoxidaciot okozott a korabban mért, nem-
prekondicionalt hideg I/R-s kisérletek eredményeihez viszonyitva (3.2.: 129+3 umol/g). A
szoveti GSH-szint szignifikansan emelkedett a kés6i IPC utan a kontrollhoz képest, értéke
hasonlé volt a klasszikus IPC utan kapott szintekhez (K: 364+15; 3.5.: 48015 pmol/g). S6t
koncentracidja szignifikansan magasabb volt a nem prekondicionalt szovet GSH-szintjéhez
viszonyitva is (3.2.: 370+15 umol/g). A kés6i IPC csoportban a szoveti SOD aktivitasa
csokkent a kontrollbélminta aktivitasahoz képest, de szignifikansan magasabb értéket kaptunk
az IPC nélkiili kisérletekhez viszonyitva (K: 280+18; 3.5.: 200+15 1U/g; 3.2.: 11010 IU/g).

5.3.2. Szovettani vizsgalatok eredménye
A hideg konzervalas el6tt alkalmazott korai és kés6i IPC is javitotta a graftok mucosa,
submucosa rétegének vastagsagat és a kriptak mélységét a metszetek kvantitativ kiértékelése
soran. A mucosa vastagsaga szignifikansan csokkent a kontroll (K: 796+26 pm) és az aloperalt
(2.S. 788+£21 um) mintakkal szemben a 3 6ras EC oldatban (3.1.: 505+18 um) és 3 oras UW
oldatban (3.2.: 555+12 um) valo tarolas utan. A kontrollhoz viszonyitva szignifikansan
alacsonyabb, de az elébb emlitett értékekhez képest magasabb mucosalis réteget mértiink a
korai IPC (3.3.: 581£16 um; 3.4.: 658+14 um) ¢€s a késéi IPC csoportban (3.5.: 678+11 pm)
egyarant. A submucosa méretének valtozasa ezzel parhuzamos tendenciat mutatott (K: 56+4;
2.S.:55+3; 3.1.: 42+2; 3.2.: 43£3; 3.3.: 47+4; 3.4.: 53+4 um). A hideg tarolas utan alkalmazott
korai és késoi IPC is csokkentette a kriptak szerkezetében bekovetkez6 szignifikans karosodast
(K: 278+8; 2.S.: 270+6; 3.1.: 188+5; 3.2.: 205+4; 3.3.: 199+3; 3.4.: 220+8 um). Ertékét tekintve
a késoi IPC jobban megdrizte a mucosa, submucosa ¢€s a kriptak szerkezetét, mint a korai IPC
(3.5. vs. 3.4.). Az izomvastagsag minimalisan csokkent, de ez nem volt szignifikans egyik
csoportban sem a kontrollhoz viszonyitva (K: 285+10; 2.S.: 280+8; 3.1.: 27546; 3.2.: 27645,
3.3.: 27945; 3.4.: 28147 pum).

A V/K arany az 1,86-as kontrollérték kozelében maradt valamennyi csoportnal. Enyhe
csokkenés volt a UW oldatban 3 orat tarolt graftok esetén (3.1.: 1,68; 3.2.: 1,70). A korai és
kés6i IPC hatasara kissé nétt is a V/K arany (3.3.: 1,91; 3.4: 1,99).

5.3.3. Kemiluminescens alapi ELISA moédszer eredményei

Az ischaemias és reperfuzids periddusok ideje, valamint a ciklusok szdma alapjan 8 kiilonb6z6
IPC protokollt alkalmaztunk patkanykisérletekben. Az aktivalodast relativ fényegységben
hataroztuk meg. A gyarto kisérletei alapjan az RLU mennyiségi novekedése korrelalt az NF-
kappaB aktivacidjaval. Eredményeink alacsony és alland6 RLU-t mutattak az aloperalt csoport
(3.S.) Osszes citoplazmatikus és nuklearis mintajaban. Az IPC csoportokban (3.6.-3.13.) a
citoplazma teljes NF-kappaB mennyisége szignifikansan emelkedett 30 perccel az IPC utan
(p<0,05). Hatvan perccel az IPC utan az NF-kappaB aktivacié a kontrollszintre csokkent.
Erdekes modon 120 perccel az IPC utan ez az aktivacio ismét jelentésen megnétt (p<0,05). Ez
a valtozas kovetkezetesen minden prekondicionalt csoportban bekdvetkezett, fiiggetleniil az
IPC-ciklusok szamatol. A prekondicionalt csoportokban a sejtmagban mért NF-kappaB
aktivacio a citoplazmaban tapasztalt aktivacioval parhuzamosan valtozott. Az alkalmazott IPC
stimulusok az NF-kappaB kétfazisu aktivacidjat valtottak ki mind a citoplazmaban, mind a
sejtmagban valamennyi kisérleti csoportban.
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5.4. A vékonybél ischaemias posztkondicionalasi modellekben kapott eredmények

5.4.1. Biokémiai vizsgalatok eredményei a meleg I/R-s és IPO-s csoportokban

A bélszovetben mért lipidperoxidacio a kontroll és az aloperalt csoportokban is hasonlo értéket
mutatott (K: 102+4; 4.S.: 104+3 umol/g). Ezzel szemben valamennyi meleg ischaemias
csoportban a kontrollhoz viszonyitva szignifikansan emelkedett MDA értéket mértiink a
reperfuzio végére (4.1.. 132+8; 4.2.: 159+7; 4.3.: 168+6 pumol/g). Az IPO csoportokban is
emelkedett a lipidperoxidacio6 3 és 6 oras meleg ischaemia hatasara, de értékében alacsonyabb
maradt, s6t a 6 o0ras csoportokban szignifikansan alacsonyabb volt a nem posztkondicionalt
csoporthoz képest (4.4.: 12447, 4.5.: 138+8; 4.6.: 145+5 pmol/g). Az almiitétkor mért szoveti
GSH koncentracidja a kontrollértéken maradt (K: 893+9; 1.S.: 880+8 pumol/g). A bélszdvet
GSH-szintje 3 és 6 6ras meleg I/R hatasara csokkent (4.1.: 868+7; 4.2.: 810+10; 4.3.: 700£9
umol/g). Az TPO csoportokban 3 és 6 6ras meleg ischaemia utdn mind a kontroll, mind az
azonos idejii nem posztkondicionalt csoportokhoz képest is szignifikansan emelkedett (4.4:
900+13; 4.5.: 999+10; 4.6.: 110048 pumol/g). A szdveti SOD aktivitast onmagéaban az altatas
nem befolyasolta az aloperalt csoportban (K: 232+7; 4.S.: 228+8 1U/g). A mintak SOD
aktivitasa a meleg ischaemias id6 novekedésével dramai modon, szignifikansan csokkent (4.1.:
168+11; 4.2.: 100+10; 4.3.: 78+10 IU/g). Az IPO csoportok koziil a 3 és 6 6ras mintadkban is
csokkenés lathato az aktivitasban, de az IPO nélkiili csoportokat tekintve szignifikansan jobban
megbrzOdott az aktivitas (4.4.: 184+6; 4.5.: 15148; 4.6.: 125+5 1U/g).

5.4.2. Szbvettani vizsgalatok eredménye a meleg I/R-s és IPO-s csoportokban

A kontroll és aloperalt (4.S.) csoportokban karosodas nélkiili, normal szoveti Szerkezetet
lattunk (grade 0). Egy 6ras meleg ischaemiat (4.1.) kovet6 reperfiizio végén a sertés modellben
a villusok kozepes mértékii levalasat tapasztaltuk (grade 2), mig 3 oras (4.2.) ischaemia mar
jelentésebb epithellevalast okozott (grade 3). Denudalt villusok, a lamina propria és a kriptak
decellularizacidja, valamint a bél dezorganizaciodja jelezte 6 ora utan (4.3.) az 5-0s sulyossagu
karosodast. Az IPO csoportokban (4.4.,4.5., 4.6.) a karosodas egy fokozattal enyhébb volt, mint
az azonos idétartamu IPO nélkiili csoportokban. Ezek kozil is kiemelendd a kriptak jobb
megOrzottsége a reperfiizid végére.

A kontrollhoz viszonyitva az aloperalt allatok strukturalis szoveti értékei nem valtoztak
jelentésen (mucosa K: 964+10,5; 4.S.: 920+21; submucosa K: 56+3; 4.S.: 55+2; kripta K:
210+6; 4.S.: 207+4; izom K: 127+8; 4.S.: 120+8 um). Meleg ischaemia utan alkalmazott IPO
csokkentette a bélfal szoveti karosodasat, mely valamennyi rétegnél megfigyelhetd volt. A
mucosa vastagsaga 1, 3 és 6 6ras meleg ischaemia utan szignifikansan csokkent a kontrollhoz
képest (4.1.: 750+11; 4.2.: 610£19; 4.3.: 41013 pm), mikdzben az IPO csoportokban ennek a
rétegnek a vastagsdga szignifikdnsan magasabb maradt (4.4.: 840+14; 4.5.: 700+18; 4.6.:
51016 pm). A submucosa valtozasa hasonlo trendet mutatott, mikdzben a 3 6ras mintaknal
szignifikdnsan jobb eredmény volt az IPO csoportban sszehasonlitva a posztkondicionalas
nélkiili mintakkal (4.1.: 46+2; 4.2.: 42+1; 4.3.: 3243; 4.4.: 49+2; 4.5.: 4742; 4.6.: 33£3 um).
Az IPO csokkentette a kriptak szerkezetében bekdvetkezo karosodast, a 3 és 6 6ras mintaknal
ez szignifikans volt (4.1.: 180+6; 4.2.: 168+4; 4.3.: 15745;4.4.: 195+6;4.5.: 181+4;4.6.: 17243
um). Az izomvastagsag a meleg I/R utan csokkent, ami 3 €és 6 Ora utan szignifikans volt,
mikdzben az PO csoportokban az izomszerkezet kevésbé kdrosodott (4.1.: 110+6; 4.2.: 108+5;
4.3.:106+4;4.4.: 115£8;4.5.: 111£4; 4.6.: 110£6 pum).

Meleg ischaemidt kovetden fellépd patomorfologiai valtozdsok a V/K aranynak a
kontrollértékhez képesti szignifikans csokkenését okoztak (K: 3,59; 4.1.: 3,16; 4.2.: 2,6; 4.3.:
1,6). Ezzel szemben a meleg ischaemia utani IPO csoportokban a kontrollhoz kdzelebbi
értékeket kaptunk (4.4.: 3,3; 4.5.: 2,86; 4.6.: 1,96).
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5.4.3. Biokémiai vizsgalatok eredményei a hideg I/R-s és IPO-s csoportokban

A bélszovetben mért lipidperoxidacid a kontroll és aloperalt csoportokban nem valtozott
jelentdsen (K: 102+4; 4.S.: 104+3 pmol/g). A hideg konzervalas soran is emelkedett a szoveti
MDA koncentracio, ez 3 és 6 oras tarolas utan volt szignifikans novekedés a kontrollmintakhoz
képest (4.7.: 125+4; 4.8.: 130£5; 4.9.: 140+£7 umol/g). De a hideg konzervalas mérsékelte a
lipidperoxidaciot az azonos idejii meleg I/R-hoz viszonyitva, ez 6 6Oras csoportok kozott
szignifikans is volt. Az IPO csoportok koziil csak 6 6ra utan volt szignifikans az emelkedés, de
ez szignifikansan alacsonyabb maradt, mint az azonos idej{i, nem IPO-s csoportok értéke (4.10.:
108+4; 4.11.: 110+6; 4.12.: 125+2 pumol/g). A kontrollmintdk és az almiitétkor mért GSH
koncentraciok hasonld szinteket mutattak (K: 893+9; 1.S.: 88048 umol/g). A bélszévet GSH-
szintje hideg I/R hatasara is csokkent, de ez csak a 6 6ras csopoOrtban volt szignifikans (4.7.:
870+17; 4.8.: 865+20; 4.9.: 810+12 pmol/g). Az IPO csoportokban emelkedett a szoveti GSH
tartalom, de ez csak a 6 oras ischaemias és IPO-n atesett mintaknal volt szignifikans a
kontrollhoz, a meleg I/R-s csoporthoz és a nem IPO-s csoporthoz képest (4.10.: 868+19; 4.11.:
899+16; 4.12.: 1002+15 pmol/g). A szdveti SOD aktivitas az aloperalt csoportban a kontrollhoz
kozeli aktivitason maradt (K: 232+7; 4.S.: 22848 1U/g). A bélmintak SOD aktivitasa hideg
ischaemia alatt is szignifikansan csokkent, de a 3 és 6 oras konzervalas soran szignifikansan
magasabb értéken maradt, mint a meleg I/R-s csoportokban (4.7.: 179+12; 4.8.: 165+11; 4.9.:
108+11 1U/g). Az IPO-s csoportokban magasabb maradt a SOD aktivitasa, ez a 6 oras
mintakban szignifikans volt a kontrollhoz, az azonos idejii meleg I/R-s csoporthoz és az azonos
ideji nem IPO-s csoporthoz viszonyitva (4.10.: 184+12 4.11.: 175+11; 4.12.: 157+10 1U/g).

5.4.4. Szovettani vizsgalatok eredményei a hideg I/R-s és IPO-s csoportokban
A UW oldatban toérténd hideg konzervalas a kontroll és aloperalt (4.S.) csoportok normal
struktarajahoz (grade 0) képest karosodast okozott a szoveti szerkezetben. Ez a tarolas idejével
aranyos mértékii volt. Egy 6ras hideg ischaemiat koveto reperfiizio végén a villusok kismértéki
levalasat tapasztaltuk (grade 1), mig 3 6ras ischaemia mar jelentés epithellevalast okozott
(grade 3). Hat 6ras konzervalas 4-es karosodast eredményezett villus denudacioval. Az 1 oras
tarolastol eltekintve az IPO csoportokban a szoveti karosodas egy fokozattal enyhébb volt, mint
az IPO nélkiili konzervalt csoportokban. A kvalitativ értékelés szerint a hideg konzervalas
segitette a szoveti struktira jobb megbrzését, melyet a reperfazio eldtti IPO tovabb javitott.
Az aloperalt allatok bélszovetének szerkezete a kontrollhoz kdzel azonos értékeken
maradt a kisérlet végére. A hideg konzervalas részben mérsékelte a mucosa réteg sériilését (4.7.:
870+20; 4.8.: 690£15; 4.9.: 562425 um), melyet az 1, 3 és 6 oras prezervacid utan alkalmazott
IPO tovabb csokkentett (4.10.: 890+10; 4.11.: 720+21; 4.12.: 660+£14 pum). A submucosa
vastagsaga is csokkent hideg ischaemia utan, melyet a 6 6ras konzervalas utani IPO szignifikans
mértékben javitott (4.7.: 4543; 4.8.: 43+4; 4.9.: 31+4; 4.10.: 4942; 4.11.: 4643; 4.12.: 4243
um). A kriptak szerkezete - szemben a meleg I/R-s mintakkal- jobban megdérzodott a reperfiizid
végére, mely a 3 és 6 oras IPO csoportokban szignifikansan jobban megmaradt (4.7.: 45+3;
4.8.:43+4;4.9.: 3144, 4.10.: 49+£2; 4.11.: 46+3; 4.12.: 42+3 um). Az IPO csokkentette a kriptak
szerkezetében bekovetkezo karosodast, a 3 és 6 6ras mintaknal ez szignifikans volt (4.7.: 185+3;
4.8.: 181+4; 4.9.: 17045; 4.10.: 195+5; 4.11.: 190+3; 4.12.: 185+£2 um). Az izomvastagsag a
kontrollhoz képest valamennyi csoportban enyhén csokkent, de az IPO-s csoportoknal nagyobb
maradt az értéke (4.7.: 11542; 4.8.: 109£9; 4.9.: 109+3; 4.10.: 113+4; 4.11.: 110+4; 4.12.:
10943 um). A hideg konzervalas szignifikdnsan csokkentette a V/K hanyadost 3 és 6 oOras
tarolas utan a kontrollértékhez viszonyitva (K: 3,59; 4.7.: 3,7; 4.8.: 2,8; 4.9.: 2,3). A prezervacio
utan alkalmazott IPO csoportjaiban a kontrollhoz kozelebbi értékeket kaptunk (4.10.: 3,56;
4.11.:2,78; 4.12.: 2,56).
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5.5. A PACAP meleg és hideg I/R-s bélmodelljeiben kapott eredmények

5.5.1. Endogén PACAP38 immunreaktivitasa meleg I/R-s bélszovetben

A radioimmunoassay vizsgalatok kimutattak, hogy a bélszévetben jelenlévd ,,endogén”
PACAP38 immunreaktivitisa minden csoportban csokkent meleg I/R hatasara a
kontrollmintakkal Osszehasonlitva (K: 17+2,9; 5.1.: 11+1,4 fmol/mg). Ezek a valtozasok
szignifikdnsak voltak 2, 3 és 6 ora ischaemiat kovetd reperfizios periodusok végére (5.2.:
6,2+1; 5.3.: 4,5£1,3; 5.4.: 2,3+1,1 fmol/mg).

5.5.2. Biokémiai vizsgalatok eredményei a meleg I/R-s és PACAP38 csoportokban

A szoveti MDA koncentracidt nem ndvelte az aloperacid Osszehasonlitva a kontroll
koncentracioval (K: 101+2; 5.S1.: 106+3 umol/g). A modell valamennyi meleg ischacmias
csoportjaban szignifikansan emelkedett az MDA értéke a reperfuzié végére (5.1.: 132+£8; 5.2.:
141+7; 5.3.: 159+6; 5.4.: 170+£6 pmol/g). A reperfzié soran adott PACAP38 csoportjaiban is
emelkedett a szoveti lipidperoxidacio, de értékében alacsonyabb maradt a PACAP38-at nem
kapd csoportokhoz képest és ez a 3 és 6 dOras csoportok esetén szignifikans volt (5.5.: 130£7;
5.6.: 140+5; 5.7.: 145+6; 5.8.: 1504+5 umol/g). Az almitétek szoveti GSH koncentracidja a
kontrollértéket mutatta (K: 893+15; 5.S1.: 880+10 umol/g). A vékonybél GSH tartalma a 2
6ranal magasabb meleg I/R esetén szignifikansan csokkent (5.1.: 868+12; 5.2.: 840+15; 5.3.:
810+12; 5.4.: 700+13 pumol/g). A PACAP38-at kapd csoportokban magasabb maradt a GSH
koncentraci6 és csak a 6 6rds meleg ischaemia utan csokkent szignifikansan, illetve értékét
tekintve is szignifikansan emelkedett szemben a PACAP38-at nem kap6 csoportok értékeivel
(5.5: 880+11; 5.6.: 870+12; 5.7.: 840+14; 5.8.: 80015 pmol/g). A szoveti SOD aktivitasa a
kontroll és aloperalt csoportban is kézel azonos volt (K: 215+13; 5.51.: 200+10 1U/g). A mintak
SOD aktivitasa a meleg ischaemias 1d6 novekedésével szignifikansan csokkent (5.1.: 164+9;
5.2.: 141+11; 5.3.: 115+6; 5.4.: 81+8 1U/g). A PACAP38-at kapo csoportban 2, 3 és 6 Oras
mintékban is szignifikdnsan alacsonyabb volt a SOD aktivitas a kontrollhoz képest. A 3 és 6
ords meleg I/R csoportokhoz viszonyitva a PACAP38-at kapd mintdknal szignifikansan
magasabb maradt az aktivitas (5.5.: 186+5; 5.6.: 160+7; 5.7.: 145+6; 5.8.: 120+8 1U/Q).

5.5.3. Szovettani vizsgalatok eredményei a meleg I/R-s és PACAP38 csoportokban
A kontroll és aloperalt (5.S2.) szovettel szemben a legkisebb karosodas az 1 6ras csoportban volt
(grade 1), mig a bél legnagyobb szerkezeti karosodasat 6 ora utan lehetett mérni (grade 5).
Reperfaziokor adott iv. PACAP38 csoportjai koziil az 1 oras (5.5.) és 2 oras (5.6.) meleg
ischaemias csoportokban azonos stadiumu karosodést lehetett detektalni a PACAP38-at nem
kapo szovetekhez képest (5.1. és 5.2.). A PACAP38 iv adasa a reperfizio alatt javitotta a szoveti
szerkezetet, jobban meg6rz6dott mind a 3 6ras (5.7.), mind a 6 6ras (5.8.) mintakban.

A Scion Image kvantitativ mérés eredményei szerint a bél mucosarétegének vastagsaga
1, 2, 3 és 6 ords meleg ischaemia utan id6aranyos méodon csokkent a kontroll és aloperalt
csoportokhoz viszonyitva (K: 764+11; 5.S1.: 755+14; 5.1.: 680+12; 5.2.: 650+15; 5.3.: 387+16;
5.4.:162+16 um). Az iv adott PCAP38 javitotta az értékeket, ez a 3 és 6 6ras mucosavastagsagnal
szignifikans volt (5.5.: 709+16; 5.6.: 550+12; 5.7.: 475+15; 5.8.: 232+12 um). A meleg ischaemia
a submucosat is karositotta, 6 6ra utan mintegy felére csokkent a mérete a kontrollhoz képest (K:
58+2; 5.51.: 5643; 5.1.: 47+3; 5.2.: 4044; 5.3.: 38+3; 5.4.: 30+3 um). A PACAP adéasa javitotta
a submucosa strukturajat és ez a 3 és 6 6ras mintaknal jelentds volt (5.5.: 50+2; 5.6.: 48+3; 5.7.:
46+2; 5.8.: 3843 um). A bélfal izomrétegének vastagsaga is csokkent meleg ischaemia hatasara,
ez 3 és 6 ora utan szignifikans volt a kontrollhoz képest, melyet a szamértékeket tekintve - ha
nem is jelentésen, de - védett a PACAP38 adasa (K: 129+10; 5.S1.: 125+5; 5.1.: 117+5; 5.2.:
11543; 5.3.: 108+4; 5.4.: 106+7; 5.5.: 114+4; 5.6.: 11746; 5.7.: 112+3; 5.8.: 11045 um).
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Az ép szovetnél mért értékekkel szemben meleg ischaemia hatasira dramai moédon
csokkent a V/K arany (K: 2,55; 5.1.: 2,59; 5.2.: 2,71; 5.3.: 1,37; 5.4.: 0,065). Ezzel szemben a
meleg ischaemia utani reperfuziokor adott PACAP38 csoportjaiban a V/K arany szignifikinsan
kozelebb volt a kontrollértékhez (5.5.: 2,71; 5.6.: 2,02; 5.7.: 1,65; 5.8.: 0,38). Kiemelendd, hogy
a 6 oras csoportok értékei dramai modon csokkentek, illetve a 3 és 6 6ras PACAP38-at kapd
csoportokban ez a hanyados szignifikdnsan magasabb volt az 5.3. és 5.4. csoportok
eredményeivel szemben.

5.5.4. A bélszovet PACAP38 és PACAP27 immunreaktivitasanak valtozasa hideg UW és
UW+PACAP38 oldatban konzervalt és autotranszplantalt graftok esetén

A RIA vizsgalatok alapjan a UW oldatban torténd hideg ischaemia hatasara a tarolasi idével
aranyos modon csokkent a bél PACAP38 és PACAP27 immunreaktivitasa a kontrollmintakkal
Osszehasonlitva (PACAP38 K: 57,3+3,5; 5.51.: 55£2,5; 5.9.: 50,443,5; 5.11.: 40,1+5,5; 5.12.:
32,63 fmol/mg) (PACAP27 K: 4,2+0,2; 5.S1.: 4+0,5; 5.9.: 2+0,2; 5.11.: 1,6+0,3; 5.12.:
0,9+0,2 fmol/mg). Ezek koziil a PACAP38 6 6ras, illetve a PACAP27 1, 3 és 6 6ras konzervalas
utani érték tért el szignifikansan a kontrolltél. A UW konzerval6d oldathoz adott ,.exogén”
PACAP38 hatdsira a konzervalt és autotranszplantalt bélben emelkedett a PACAP38 ¢és
PACAP27 immunreaktivitasa és ez valamennyi csoportnal szignifikdnsan emelkedett a csak
UW oldatos tarolashoz képest (PACAP38 K: 57,3+£3,5; 5.S1.: 55+2.5; 5.13: 65,243,4; 5.15.:
55,6+4,2; 5.16.: 48,9+3,2 fmol/mg) (PACAP27 K: 4,2+0,2; 5.S1.: 4+0,5; 5.13.: 3,5+0,3; 5.15.:
3+0,2; 5.16.: 2,6:+0,15 fmol/mg).

5.5.5. Biokémiai vizsgalatok eredményei a hideg I/R-s és PACAP38 csoportokban

A bélmintadk kontrollhoz viszonyitott MDA koncentracidja nem valtozott jelentdésen az
aloperalt csoportban (K: 101£2; 5.S1.: 106+3 pmol/g). A hideg konzervalas mérsékelte a
szoveti lipidperoxidaciot, csak a 6 oras tarolas utdn emelkedett szignifikansan az értéke a
kontrollhoz képest (5.9.: 116+4; 5.10.: 119+6; 5.11.: 120+£5; 5.12.: 12843 pmol/g). A
konzervalo oldathoz adott PACAP38 csokkentette a szdveti lipidperoxidaciot valamennyi
csoportban. Ez szignifikdns volt 3 és 6 6ras tarolds esetén a kontrollhoz viszonyitva és a
PACAP38-at nem kapo 6 oras konzervalt csoporthoz képest is (5.13.: 108+3; 5.14.; 110+5;
5.15.: 112+3; 5.16.: 114+2 pmol/g). Az almitétek szoveti GSH koncentracidja a
kontrollértékhez kozeli szinteket mutattak (K: 893+15; 5.S1.: 880+10 umol/g). A bélminta
GSH koncentraciojat 3 és 6 6ras UW oldatban torténd konzervalas szignifikdnsan csokkentette
(5.9.:875+10; 5.10.: 861+15; 5.11.: 840+15; 5.12.: 789+10 umol/g). A PACAP38-at tartalmazo
konzervalo oldat mérsékelte a GSH-szint csokkenését és ez a 6 Oras csoportnal szignifikans volt
(5.13: 885+17; 5.14.: 878+18; 5.15.: 862+8; 5.16.: 825+10 umol/g). A bélmintak SOD
aktivitasa nem valtozott jelentdsen az aloperalt csoportban (K: 215+13; 5.S1.: 200+10 [U/g). A
szoveti SOD-aktivitas a hideg konzervalas soran is csokkend tendenciat mutatott, mely 2, 3 és
6 oras tarolas utan szignifikans volt (5.9.: 178+11; 5.10.: 155+10; 5.11.: 125+8; 5.12.: 98+5
IU/g). A PACAP-ot tartalmazo6 konzervalas 2, 3 és 6 6ras mintakban szignifikansan magasabb
SOD aktivitast eredményezett a csak UW oldatos tarolassal szemben (5.13.: 182+5; 5.14.:
164+7; 5.15.: 136+8; 5.16.: 124+6 1U/g).

5.5.6. Szovettani vizsgalatok eredményei a hideg I/R-s és PACAP38 csoportokban

A kontroll és aloperalt (5.S.) szovetmintak normal strukturajahoz képest az 1 6ras konzervalast
(5.9.) kovetd reperfuzio alatt a villusok ép kriptak melletti kismértéki megemelkedését
detektaltuk. Ha az 1 oras konzervalaskor a UW oldatba PACAP38-at is tettiink (5.13.), akkor a
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karosodas azonos mértékii volt. A 2 6ras konzervalas csoportjaiban (5.10. és 5.14.) sem volt
kvalitativ modszerrel kimutathaté kiilonbséget, azaz a karosodas grade 2 volt. A prezervacio 3
orés idotartama utdn az 5.11. csoportban jelentdsebb epithellevalas és helyenként eléforduld
kriptakéarosodas volt megfigyelhetd. Ezzel szemben a PACAP38-at tartalmazd konzervalas
(5.15.) azt eredményezte, hogy a villusok levalésa és a kriptakarosodas is kisebb mértékii volt.
A 6 Oras konzervalas (5.12) okozta denudacidval jard szoveti sériilést a PACAP38-al
kiegészitett oldatban (5.16) valo tarolas grade 3-ra javitotta.

A hisztoldégiai mintak kvantitativ eredményei szerint a kontrollbélszovetben mért
mucosaréteg vastagsagahoz képest csokkenés volt mérhetd az 1, 2, 3 és 6 6ras UW oldatban
tortént konzervalas utan (K: 764+11; 5.S1.: 755£14; 5.9.: 720+£20; 5.10.: 655+15; 5.11.:
520+£15; 5.12.: 350£25 pum). Ezt mérsékelte a PACAP38-at tartalmaz6 UW oldatban valo
tarolas (5.13.: 750+10; 5.14.: 690+20; 5.15.: 590+21; 5.16.: 485+14 pm). A submucosa
vastagsaga ¢és a kriptak mélysége hideg konzervalas hatasara hasonld iitemben csokkent.
Mikozben a 3 és 6 oOras prezervaciot tekintve szignifikans eltérés volt a UW oldatban valo
konzervalas és a UW+PACAP38 oldatban vald tarolas kozott (submucosa: K: 58+2; 5.S1.:
56+3; 5.9.: 58+5; 5.10.: 48+2; 5.11.: 43+3; 5.12.: 33£3; 5.13.: 52+£3; 5.14.: 50+2; 5.15.: 49+2;
5.16.: 4043 um) (kripta: K: 21548; 5.S1.: 210+6; 5.9.: 175+3; 5.10.: 125+4; 5.11.: 110+4; 5.12.:
58+5; 5.13.: 18545, 5.14.: 150+6; 5.15.: 145+5; 5.16.: 110+£5 pm). A bél muscularis rétegének
vastagsagat csokkentette a UW oldatban végzett hideg tarolas, ezt a hatast az oldat PACAP38
tartalma csokkentette az 5.13.-5.16.-0s csoportokban (K: 129+10; 5.S1.: 125+5; 5.9.: 118+2;
5.10.: 115+5; 5.11.: 110£3; 5.12.: 108+3; 5.13.: 12144; 5.14.: 120+£3; 5.15.: 12242; 5.16.:
110£3 um).

A 5.31. ébran a V/K hanyados valtozasai lathatok UW és PACAP38-at tartalmazé UW
oldatban t6rtén6 konzervalas ¢s autotranszplantacid csoportjaiban. Az 1, 2, 3 és 6 6ras hideg
konzervalas novelte a V/K ardnyt az ép szerkezetli kontrollbélminta szdmaihoz képest (K: 2,55;
5.9.:3,11; 5.10.: 4,24; 5.11.: 3,72; 5.12.: 5,03). A konzerval6 oldathoz adott PACAP38 ezt a
hanyados a kontrollérték felé kozelitette (5.13.: 3,05; 5.14.: 3,6; 5.15.: 3,06; 5.16.: 3,4).

5.5.7. Immunhisztokémiai vizsgalatok eredményei a hideg I/R-s és PACAP csoportokban
A bél vizsgalatkor az ERK1/2 foszforilacios szintjének a kontrollhoz viszonyitott fokozodasa
kvalitativ modon foként az 5.13. és 5.14. csoportokban volt lathato.

A Scion Image képanalizis soran mérhetd volt, hogy a UW oldatban konzervalt graftok
esetén csokkent az ERK1/2 foszforilacios szintje és ez a 6 6ras csoportban szignifikans volt (K:
3400+150; 5.12.: 2198+110 AU). Az ERK1/2 foszforilacios szintje valamennyi PACAP38-at
tartalmaz6 UW oldatban torténd konzervalds és autotranszplanticid hatdsara nétt a
kontrollértékhez viszonyitva (5.13.: 3998+123; 5.14: 3547+89; 5.15.. 2362+145; 5.16.:
2598+120 AU). Ezek koziil a kontrollhoz képest szignifikans novekedés az 1 oraig konzervalt
mintaknal volt. A 6 o6ras PACAP38-at tartalmazd6 UW oldatban torténd konzervalas
szignifikansan novelte a szoveti ERK1/2 foszforilacios szintjét 6sszehasonlitva a PACAP38-at
nem tartalmazo prezervacios eredményekkel (5.12. 2198+110; 5.16.: 3458+105 AU).

Az immunhisztokémiai vizsgalat kvalitativ értékelésekor a JNK foszforilacio fokozodasa
az5.9.,az 5.11. és 5.12. csoportok mintaiban hatarozhaté meg nagy valdsziniiséggel.

A vizsgalat digitalis kiértékelésekor a kontrollhoz képest emelkedett INK foszforilacios
szint volt mérhetd a kisérleti csoportokban. Ez szignifikansan emelkedett a UW-ban valo tarolas
utdn 1, 3 és 6 6ra utan (K: 2100£120; 5.9.: 3102+115; 5.11.: 4298+135; 5.12.: 4652+98). A
PACAP38-at tartalmazo UW oldatban torténd konzervaldson atesett graftok esetén emelkedett
a kontrollhoz viszonyitott JNK foszforilacio, de joval alacsonyabb mértékben (5.13.: 2560+89;
5.14: 2200+117; 5.15.: 2362+145; 5.16.: 2598+120 AU). A 3 és 6 oras tarolaskor a
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foszforilacios szint értékében szignifikdns kiilonbség volt a UW ¢és a PACAP38-at tartalmazo
UW oldatban konzervalt graftok esetén (5.15. vs. 5.11.; 5.16. vs. 5.12.).

Az immunhisztokémiai modszerrel feldolgozott mintak kvalitativ kiértékeléskor
emelkedett p38MAPK foszforilacios szint az 5.11. és 5.12. csoportokban volt.

A metszetek digitalis elemzésekor a p38MAPK foszforilacios szint esetén a kontrollhoz
képest szignifikans emelkedés volt minden UW oldatban torténé konzervalas utan (K:
1600+150; 5.9.: 2998+180; 5.10.: 2578+135; 5.11.: 3997+145; 5.12.: 4895+190). A PACAP38-
at tartalmazo UW oldatban tarolt graftok esetén enyhe emelkedés volt a kontrollhoz
viszonyitva, s6t a 2 és 3 6ras csoportokban kissé a kontrollszint ala csokkent (5.13.: 1620+189;
5.14: 1426+110; 5.15.: 1550+89; 5.16.: 1723129 AU). A p38MAPK foszforilacios szintje
vonatkozasaban valamennyi PACAP38-at tartalmaz6 UW oldatban konzervalt csoport esetén
szignifikans kiilonbség volt az azonos idejili, de csak UW-ban prezervalt bélszovet értékeihez
viszonyitva (5.13. vs. 5.9.; 5.14. vs. 5.10.; 5.15. vs. 5.11.; 5.16. vs. 5.12.).

5.5.8. Citokinaktivitas mérése
A Citokin Array médszerrel végzett kemiluminescens vizsgélatok igazoltak, hogy a citokinek
koziil a szolubilis intercellularis adhézios molekula (sICAM-1, CD54) és az L-szelektin
(CD62L/LECAM-1) normal aktivitasa volt detektalhatdé a kontrollbélszovetben. Az 5.12.
csoportban expresszidjuk nem valtozott 6 6ras UW oldatban torténé konzervalas és az azt
kovetd reperfuzios periodus végére. A 5.16. csoportban mind a 6 6ras PACAP38-at tartalmazo
UW oldatban torténd konzervalas, mind az azt kdvetd 3 6ras reperfuzio jelentésen csokkentette
a citokinaktivitast. A RANTES (CCL5) szintek minden csoportban megemelkedtek. A
kontrollmintdkban a matrix-metalloproteindz szdveti inhibitoranak (TIMP-1) aktivitasa nem
volt mérhetd. Jelentds aktivitdst mértiink az 5.12. csoportban a 6 6rds PACAP38 nélkiili UW
oldatban val6 konzervalast kovetden. Az 5.16. csoportban a PACAP38-at tartalmazo hideg
konzervalas csokkentette ezen aktivitasok szintjét.

Az elébbi méréseket a Luminex Immunoassay-el kapott eredmények is megerdsitették.
Az sICAM és az L-szelektin expresszidja hasonlo volt a kontroll és az ischaemias csoportokban,
mig mindkét esetben szignifikans csokkenés volt megfigyelhet6 a PACAP38-al tarolt
graftoknal. A TIMP expresszidja a kimutatasi hataron volt a kontrollmintdkban, és jelentds
emelkedés volt a hideg ischaemia utan. Az emelkedett TIMP-szinteket mérsékelte a PACAP38-
at tartalmazo konzervalés.

5.5.9. Biokémiai eredmények a meleg I/R-s PACAP vad és génhianyos csoportokban

A szdveti MDA koncentraci6 kozel valtozatlan maradt az aloperacio utan a PACAP** vad (K:
100+3; 5.52.: 105+2 umol/g) és PACAP” génhianyos csoportokban (K: 104+5; 5.53.: 106+4
umol/g). A modell valamennyi meleg ischaemidas csoportjaban emelkedett az MDA értéke,
mely a 3 és 6 oras mintakban szignifikans volt. S6t szignifikansan magasabb volt az értéke a
génhianyos csoportokban a vad tipusuakhoz képest is (5.17.: 12045; 5.18.: 130+7; 5.19.: 136+8;
5.20.: 121+3; 5.21.: 145+7; 5.22.: 169+5 pmol/g). A szdveti GSH-szintben nem volt kiilonbség
a PACAP*"* vad és génhianyos csoportok kontroll és aloperalt mintai kozott (K: 893+9; 5.52.:
880+£8 umol/g; K: 890+5; 5.S3.: 878+8 umol/g). A GSH koncentracioja csokken meleg
ischaemia hatéasara és ez a génhianyos allatok mintainal szignifikans volt 3 és 6 6ra utan (5.17.:
871+7; 5.18.: 862+10; 5.19.: 855+8; 5.20.: 868+13; 5.21.: 840+10; 5.22.: 700+£9 umol/g). A
szoveti SOD aktivitas a kontroll és aloperalt csoportban kézel azonos volt (K: 215+11; 5.S2.:
20045 pmol/g; K: 206+7; 5.S3.: 200+6 1U/g). Harom és 6 oras meleg ischaemia utan a mintak
SOD aktivitdsa szignifikdnsan csokkent a PACAP** vad tipust egyedekben (5.17.: 164+11;
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5.18.: 152+10; 5.19.: 13348 IU/g). A PACAP” génhianyos allatok mintaiban minden
csoportban szignifikdnsan alacsonyabb volt a SOD aktivitas a kontrollhoz és a PACAP** vad
tipust mintakhoz viszonyitva (5.20.: 112+11; 5.21.: 104+10; 5.22.: 81+8 1U/qg).

5.5.10. Szovettani vizsgalatok eredményei a meleg I/R-s PACAP vad és KO csoportokban
A Park-szerinti klasszifikaciot alapul véve a legnagyobb karosodast a PACAP” génhianyos egerek
6 oras meleg I/R-s mintainal kaptuk, ahol denudalt villusok, a lamina propria és a kriptak
decellularizacidja a bélstruktira jelentds szétesését mutatta (5.22. grade 5). A legkisebb karosodast
a PACAP** vad tipusi éllatok 1 ords meleg ischaemidja okozta a villusok kismértékii
elemelkedésével (5.17. grade 1). Ezzel szemben a PACAP génhianyos egerekben az 1 6ras meleg
ischaemia a villusok kézepes mértékii levalasat okozta részleges kriptakarosodassal (5.20. grade 2).
A 3 6ras ischaemia epithellevalas melletti villus denudaciot idézett el6 a PACAP™ génhianyos
egerekben (5.21. grade 4), mig a PACAP*"* vad tipustiakban kisebb fok volt a kriptakérosodas
melletti epithellevalas (5.18. grade 3). A PACAP** llatok bélszovete kevésbé karosodott 6 6ra
meleg ischaemia utan, mint a génhianyos allatoké (5.19. grade 4 vs. 5.22. grade 5).

A Scion Image kvantitativ mérések alapjan a PACAP** vad tipust egerekben 1, 3 és 6
oras meleg ischaemia utan idéardnyosan csokkent a mucosa vastagsaga a kontroll és aloperalt
csoportokhoz képest (K: 970+9; 5.52.: 960£8; 5.17.: 845+8; 5.18.: 700£10; 5.19.: 510£8 um).
Azonos ischaemias id6k mellett szignifikansan alacsonyabb maradt a mucosa vastagsaga a
PACAP™ génhidnyos egerek minden csoportjaban (K: 965+6; 5.53.: 962+8; 5.20.: 745+13; 5.21.
600+10; 5.22.: 410+9 pm). A submucosa és kriptak mérete is csokkent meleg I/R hatasara a vad
tipust allatokban, melynek tovabbi csokkenését tapasztaltuk a PACAP™ génhianyos mintakban,
¢és ezen belill is a 6 6ras mintdk kozott volt szignifikans az eltérés (submucosa K: 55+3; 5.S2.:
50+2; 5.17.: 45+2; 5.18.: 43+3; 5.19.: 40+3; K: 54+3; 5.S3.: 49+5; 5.20.: 43+3; 5.21.: 38+2; 5.22.:
30+2 um) (kripta K: 220£11; 5.S2.: 210+£5; 5.17.: 190+11; 5.18.: 185+10; 5.19.: 180+8; K:
21547;5.53.: 195+2; 5.20.: 172+11; 5.21.: 162+10; 5.22.: 143£8 um). Az izomrétegben nem volt
jelentds eltérés a vizsgalt csoportokban (K: 122+6; 5.52.: 120+7; 5.17.: 118+7; 5.18.: 115+6;
5.19.: 108+7; K: 123£5; 5.53.: 120+5; 5.20.: 117+7; 5.21.: 11043; 5.22.: 108+4 pum).

A V/K hanyados meleg ischaemia hatasara csokkend értéket mutatott az ischaemids
idével aranyos médon mind a PACAP** vad tipusa, mind a PACAP™ génhianyos egerekben
(PACAP*™* K: 3,40; 5.17.: 3,44; 5.18.: 2,78; 5.19.: 1,83) (PACAP” K: 3,48; 5.20.: 3,33; 5.21.:
2,7; 5.22.: 1,86). Szignifikdns eltérés a 3 és 6 Oras csoportokban volt a kontrollhoz képest.
Hasonlo tendenciat lattunk és hasonlo értékeket kaptunk a kétféle mintacsoportban.

5.5.11. Biokémiai eredmények a hideg I/R-s PACAP vad és génhianyos csoportokban

A bélmintak MDA koncentracidja valtozatlan maradt az aloperaci6 utan a PACAP™* vad (K:
100+3; 5.52.: 105+2 umol/g) és PACAP” génhianyos csoportokban (K: 104+5; 5.53.: 106+4
umol/g). A konzervalas hatasara a szoveti MDA értéke a reperfuzio végére minden PACAP**
vad tipusu csoportban emelkedett, mely a 6 6rds mintdkban szignifikans volt. Ez a PACAP”
génhidnyos mintakban 3 és 6 6ras mintakban is szignifikansan nétt (5.23.: 118+6; 5.24.: 120+3;
5.25.: 12942; 5.26.: 125+6; 5.27.: 13543; 5.28.: 14247 umol/g). A bél GSH tartalméban nem
volt kiilonbség a PACAP** vad és génhianyos csoportok kontroll és aloperalt mintai kozott (K:
893+9; 5.52.: 880+8 umol/g; K: 890+5; 5.S3.: 87848 umol/g). A GSH koncentracidja csokken
hideg ischaemia hatasara és ez a génhianyos allatok mintainal szignifikans volt 3 és 6 6ra utan
(5.23.: 850+12; 5.24.: 838+10; 5.25.: 810+8; 5.26.: 840+15; 5.27.: 800+12; 5.28.: 750+10
umol/g). A szdveti SOD aktivitasa kozel azonos volt a kontroll és az aloperalt csoportokban
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(K: 215+11; 5.82.: 200+5 pmol/g; K: 206+7; 5.S3.: 20046 1U/g). A hideg konzervalas mind a
vad, mind a génhidnyos egyedekben csokkentette a szoveti SOD aktivitasat. Ez 6 Oras
konzervalas esetén volt szignifikans a kétféle szovettipus kozott (5.23.: 187+2; 5.24.: 178+8;
5.25.: 156+4; 5.26.: 190+3; 5.27.: 159+7; 5.28.: 11049 1U/g).

5.5.12. Szovettani eredmények a hideg I/R-s PACAP vad és génhianyos csoportokban

A hideg I/R-s kvalitativ vizsgalatok a legsulyosabb szovetkarosodast a PACAP” génhianyos
egerek 6 oraig konzervalt bélmintaiban mutatott (5.28. grade 4), mig a legenyhébb karosodast
a PACAP** vad tipust allatokban talaltunk (5.23. grade 1). A PACAP”" génhianyos allatok
bélszovete 3 oras prezervacio utan 3-as stadiumu karosodast mutatott, jelentds epithellevalassal
és helyenként karosodott kriptakkal (5.27. grade 3). Ezzel szemben a PACAP** vad tipust
mintdkban a szovetkarosodas enyhébb szintii volt, a villusok kézepes mértékii levalasa mellett
részleges kriptakarosodas volt megfigyelheté (5.24. grade 2). Legpregnansabb valtozast a 6
orés tarolas hozta. A PACAP** vad tipust graftok (5.25.) kdrosodésa csak 3-as stadiumu volt,
addig a PACAP™ génhianyos (5.28.) szoveteké grade 4 foku sériilést okozott.

A bélszovet metszeteinek digitalis analizise soran azt tapasztaltuk, hogy a PACAP** vad
tipusu egerekben 1, 3 és 6 6ras UW oldatos konzervalés hatasara idéaranyosan csokkent a mucosa
vastagsaga a kontroll és aloperalt csoportokhoz képest (K: 970+9; 5.52.: 960+8; 5.23.: 890+12;
5.24.: 725+10; 5.25.: 685+8 um). Azonos konzervalasi id6k mellett szignifikdnsan alacsonyabb
maradt a mucosa vastagsaga a PACAP™ génhianyos egerek minden csoportjaban (K: 965+6; 5.53.:
962+8; 5.26.: 754+15; 5.27.. 625+12; 5.28.: 445+10 um). A submucosa és kripta méretek is
csokkentek a konzervélas ellenére. Ez a vad tipusu allatok 6 éras mintainal, mig a PACAP™
génhianyos allatok 3 és 6 6ras mintaiban volt szignifikans eltérés (submucosa K: 5543; 5.52.: 50+2;
5.23.: 48+2; 5.24.: 46+3; 5.25.: 43+2; K: 54+3; 5.S3.: 49+5; 5.26.: 48+1; 5.27.: 46+2; 5.28.: 40+2
um) (kripta K: 220+11; 5.52.: 210+5; 5.23.: 195+2; 5.24.: 190+8; 5.25.: 185+4; K: 215+7; 5.S3.:
19542; 5.26.: 190+3; 5.27.: 185+7; 5.28.: 175+9 um). Az izomréteg vastagsagaban enyhe
csokkenést mértiink minden csoportban (K: 122+6; 5.52.: 120+7; 5.23.: 119+7; 5.24.: 118+5; 5.25.:
11544; K: 123+5; 5.53.: 120+5; 5.26.: 117+6; 5.27.: 11643; 5.28.: 115+3 pum).

A hideg konzervalas mérsékelte a V/K aranynak a kontrollhoz viszonyitott eltérését a
PACAP** vad tipust 4llatokban (PACAP** K: 3,40; 5.23.: 3,56; 5.24.: 2,81; 5.25.: 2,7) (. A
kontrollhoz képest szignifikans eltérést a 3 és 6 Oras csoportokban volt. Ezzel szemben a
PACAP” génhianyos egerekben jelentds eltérés alakult ki mind az ép szovet, mind a vad tipusu
szoveti szerkezetet tekintve (PACAP™ K: 3,48; 5.26.: 2,96; 5.27.: 2,37; 5.28.: 1,54). Az 1, 3 és
6 6ras mintak kozott is szignifikans eltérés volt a genetikailag eltéré csoportokban.

5.6. Kisérletes I/R-s modellek DSC vizsgalati eredményei

5.6.1. Meleg I/R-s kisérlet DSC eredményei

A bélszovet mucosa rétegének kontroll DSC-gorbéje - feltételezhetden a sejtekben 1évo sok
kotott viz miatt - leginkabb egy folyadék-kristalyhoz hasonld szerkezet viselkedését mutatja a
vizsgélat soran (Tm: 55,6+0,4 °C; AH: -4,1£0,22 J g1).

Eldkisérleteinkben kiilonb6zd I/R-s periddusokat alkalmazva vizsgéltuk a bélfal
rétegeit. A 6.1. csoportban az 1 6ras meleg ischaemias gorbén a 20-70 °C kozti exoterm
folyamat egy szerkezeti atalakulast kovetd fazisvaltasra utal, ami azt jelenti, hogy az eredeti
mucosaszerkezet megbomlik. De maga a Tm nem valtozik 1ényegesen az 1 oras ischaemiat
kovetd 3 oras reperfuzio végére. Ekdzben a mucosa kalorimetrias entalpidja -3,41+0,3 J gt
értékre csokkent. A nativ és denaturalt allapot kozotti kiilonbség még kisebb volt 3 oras
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ischaemiat kovet6 reperfuziod végére, tehat a Tm 48,7+0,3 °C lett, mig az entalpia a kontrollhoz
és a 6.1. csoportokhoz viszonyitva is még tovabb, -2,67+0,2 J gl-ra csokkent a 6.2. csoport
mucosa mintaiban (5.3. tablazat).

5.3. tablazat. A mucosa, az izomréteg és a teljes bélfal denaturaciés hémérséklete és

kalorimetrikus entalpidja vékonybél meleg I/R-s kisérletben
Tm maximélis denaturacios hémérséklet, AH kalorimetrikus entalpiavaltozas exoterm folyamat; Atlag=SE

bélminta Tm/°C Tu2/°C AH/Jg?
6.1. 6.2. csoport | 6.1.csoport | 6.2.csoport | 6.1.csoport | 6.2.csoport
csoport 3 6ra 1 6ra 3 6ra 1 6ra 3 ora
1 6ra
kontroll 55,6+0,4 (mucosa) 20,34+0,2 (mucosa) -4,140,22 (mucosa)
(n=10) 58,940,5; 65+0,5 (izom) 2,840,1 (izom) 0,1140,01 (izom)
50,120,3 (teljes bélfal) 15,1£0,2 (teljes bélfal) 0,4240,05 (teljes bélfal)
mucosa 55,6+0,4 48,7+0,3 27,3+0,3 30,240,3 -3,41+0,3 -2,67+0,2
(n=10)
izom 61,05+0,5 61,7+0,4 3,240,1 3,1£0,1 0,33+0,03 0,18+0,02
(n=10)
teljes bélfal 60,2+0,4 59,8+0,3 3,1+0,1 2,940,1 2,28+0,02 0,33+0,03
(n=10)

A kontrollbélszovet izomrétegének vizsgalatakor 2 f6 termikus atmenetet lehetett
azonositani. A kb. 60 °C-nal detektalhato elsé atmenet a miozinnak, mig a 65 °C-nal 1év6 az
aktinnak tulajdonithatd. A tovabbi termikus csticsok eredete nem hatarozhaté meg pontosan. A
6.1. csoport 1 6ras ischaemiat és 3 oras reperfuzidt kvetden az izom DSC-gorbéjének jelentds
mértékben elkeskenyedd endoterm cstcsa lett és mély Tm mérhet6 (61,5 °C). Az entalpia a
kontrollérték (0,11+0,01 J gt) haromszorosara, 0,33+0,03 J gl-ra né. A 3 o6ras 6.2. minta
denaturdcios homérséklete mar nem valtozott jelentdsen, mikdzben a kalorimetrikus entalpia
csOkkent az 1 drashoz képest és DSC-gorbéje joval laposabb volt, illetve a kezdeti és a végpont
meghatarozasaval szélesebb alapra fektethetd az egyenesiink (H), melybdl a bioldgiai minta
megbontasahoz sziikséges energiat szamoljuk ki (5.3. tablazat).

A teljes bélfal kontroll DSC-gorbéjén az els jelentésebb exoterm kiugrast a mucosa
adja, mig a masodik, kisebb mértékiit az izom termikus valaszanak tekinthetd. A kalorimetriés
entalpidja ennek a mintanak alacsony (0,42+0,05 J g?). Az 1 6éras meleg I/R jelentés
entalpiandvekedést okozott (6.1.: 2,28+0,02 J g1). A 3 éras ischaemiat kdvetéen az entalpia
dramai modon, a kontrollérték ala csékkent (6.2: 0,33+0,03 J g2) (5.3. tablazat).

5.6.2. Meleg ischaemias kisérlet DSC eredményei
A kontrollmucosa kalorimetrids mérése exoterm folyamatot eredményezett, ahol a Tms 55,6 °C
és a teljes kalorimetrikus entalpiavaltozas -4,1+0,22 J g1 volt.

Csak ischaemias hatasnak kitett bélvizsgalatkor az 1 6ras meleg ischaemia hatasara a
denaturacids hémérséklet nem valtozott, de az entalpia -3,41+0,3 J g értékre csokkent. A 3
oras ischaemia utan a mucosamintak atmeneti homérséklete és kalorimetrikus entalpiaja is
jelentdsen csokkent (Tms: 48,7£0,3 °C; -1,7+0,2 J g'1). Hat 6ras ischaemia hatasira a mucosa
esetén a Tm1: 41,1+0,2 °C, a Tmz: 46,3+0,2 °C volt, a AH pedig a kontrollérték f61é emelkedett
(-5,2+0,3 J g1) (5.4. tablazat).
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5.4. tablazat. A mucosa, az izomréteg és a teljes bélfal DSC adatai 1, 3 és 6 oras

meleg ischaemiat kovetéen
Tm maximalis denaturdciés hémérséklet, AH kalorimetrikus entalpiavaltozas; Atlag+SE

mucosa izom teljes bélfal
Tm/°C AH/J g Tm/°C  AH/Jg*! Tm/°C AH/J g?
kontroll (n=5) 55,6+0,2 -4,1+0,22 52,8+0,2 0,4+0,03 17,5+0,2 0,46+0,03
58,1+0,2 0,58+0,03 | 50+0,2 0,45+0,03
59,9+0,2
1 6ra meleg ischaemia 55,6+0,4 -3,41+0,3 49,5+0,5 1,4+0,2 23+0,4 1,1+0,07
(n=5) 61,5+0,5 50,5+0,4 0,28+0,02
60,2+0,4
3 6ra meleg ischaemia 48,7+0,3 -1,7+0,2 61,7+0,4 0,8+0,06 59,840,3  0,28+0,02
(n=5)
6 0ra meleg ischaemia 41,1+0,2 -52+0.3 | 52+0,5 3,1+0,2 58+0,3 0,58+0,03
(n=5) 46,3+0,2 59+0,5

A kontroll izomminta endoterm denaturacids atmenetet mutatott 52,8+0,2 °C (miozin
fej) és 59,9+0,2 °C (miozin farok + aktin) Tms értékkel, 0,4+0,03 és 0,58+0,03 J g*
kalorimetrikus entalpiaval egyiitt (5.4. tablazat). Az 1 6ras meleg ischaemia esetén a miozin
hozzajarulasa nem oldhato fel, mert a f6 denaturacids csucs a hagyomanyos aktin denaturacios
tartomanyba (61,5+£0,5 °C) toldédott. Harom oras meleg ischaemia utan csak egy Tm értéket
lehetett detektalni 61,7+0,4 °C-on, mikdzben a kalorimetrias entalpia 0,8+0,06 J g™-re nétt a
kontrollhoz képest. Ez azt jelenti, hogy az aktomiozin komplexben a miozin farok hozz4jarulasa
nem oldhaté fel, azaz kisebb entalpidval jelentésebb szerkezeti hatdst mutat, mint a 6 6ras
mintak (52+0,5 °C; 59+0,5 °C; 3,1+0,2 J g'1.

A teljes bélfal DSC-gorbéjén lathatdé a réteges szerkezetb6l addédd (mucosa, izom)
eltér6, de mégis beazonosithatd termikus viselkedés, az egyes termikus hozzajarulasok helye.
Az 1 6ras meleg ischaemia soran a miozin és az aktin molekulak hozzajarulasa a f6 denaturacios
hémérséklet novekedésével (50,5+0,4 °C; 60,2+0,4 °C) jelentésebben elvalt egymastol, ahol a
miozin rad hozzéjaruldsa nem volt elkiilonithetd az aktintdl. Ez utobbi esetben a nyalkahartya
termikus hozzajarulasa jol lathatd (23+£0,4 °C). A 3 o6ras ischaemia hatasa egyértelmiibb volt a
nyalkahartyan, ahol a kezelés csak egy {6 atmenetet mutatott (59,8+0,3 °C), ¢s lathatd volt a
mucosa hozzajarulasa. Tovabba a meleg ischaemia az aktomiozin rendszer legnagyobb
kalorimetrikus entalpiajat eredményezte (5.4. tablazat).

5.6.3. Hideg ischaemias kisérlet DSC eredményei

abrazoltuk. Egy ora hideg ischaemia hatasara a nyalkahartya esetén alacsonyabb denaturaciod
jelentkezett Tm=30,4+0,2 °C-kal, és a magasabb atmenet eltolodott 59,3+0,2 °C-ra, mig a teljes
kalorimetrikus entalpia -5,94+0,4 J g'-ra nétt a kontrollhoz képest. A 3 6ras hideg prezervacio
kiilonboz6 atmeneti hémérsékleteket és kalorimetrikus entalpiakat eredményezett: 2,2 °C-kal
novelte az elsd atmenetet az 1 6ras hiitéshez viszonyitva, csokkent entalpiaval (2,67 J g1). Hat
6rés hideg ischaemia utan az entalpia tovabb csokkent -1,96+0,2 J g*-ra (5.5. tiblazat).

A bélfal izomkomponense a kontroll denaturacids atmenetéhez képest 2 denaturacios
hémérsékletet mutatott 53,5+0,2 °C-0s és 56+0,2 °C-0S Tms értékekkel egyiitt 2,21 J g*
kalorimetrikus entalpiaval (5.5. tablazat). A 3 o6ras hideg prezervaci6 a denaturacios
homérsékletek, valamint a kalorimetrikus entalpia novekedését okoztak az izomrétegben (Tms
53,6+0,2 °C és 58+0,2 °C; AH=3,4+0,1 J g}). A 6 6ras hideg konzervalas hatdsara az izom
kalorimetrikus entalpiaja tovabb nétt 3,8+0,1 °C-ra.
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A teljes bélfal vizsgalatakor az 1 6rds httdkonzervalas a f0 atmeneti hodmérsékletet
eltolta a magasabb hémérsékleti tartomanyba, és a nyalkahartya hozzajarulasa nem lathato. A
nyalkahartya termikus hozzajarulasa egyértelmiien lathato ez utobbi esetben (23 °C). A 3 oras
kezelés hatasa a nyalkahartyan kifejezettebb volt hideg ischaemia esetén. Az izomfehérjék
esetében a hideg ischaemia okozta a legnagyobb szerkezeti valtozast (53+0,2 °C; 55+0,2 °C;
59,640,2 °C). Hat 6ras konzervalés esetében a nyalkahartya hozzajarulasa vilagosan lathato, és
ez tette a legjelentésebb valtozasokat az aktin/miozin hozzajarulasban. Ekozben a
kalorimetrikus entalpia a konzervalasi idovel aranyosan emelkedett az egyes csoportokban (5.5.

tablazat).

5.5. tablazat. A mucosa, az izomréteg és a teljes bélfal termikus adatai 1, 3 és 6 oras
hideg ischaemiat kovetéen

mucosa izom teljes bélfal
Tm/PC  AH/J gt Tm/°C  AH/J gt TmPC  AH/J gl
kontroll (n=5) 55,6+0,2 -4,1+0,22 50+0,2 0,4+0,2 17,5+0,2 0,45+0,2
59,9+0,2 0,58+0,2 50+0,2 0,46+0,2

1 é6ra hideg ischaemia 30,440,2 -5,94+0,4 53,540,2 2,21+0,2 56+0,2 0,38+0,2
(n=5) 59,3+0,2 56+0,2
3 6ra hideg ischaemia 32,6+0,2 -2,67+0,2 53,6+0,2 3,4+0,1 53+0,2 0,4+0,02
(n=5) 59,7+0,2 58,30,2 55+0,2

59,6+0,2
6 ora hideg ischaemia 47,9+0,2 -1,96+0,2 53,6+0,2 3,840,1 41+0,2 0,764+0,08
(n=5) 58,8+0,2 57,940,2 57,9+0,2

58,610,2
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5.7. Human DSC vizsgalatok eredményei

5.7.1. A melanomas betegek vérplazmajanak DSC vizsgalataival kapott eredmények

A DSC mérés eredményeként az 5.57. abran lathatd a hdaram gorbéi a hémérséklet
fiiggvényében. Osszehasonlitva az egészséges személyek vérplazmajanak DSC-gorbéit a
termoanalitikai vizsgélata sordan két kiilonb6z6 hdmérsékleti cstucsot észleltiink a denaturaciod
eredményeképpen. Ezek koziil az elsé atmeneti hdmérséklet (Tm1) nem mutatott 6sszefiiggést a
Breslow- és Clark-féle stadiumbeosztassal. Ertéke a kontrollcsoportnal mért 56 °C koriil volt.
Ezzel szemben a kiilonb6z6 Breslow tumorvastagsag és a Clark-féle szintek tekintetében eltérés
volt a vérplazma DSC-gorbék masodik atmeneti hOmérséklete (Tm2) vonatkozasaban.
Hasonl6an a kalorimetrids entalpia is sszefiiggést mutatott a tumorvastagsaggal az 1 mm-t6l 8
mm-ig tartd tartomanyban (5.6. tablazat), illetve a Clark I1-1V-es szinti tumorterjedés esetén
(5.7. tablazat).

5.6. tablazat. DSC eredmények a Breslow szerinti tumorvastagsag alapjan

Tm1/°C Tmo/°C AH/J gt
kontroll 56+0,2 63,3+0,3 1,53+0,02
Breslow (mm) 0,5-1,0 55,8+0,2 64,1£0,3 1,13+0,02

1,1-15 56,303 63,5+0,02 1,61+0,01
1,6-2,0 55,75+0,3 67,15+0,4 1,30+0,02
2,1-3,0 56,16+0,2 62,18+0,02 1,45+0,03
3,1-4,0 55,840,04 63,2402 1,37+0,02
4,1-6,0 55,7+0,2 63,9+0,4 1,25+0,01
6,1-8,5 55,8+0,01 64,5+0,1 1,23+0,04

5.7. tablazat. DSC eredmények a Clark-féle beosztas szerint

Tm1/°C Tm2/°C AH/J gt
kontroll 56+0,2 63,3+0,3 1,53+0,02
Clark I. szint 55,2+0,3 64,6+0,1 1,14+0,02
Clark Il. szint 55,8+0,03 63+0,01 1,45+0,04
Clark Il1l. szint 55,7+0,4 64,63+0,2 1,28+0,03
Clark 1V. szint 56,05+0,2 60,4+0,02 1,43+0,03

A betegség elorehaladtaval az attétes mintakban elkiilonitheté egy harmadik termikus
komponens (Tm3) az elsé és a masodik Tm kozott. Ez 62 °C koriil van, és a regionalis
metasztazisok esetén magasabb homérsékletre tolodott. A tavoli metasztazisokkal rendelkezd
melanomas betegek esetén a vérplazma denaturdcidja a masodik Tm2 emelkedését okozta, és
emellett a kalorimetrikus entalpia csokkenését detektaltuk.

Tovabb vizsgalva az attét nélkiili MM-0s betegek dekonvolalt vérplazma dsszetevdit a
Tm1-Tma komponens hémérséklete csokkent a kontroll-hdmérsékletekhez képest. Ez foként a
masodik atmenetet ad6 albumin 4talakulasi pontja esetén volt jelentds (56 °C vs. 62,5 °C) (5.8.
tablazat). Az MM-as betegeknél a magas homérsékleti tartomanyokban megjelent az
egészségeseknél hidnyzo harom 10 denaturacios hdmérséklet, a Tms, Tme €s a Tmr.

Az egyes atmeneti hdmérsékletekhez tartozo kalorimetrias entalpidk (Tmas-et kivéve)
jelentdsen csokkentek az attét nélkiili MM-os betegcsoportban az egészséges Onkéntesek
értékeihez képest. Az fibrinogén hozzédjaruldsa a kalorimetrikus entalpidkhoz az entalpia
meghatarozasi hibatartomanyan (~5 %) beliil volt, és a MM esetén két termikus tartomanyt
lehetett elkiiloniteni (5.8. tdblazat). A betegeknél megjelend 10 termikus dtmenetekhez (Tms-
Tm7) tartozo kalorimetrias entalpia koziil a Tms-hdz tartozoé volt jelentds (AH: 0,41 J g2). A teljes
kalorimetrias entalpia (Hr) csdkkent a kontrollokhoz viszonyitva (1,29+0,06 J gt vs. 1,14 J g}).
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5.8. tablazat. Vérplazma dekonvolailt denaturaciés hdmérséklete és kalorimetrikus
entalpiaja egészséges egyéneknél és attét nélkiili MM-o0s betegekben

csoport termikus paraméterek (Atlag+SE)
Tm/°C  Tm/°C Tmal’C  Tma/°C Tmsl°C  Tme/°C Tm?/°C AH/Jg
AH/Jg' AHNJg? AHAJg! AHNJg?! AH/Jg! AH/Jg?! AH/Jg? !
kontroll 56+0,2  625+0,3 653+03 74,8402 - - - 1,29+0,06
(n:10) 0,04+0,2 0,39+0,3 0,70+0,3 0,17+0,2
MM attét 52,5+0,1 56=+0,1 60+0,2 63,4+0,2 67,5+0,3 74,1+0,3 87+0,2  1,14+0,02
nélkiil 0,01+0,1 0,059+0,1 0,08+0,2 0,39+0,2 0,41+0,3 0,15+0,3 0,02+0,2
(n=15)

5.7.2. Az emlétumoros betegek vérplazmajanak DSC mérési eredményei

Az egészséges kontrollszemélyek ¢és az emlddaganatos betegek DSC-gorbéit dsszehasonlitva,
a mérések eltérd termikus doméneket (Tm €s a gorbék lefutdsa alapjan) mutattak a tumor
méretétdl és az attétes nyirokcsomok szamatdl fliggben a denaturdcidé alatt. A tumor
nagysdgaval Osszefliggésben - a nyirokcsomo-statuszhoz hasonléan - a betegség
progressziojaval azonos tendenciaji eredményeket talaltunk. Az 5.59. abran a 11-20 mm-es (2.
csoport) és ehhez képest kétszeres tumoratmérdjii csoportot (4. csoport) emeltiik ki, hogy a
DSC-gorbék kiilonbsége jol érzékelhetd legyen. Méréseink alapjan a Tma és a Tma jO indikatorai
lehetnek a betegség progresszidjanak (5.9. tablazat). Egy uj csucs, a Tmsa jelent meg a
kontrollcsoporthoz viszonyitva a 10 mm-nél nagyobb, de 50 mm-nél kisebb daganatatmérdji
betegeknél. Mindezt megerdsitik a plazma kalorimetrias entalpidjanak
karakterisztikaja is.

csokkeno

5.9. tablazat. A human vérplazma DSC adatai az emlddaganatos betegeknél
Atlag+SE csak n>5 esetén; (a csoportok leirasat a 4.7.2. pont tartalmazza)

human Tm1 (°C) Tm2 (°C) Tms (°C) Tma (°C) AH (J g?)
vérplazma

kontroll (n:]_()) 56,2+0,1 (n=10) 60,2 (n=3) 63+0,1 (n=10) - 1,2+0,06
tumoratméré szerinti csoportok (n=19)

1. csoport (n=3) 55,7 (n=3) 61 (n=2) 65,2 (n=3) - 1,17

2. csoport (n=7) 55,9+0,1 (n=7) | 61+0,1 (n=6) | 66,2+0,1 (n=7) 76 (n=3) 1,19+0,06
3. csoport (n=4) 55,7 (n=4) 60,3 (n=3) 66,4 (n=3) 70,5 (n=2) 1,07

4. csoport (n=3) 55,6 (n=3) 60,1 (n=1) 66,1 (n=3) 78,2 (n=1) 11

5. csoport (n=1) 55 (n=1) - 65,9 (n=1) 77,8 (n=1) 1,35

6. csoport (n=1) 56,6 (n=1) 61,4 (n=1) 66,6 (n=1) - 1,11

Az attétes nyirokcsomok szdma alapjan kialakitott betegcsoportok eredményeit a 5.10.
tablazat mutatja. A kontrollmintak esetében harom f6 atalakulasi hdmérséklet kiilonithetd el
(Tm1, Tm2, Tma), @ Tmz és a Tmz minden mintaban megjelent, mig a Tm2 csak egy esetben (5.10.
tablazat). Ezzel szemben a Tm2 termikus atmenet foként a betegeknél jelent meg: az A.
csoportban 80 %-os, a B. csoportban 100 %-os, mig a C. csoportban 60 %-os gyakorisaggal
fordult elé szemben a kontrollmintabeli 33,3 %-os megjelenésével. A Tm3 esetében a kontroll
100 %-os gyakorisagaval szemben 80-100-100 %-os megjelenést tapasztaltunk. A Tms
atalakulasi csucs szignifikdnsan eltéré homérsékletet mutatott a kontrollcsoporthoz képest.
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5.10. tablazat. Vérplazma DSC adatai egészséges kontrollokban és a nyirokcsomék

érintettsége alapjan a Kiilonb6zo stadiumu emléodaganatos betegeknél
Atlag+SE csak n>5 esetén; (a csoportok leirdsat a 4.7.2. pont tartalmazza)

human vérplazma  Tmi1 (°C) Tm2 (°C) Tm3 (°C) Tma (°C) Tms (°C) AH (J g
kontroll (n=10) 56,2+0,1 60,2 63+0,1 i

(n=10) (n=3) (n=10) 1,2£0,06
nyirokcsomo érintettség (n=19)
A. csoport (n=10) 55,6+0,1 60,8+0,1 66=+0,1 75,4 i 1.1640.5

(n=10) (n=8) (n=8) (n=2) ’ ’
B. csoport (n=4) 55,9 (n=4) 60,4 (n=4) 66,6 (n=4) - - 0,94
C. csoport (n=5) 55,7+0,1 60,9 66,2+0,1 70,4 77,7

(n=5) (n=3) (n=4) =2 | (=g | MO0

Az egészséges kontrollesetekben két f6 denaturacios hémérséklet (Tms ~ 56 és 63 °C)
volt, mig a DCIS-es neoadjuvans kemoterapia nélkiili betegeknél harom denaturacios pont (Tms
~ 55,5; 60,6 és 65,5 °C) jelent meg (5.11. tablazat). A neoadjuvéans kemoterapias kezelésben
részesiild ILC betegeknél négy homérsékleti csucsot regisztraltunk (Tms ~ 56,3; 60,9; 66,3 és
74,4 °C). A plazma Tio értéke megnovekedett mind a neoadjuvans kemoterapiaban nem
részesiilé DCIS-es esetekben, mind a kemoterapiat kapo betegeknél. A harmadik fontos
paraméter, a kalorimetrikus entalpia, csokkené tendenciat mutatott a DCIS (AH ~ 1,01 J g%) és
az ILC betegeknél (AH=1,07 J g}) is az egészséges kontrollokhoz képest (AH ~ 1,16 J g2).

5.11. tablazat. Huméan vérplazma DSC adatai egészséges kontrolloknal, kemoterapiat nem kap6é DCIS-es
betegeknél, valamint neoadjuvans kemoterapiaban részesiilt ILC-s betegeknél
Tm maximalis denaturacios hémérséklet, AH kalorimetrikus entalpiavaltozas; Atlag+SE (ha, n>5)
human vérplazma minta termodinamikus paraméterek

Tm1/°C Tm2/°C Tma/°C Tma/°C AH/J g'l
egészséges kontroll (n=5) 56,5 63,3 - - 1,38
DCIS neoadjuvans
kemoterapia nélkiil (n=3) 55,7 60.1 66.8 ) 0,88
55,6 61,2 65,8 - 1,03
56,1 - 65,3 - 1,12
ILC neoadjuvins kemoterdpia 53,03 6009104 663408 74,4202 1,07+0,1

utan (n=8)

Az attét nélkiili emlétumoros betegek dekonvolélt vérplazmadsszetevoi koziil a Tms
kivételével valamennyi komponens denaturaciés pontja csokkent a kontroll-hémérsékletekhez
képest. Igaz volt ez a Tmo-tado, f6 plazmaprotein albumin denaturaciés pontja esetén is (61 °C
vs. 62,5 °C) (5.12. tablazat). Az emlécarcindmas betegeknél megjelent egy 0j, Tma denaturacios
hémérséklet 85 °C-nal. A daganatos eseteknél a Tms komponens kalorimetrias entalpidjan kiviil
valamennyinél csokkenés volt megfigyelhetd. A Hr csokkent a daganatos betegekben az
egészségesekhez viszonyitva (1,29+0,06 J gt vs. 1,16 J g1).

5.12. tablazat. A vérplazma denaturiacios hémérséklete és kalorimetrikus entalpidaja

egészséges egyéneknél és attét nélkiili emlédaganatos betegeknél
Twm maximalis denaturdcidés hémérséklet, AH kalorimetrikus entalpiavaltozas; Atlag+SE

Csoportok Tmi/°C Tm2/°C Tma/°C Tmal°C Tms/°C A/ gt
AH/Jg? AH/Jg? AH/Jg? AH/Jg? AH/Jg? e
egészséges kontroll 56,0=0,2 62,5+0,2 65,3+0,1 74,8+0,1 1.2940.06
(n=10) 0,04+0,01  0,39+0,02  0,70+0,03 0,17+0,01 ’ ’
emlédaganat attét nélkiil 55,6+0,2 61=+0,2 66,4+0,1 71,9+0,1 85+0,1 1.1620.05
(n=10) 0,073+0,01 0,146+0,02 0,375+0,03 0,56+0,01 0,006:0,001 ’ ’
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5.7.3. A pancreatitises és pancreas tumoros betegek vérplazmajanak DSC adatai
A kronikus hasnyalmirigy-gyulladéas el6fordulasi gyakorisaga az életkorral nd és ebben a
vizsgalatban a betegek atlagéletkora 54 év volt (43-68 év kozott) (1asd 4.1. tablazat). A férfiak
gyakrabban betegedtek meg, a férfi:n6 arany 60:40 volt. Sebészeti javallatot foként a pancreas-
vezeték és a peripancreatikus régio képleteinek (choledochus, duodenum) sziikiilete vagy
elzarddasa jelentett, valamint egyéb tiinetek (pl. kronikus fajdalom). A sebészeti beavatkozasok
kozott volt gyomor-bél traktus reszekcios és rekonstrukcios beavatkozasok (pl. pancreasfej
reszekcioja, epevezeték reszekcioja, biliodigesztiv anasztomozis, Wirsungo-jejunosztomia,
Billroth 11. szerinti gyomorreszekcid). A betegek 40 %-anal posztoperativ szovodmények
1éptek fel (hasi talyog, mentalis zavartsag) korhazi halalozas nélkiil. A nemi megoszlas hasonlo
volt a daganatos csoportokban, de az atlagéletkor magasabbnak volt (4.1. tablazat). A
preoperativ diagndzis a pancreasban vagy a papilla Vateriben 1évé daganat volt. A
reszekalhatosag szerint az operabilis csoportban kurativ mitétek (pylorus-megtartasos
pancreatoduodenectomia, Whipple-mtét, pancreas bal oldali reszekcidja, hasnyalmirigyfej
reszekcid) torténtek. Valamennyi inoperabilis betegeknél biliodigesztiv kettds bypass kertilt
megvarrasra palliativ terdpiaként. A miitét utani szovédmények 45 és 40 %-ban fordultak eld,
amelyek foként sebfertézés, pancreas-fistula, pneumonia, bélrendszeri fertdzés, vérzés és hasi
talyog volt. A korhazi halalozas az operabilis betegeknél 0 %, az inop esetekben 20 % volt.

A vérplazma termikus denaturaldsdnak eredményei az 5.63. és 5.64. abran, valamint az
5.13. tablazatban lathatok. A hdékezelés soran legalabb harom kiilonbozd termikus atmenetet
azonositottunk. Az elsé két cstcsot tekintve, ezek a betegség minden szakaszaban jelentdsen
eltolodnak az alacsonyabb homérsékleti tartomanyokba (tobb mint 7 °C-kal) a kontrollokhoz
képest. Ez jelzi, hogy a plazma alkotéelemekben egyfajta szerkezeti fellazulas volt. Ezzel
ellentétben a harmadik denaturalédasi hémérséklet legalabb 5 °C-kal emelkedett, ami azt
bizonyitja, hogy ez a szerkezeti tartomany erdsebbé/stirlibbé valt, a szerkezeti valtozas
elinditasahoz tobb hdenergiat kellett alkalmaznunk. A hdkezelés sordn a kalorimetrikus entalpia
a hékezelés mértékegysége az egész rendszer altaldnos héstabilitasanak mérészama. Ertéke
csokkend tendenciat mutatott (kivéve az operalhat6é hasnyéalmirigy daganatos csoportot), amely
a plazmakomponensek szerkezeti destrukcidjat, ezzel a betegség sulyosbodasat mutatta.

5.13. tablazat. A plazma denaturaciés homérsékletei és kalorimetrikus entalpiaja
egészséges kontrolloknal, kronikus hasnyalmirigy-gyulladasban szenvedo betegeknél,
operalhatd és nem operalhaté hasnyalmirigyrakban

human vérplazma mintak Tm/°C AH/J gt (Atlag+SE)
(Atlag+SE)

Egészséges kontroll (n=5) 56,2+0,2 63,1+0,2 68+0,2 1,2+0,07

kronikus hasnyalmirigy-

gyulladasban szenvedé betegek (n=5) 48,8+0,2 61,8+0,2 68+0,2 1,15+0,07

operabilis hasnyalmirigy 482402  61,5£02 67.6£0.3 130,08

adenocarcinomas betegek (n=11)

Inoperabilis hasnyalmirigy 48,1402  62,4+0,2 69+0,2 1,11£0,06

adenocarcinomas betegek (n=5)

Az attét nélkiili, operabilis hasnydlmirigy adenoma DSC-gorbéinek dekonvolucidja
soran 5 denaturacids homérsékletet detektaltunk. Minden atmenet alacsonyabb hdmérsékleten
volt a betegeknél, mint a kontrollmintakban. Ezek koziil is az els6 (fibrinogén) és masodik
(albumin) denaturacios homérséklete csokkent a betegekben (56 °C vs. 48 °C; 62,5 °C vs. 55
°C) (5.14. tablazat).

Az pancreas adenomas eseteknél megjelent egy 1), Tms denaturacios hdmérséklet 81 °C-
nal. A daganatos eseteknél a Tms komponens kalorimetrids entalpidjan kiviil valamennyinél
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csokkenés volt megfigyelhetd. A Ht csdkkent a daganatos betegekben az kontrollokhoz képest
(1,29+0,06 J gt vs. 1,33 g™?).

5.14. tablazat. Vérplazma denaturacios homérsékletei és kalorimetrikus entalpiaja
egészséges kontrolloknal és attét nélkiili, operalhaté hasnyalmirigyrakban
csoportok termikus paraméterek (Atlag+SE)
Tme/°C  Tm7/°C

TmtPC TmePC  Tmil°C TwdC TwslC : : |
AHIJGY  AHUGD  AHGT  AHIgE  AHgt  AHNGT AHNgG AHrg
egéorséges 56,0102 625102 653401  74.8:0.1 - - - 1.220.06
kontroll
(n=10) 0.04£00 039402 0,70£0,03  0,17£0,01
1
pancreas 484 55 61.2 67,5 81 ; - 1.3+0,08
adeno-
carcindéma
carcindma 0,046 0,03 0,362 0,736 0,126
(n=10)

5.7.4. A psoriasisban szenvedé betegek vérplazmajanak DSC analizise

A vizsgalat els6 részében az egészséges kontrollok, a kezelés nélkiili és a gyogyszeresen kezelt
psoriasisos betegek DSC-gorbéit elemeztiik. Az egészséges egyéneknél az atlagos denaturacios
hémérséklet 63 °C koriili értéket mutatott, mig a kalorimetrikus entalpia az ilyen bioldgiai
anyagok esetében szokdsos tartomanyban volt (AH ~ 1,25 J g?'). A DSC-vizsgilatok a
gyogyszeres kezelés nélkiili betegek esetében a borbetegség sulyossdgaval aranyos
termodinamikai eltéréseket mutatott csokkend denaturacios hémérsékletekkel és a
kalorimetrikus entalpia csokkenéssel. A kezelést kapd esetekben hatarozott hokapacitas-
valtozast lathattunk a nativ és a denaturdlt allapotok kozott, ami a szérumfehérjék eltérd
vizmegkdtésének jele lehet. Ezen eredmények pontos magyarazata azonban még nem ismert.
Az enyhe/kbzepes tiineteket mutatok gyogyszeres kezelése emelte a denaturacios hdmérsékletet
¢és csokkentette a kalorimetrikus entalpidt a kezelés nélkiili értékekhez képest. Mig a kezelés
ellenére sulyos tiinetekkel rendelkezdknél jelentds emelkedés volt az atmeneti hdmérséklet és
tablazatban lathatoak.

A masodik részben a vérplazma termikus valtozasait nagyobb esetszamban vizsgaltunk
mind a kezelés nélkiili, mind a gydgyszeres kezelés alatt allo psoriasisos betegekben. Minden
csoportot alcsoportokra osztottunk tiinetmentes, enyhe/kézepes és sulyos tiinetekkel jaro
esetekre. A szisztémas gyogyszeresen kezelt csoportokba citosztatikumot, retinoidot és
biologiai valaszmodositd kezelést monoterapiaként kapod betegeket valogattunk be. A
vérplazma termodinamikai adatait és eredményeit a 5.16. tdblazat mutatja.

A mintak denaturalodésa soran - fiiggetleniil a csoportositasuktol - a legtdbb esetben 3
denaturacios hémérsékletet (Tmi: 55,50-59,50 °C; Tm2: 63-69,5 °C kozotti tartomanyokban;
valamint Tma: 67,3 °C és 89,5 °C ko6zott) lehetett megfigyelni. A kalorimetrikus entalpia értékek
a folyékony biologiai mintak szokasos tartomanyaban voltak (AH ~ 1,3-2,0 J g%).

A gyogyszeres kezelés nélkiili betegek DSC vizsgalatai egyértelmilen bizonyitjdk a
borbetegség sulyossaganak termodinamikai kovetkezményeit: a Tmi ndvekedése, csokkend Tmo
denaturacios homérséklet, a Tms hidnya és a kalorimetrikus entalpidk ndvekedése a tiinetmentes
esetek adataihoz képest. Sulyos tiinetek esetén csak az elsd denaturaciés homérséklet és a
kalorimetrikus entalpia valtozott a tiinetmentes értékekhez viszonyitva.

A II/A csoportban a metotrexat, mint citosztatikus szer szedése jelentdsen novelte a
kalorimetrids entalpiat az dsszes beteg vérplazmajaban (Kontroll: 1,25+0,07 J g vs. kezelés
nélkiili sulyos tiinetes beteg: 1,4+0,06 J g vs. gydgyszeresen kezelt sulyos tiinetes eset:
1,6£0,06 J g*). Szignifikdns ndvekedést (p<0,05) figyeltiink meg az Osszes Tms-ben az
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enyhe/kdzepes tiineteket mutatd esetekben, mig a sulyos stadiumban a hatadsa megjelent a
kalorimetrikus entalpia névekedésében és a Tms hianya tekintetében is. A névekedés a plazma
héstabilizacidjanak novekedése ebben a kezelésben érvényesiil, fiiggetleniil a referenciatol
(6sszehasonlitva az 1. Kezelés nélkiili psoriasisos betegek vagy a Il/A. Citosztatikus kezelésben
részesiilo csoport tiinetmentes betegeinek eredményeivel, lasd 5.16. tablazat 1. és I1/A. csoport).

A 11/B. csoportban acitretin (retinoid) kezelés hatasara az enyhe/kézepes tiineteket
mutato esetekben Tms értéke és a kalorimetrikus entalpia nagysaga emelkedett szignifikdnsan
az egészséges kontrollesetekhez képest (Kontroll: Tms: -°C, AH: 1,25+0,07 J g vs. kezelés
nélkiili enyhe/kdzepes eset Tms: - °C, AH: 1,4+0,06 J g vs. acitretin kezelés kapd
enyhe/kozepes tiinetekkel bird eset: Tms: 82,2+0,1 °C, AH: 1,4+0,06 J g1). A stlyos tiinetekkel
rendelkezd retinoid kezelésben részesiilé betegek esetén a Tmi értéke enyhén emelkedett a
kezeletlen esetekhez viszonyitva (Tmi: 55,940,1 °C vs. 55,8+0,1 °C), de alacsonyabb értéket
kaptunk a metotrexat kezeléshez képest (Tm1: 55,940,1 °C vs. 56,0+0,1 °C). Az acitretin kezelés
utdn a masodik atmeneti homérséklet magasabb hémérsékleti tartomanyba keriil a kezelés
nélkili (Tmo: 63,9+0,1 °C vs. 63,4+0,1 °C) ¢és a metotrexat kezeléssel 0sszehasonlitva (Tmo:
63,940,1 °C vs. 63,3+£0,1 °C). A sulyos tiineteket mutato acitretin kezelés kapd esetekben a
kezeletlen esetekhez képest megjelent a Tma: 83,9+0,1 °C-on. A kalorimetrias entalpia AH:
1,5+0,06 J g'1 értékii volt szemben a kezelés nélkiili esetekével (AH: 1,4+0,06 J g'l) és a
metotrexattal kezelt betegek eredményével (AH: 1,6+0,06 J g1). Sulyos tiinetek esetén az dsszes
termikus paraméter jelentdsen megvaltozott. Nem volt elegendd esetszam a tlinetmentes €s
kezelt csoportban, de a termikus paraméterek valtozasanak tendencidja hasonl6 volt, mint a
sulyos tiinetek esetében (kivéve a Tmo-t, lasd az 5.15. tablazat II/B. részét).

Osszesen 11 beteget kezeltink 3 féle biologiai valaszmodositd szerrel, igy 1-1
gyogyszer esetén az eredmények szama kevés volt a statisztikai értékeléshez. De az adatok
alapjan egy javulo termikus vplazmastabilitasi tendencia volt lathato az 6sszes termodinamikai
paraméter esetén (5.15. tablazat II/C. dolt betlis szamok). Meglepd volt, hogy a betegek
mintegy felénél a Tms cstics hianyzott. Ezek a megallapitasok a kezelésnek a plazma szerkezeti
stabilizacidjara valo hatdséra utal (ez részben érvényes a kezelés nélkiili tiinetmentesekre is).

A harmadik vizsgalatsorozatban pikkelysomorben szenvedd, kiilonbozdé gyogyszeres
kezelést kapo személyek vérplazma DSC-gorbéihez tartozo értékeket az 5.15. tablazat foglalja
Ossze. A kontrollmintak 4 elvalaszthatd plazmadsszetevét mutattak. A fibrinogén atmeneti
hémérséklete (Tm1) 56 °C-on volt. Az albumin markans hozzajarulasa (Tm2) 62,5 °C-on jelent
meg. A 65,3 °C-on azonositott atmenet az Ig-hez €és az albumin farkdhoz val6é hozzajarulas
(Tm3). Mig a C3, az IgA és IgG denaturacioja, valamint az IgG és az albumin farokrészek (Tma)
74,8 °C-on denaturalodtak (5.16. tablazat).

A kiilonb6z6 gyogyszeres kezelések hatasara (1) a tiinetmentes betegek vérplazmajanak
Tm1 hémérséklete enyhén csokkent a citosztatikus terdpia alatt (54,5 °C vs kontroll: 56,0 °C),
mig a csOkkenés ugyanolyan mértékii volt a retinoid és a bioldgiai gyogyszeres kezelés mellett,
¢és minkettd kisebb mértékii volt, mint a citosztatikus kezelés esetén (54,5 °C vs. 55,5 °C). (2)
A Tm2, Tmz €és Tms denaturdcidos homérsekletek altaldban minden tiinetmentes betegnél
emelkedtek a kontrollértékekhez képest, sot a citosztatikus gydgyszeradagolas utdn Tms 80 °C-
on, mig a retinoid kezelés mellett Tms 77 °C-on és Tme 85,5 °C-0s denaturacidos homérsékletek
is megjelentek ezekben a csoportokban. (3) A bioldgiai valaszmddositdé kezelés hatisara a
tiinetmentes betegeknél csak 4 termikus atmenet (55,5 °C; 62,7 °C; 68,6 °C; 75 °C) volt
kimutathatd, és ezzel ez volt a leginkdbb hasonld a kontrollvérplazma denaturacios
hémérsekleti értékekhez (56 °C; 62,5 °C; 65,3 °C; 74,8 °C).

A gyogyszeres kezelések mellett jelentkezé enyhe-kdzepes vagy stlyos tlinetekkel
rendelkezd betegek vérplazmajanak dekonvolalt DSC-gorbéi kozott figyelheté meg, hogy
konzekvensen tobb termikus dtmenetre bonthato.
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Citosztatikus kezelés hatdsara a Tm1 homérséklet szignifikdnsan csokkent (51,0 °C vs.
kontroll: 56,0 °C; vs. tiinetmentes: 54,5 °C). Ezen feliil a stlyos tlinetek esetén a Tmz, Tm3 €s
Tma denaturacios homérsékletek jelentésen csokkentek a kontrollértékekhez képest (Tm2: 55,5
°C vs. kontroll: 62,5 °C; Tms: 58 vs. 65,3 °C, stb). A citosztatikummal kezelt enyhe-kdzepes
tiineteket add csoportnal a Tms extrém magas, 90 °C homérsékleten jelent meg. A retinoid
kezelés mellett enyhe-kozepes tiineteket mutatd betegknél a Tmz, Tms és Tma IS emelkedett
hémérsékleti tartomanyba keriil a kontrollhoz képest, ez utobbinal szignifikans volt az eltérés.
A bioldgiai kezelés hatdsara 6 termikus atmenet volt az enyhe-kozepes tiineteket ado
csoprotban, melyek koziil a Tms és Tme Ujaknak tekinthet6k az egészségesekhez viszonyitva
(5.16. és 5.17. tablazat). A bioldgiai valaszmodositd kezelés enyhe-kézepes eseteiben is
csOkkend tendencia latszik a Tmz, Tm3 €és Tms vonatkozasaban, és ezeknél a betegeknél is
megjelenik a Tms és Tme denaturacios hémérsékletek.

Gyodgyszer mellett is stlyos tiineteket add betegeknél a citosztatikum hatasara 7, mig
retinoid és biologiai kezelés utan 6 termikus atmenet volt mérhetd. Ezeknek a homérsékleti
értéke a citosztatikus kezelés utan csokkent a kontrollhoz hémérsékletekhez képest (51 °C vs.
56 °C; 55,5 °C vs. 62,5 °C; 58 °C vs. 65,3 °C; 64 °C vs. 74,8 °C) (5.16. és 5.17. tablazat).

Gyogyszeres kezelés hatasara a kalorimetrias entalpia értéke minden esetben jelentdsen
megndétt a kontrollhoz képest. Ezek koziil a biologiai kezelések utani érték allt legkdzelebb a
kontrollhoz. A dekonvolalt gérbéknek az enthalpidhoz vald %-os hozzajarulasat Osszegzo
tablazat mutatja, hogy a kezelések utan dontéen a Tmz és Tms atmeneti hdmérsékletek a {6
komponensek az entalpia vonatkozasaban (5.18. tablazat).

5.15. tablazat. Kezelés nélkiili és gyogyszeresen kezelt psoriasisos betegek DSC adatai
A vastagon kiemelt szamok a kezelés nélkiili tiinetmentes adatokhoz képest szignifikans (p<0,05) kiilonbséget
jelolik, ha n > 4. A dolt szamok a kezelés nélkiili tiinetmentesek értékeinek tartomanyan kiviil esé adatokat jelentik.
Tw/°C maximalis denaturacids hdmérséklet; AH/J g* kalorimetrikus entalpia a minta teljes tomegére normalizalva

kezelés tiinetek Tm/°C AH/J g1
Tm1 Tm2 Tm3
l. kezelés nélkiili psoriasisos betegek (n=39)
tiinetmentes (N=8) 55,60+0,10 63,5+0,10 67,30 (n=2) 1,30+0,06
enyhe/kozepes (n=16)  56,00+0,10 63,00+0,20 - 1,40+0,06
stilyos (n=15) 55,80+0,10 63,40+0,10 - 1,40+0,06
I1. szisztémas gyogyszeres kezelésben részesiilé betegek (n=33)
I1/A. citosztatikus kezelés
methotrexat (n=12) tiinetmentes (N=2) 55,70 63,20 85,10 1,50
enyhe/kozepes (N=6) 56,00+0,10 64,60+0,10 86,80+0,10 1,60+0,06
stlyos (n=4) 56,00+0,10 63,30+0,10 - 1,60+0,06
I1/B. retinoid kezelés
acitretin (n=10) tiinetmentes (N=2) 55,90 63,30 85,40 1,70
enyhe/kozepes (n=4) 55,50+0,10 63,50+0,10 82,20+0,10 1,40+0,06
stlyos (n=4) 55,90+0,10 63,90+0,10 83,00+0,10 1,50+0,06
11/C. biologiai valaszmédosito kezelés
adalimumab (n=5) tiinetmentes (N=3) 56,30 64,50 84,50 (n=2) 1,40
enyhe/kozepes (n=1) 55,40 64,60 - 1,40
stlyos (n=1) 55,70 64,40 88,10 1,40
infliximab (n=5) tiinetmentes (N=3) 55,60 64,00 83,30 (n=2) 1,40
enyhe/kozepes (n=1) 56,10 63,70 - 1,50
stlyos (n=1) 55,90 63,80 - 1,20
ustekinumab (n=1) tiinetmentes (N=1) 59,50 69,50 - 2,00
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5.16. tablazat. Termikus paraméterek kiilonb6z6 szisztémas gyogyszeres terapiaban
részesiilt tiinetmentes, enyhe-kozepes és silyos tiineteket ado pikkelysomoros betegekben

dekonvolalt gérbék osszege kozott (R ~ 0,99). Ez néhany elhanyagolhaté hozzajarulast eredményezett az entalpiaban
(az Osszérték kevesebb mint 3-4 %-a) vagy a denaturacios hémérsékletben, amelyeket az irodalom alapjan nem lehet
azonositani, igy ezeket levettiik. Az SE csak a kisérleti atlagos (teljes) entalpia esetében van feltiintetve, ha az adatok

szama nagyobb volt, mint 4. A vastag kiemelés az irodalmi adatokkal valé egyezést jelzi

csoport tiinet termikus paraméterek
Tm/°C | Tm2/°C | Tma/°C | Tma/°C | Tms/°C | Tme/°C | Tmz/°C | AH/g
AH/g?! | AHNg? | AHNg? | AHg? | AHNg? | AHNJg? | AHNg? !
kontroll egészséges 56,0 62,5 65,3 74,8 - - - 1,29
(n=15) 0,04 0,39 0,70 0,17 +0,06
citosztatikus | tiinetmente 54,5 58,5 64,8 72,0 80,0 - - 1,50
kezelés (n=10) | s 0,07 0,05 0,98 0,28 0,12
enyhe- 51,0 62 66,0 72,0 90,0 - - 1,60
kozepes 0,04 0,50 0,57 0,43 0,06 +0,08
stlyos 51 55,5 58 64,0 71,0 77,0 86,0 1,60
0,01 0,06 0,02 0,90 0,48 0,08 0,05 +0,08
retinoid tiinetmente 55,5 58 64,0 71,0 77,0 85,5 - 1,70
kezelés (n=10) | s 0,08 0,01 1,00 0,52 0,12 0,04
enyhe- 55,5 63,0 68,0 75,0 - - - 1,40
kozepes 0,08 0,77 0,41 0,14 +0,07
stlyos 55,5 63,5 67,2 70,5 76,0 89,0 - 1,50
0,06 0,90 0,07 0,31 0,12 0,04 +0,07
biolégiai tiinetmente 55,5 62,7 68,6 75,0 - - - 1,49
valasz- S 0,09 0,75 0,45 0,20
modositoé enyhe- 56,0 61,0 63,6 66,5 70,6 85,5 - 1,45
kezelés (n=10) | kdzepes 0,06 0,20 0,39 0,27 0,50 0,03
stlyos 51 56,0 63,6 68,2 74,0 81,0 - 1,30
0,01 0,07 0,60 0,36 0,20 0,06

5.17. tablazat. A dekonvolalt gorbék %-os hozzajarulasai az enthalpidhoz kiilonb6z6

gyogyszeres kezelés utan a tiinetmentes, enyhe-kozepes és sulyos psoriasisos betegekben
A vastag kiemelés szignifikans kiilonbséget jelez a kontrollértékhez képest. AHt az eredeti kisérleti gorbe teljes

crer

valamint amelyek nem azonosithatoak az irodalom alapjan, azok (-) jellel adtuk meg. Az SE csak a kisérleti atlagos
(teljes) entalpia esetében van feltlintetve, ha az adatok szama nagyobb volt, mint 4.

csoport tiinet termikus paraméterek
Tm/°C | Tm2/°C | Twa/°C | Tma/°C | Tms/°C | Tme/°C | Tm2/°C AHt/Jg*?
AHAg?! | AHNg?! | AHg? | AHg?! | AHNg? | AHg?! | AHNg?
kontroll egészséges - 30 % 543% | 132% - - - 1,29+0,06
(n=15)
citosztatikus tiinetmentes - - 65,3% | 18,7 % 8 % - - 1,50
kezelés (n=10) ["enype- - 313% | 356% | 27% - - - 1,60£0,08
kozepes
stlyos - - - 56,3 % 30 % - - 1,60+0,08
retinoid tiinetmentes - - 58,8% | 30,6 % 7% - - 1,70
kezelés (n=10) | enyhe- 6 % 55% | 293% | 10% - - - 1,40+0,07
kdzepes
stlyos - 60 % - 20,7 % 8 % - - 1,50+0,07
biolégiai tiinetmentes 6 % 50,3% | 30,2% | 13,4% - - - 1,49
vilasz- enyhe- - 135% | 269% | 186% | 345% - - 1,45
modosito kozepes
kezelés (n=10) | stlyos - - 46,2% | 27,7% | 154 % - 1,30
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6. KOVETKEZTETESEK

1. Vékonybél 1, 2, 3 és 6 6ras meleg I/R modelljében az ischaemias id6 elore haladtaval aranyos
modon, szignifikdnsan emelkedett a szoveti lipidperoxidacié mértéke, mikdzben a szoveti
scavenger GSH koncentracioja, és az antioxidans enzim, SOD aktivitdsa dramai mddon
csokkent. Mindez azt mutatta, hogy az ischaemias id6vel aranyos oxidativ szovetkarosodas jott
létre. A bélfal szerkezetében bekovetkezd karosodas kimutathatdé volt mind a Park-féle
kvalitativ meghatarozas, mind a Scion Image kvantitativ képanalizis, mind a
villusmagassag/kriptamélység aranyanak mérése soran. A szoveti eredményeket tdmasztotta ala
az artérids vér sav-bazis értékeinek a reperfuziokor kapott eredményei, mely szerint az
ischaemids idovel aranyosan csokkent a pH, a PaCO2, a HCOz3™ és a BE. A 3 6ras mintdknal
mar jol lathatd a csokkend tendencia, de a 6 oras csoport 1 6rds reperfuziojakor mar sulyos
metabolikus acid6zis volt mérhetd.

2. A bél 1, 3 és 6 6ras hideg konzervalasa utani autotranszplantacids modellben a Park-féle
klasszifikacié szerint az azonos ideji EC és UW oldatban torténd konzervalas azonos
valtozasokat okozott. A szdveti sériilés legjelentésebb a mucosa €s a kriptak teriiletén volt. A
graftok biokémiai vizsgalata, a szoveti szervezet kvantitativ analizise és a V/K ardny
meghatdrozasa alapjan is a UW oldatban valo konzervalas hozott jobb eredményeket. A vérgaz
analizis megerdsitette, hogy a hideg tarolds csokkentette az artérids vér acidotikus eltolodasat.
Ez az EC-ben tarolt 3 6ras csoportoknal kdzepes, mig a 6 6ras csoportoknal szignifikans volt.
A UW oldatban tortént tarolas utdn nem volt jelentés Astrup megingas.

3. A vékonybél késoi IPC modelljében, az IPC utdn masnap a konzervalt és autotranszplantalt
bél esetén a szoveti MDA koncentracié szignifikansan alacsonyabb volt, a scavenger GSH
koncentraciodja szignifikansan megemelkedett, mikdzben a SOD aktivitas csokkent ugyan, de
joval kisebb mértékben, mint az IPC nélkiili szovetben. Hideg konzervalas el6tti korai és késoi
IPC (4 ciklusban 5 perc ischaemia+10 perc reperfizio) is javitotta a graftok mucosa, submucosa
rétegének vastagsagat és a kriptadk mélységét a szovettani metszetek kvantitativ vizsgélata és a
V/K arany meghatarozasakor.Kemiluminescens alapu ELISA mddszerrel kimutattuk, hogy a
kiilonb6z6 I/R-s ciklusu IPC protokollok kivaltottak az NF-kappaB transzkripcios faktor
aktivacidjat. A mucosa sejtek citoplazma ¢€s nukleédris mintaiban is bifazisos aktivacio volt 30
¢és 120 perccel az IPC utan.

4. A meleg I/R-s és a hidegen konzervalt és autotranszplantalt modellekben a 3 ciklusu, rovid
IPO protokoll csokkentette a szoveti oxidativ stressz mértékét, a kvalitativ és kvantitativ modon
detektalt hisztologiai elvaltozasokat. A két csoport Osszehasonlitdsdban a hideg konzervalas
segitette a szoveti struktira védelmét, melyet az IPO tovabb javitott, €s ezen beliil is kiemelendd
a kriptak jobb megdrzottsége a reperfiizio végére.

5. Az endogén PACAP38 immunreaktivitasa szignifikansan csokkent 2, 3 és 6 o0ras meleg I/R
hatasara a bélben. Ha a meleg I/R-s modellben a reperfuzié soran iv. PACAP38-at adtunk,
akkor a bél oxidans-antioxidans statusza és hisztologiai paraméterei egyarant jobbak voltak.

A hidegen konzervalt és autotranszplantalt modellben a szoveti PACAP38 és PACAP27
immunreaktivitdsa a tarolasi idovel aranyos modon csokkent. Ha a UW konzervald oldathoz
»exogén” PACAP38-at adtunk, akkor a bélben emelkedett a PACAP38 és PACAP27
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immunreaktivitasa, csokkent a szoveti lipidperoxidacié €s javult a bél antioxidans statusza,
valamint a tobbrétii szovettani elemzés alapjan is kisebb szdveti karosodas alakult ki. Ebben a
kisérletsorozatban a UW oldathoz adott PACAP38 a jelatviteli kinazok koziil az ERK1/2
foszforilacids szintjét ndvelte, mig a INK és p38MAPK foszforilacids szintjét cskkentette, a
gyulladasos citokinek koziil az sSICAM-1, L-Selectin és TIMP-1 expressziojat szignifikans
csokkentette. Eredményeink megerdsitését szolgalja, hogy meleg I/R-s és hideg konzervalast
kovetd autotranszplantacios modellekben kimutattuk, hogy a PACAP** vad tipusu egerekben
szignifikansan kisebb mértékii szoveti oxidativ stressz és szoveti szerkezeti karosodas alakult
ki a PACAP”- génhianyos allatok eredményihez képest.

6. Meleg ¢és hideg ischaemids ¢és reperfuzios kisérletek thermoanalitikai vizsgélataival
kimutattuk, hogy a mucosa - feltételezheten a sejtekben 1€vo sok kotott viz miatt - leginkabb
egy folyadékkristalyhoz hasonld szerkezet viselkedését mutatja. I/R hatdsara a mucosa
szerkezete megbomlott, az ischaemids idével aranyos modon csokkent a kalorimetrias
entalpidja. A bélfal szétvalasztott rétegeit DSC modszerrel vizsgalva kimutattuk, hogy az el6z6
szovettani méréseink esetén lényeges szerkezeti elvaltozast nem mutatd izomrétegben is
valtozasok mérhetdk, melyet az idéaranyosan emelkedett a kalorimetrids entalpia jelzett. Az
izomfehérjék esetében a hideg ischaemia okozta a legnagyobb szerkezeti valtozast, ek6zben a
kalorimetrikus entalpia a konzervalési iddvel aranyosan emelkedett.

7. Differencidl pasztdzo kalorimetrids vizsgélataink sordn melanomas betegeknél elséként
sikertilt szoros korrelaciot kimutatni a termikus valtozasok, valamint a tumor vastagsag, a helyi
tumor invazid, a regiondlis nyirokcsomo érintettség €s a tavoli metasztazisok kozott.

Kiilonb6z6 stddiumi operabilis emlddaganatos beteg vérplazméjanak DSC elemzése
alapjan kimutattuk, hogy a termogrammok &atmeneti hémérsékletei és a kalorimetrias
entalpiavaltozasa Osszefiiggést mutatott a tumor méretével, valamint az attétes axillaris
nyirokcsomo érintettségével.

A kronikus hasnyalmirigy-gyulladasban szenvedd betegek vérplazma DSC-gorbéinél a
termikus atmenetek a kontrollokhoz képest jelentdsen eltolodott az alacsonyabb hdmérsékleti
értekek felé. Vagyis egy lokalis gyulladas szisztémas gyulladasos folyamatokat tiikkr6z a
kering6 vérplazma atmeneti hdmérsékletének vizsgalatakor. Emellett a plazma kalorimetrikus
entalpidgjanak enyhe csokkenése valdsziniileg a globulinok destabilizalodasat tiikrozheti,
melyeknek hangsulyos szerepiik van a gyulladas soran. Pancreas tumor esetén 0j és magasabb
homérsekleti tartomanyba tolodott denaturdcids hoémérsékletek jelentek meg ¢és a
kalorimetrikus entalpia, mint indikator, az egész rendszer 4&ltalanos hdstabilitasanak
mutatojaként csokkend tendenciat mutatott foként az inoperabilis esetekben.

Psoriasisos betegekben kimutattuk, hogy a PASI pontozasi rendszer alapjan kiilonb6z6
sulyossagli betegek vérplazmajaban termoanalitikusan kimutathat6 kiilonbségek (atmeneti
hémeérséklet, kalorimetrikus entalpia) vannak. Termoanalizisiink azt mutatta, hogy a
hagyomanyos szisztémas gyogyszeres (citosztatikum, retinoid) kezeléssel szemben a biologiai
valaszmodositd szerek a plazma hdstabilitdsanak javuldsat okoztdk minden mérhetd
termodinamikai paraméter tekintetében. A vérplazma komplex DSC-gorbéinek legtijabb
dekonvoluciés elemzései részben feltartdk az adatok mogotti biologiai valtozasokat, de az
eredmények pontos magyardzatat még nem ismerjiik.
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7. UJ MEGALLAPITASOK

A fentiek alapjan az alabbi 0j megallapitasok tehetdk:

1. Meleg I/R hatasara a vékonybélben az ischaemids iddvel aranyos sulyossagu oxidativ stressz
¢s a bélfal minden rétegét érintd strukturalis karosodas alakul ki, csékken az endogén PACAP38
neuropeptid immunreaktivitdsa és sulyos metabolikus aciddzis alakul ki. A reperfuzidkor
alkalmazott ischaemiés posztkondicionalés €s az intravénasan adott exogén PACAP38 egyarant
mérsékli a karos kovetkezményeket.

2. A hideg konzervalas a prezervaci6 idejével aranyos modon onmagéban is csokkentette a bél
szoveti kdrosodasat. Az EC oldattal szemben a UW oldatban val6 konzervaléas elénydsebb volt
a szOveti szerkezet és a vér sav-bazis értékei tekintetében egyarant.

3. A konzervalt és autotranszplantalt bélszovet karosodasait az ischaemids prekondicionalas
klasszikus €s késéi forméja, valamint az ischaemiés posztkondicionalas is csokkenti. Ennek
hatterében az NF-kappaB transzkripcios faktor altal aktivalt sejtvédelem all.

4. Hideg konzervalas csokkenti a bél endogén PACAP38 és PACAP27 immunreaktivitasat. A
konzerval6 oldathoz adott ,exogén” PACAP hatasara a bélben emelkedik az
immunreaktivitasa, csokken az oxidativ stressz €s a szoveti karosodas mértéke azaltal, hogy
aktivalja a tulélés intracellularis kindz utvonalait, illetve gatolja a gyulladdsos citokinek-
expresszidjat.

5. Kiilonb6z6 klinikai koérképekben (melanoma malignum, emldétumor, pancreas tumor,
pancreatitis, psoriasis) a betegek vérplazmainak differencidl pasztazd kalorimetrids mérései
soran kapott egyedi, de a betegségre jellemzé DSC-gorbek Osszefliggést mutattak a betegség
stlyossagaval, elorehaladottsagadval vagy a kezelésre adott valasszal. Tovabbfejlesztését
kovetéen a DSC-gorbék dekonvolucios analizise felveti a lehetdségét a daganatos vagy
gyulladasos korképek korai diagnosztizaldsanak, a betegség monitorozasanak, vagy az
alkalmazott terapia hatékonysaganak egy csepp vérbdl valo tesztelésére.
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8. OSSZEFOGLALAS

Kisérletes kutatasunk két, alapvetden a klinikai gyakorlattal 6sszefiiggd kérdéskort vizsgalt.

A dolgozat elsé része a vékonybél atiiltetés problémajaval foglalkozik egy olyan szerv
esetén, mely transzplantalhat6sagat fokozott immunogenitasa mellett az I/R-s karosodasok
iranti nagyfoku érzékenysége is neheziti. Az immunoldgiai problémak kizarasara kisérletes
vékonybél autotranszplantacidos kis- ¢és nagyallatmodelleket alkalmaztunk. A téma
komplexitasa miatt konzekvens parhuzamossaggal vizsgaltuk a béltraktus meleg I/R-s és hideg
konzervalas és autotranszplantacio okozta I/R-s kdrosodésait €s azok kivédési lehetdségeit.

A vékonybélben a meleg ischaemias idovel aranyos mértékii oxidativ stressz alakul ki,
mely a bélfal szerkezetében kvalitativ, kvantitativ és termoanalitikai modon is detektalhatd
elvaltozasokat eredményez, cs6kken a bél ,endogén” PACAP38 neuropeptid
immunreaktivitdsa és 6 Ora ischaemia szisztémas hatdsaként sulyos metabolikus aciddzist
alakul ki a szervezetben. E karos kovetkezmények csokkenthetdk a reperfuzio kezdetekor
végzett ischaemias posztkondicionalassal vagy ,.,exogén” PACAP38 intravénds adasaval.

A bél hideg konzervéaldsa utdni autotranszplantaciés modellben a hideg tarolas
Onmagaban is mérsékelte a szoveti karosodast és a vér sav-bazis paramétereinek zavarat.
Ertékeit tekintve ez a UW oldatban valé konzervélas sordn eredményesebb volt, mint az EC
oldatban prezervacio soran. A bélfal izomrétegének - hagyomanyos szdvettani vizsgalattal nem
detektalhatd - valtozasait a bélfal szétvalasztott rétegeinek DSC termoanalizise igazolta.
Béltranszplantacios modelljeinkben az ischaemids prekondicionalas klasszikus (korai) és késoi
form4ja, valamint az ischaemias posztkondiciondlds is csokkentette a szdveti destrukciot.
Ennek hatterében az NF-kappaB transzkripciés faktor aktivacidja utan kialakult citoprotekcio
all. Ebben a modellben - a tarolasi idével aranyos mddon - csdkkent az ,,endogén” szdveti
PACAP38 és PACAP27 immunreaktivitasa. A konzervalo oldathoz adott ,,exogén” PACAP
hatdsdra a bélben megemelkedett az immunreaktivitds, csokkent az oxidativ és szdveti
karosodas mértéke azaltal, hogy aktivalta a tilélés intracelluléris kindz utvonalait, illetve gatolta
a gyulladéasos citokinek és kemokinek expresszigjat. Eredményeinket kisérleti modelljeink
PACAP** vad tipusu és PACAP”" génhianyos egereken valo elvégzése is megerdsitették.

A dolgozat masodik része kiilonbozd klinikai korképekben (melanoma malignum,
emlétumor, pancreas tumor, pancreatitis, psoriasis) szenvedd betegek vérplazmdjanak
differencial pasztazo kalorimetrids vizsgélatait tartalmazza. Osszesen 181 betegen végzett
termoanalitikai mérés soran kimutattuk, hogy a vérplazmak egyedi, de a betegségre jellemz6
DSC-gorbéinek termikus paraméterei €s karakterisztikdja Osszefliggést mutatott a betegség
sulyossagaval, elérehaladottsagaval vagy a kezelésre adott valasszal. Tovabbfejlesztését
kovetden a DSC-gorbék dekonvolucids analizise felveti a lehetdségét a daganatos vagy
gyulladasos korképek korai diagnosztizalasanak, a betegség monitorozasanak, vagy az
alkalmazott terapia hatékonysaganak néhany csepp vérbdl valo tesztelésére.
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9. SUMMARY

Our experimental research looked at two issues that are fundamentally related to clinical
practice.

The first part of this thesis focuses on the problem of small intestine transplantation in
an organ whose transplantability is complicated by its increased immunogenicity and high
sensitivity to I/R damage. To exclude intestinal immunological problems small and large
experimental autotransplantation animal models were used. Due to the complexity of the topic,
we investigated the I/R damage and its prevention in the intestinal tract caused by warm I/R
and cold preservation and autotransplantation in consistent parallelism.

In the small intestine, oxidative stress develops in proportion to the warm ischaemic
time, resulting in qualitative, quantitative and thermoanalytical detectable changes in the
intestinal wall structure, a decrease in the immunoreactivity of the intestinal "endogenic"
neuropeptide PACAP38 and the systemic effect of 6 h of ischaemia, which leads to severe
metabolic acidosis. These adverse consequences can be reduced by ischaemic postconditioning
at the beginning of reperfusion or by intravenous administration of "exogenous” PACAP38.

In the autotransplantation model, the cold intestinal preservation itself attenuated the
tissue damage and disturbance of blood acid-base parameters compared to warm I/R samples.
Regarding its values, this was more effective during preservation in UW solution than in EC
storage. Changes in the muscle layer of the intestinal wall, undetectable by conventional
histology, were confirmed by DSC thermoanalysis in the separated layers. In our intestinal
transplantation models, both classic (early) and late forms of ischemic preconditioning and
ischemic postconditioning reduced tissue destruction. This is due to cytoprotection after
activation of the NF-kappaB transcription factor. In this model, immunoreactivity of the tissue
"endogenous™ PACAP38 and PACAP27 has reduced in the preservation time-dependent
manner. The "exogenous" PACAP added to the preservation solution increased its
immunoreactivity in the intestine, reduced oxidative and tissue damage, and was shown to
activate intracellular survival kinase pathways and to inhibits the expression of inflammatory
cytokines. Our results were confirmed by performing our experimental models on PACAP**
wild-type and PACAP gene-deficient mice.

The second part of the thesis contains the Differential Scanning Calorimetric analysis
of blood plasma from patients with various clinical conditions (melanoma malignum, breast
tumor, pancreatic tumor, pancreatitis, psoriasis). Our measurements showed that individual but
disease-specific curves obtained from DSC measurements of patients' blood plasma were
associated with disease severity, progression or response to treatment. Following its further
development, deconvolution analysis of DSC curves raises the possibility of early diagnosis of
tumor or inflammatory syndromes, monitoring of diseases, or testing the efficacy of the therapy
from a drop of blood.
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12. KOSZONETNYILVANITAS

Nagyon sok kolléganak, baratnak tartozom koszonettel, akik kisérletes munkamban
elinditottak, timogattak és szakmai segitséget nyutjtottak az elmult kozel 25 évben. Az Alma
Mater a Pécsi Tudomanyegyetem volt. A Semmelweis Egyetemen 2011 6ta dolgozom.
Kiemelten fontosnak tartom, hogy maig megmaradtak a jo kollegialis és barati kapcsolatok,
egymas palyaja iranti kolcsonos tisztelet, a pozitiv és tdimogato hozzaallas.

Legnagyobb kdszonettel Dr. Roth Erzsébet professzor asszonynak tartozom, aki 1épésrol-
1épésre segitette kutatdmunkamat, didaktikusan mindenre megtanitott és egyiitt driilhettiink a
sikereknek. 1998-ben, amikor Ph.D. allami 6sztondijasként elkezdtem dolgozni a Pécsi
Orvostudomanyi Egyetem AOK Kisérletes Sebészeti Intézetében, akkor egy igazi, klasszikus
értelemben vett mitéttani oktatd és kutatd helyre kertilhettem. Az intézet tradicionalis kutatasi
teriilete az ischaemia-reperfiizio okozta oxidativ stressz vizsgalatok és ennek kivédésére
iranyulo kutatasok voltak kutya és/vagy sertés szivizom modelleken. Az ischaemia-reperfuzios
kutatds, mint alaptéma megmaradt, de a konkrét témavalasztasban témavezetomnek, Réth
professzor asszonynak egy egyetemi fogadason Dr. Horvdth Ors Péter professzor, a Sebészeti
Klinika akkori igazgatdja egy ,.kurens” sebészeti témat, a vékonybél transzplantacio vizsgalatat
ajanlotta. A torténeti képhez tartozik, hogy ebben az iddszakban (1990. majus 2-4n) a kanadai
Ontaridoban Grant ¢s munkatarsai végezték el az elsé sikeres human vékonybél transzplantaciot,
de a 90’-es éveben a tulélési eredmények még messze elmaradtak a varttél és a
béltranszplantacid terén szamos nyitott kérdés maradt allatkisérletes szinten is. Ebben az idében
Horvath Ors professzor mar kb. 6 éve vette 4t a pécsi Sebészeti Klinika vezetését, Dr. Kalmdr-
Nagy Karoly adjunktussal és csapataval addigra egy jol miikodd transzplantacids osztalyt
alakitottak ki vese és kombinalt vese-hasnyadlmirigy transzplantdcios profillal. A kisérletes
transzplantacids mutéti protokoll sszeallitasaban €s probamiitétek elvégzésében Kalmar-Nagy
adjunktus Gr mellett Dr. Afshin Tavakoli fiatal (ma Manchester University-n dolgozd) sebész
kollega segitett €s igy indultak el az allatmiitétek. Halas koszonet valamennyi emlitett sebész
kolléganak, akik tdmogattadk munkamat és igaz volt ez a késdbbiekben a Klinika dolgozdira a
sebész szakvizsgara vald felkésziilésem éveiben is.

Ph.D. hallgatoként sok-sok oktatasi feladatom is volt gradualis és postgradualis szinten, ehhez
nagyon nagy segitséget kaptam a tobb évtizedes sebészeti €s oktatasi tapasztalattal rendelkezd,
a klasszikus sebészetet didaktikusan oktatd Dr. Temes Gyula tanar urt6l. A biokémiai
eredmények statisztikai kiértékelése terén és az allatkisérletek engedélyeztetése soran Dr.
Lantos Janos tanar Ur volt tobb izben segitségemre. Késobb a Sebészeti Oktato és Kutatod Intézet
(SOKI) néven szerepld intézet megtartotta békebeli hangulatat, mindig is csaladias 1étszamban
és légkorben folyt a munka, ezért koszonet a kollegidlis és barati segitségért, a jo
munkakapcsolatokért Dr. Szanto Zalannak, Dr. Borsiczky Baldzsnak, Dr. Mohamed
Jaberansarinak, Dr. Jancsé Gdbornak, Dr. Gasz Baldzsnak, Dr. Benkd Laszlonak, Dr.
Cserepes Barbaranak, Dr. Kiirthy Marianak, Dr. Horvath Szabolcsnak, Dr. Ferencz
Sandornak, Dr. Takacs lldikonak, Dr. Balatonyi Borbaldanak, és Dr. Javor Szaniszlonak.
Kosz6nom a PTE AOK SOKI adminisztracids és asszisztensi gardajanak a sokéves 6nzetlen
munkat, igy Csizmadia Jozsefné Irmanak, Bakainé Matus Illondanak, Dr. Siivecz Gyorgyné
Icdnak, Pintér Nandorné Evinek, Sztarai Marianak, Téth Gézané Csillanak, Horvdth Bedtdnak,
Abrudbadnyai Katalinnak (1) és Buza Nikolettdnak.
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Kiemelt koszonet illeti Dr. Racz Boglarkat (ma New Yorkban dolgozo) kollégandmet, akivel a
molekularis biologiai vizsgalatokat végeztiik, az én sebészi és az 6 molekularis bioldgus
,veénajaval”, tudasaval, kozosen munkalkodva tudtunk egyre elébbre 1épni.

A PACAP-al kapcsolatos vizsgalatok terén nagyon nagy kdszonettel tartozom a téma hazai és
vilagviszonylatban is vezetd kutatdjanak, Prof. Dr. Reglodi Doranak, aki szaktudasaval mindig
elore vitte a kisérletsorozatokat, illetve lelkes csapata a PTE AOK Anatémiai Intézetbdl mindig
hozzajarult a kollaboracidos munkahoz: Dr. Tamads Andreanak és Dr. Lubics Andredanak
szovettani vizsgalatokban nyujtott segitségiikért, Dr. Horvath Gabriellanak, és Dr. Kiss
Péternek a molekularis biologiai mérésekben végzett munkajaért vagyok halas. K6szondém az
intézetbol Dittrich Erzsébemek a szdvettani metszetek készitésében nyujtott rendkiviil preciz
munkajat. Tovabba koszondm Dr. Nemeth Jozsefnek, a Debreceni Egyetem Farmakologiai
Intézetébdl, hogy a PACAP bélszovetben valo koncentracidomérése megvalosult. Koszonet illeti
Dr. Akemichi Baba (Hyogo University of Health Sciences, Japan) és Dr. Hitoshi Hashimoto
(Osaka University, Japan) professzoroknak, hogy a PACAP KO egerek beszerzésében és a
munka szakmai feliigyeletében részt vettek. Illetve koszondm Dr. Helyes Zsuzsanna professzor
asszonynak és Dr. Kemény Agnes docens asszonynak (PTE, Szentigothai Janos
Kutatokozpont), valamint a 2014-ben tragikusan fiatalon elhunyt Dr. Szabadfi Krisztinanak (1)
(PTE, Természettudomanyi Kar, Biologiai Intézet) a kollaboracios segitségiiket.

Prof. Dr. Lérinczy Dénes professzor urral (PTE AOK Biofizikai intézet) valo, a DSC
vizsgalatokkal kapcsolatos egylittmiikddés is tobb, mint 10 éves mar. K6szondm pontos, preciz
munk4jat. Modelljeinket és mérési eredményeinket mindig tdmogatta tovabb gondolni, tovabb
vinni. Professzor urral k6zos Ph.D. témavezetésiink kapcsan meg kell emliteni azokat az
orvoskolléga hallgatokat, akikkel egyiitt dolgoztunk és remélem, hogy sikeriilt szamukra
atadnom tudasomat a kutatasi vagy publikacids tapasztalatomat. A tézisiiket megvédett Ph.D.
hallgatoknak: Dr. Nedvig Klardnak, Dr. Fekecs Tamasnak, Dr. Zapf Istvannak és Dr. Moezzi
Mehdinek, és Dr. Constantinos Voniatisnak, illetve meg kell emliteni jelenlegi doktorandusz
Dr. Berner-Juhos Krisztina, és frissen becsatlakozo egyéni Ph.D. hallgatok Dr. Hornok Zita és
Dr. Moga Kristof nevét is.

Ezenkiviil koszonettel tartozom a TDK hallgatok kozott azoknak (Toth Tamas, Vélgyi Edina,
Ali Alzubi, Légner Andras, Godi Szilard, Nedvig Kldra), akik sziikebb értelemben ebben a
témaban mindig nagy lelkesedéssel és precizen igyekeztek végezni az egyes kisérleti
munkafézisokat.

K6szonom a sajnos rovid ideig tartd egyiittmitkodést a PTE AOK Patologiai Intézetbdl Dr.
Magyarlaki Tamas (1) docens urnak, akivel a kozos munka évében, 2011-ben bekdvetkezo
haléla rendkiviil megrenditett benniinket.

Koszonom a PTE AOK SOKI és a Semmelweis Egyetem Kisérletes és Sebészeti Miitéttani
Intézet korabbi vezetdjének, Dr. Wéber Gyorgy professzor Urnak a segitségét, a kellemes
intézeti 1égkdr megteremtését és hogy munkdmat mindig messzemendkig tamogatta. Eztton
koszoném a Semmelweis Egyetem AOK jelenlegi és korabbi rektori és dékani vezetésének,
Prof. Dr. Tulassay Tivadar, Prof. Dr. Szél Agoston, Prof. Dr. Merkely Béla, Prof. Dr. Hunyady
LdszI6, Prof. Dr. Kellermayer Miklés segitségét és tamogatasat. Illetve kozvetleniil az SE AOK
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VSZEK Kisérletes és Sebészeti Mutéttani Tanszék valamennyi volt és jelenlegi munkatarsanak,
Prof. Dr. Sandor Jozsefnek, Dr. Szabo Gyérgyinek, Dr. Csukas Domokosnak, Dr. Feheér
Daniellanak, Dr. Berner-Juhos Krisztinanak, Dr. Oszlanyi Rékanak, Dr. Ramin Talebiannak,
Meészarosné Dr. Seres Leilanak, Dr. Czobel Miklosnak, Dr. Juhasz Kdlmannénak, Klotz
Davidnak, Petrovics Alicanak, Schum Ibolyanak, Erés Monikanak, Volter Evanak (1), Csépke
Karolindnak, Losonczi-Eles Zséfianak, Kocsisné Czéh Katalinnak, Danké Jozsefnénak, Gyané
Janosne Julianak, Szkrajcsics Doranak és Nagy Mariannanak a hozzajarulasat, hogy kutato
munkdmat Osszegezhettem. Intézetiink megalakulasatdl oktatoként segiti munkankat Dr.
Toronyi Eva és Dr. Brath Endre, mindkettiijiiknek sok-sok koszonettel tartozom. A tanszék
vendégprofesszorai koziil koszonet illeti Dr. Masashi Yoshida professzort (International
University of Health and Welfare, Tochigi, Japan) a bélkisérletekben valo kozremiikodéséért,
illetve Szabo Zoltan professzort (Microsurgery and Operative Endoscopy Training Institute,
San Francisco, USA) a gyakorlati mikrosebészeti ismereteim fejlesztéséért.

Ko6szonom az SE Digitalis Egészségtudomanyi Intézetbél Dr. Dinya Elek professzor urnak az
eredmények statisztikai értkelésében nyujtott szakmai segitségét.

Haélasan koszonom Dr. Bldazovics Anna professzor asszonynak, hogy az oxidativ stressz
kutatisainkat folytathatjuk, mert nagylelkli felajanldséval tanszékiinkre atkeriilhetett az az
értékes eszkozpark és szaktudas, mellyel a hazai szabadgyok-kutatds folytonossagat kdzos
erdvel fenntarthatjuk. Nem utolso sorban jelen értekezés megirasakor nyujtott 6nzetlen szakmai
segitségéért in kiilon szeretném koszonetemet kifejezni.

Ko6sz6nom a doktori mii benyujtasdhoz adott segitségét az MTA Doktori Tanacs Titkarsagarol
Molnar Istvanné Nagy Csilla tudoméanyteriiletei referensnek.

Koszonettel tartozom nagyon sok kozelebbi és tdvolabbi ismerdsomnek €s baratomnak, akik
sok segitséget adtak és tamogatasukrol biztositottak.

Koszonettel tartozom sziileimnek, csaladomnak, férjemnek, Dr. Bdnkuti Szilardnak, hogy
mindvégig nagy odaadéassal timogattak palyam soran.

Es legnagyobb koszonet gyerekeimet illeti, Bankuti Jazmint, Bankuti Balintot és Bankuti Belldt,
hogy gondoskodnak arr6l, hogy mindig anyaként zokkenjek vissza csaladi életiinkbe a
kutatomunka csodalatos és izgalmas vilagabol.

A Doktori miiben bemutatott kutatasokat kozvetleniil segito fobb tamogatasok:
PTE AOK Donhoffer Szilard Osztondij (Ferencz A); OTKA C272 (Lérinczy D);
OTKA K48851, K78434, M4 042044 (R6th E); OTKA F046593, PD 77474 (Ferencz A);
OTKA 104984, T046589, K72592 (Reglédi D); CNK 78480 (Reglddi D);
PTE AOK Kutatasi Palyazat (114/603/2009, Ferencz A);
MTA Bolyai Janos Kutatasi Osztondij (2007-2010, Ferencz A);
MTA doktora cim megszerzésére sziikséges értekezés megirasanak tdmogatasara 14 év alatti gyermeket neveld
kutaténdk...” cimmel kiirt 6sztondijpalyazat (2020-2022, Ferencz A)

65



