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BEVEZETES

A lebenyeket széles korben hasznaljak a medicina szamos teriiletén a kiilonb6z6 okokbol
létrejott szdvethiany potlasara. Rekontrukcional alkalmazzdk a lebenyeket az onkoldgiali
sebészetben (pl.: ful-orr-gégészet és fej-nyaksebészet, szajsebeszet, &ltalanos sebészet), a
traumatologiaban, az égési sebészetben és a plasztikai sebészetben is. A defektus pétlasanal
nem csak a hidny egyszer( ,,betdltése”, hanem kiilonb6z6 funkciondlis és esztétikai célok
megvalositasa is 1ényeges, ezzel biztositva megfeleld életmindséget a paciensnek.

A lebenyeket osztalyozhatjuk a szoveti 0sszetételiik (pl. cutan, fasciocutan, adipocutan,
myocutan, osteomusculocutan), elhelyezkedés (pl. localis, regionalis, tavoli), a vérellatasuk, a
konfiguraciojuk és a szdvethidnyra valo atviteliik madja szerint.

Fontos leszogezni, hogy a megfeleld lebeny kivalasztasa kritikus fontossagu a miitét
sikeressége szempontjabol. A megfeleld lebenytipus kivalasztdsa tobb szempont alapjan
torténik, figyelembe kell vennlink a szdveti defektus lokalizaciojat, méretét és mélységét, a
szomszédos strukturakat, az vasculaturat, a bér Langer-féle vonalait, az esztétikai
szempontokat, illetve a betegnél eléforduld egyéb tarsbetegségeket és befolyasolo tényezdket
(dohanyzés, periférias érbetegség, érelmeszesedés, diabetes mellitus, steroidhasznélat, korabbi
miitétek, stb.), valamint végul, de egyaltalan nem utolsé sorban a sebész szakértelmét.

Altalanosan ismert sebészek kozétt, hogy legjobb lebeny az, amelyikben a sebésznek nagy
tapasztalata van, sokszor hasznalta munkéja soran, igy nagy biztonsaggal tudja preparalni és
kivitelezni. Azonban nem elég kivalasztani a megfeleld lebenyt, hiszen a teljes gyogyulasig
még szamos akadaly keriilhet az utunkba. Eppen emiatt kulcsfontossagi a lebenyek megfeleld
szOveti  perfusioja, melyet befolyasol tobbek koz6tt a  vascularis  rendszer
morfoldgiai/funkciondlis allapota, a microcirculatio, a hemodinamika illetve a makro- és

mikrorheologiai paraméterek is.



A szoveti perfuzid, valamint a lebenyek életképessegének monitorozaldsara szamos
modszer ismert, amelyek klinikai gyakorlatban és Kkisérleti tanulmanyokban egyarant
alkalmazhatoéak. Ez amiatt fontos, mivel gyakran fordulnak eld a lebeny sebészetnél kiilonbz6
szovodmények. Ischaemia, ischaemia-reperfizids karosodas (I/R), trombosis és lebeny necrosis
tobb okbol kialakulhat, tobbek kozott a lebeny nem megfelel6 el6készitése, szoveti karosodas,
az ellato erek érnyelének meghajlasa/torsioja, hematoma, oedema vagy fert6zés miatt.

A microcirculatio, a hemorheoldgia és az érnyél aramlasa mind 6sszefligg. Amennyiben
séril az érnyél és csokken vagy megsziinik benne az dramlas ugy a lebeny microcirculatioja
romlast szenved, mely a vorosvérsejtek deformabilitdsdnak és aggregatiojanak
megvaltozasdhoz, a vér alakos elemeinek a szambeli megvaltozdsdhoz vezet. Viszont
maguknak a vorosvérsejtek ezen fizikai tulajdonségainak (aggregatio és deformabilitas) I/R
kérosodas vagy gyulladas miatti megvaltozasa a szdveti perfusio tovabb romlasat okozza,
,,ordogi korhoz” vezetve. Korabbi kutatasok bebizonyitottak, hogy az ischaemia és reperfusio
korai szakaszéban a vorosversejtek deformabilitdsa romlik mig az aggregatiojuk fokozodik,
éppen ezért Ugy gondoljuk ezen paraméterek megfigyelése a mikrokeringés és az érnyél
keringésének megfigyelése mellett elére jelezhetik a postoperativ komplikacidkat lebenyek
alkalmazasakor.

Az dllatmodellek alkalmazésa elterjedt, a lebenyek ischaemia-reperfusiojanak és
(fasciocutan, adipocutan, musculocutan stb.) lebenyekkel ¢és kiilonb6z6 ischaemids
idoétartamokkal. Kisérletink soran patkanyok epigastrialis fasciocutan illetve adipocutan
lebenyét hasznaltuk, habar elhelyezkedésuk és taplald erlik azonos, mig az fasciocutant csupan
a bor, a kozvetlentil alatta 1év6 subcutan szovet illetve fascia alkotja, addig az adipocutan része
a hasi zsirparna is. Ezek a lebenytipusok és érnyeliik jol preparalhatd, megfelelé méretiiek

illetve elhelyezkedésiik miatt konnyen vizsgalhatoak miiszeresen is pl. Cytocammal igy



megfeleld valasztasnak bizonyultak kisérleteinkhez, mivel alkalmasak voltak a lebenyek
valamint a kiilonboz6 megel6zési lehetdségeknek és hatdanyagoknak tanulmanyozasara.

A rekonstrukcios sebészetben folyamatos az igény az olyan hatdéanyagokra, amelyek
javitjak a sebgyogyulast, emiatt kisérletiinkban két anyag hatasait is vizsgaltuk. Az egyik a
PACAP volt, egy endogén neuropeptid, amely az adenilat-ciklaz aktivalasan keresztil néveli a
sejtek CAMP-szintjét, a nemzetkozi irodalom alapjan bizonyitottan van tobbféle protektiv
szerepe, gyulladascsokkentd, antiapoptotikus illetve az extracellularis matrix alkotéelemeinek
termelését is fokozza A BGP-15 pedig egy nikotin-amidoxim-szarmazék, melyet magyar
kutatok fejlesztettek ki. Képes noévelni a héstresszfehérje-indukciot, javitja a
membranfluiditast, csokkenti a reaktiv oxigéngyokok termelddését illetve protektiv hatast

mutat gyulladasos és I/R-folyamatokban.

CELKITUZES

1. Célunk volt olyan patkany modell kialakitdsa, mely kiilonb6z8 szoveti Osszetételll
lebenyek vizsgalatat teszi lehetobé ¢és mely alkalmazisa sordn a lebenyeket érd
ischaemia/reperfusio hatés altali kiillonb6z0 valtozasok illetve a regeneracid soran létrejé6vo
valtozasok jol utankovethetoek.

2. Vizsgalni kivantuk, hogyan véaltozik a morphologidja, a szovettani illetve biomechanikai
tulajdonsagai a fascio- és adipocutan lebenyeknek a korai regeneraciojuk soran.

3. Célul tiztik ki az I/R karosodas mértékének megallapitdsat a perfizids paraméterek
vizsgalataval, a véraramlas, mikrokeringes fliggvényeben adipocutan lebenyek esetében.

4. PACAP 1-38, illetve BGP-15 tartalmu gélek microrheologiai illetve hisztomorpholdgiai

hatasanak vizsgalatat I/R-nak Kitett epigastrialis fasciocutan lebenyek gyogyulasa soran.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Minden kisérletet a hatalyos allatvédelmi torvény (1998. évi XVIII. térvény az allatok
védelmérdl és kiméletérdl) és EU szabalyozas 2010/63 iranyelv) betartasa mellett, a Debreceni
Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaganak jovahagyasaval (engedély nyilvantartasi szam:

19/2022 /DEMAB) végeztiik el.

1.1 Kisérleti allatok kivalasztasa és elokészitése a miitétekhez

A kutatdsokhoz 6sszesen 31 him Wistar patkdnyt (szarmazasi hely: Toxi-Coop Zrt.,
Budapest, Magyarorszag) hasznaltunk fel. A patkdnyokat hathetes korukban széllitottak a
Tanszékiink allathazaba, és a kisérlet megkezdése eldtt harom hétig akklimatizalodtak standard
méretli ketrecekben (Eurostandard 1V, Tecniplast, Buguggiate, Olaszorszag. Az éllathazban
alland6 hémérsékletet (22 C° illetve paratartalmat (55+10%-0s) tartottunk fent, az allatok
standard patkanytapot kaptak szabad hozzaféréssel illetve vizet dnitatd médon. A vilagitasban
12-12 6rés vilagos/sotét ciklust kovettiink.

A felndtt him patkanyok kivalasztdsa hatterében az allt, hogy a kisérleti sebészeti
sziikséges volt a megfeleld életkor illetve a nemi homogenitds. Mivel a lebenyeket az
epigastrialis régidban jeloltiik ki, emiatt is elvetettiik a ndstény allatok felhasznalasat, amelyek
6 par mamillaval rendelkeznek.

A miutétek elott a patkanyok testsulyat lemértiik, ez alapjan altalanos anaesthesiaként 100
mg/testtomeg-kg i.p. ketamint (CP-ketaminhidroklorid 10%, Produlab Pharma BV,

Raamsdonksveer, Hollandia), 10 mg/testtomeg-kg i.p. xilazin-hidrokloridot (CP-xilazin-



hidroklorid, 2%; Produlab Pharma BV, Raamsdonksveer, Hollandia) és 0,05 mg/kg Atropint
s.c. (Atropinum sulfuricum 0,1%, Egis Pharmaceuticals PLC, Budapest, Magyarorszag)
hasznaltunk.®81 A mitét soran figyelemmel kisértiik az allatok vitdlis paramétereit: a
légzésszamot, a 1égzes mélységét, valamint a nyalkahartyak illetve a végtagok szinét. Emellett
a mutétek sordn az allatok egy melegitdparnan voltak elhelyezve, hogy ezaltal biztositsuk az
optimalis testhomérsékletet a miitétek teljes ideje alatt.

A két miitéti csoport miitét technikajaban voltak kiilonbségek, de az elmondhaté minden
allatrol, hogy postoperative 2 ml 0,9% NaCl-t kaptak s.c. A miitétek utan az allatokat egyesével
tartottuk, nyakukra pedig az autophagia megelézése céljabol mlianyag gallért helyeztiink. A
postoperativ fajdalomcsillapitdshoz nem alkalmaztunk hagyoméanyos NSAID-okat, ahelyett az
elsé 3 postoperativ napon tramadolt (15 mg/kg/nap, s.c.) adtunk az &llatoknak. Illetve sc.

fiziologias so oldatot is kaptak az allatok, a megfeleld hidratatio elérése érdekében.

1.1.1 Patkany fasciocutan epigastrialis lebenyeknél alkalmazott miitéti technika,

kisérleti és mintavételi protokoll

Fasciocutan bilateralis epigastrialis lebenyt 21 him Wistar patkanyon (322,79 + 17,63
g) hoztunk létre. Ezen allatokat a kisérlet soran hasznalt sebgél szerint 3 csoportra osztottuk:
kontroll csoport, PACAP csoport illetve BGP-15 csoport. A lebenyeket standard méretii ovalis
sablon (feliilet: 5,48 cm?) hasznalataval készitettiik el, igy érve el minden allatnal ugyanazt a
format és méretet. A miitéti teriiletet szortelenitettiik, majd fertGtlenitettiik és izolaltuk, ezutan
a sablon altali jelolésnek megfelelden elvégeztiik a bdrmetszést. A lebenyeket az arteria €s vena
epigastricus superficialis inferiorra nyeleztik.

A bal oldali lebeny (késébbiekben ischaemias oldal) érnyelét mikrosebészeti kapocssal

120 percig leszoritottuk és a sebagyba helyeztiik, hogy ne szaradjon ki, mig a jobb oldali lebenyt



(késébbiekben kontroll oldal) kipreparalas utan szintén a sebagyban hagytuk. A 120 perces
id6intervallum letelte utan az adott csoportra jellemz6 0,3-0,3 ml hidroxipropil-metilcelluléz
gélt (HPMC) vittlink fel a sebagyakra.

A Kkontroll csoportban (n = 7) a gél nem tartalmazott hatéanyagokat. A PACAP
csoportban (n =7) 0,01% PACAP 1- 38-at, a BGP-15 csoportban (n = 7) pedig 10% BGP-15-
Ot adtunk a gélhez. A specidlis sebgéleket a Debreceni Egyetem Gyodgyszereszeti Kar
Gydgyszertechnoldgiai Tanszékén allitottak elé. Ezutan a kétoldali lebenyeket 32 egyszertl,
csomos Oltéssel varrtuk vissza eredeti helytikre (vago ti, Silk, SMI, Steinerberg, Belgium). A
csoportoknak megfeleld sebgéleket a mitét utdn 5 napon at vittiik fel a varratok koriil és a
lebenyek fellletén 0,15 ml-0,15 ml-t naponta a sebapolas mellett.

A miitét el6tt (ezt hasznaltuk alap értéknek) illetve a miitét utani 1., 3. és 7. postoperativ
napon az oldalsé farokvénabol vettiink vért a laboratoriumi vizsgélatokhoz (0,4 ml/db; K3-
EDTA, Vacutainer®, Becton Dickinson GmbH, Franklin Lakes, NJ, USA).

A miitét utan egybdl majd a 1., 3. és 7. postoperativ napon fényképeket készitettiink a
lebenyekr6l. A lebenyek tertiletét az ImageJ 1.40g ingyenes szoftver segitségével hataroztuk
meg, amelyet minden alkalommal az éllatra helyezett vonalzéval kalibraltunk.

Emellett bor hdmérséklet méréseket végeztiink (Ri-thermo® N professzionalis klinikai
thermometer, Rudolf Riester GmbH, Jungingen, Németorszag) mindkét lebenyen és az ép
epigastrialis borfelszinen (kontroll k6zeépso région) a miitét eldtt, az ischaemia alatt, a miiteét
utan (a lebenyek Osszevarrasa utan), valamint a miitét utani 1., 3. és 7. napon.

A postoperativ 7. napon a kisérleti periodus végeztével az allatokat 300 mg/kg 10%-0s
ketaminhidroklorid és 30 mg/kg 2%-os xilazinhidroklorid intravénas injekcioval, oldalso
farokvéna branulon keresztul talaltattuk, majd a szakitoszilardsédg illetve szOvettani

vizsgalatokhoz bérmintakat vettiink. 0,5 x 3 cm-es bércsikokat vagtunk ki a lebenyek felso,



oldalso és also részEébdl, belevéve a lebeny borteriiletét, a varratsort és a szomszédos ép borrészt
a szakitoszilardsdg mérésekhez.
Ezen kiviil szintén fél cm széles borcsikokat vagtunk ki a lebenyek k6zépso részébdl is,

a koztiik 1év6 ép borrésszel egyiitt, a szovettani elemzés céljabol.

1.1.2 Patkany adipocutan epigastrialis lebenyeknél alkalmazott miitéti technika és

kisérleti protokoll

Tiz him Wistar patkdnyon (testtomeg: 362,7£17,08 g) hoztunk létre bilateralisan
adipocutan epigastrialis lebenyeket, melyeket szintén standard méretli ovalis sablon alapjan
méreteztiink. A szértelenitett hasa allatokon a miitéti teriilet fert6tlenitése és izolalasa utan két
oldalon készitettiik el a lebenyeket (feliilet: 400,76 + 66,08 mm?), a lebenyeket az arteria és
vena epigastrica superficialisra nyeleztik.

A bal oldalon a lebeny érnyelét szintén 2 érara leszoritottuk, mikdzben a lebenyeket a
sebagyba helyeztiik. Az ischaemias id6szak utan a microvascularis kapcsot eltavolitottuk, a
lebenyeket repozicionaltuk és 32-32 egyszer(i csomos oOltéssel (4/0 Pidilen, Kollsut USA)
visszavarrtuk, a sebagyakat 0,3-0,3 ml hidroxipropil-metilcellul6z (HPMC) géllel kezeltik. A
sebkezelést a miitét utani 5. napig (0,15 ml/lebeny/nap) folytattuk.

Két esetben az utankdvetés soran a seb debridement-jara és/vagy resuturazasra volt
szllkség. Ezeket a beavatkozasokat altalanos érzéstelenitésben végeztik el.

A miitét utan, valamint a miitét utani 1., 3., 7. és 14. napon fényképeket készitettiink a
lebenyekrdl, hogy a teriiletik méretének megvaltozasat nyomon kovessiik (Image] 1.40 g
freeware). Szintén végeztiink borhdmérsékleti méréseket: a miitét eldtt, az ischaemia alatt, a
mitét utan (a lebenyek Gjboli Gsszevarrasa utan) eés a 7. postoperativ napon a két lebenyen
illetve a kontroll epigastrialis borfeliileten (Rodent NIBP infravords homérd LaserSight, AD

Instruments, USA). Vérmintakat az oldalso farokvenabol vettink a laboratoriumi vizsgalatokra
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a mitét el6tt, valamint az 1., 3. és 7. és14. napon. Az utolsd napon az allatokat talaltattuk.

Ezutan borcsikokat nyertiink a szakitoszilardsagi €s szovettani vizsgalatokhoz.

1.2 Laboratoriumi vizsgalatok

1.2.1 Haematologiai paraméterek

A haematologiai paramétereket Sysmex K-4500 automataval (TOA Medical Electronics
Co., Ltd., Kobe, Japan) mértlik. A vizsgalt paraméterek kozott szerepelt a fehérvérsejtek szama
(WBC [G/L]), a vorosversejtek szama (RBC [T/L]), a hematokrit (Hct [%]) és a vérlemezkék

szama (PIt [G/L]).

1.2.2 Vorosvérsejt defomabilitas

A vorosvérsejtek deformabilitdsat LoRRca MaxSis Osmoscan ektacytometer (RR
Mechatronics International B.V., Zwaag, Hollandia) segitségével hataroztuk meg.

Az eszkozben a vérmintak nyirderd hatasanak tettiik ki €s 1ézeres diffrakcios technikaval
mértiik a vorosvérsejtek megnyulasat. A megnyulasi indexet (EI) a nyiroerd fiiggvényében
hataroztuk meg (SS, Pa; tartoméany: 0,3-30 Pa). A hagyomanyos deformabilitasi teszt soran 10
pL antikoagulalt teljes vér mintat, 2 mL polivinil-pirrolidon (PVP)-PBS oldattal (PVP: 360
kDa, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA; PVP-PBS oldat viszkozitasa = 31,6-33,6 mPas,
ozmolalitdsa = 290-310 mOsmol/kg, pH = 7,5) kevertiink 6ssze. Minden mérést 37 °C-on
tortént. Az EI-SS gorbékbdl 6sszehasonlitod adatokat szamitottunk, beleértve a 3 Pa-nal mért El
értékeket.

Az egyes EI-SS gorbék paraméterezéséhez a Lineweaver—Burk-egyenletet hasznaltuk

(1/El = SS12/Elmax x 1/SS + 1/Elmax), amely megadta a maximalis megnyulési indexet



(Elmax) és az ennek feléhez tartoz6 nyirdfesziltség értéket (SSi2 [Pa]). A vordsvérsejtek

deformabilitasanak romlasat alacsonyabb EI vagy Elmax és magasabb SSi/ értékek jelzik.

1.2.3 Vorosvérsejt aggregatio

A vérmintdk aggregatios index értékeit Myrenne MA-1 eritrocitagregométerrel
(Myrenne GmbH, Roetgen, Németorszag) hataroztuk meg.

Ez a mddszer fényateresztd fotometrian alapul és 20 ul vérre van sziikség hozza. Miutan
kontrollalt nyirasi rendszerrel (nyirasi sebesség: 600 s?1) elértiik a vororvérsejtek
disaggregatiojat, fénytransmissziot alkalmaztunk 5 vagy 10 mésodpercig statikus korilmények
kozott (M értékek, nyirasi sebesség: 0 st) vagy alacsony nyirasi sebesség mellett (M1 értékek,
nyirasi sebesség: 3 s1). A méréseket szobahdmérsékleten (20-25 C°) végeztiik. Minden
indexparamétert négy parhuzamos méréssel hataroztunk meg, amelyek atlagat hasznaltuk fel.

A magasabb index értékek (M 5s, M15s, M 10 s, M1 10 s) a vorosveérsejtek fokozott

aggregatiojat jelzik.

1.3 Szakitoszilardsag mérése

A szakitészilardsdgi vizsgalatokhoz a terminalds utan (fasciocutan lebenyeknél
postoperativ 7., adipocutan lebenyeknél postoperativ 14. napon) ~5(x30) mm szélességii
boérdarabokat nyertiink mind az ischaemids, mind a nem ischaemias lebenyek felsd, oldalsé és
alsé részeibdl. Az excisiokat gy vettiik, hogy mind a lebenyes teriileteket illetve az ¢ép

borteriiletet, valamint a kettdt elvalasztd, mar gydgyult varratvonalat is magukban foglaltak.
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A mintakat ezutan egy specidlis szakitdszilardsag-méro6 késziilékbe helyeztiik, (melyet
az Informacié Technologia Tanszék a Sebészeti Mitéttan Tanszékkel folytatott egyiittmitkddés
sorén fejlesztett,) ugy hogy a varratvonal kdzépen legyen.

A vizsgalat sordn a mintak szakadasaig folyamatosan novekvo szakitoerdt (1,95 mm/s)
alkalmaztunk és grammban rogzitettiik, az adatokat CVS fajlokba mentddtek. Ezutin a
grammot newtonba konvertaltuk, ezekbdl az adatokbol a gép altal generalt fesziiltség-nyulas
gorbe lehet6veé tette a legfontosabb paraméterek meghatarozasat, mint a maximalis fesziiltséget,
a szakadasi pontot és a gorbék meredekségét. A szovet szakitdszilardsagara utal az maximalis

er6, amit a szovetek a szakadasuk el6tt még pont elbirtak.

1.4 Szovettani elemzések

A szdvettani vizsgélatokhoz felhasznalt boércsikokat a Kisérletek terminalasa utan
nyertiik ugy, hogy mindkét oldali lebeny részletet illetve a kett6 kozott 1évé bor részt is
tartalmazza. A bormintékat fogéaszati viaszra rogzitettiik, majd két napig formalinban taroltuk.
A fogészati viasz hasznéalata azért volt sziikséges, hogy megakadalyozzuk a mintak
zsugorodasat €s 0sszegylirddését. A fixaciot kovetden a mintakat haromszor desztillalt vizben,
majd egyre nagyobb koncentracioju alkoholban mostuk, majd paraffinba &agyaztuk.
Mikrotommal 7 um vastag sorozat metszetek késziiltek (Leica, Wetzlar, Németorszag). A
metszeteket vizben oldott dimetil-metiléen kékkel (DMMB) (Sigma-Aldrich, MO, USA),
hematoxilin-eozinnal (H&E, Sigma-Aldrich, MO, USA), pikrosziriusz voérossel (Sigma-
Aldrich, MO, USA), illetve a fasciocutan lebenyek esetében meg orceinnal (Sigma-Aldrich,
MO, USA) festettiik a gyartd utasitasainak megfeleléen. Ezutan a metszetek DPX (Sigma-

Aldrich, MO, USA) bevonatot kaptak. A DMMB-vel, H&E-vel és Orceinnel festett szovettani
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metszeteket BX53 Olympus (Olympus, Tokid, Japan) fénymikroszkdppal vizsgaltuk, konstans
kamera- és expozicios beallitadsokkal.

A DMMB egy klasszikus, gyors modszer, amely a hizosejtekben talalhat6 granulumokat
metakromatikusan lila vagy ibolyasziniire festi a magas heparin- és hisztamintartalom miatt,
igy a hizosejtek lila-kék granulumokként jelennck meg a vilagosabb hattér elétt. Ez azért
lehetséges, mert a DMMB a hizdsejtekre jellemzd szulfatos proteoglikanokat specifikusan
megfesti. A DMMB-festés utan megszamoltuk az adott 10x nagyitasu teriiletre es6 hizosejteket
és feljegyeztilk a teljes sejtszamot.

A pikrosziriusz vorossel festett mintakat polarizacios lencsével vizsgaltuk, ahol a
polarizalt fény sikjat A/4-del elforgattuk, és egy BX53 Olympus mikroszkdppal (Olympus,
Tokid, Japan) A/4 kompenzatort hasznaltunk. A fényképeket normal fényben, majd polarizalt
fényben készitettiik, konstans kamera beallitdsokkal. A pikrosziriusz voros festésnél a vékony
kollagén rostok zold, mig a vastag kollagénrostok voros szinnel festédnek. A vords-zold pixel
intenzitds analizisére az ImageJ 1.40g freeware-t hasznaltuk, mely semikvantitativ adatokat
adott meg, amelyeket az ép bor adataihoz viszonyitottunk.

A szdvetmintdk H&E festése utan megmeértlk az epidermis vastagsagat (ImageJ 1.40g

=77

lebenyek) dsszehasonlitottuk a csoportok kdzotti kilénbségeket.

15  Alebenyek érnyelének véraramlas-vizsgéalata

A Transonic T206 késziilék (Transonic Systems, Ithaca, USA) segitsegével mértiik az
adipocutan lebenyek arteria epigastrica superficialisanak véraramlasat. Mindkét oldali lebeny
arteriajaban végeztiink méréseket az ischaemias periodus elott és utan (a visszavarras elott) €s

a 14. postoperativ napon.
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A késziilék szondajat kozvetleniil az érnyélre helyeztiik, igy valos idejit ml/percben

kifejezett &ramlasméréseket kaptunk eredmenyil.

1.6 A Microcirculatio vizsgalata

Az adipocutan lebenyeknél Cytocam-1DF (Braedius Medical B.V., Huizen, Hollandia)
videomikroszkdpot hasznéltunk a microcirculatio értékelésére a feliileti szovetrétegek beeséd
fénnyel feliilr6l torténd megvilagitasaval (2-3 mm mélyen), amelynek eredményeként a
hemoglobin-tartalma vorosvérsejtek fekete vagy sziirke pontokként jelentek meg a vilagos
szoveti hattér el6tt, , mivel az Incident Dark-Field technika esetén a hattérrél visszaver6do szort
feny vilagitja meg a teriiletet, mikozben a direkt reflexiok nem jutnak az optikaba.

A mikrokeringési felvételeket offline modon elemeztilk, a kovetkez6 paraméterekkel:
a perfused vessel density (PVD [mm/mm?]), proportion of perfused vessels (PPV [%]), illetve

microvascular flow index (MFI [au]).

1.7 Statisztikai modszerek

A mintdk méretének, vagyis a csoportonkénti allatok szamanak meghatarozasahoz a
Mead-egyenletet (Mead’s Source Equation) alkalmaztuk.

A statisztikai elemzésekhez a SigmaStat Software 3.1.1.0. (Sys-tat Software Inc., San
Jose, CA, USA) szoftvert alkalmaztuk. Az adatok atlagként keriiltek bemutatasra + standard
deviatioval (SD). Ott, ahol volt tébb csoport is (fasciocutan lebenyes kiserletlink) a csoportok
kozotti 0sszehasonlitashoz t-probat vagy Mann—Whitney-probat hasznaltunk, a csoportokon

beluli dsszehasonlitashoz egyiranyu és ismetelt méréses ANOVA-t vagy Kruskal-Wallis-
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tesztet hasznaltunk (az adatok eloszldsanak normalitdsi tesztjének eredményétdl fiiggden).

Emellett <0,05 alatti p-értéket tekintettlink statisztikailag szignifikansnak.

EREDMENYEK

2.1 Patkany fasciocutan epigastrialis lebenyekkel folytatott kisérleti eredményeink

2.1.1 Altalanos megfigyeléseink

A postoperativ megfigyelési idészak alatt nem tapasztaltunk jelentdsebb trombotikus
szovodményeket vagy kiterjedt lebenynecrosist.

Az els6 postoperativ napra a lebenyek teriilete szignifikansan csokkent minden
csoportban, mely csokkenés a kisérleti idészak alatt tovabb folytatddott. Az egyes csoportok
kdzott nem volt szignifikans kilonbség, de a 7. postoperativ napon a legnagyobb csdkkenés,
Osszehasonlitva a sajat elso napi értékiikkel, az ischaemias oldalon volt (kontroll: 24,27%;
PACAP: 32,6%; BGP-15: 30,6%), mig a kontroll oldalon kisebb zsugorodas volt
megfigyelhetd (kontroll: 25,2%; PACAP: 15%; BGP-15: 13,4%). Emellett habar a kontroll
csoportban mindkét oldali lebenyen hasonld méretbeli csokkenés volt, a hatéanyaggal
kezelt csoportokban a nem ischaemias oldalon kisebb csokkenés volt megfigyelhetd, illetve

a PACAP csoportban a miitét utani 7. napon még méretbeli ndvekedés is lathato volt.

2.1.2 Borhomeérséklet

A lebenyek borfeliiletének hdmérséklete mindkét oldalon szignifikansan csokkent az
ischaemias iddszakban, mivel magédval a miitéti beavatkozassal az 0Osszes lebenyt

elmozditottuk eredeti anatomiai helyzetébdl. Az ischaemids lebenyek homérséklete kissé
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alacsonyabb volt, mint a nem ischaemias (kontroll oldali) lebenyeké. A lebenyek ujboli
pozicionalasa es visszavarrasa utdn a homérsékletiik normalizalodott. A postoperativ
napokban nem volt szignifikéans kilénbség a nem ischaemiés és az ischaemiés lebenyek

kozott, azonban az ischaemids lebenyek értékei kissé alacsonyabbak voltak.

2.1.3 Hematologiai paraméterek

A fehérvérsejtek szama foként a kontroll csoportban csokkent az elsé postoperativ
napon. A 7. postoperativ napra az értékek a kiindulasi adatokhoz kozeli szintre emelkedtek.
A BGP-15 csoportban a 3. postoperativ napon alacsonyabb fehérvérsejt értékeket talaltunk
a tobbi csoporthoz képest. A vordsvérsejtek szama a megfigyelési iddszak alatt enyhe
csokkenést mutatott, az elsé postoperativ napon a PACAP és a BGP-15 csoportokban
megfigyelhetdé hemokoncentracid ellenére. A hematokrit értékek is ennek megfeleléen
valtoztak. A vérlemezkeszam folyamatosan emelkedett, a legmagasabb értékeket a BGP-15

csoportban figyeltik meg.

2.1.4 Mikroreoldgiai paraméterek

A vorosvérsejtek deformabilitdsanak romlaséval csokken az elongaciés index (EI).
Minden csoportban enyhe csokkenést figyeltiink meg az EI értékekben 3 Pa nyirofesziiltség
mellett és a maximalis elongacios index értékekben (Elmax) a postoperativ napok soran. A

Elmax/ SS12 csak a BGP-15 csoportban emelkedett szignifikansan.
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Az aggregatios index értékek (M 5's, M 10 s) szignifikdnsan novekedtek az 1. and 3.
postoperativ napokra a kontroll és a PACAP csoportokban, mig a BGP-15 csoportnal

megfigyelheté emelkedés sokkal kisebb volt és nem volt szignifikans.

2.1.5 Szakitészilardsag

A lebenyek (vagyis igazabdl a varratvonal) szakitoszilardsaga tébb mint 70%-kal
csokkent az intakt borhoz képest) (intakt borcsik: 17,01 + 3,65 N; varras utan szakitott
boéresik: 10,68 £ 2,31 N). Az oldalso, vagyis horizontalis irany bércsikok varratvonalai
gyengébbek voltak, mint a vertikdlis irdnytaké (als6 és felsd). A kontrollhoz képest a
PACAP-csoportban szignifikans (p=0,0025) csokkenés volt megfigyelhetd az ischaemiés
oldal szakitoszilardsagaban. A gorbék meredeksége szignifikansan nétt a PACAP-pal
kezelt kontroll lebenyben az oldalsd béresik esetében (p=0,0116 vs. BGP-15), mig az
ischaemias lebenybdl vett oldalsé borcsikndl szignifikansan csokkent (p=0,0077 vs.
kontroll; p = 0,0241 vs. BGP-15). A BGP-15 csoportban csak az also vertikalis bérrészek
szakitasanal mért gorbék meredeksége mutatott szignifikans (p=0,0171) csokkenést a

kontrollhoz képest.

2.1.6 Szodvettani vizsgalatok

A H&E festés steril akut gyulladdsos folyamatokat mutatott, dominans limfocita
infiltracioval. A varratok koril mag nélkali nekrotikus habsejtek voltak lathatok, foként az
ischaemias lebenyekben. A granulacios szovetben fibrocytak és fibroblasztok voltak
lathatok, a fizioldgiai sebgyodgyulasnak megfeleléen. Az ischaemias lebenyekben szoveti

degradaciot észleltink. A PACAP csoportban emelkedett mennyiségli makrofag volt
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megfigyelhetd, nagyszamu fibroblaszt mellett. Szoveti degradaciét nem volt kimutathato,
de folyamatban 1év erdteljes szoveti atalakulast lattunk. A BGP-15 csoportban makrofagok
és fibroblasztok voltak megfigyelhetk az ischaemias lebenyekben. Bar a szoveti atalakulas
nem volt er6teljesen kimutathatd, szoveti degradacio nem volt lathaté ezekben a
csoportokban. Az epidermis vastagsaga a varratok feletti granulacios szévetben jelentésen
megndtt a lebenyekben, kiilondsen az ischaemiasakban. A novekedés kisebb volt a PACAP
csoportban és nagyobb a BGP-15 csoportban.

A DMMB festett metszetekben a PACAP csoport ischaemias lebenyeiben a kontroll
csoporthoz képest szignifikanson csokkent a hizdsejtek szdma. Masrészt a PACAP a
kontroll oldali lebenycsoportban is csokkentette a hizdsejtek szaméat. A BGP-15 csoport
ischaemias lebenyeiben szintén szignifikansan kevesebb hizdsejtet lattunk. Ezzel szemben
a BGP-15 csoport kontroll oldali lebenyénél t6bb hizosejt volt, mint a kontroll csoportban.

A pikrosziriusz festés a vastag kollagénszalakat specifikussag nélkil vords szinnel, mig
a vékony kollagénszalakat zold szinnel jeleniti meg polarizalt fényben (a fény sikjanak A/4-
es elforgatasaval). Az intakt bérben a dermis siirii kollagénszalak halozatat mutatta, amely
megfelel a fiziologias, siirli, szabalytalan kotdszovetnek. Az ischaemids lebenycsoportban
diffuzabb és vékonyabb szalhaldzat volt megfigyelhetd, ami a siirii kotdszovet lazulasanak
felel meg a sebgyogyulés sordn. A PACAP és BGP-15 kezelések hatasara a kollagénszalak
megjelenést adtak. A BGP-15 csoportban vékonyabb, z6ld szinii szalak is megfigyelheték
voltak.

Az orcein festés barna szinnel jelzi az elasztikus rostokat. Normal intakt borben, a
dermisben barna szinli rostok figyelhetdk meg a fizioldgidsan sirli, szabalytalan
kotészovetben. Ezek a rostok kiilonbozd hossziisdguak voltak és atfedésben voltak a

kollagén rostokat, ezaltal biztositva a bor rugalmassagat. A kontroll oldalon ezeknek az
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orcein festéssel jelzett rostoknak a mennyisége kevesebb volt a PACAP-pal kezelt
csoportban. A PACAP-os csoportban a fejlodé hegszovetben jelentésen tobb vékonyabb
rugalmas rost volt megfigyelhetd, mint a kontroll ischaemias oldali lebeny csoportban. A
BGP-15 kezelés utan az orcein-festett rostok szdma a kontroll Iebeny oldalan hasonl6 volt
a kontroll csoportéhoz, mig az ischaemias oldalon emelkedettebb volt, és itt vastagabb

rugalmas rostok voltak megfigyelhetdk.

2.2 Patkany adipocutan epigastrialis lebenyekkel folytatott kKisérleti eredményeink

2.2.1 Altalanos megfigyeléseink

A megfigyelési idészak alatt nem észleltiink trombotikus szovédményt vagy lathatd
lebenynecrosist. A lebenyek mérete, mind teriletiik, mind keruletik csokkent, az
ischaemias oldali lebenyek nagyobb mértékben mutattak zsugorodast (postoperativ 1.

napon a terdlet: p=0,007; kertlet: p=0,024).

2.2.2 Borhomérséklet

A bérhdmérséklet az ischaemids peridodus alatt csokkent, mivel a kipreparalt lebenyek
kikeriiltek fiziologias helyzetiikbdl, habar a lebenyarkokba visszahelyeztiik 6ket a 120 perc
alatt.

Az eredeti helyzetiikbe torténd visszavarras utdn az értékek normalizalodtak, és késébb

sem mutattak jelentds valtozast.
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2.2.3 Hematoldgiai paraméterek

Fehérvérsejtek szama az els6 postoperativ napra kissé csokkent (p=0,022 vs. alapérték),
majd a megfigyelési id6szak alatt emelkedésnek indult (14. nap: p=0,017 vs. alapérték).

A vOrosvérsejtszam, a hemoglobin és a hematokrit értékek a miitét utani elsé héten még
csokkentek (7. nap: p=0,003, p=0,007 és p=0,003 az alapertékhez képest) majd a 14. napra
normalizalodtak.

Az MCV, MCH és MCHC értékek nem mutattak jelentGs valtozast. A vérlemezkeszam
a 3. (p=0,027 vs. alapérték), valamint a 14. postoperativ napra emelkedett (p<0,001 az

alapérték)

2.2.4 Mikrorheoldgiai paraméterek

A vororsvérsejt deformabilitasi paraméterek kozott a 7. postoperativ napra lecsokkent
a 3 Pa-nal mért elongéacids index (p=0,003 az alapértékhez képest) majd normalizalddott a
megfigyelési idészak végére.
Az Elmax értékek mérsékelten csokkentek, foként az 1. és 3. postoperativ napokra majd a
14. napra normalizalodtak. Az SSi/, értékek nem valtoztak szignifikansan, azonban a 7. és 14.

napra kisse emelkedtek.

Jelent6s valtozasok voltak megfigyelhetéek a vordsvérsejt-aggregatios index
értékeiben. Az 1. postoperativ napra mind a négy index érték emelkedett (M 5 s: p<0,001, M1
55s: p<0,001, M 10 s: p=0,005, M1 10 s: p=0,014 vs. alapérték) és emelkedett szinten maradt,

majd a megfigyelési idészak végére ismét novekedést mutatott (M1 10 s: p=0,022 vs. alap).
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2.2.5 Szakitészilardsag

Az intakt borhez képest a szakitdszilardsagi értékek szignifikansan alacsonyabbak
voltak a lebenyek varratvonaldban minden lebenyrészben és irdnyban (p<0,001).
Vizszintes huzasi irdnyban a szakitOszilardsagi értékek magasabbak voltak, mint

fliggbleges iranyban (intakt bér szakitoszilardsaga: p=0,008, gorbe meredekség: p=0,005).

2.2.6 Szovettani vizsgalatok

A H&E festéssel végzett szovettani elemzés megmutatta a gyulladasos és gyogyulasi
folyamatokat az ischaemias lebenyekben. Semelyik bérmintaban nem figyeltiink meg jelentds
morphologiai valtozasokat. Az epithelium vastagsaga illetve a granulacios szovet nem mutatott
patoldgiai rendellenességeket. A dermis integritasa is valtozatlan maradt.

Dimetil-metilén kék festéssel vizualizaltuk a hizdsejtek, melyek metakromatikusan
bibor szinnel &brazolédnak ezzel a specialis technikaval. A masztocitdk mennyisége az
ischaemias lebenyekben csokkent volt az ép bérhéz és a kontralateralis kontroll oldalhoz
viszonyitva.

Pikrosziriuszvoros festéssel lathatéva valnak a szoveti kollagénrostok. Amikor a
polarizalt fény sikjat A/4-nyel elforditjuk, feltarul a kollagénrostok elrendezddése: a
vastagabbak fényes vOrds szinliek, mig a vékonyabbak zdld szintiek. Elemzésiink kimutatta,
hogy mindkét, vagyis a vOrds (vastag rostok) és zold (vékony rostok) fényintenzitas jelentdsen
csokkent az ischaemids oldalon az ép borhoz és a kontralateralis oldalhoz képest. A voros

fényintenzitas jelentds csokkenést mutatott (p=0,004) a kontralateralis oldallal sszehasonlitva.
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2.2.7 A lebenyek eérnyeleinek véraramlasa illetve a lebenyek microcirculatios valtozasai

Az ischaemids oldaloni lebenyek érnyeleinek artérias véraramlasa alacsonyabb volt.
(0,77£0,24 ml/min), mint a kontroll oldalon (0,90+0,26 ml/min) kdzvetlenil az ischaemia utan.
A 14. postoperativ napra tovabbi csdkkenés volt megfigyelhetd, féleg az ischaemids lebenyeken
(kontroll oldali lebeny: 0,64+0,25 ml/min; ischaemis oldali lebeny: 0,60+0,17 ml/min), habar
a valtozasok nem voltak szignifikdnsak. A lebeny kiprepardlasa utan a De Backer-féle
érrendszer stiriség csokkent az ép bérhez képest. A 7. postoperativ napon a perfuzios értékek
emelkedtek az ischaemias oldali lebenyben majd a 14. napra lecsdkkentek. A microcirculatios
értékek az elsé héten emelkedést mutattak az ischaemias lebenyekben aztan a megfigyelési

id6észak végére lecsokkentek

FONTOSABB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

1. Sikerdlt kialakitanunk egy jol reprodukalhat6 és standardizalhat6 bilateralis epigastrialis
fasciocutan és adipocutan lebenymodellt patkanyban. A kétféle lebenyek bar egy
lokalizaciobol indulnak €s prepardldsuk is hasonlo, szoveti Osszetételiik kiillonbozd, igy
modellezni lehet a kiilonb6zé mértékll szoveti hiany potlasara sziikséges eltérd Osszetételi
lebenyek regeneraciojat. Az érnyél leszoritasival kontrollaltan lehet I/R karosodéast
letrehozni a kapcsolddd kutatasi célokhoz.

2. Makroszkoposan az ischaemids oldali adipocutan lebenyek nagyobb mértékben
zsugorodtak. A szOvettani vizsgalat kimutatta, hogy a masztocitak szdma csokkent, valamint
a kollagénrostok mennyisége és rendezettsege is megvaltozott az ischaemias oldali

adipocutan lebenyekben.
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3. Az ischaemias oldali adipocutan lebenyek érnyelének véraramlasa csokkent volt, habar nem
szignifikans modon.  Megfigyeltik, hogy az adipocutan ischaemias lebenyek
microcirculatios értékei még két héttel késébb is alacsonyabbak voltak, mint az
ischaemianak nem Kitett oldaliaké. A Cytocam-IDF modszer alkalmas volt a lebenyek intra-
és postoperativ életképességének figyelemmel Kisérésére. Az ischaemia-reperfusio altal
okozott micro-rheologiai kérosodas a vordsvérsejtek deformabilitdsanak romlasaban és
fokozott vorosvérsejt-aggregécioban nyilvanult meg.

4. A fasciocutan lebenyeknél alkalmazott hatéanyagok kiilonb6z6é mértékben enyhitették a
lebenyek szoveti karosodasat. A gyulladascsokkenté (PACAP 1-38, BPG-15) és a
rostdsszetételre gyakorolt hatasra (PACAP 1-38) utalé eredményeink hosszabb utankdvetési
idoszakkal jard tovabbi vizsgalatokra Osztondznek. Az ischaemia-reperfusionak Kitett

=z

fibrotikus matrix felhalmozddasanak eredményekent.
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