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|. Bevezetés

crer

paciensek szamara a legjobb tulélést a sebészeti megoldas jelenti. Major
majreszekciok soran a parenchyma jelentds részét eltavolitjak, melynek hatasara
szamos nem kivant szovédmény alakulhat ki, igy a posztoperativ idészakban
majelégtelenséghez (poszthepatektomias majelégtelenség, posthepatectomy liver
failure, PHLF) és a beteg halalahoz vezethetnek. Ennek megel6zésére, széles korben
alkalmazzak az eljaras kétlépcs6ssé alakitott verziojat, mely elsé fazisaban a beteg
portalis vénajat lekotik/embolizaljak, ezt kovetden 3-8 hét mulva végzik el masodik
tilésben a daganatos teriiletek eltavolitasat. Porta véna ligatura (PVL) soran a tumoros
teriiletekhez futo portalis agak lekotése torténik, amely megakadalyozza ezen teriiletek
megfeleld tapanyag és oxigén ellatasat. A nem-lekotott (NLL) majteriiletek
kompenzalva az atrofizalo lekotott (LL) teriileteket, hipertrofizalnak, igy a reszekciot
kovetéen  visszamaraddé majteriilet (FLR) nagysaga elegendé marad a PHLF
Kivédésére és igy a modszer alkalmas az operabilis betegpopulacio novelésére. A
volumenvaltozas mellett azonban a maj funkcidja, igy pl. a biotranszformacio,
drogmetabolizmus is atalakul, viszont a két paraméter egymashoz viszonyitott
valtozasa az irodalmi adatok alapjan nem egyenesen aranyos. Jelenleg a klinikumban
foként a morfologiai paraméterek alapjan torténik az FLR becslése CT volumetria
segitségével, a funkcidvaltozast globalis szinten pedig indocianin zold jeldléanyag
(indocyanine green, ICG) clearence meghatarozasaval probaljak megéallapitani.
Azonban utobbi diagnosztikus modszerek nem adnak kell6 informaciot a két
lebenycsoport (LL és NLL) eltéré viszonyairol, mely a klinikai dontéshozatalt
megtéveszté modon befolyasolhatja. Klinikailag tovabba relevans problémat jelent az
operaciot kovetden a funkciobeli eltérések részeként a maj gyogyszer
metabolizmusaban beallt atmeneti valtozasok vizsgalata is, hiszen a sebészeti eljarast
koveté gyogyszeres terapiak is szovédményessé valhatnak az  elégtelen
gyogyszermennyiség vagy az intoxikacié kovetkeztében. Az evolucié univerzalis
stratégiajaként, a lebontas kulcsenzimei: a citokrom p450 rendszer kapacitasbeli
valtozasainak vizsgalata egy lehetséges opciot jelenthet kizardlag a nem lekotott, igy
visszamarado majteriiletek funkcidjanak becslésére. Felmeriil tehat a kérdés, hogy a
maj drogmetabolizmusa, hogyan valtozik a két lebenycsoport esetében, porta vena

okkluziot (PVO) kovetéen. A kérdés megvalaszolasara végzett kutatast - tekintve,



hogy Magyarorszagon eldszor a Semmelweis Egyetem I. szamu Sebészeti Klinikajan
alkalmaztak és a mai napig itt végzik a legnagyobb aranyban az eljarast, szamos
eurdpai viszonylatban is jelentds eredményt prezentalva -, indokolt modon, hazon

beliil végeztiik el.

I.1. Majattétet adé kolorektalis karcinoma (CRLM)

1.1.1. Adatok, jellemzok

A kolorektalis karcinoma (,colorectal cancer” - CRC) vilagszerte a 4.
leggyakoribb daganattipus, évente 1,4 milli6 0j esetet jelentenek. A vonatkozé
irodalom a betegpopulacié 6 halalozasi okanak a késon felfedezett majmetasztazist
(,.colorectal cancer liver metastasis”, - CRLM) tekinti, mely az esetek 85%-ban mar
inoperabilis. Ennek hatterében az az anatomiai tény all, hogy a rectum Kkoriil
portocavalis anastomosis rendszer talalhato, mely a vena rectalis superior és media
kapcsolodasaval 6sszekottetést teremt a portalis €s Szisztémas vénas rendszer Kozott.
A m4j sinusoidok fenesztralt endothel boritasanak kovetkeztében pedig, a daganatos
sejtek konnyen a parenchymaba juthatnak. Ebbél kovetkezik, hogy a CRC viszonylag
konnyen képes hematogén uton attétet adni a majba ¢és igy az esetek kozel 60%-nal
szamolhatunk ilyesfajta érintettséggel a betegség lefolyasa soran. Ez pedig jelentdsen
rontja a paciensek tulélési esélyét. [1][2]

Majattétet (,,liver metastasis” - LM) természetesen nem csak a colorectalis
carcinoma képes adni, am a mell-, tiidé- és fej-nyak daganatokkal szemben (melyek
5-10%-ban vezetnek LM-hez), azonban ez a daganattipus mutatja a legnagyobb
képzSdési ratat a maga 10-20%-aval. Altalanossagban azonban elmondhato, hogy a
maj esetében a metasztazisok joval gyakoribb eléfordulast mutatnak, mint a lokalisan
primeren kifejlodott elvaltozasok. [3][4][5][6] Felosztasuk id6beli megjelenésiik és az
elsédleges daganathoz val6 viszonyuk alapjan torténik. Abban az esetben, ha a primer
tumor felfedezésekor mar észlelhetéek attétek, ,,szinkron™ tipusrol beszélhetiink, ez a
CRLM esetében 25%. Ezzel szemben, a szekunder médon megjelend neoplasia-k,
melyek csak a primer elvaltozas diagnosztizalasa és/vagy eltavolitasa utan alakulnak
Ki, ,,metakron” besorolast kapnak, mely a felfedezett CRLM-ek 60%-a. Szinkron

tumoroknal agresszivabb lefolyasra szamithatunk, igy ezekben az esetekben a primer



tumor és az attét egyiittes eltavolitasa jelentheti az életképesebb terapias
megoldast.[2][7]

1.1.2. Kezelésiik

CRLM Kkezelése soran az egyetlen kurativ megoldast a sebészi reszekcio
jelenti. Az elmult évek soran megjelend multidiszciplinaris szemléletnek
koszonhetéen az operativ eljaras neoadjuvans terapiaval egésziilt ki, mely jelentos

fejlodést eredményezett: az 5 éves tulélés 20-30%-rol 50%-ra emelkedett.

1.1.2.1. Reszekabilitasi kritériumok

A felfedezett CRLM esetek koziil azonban csupan toredék tekinthetd
operabilisnak. A tumor reszekabilitasanak kritériumai szamos valtozason estek at az
idok soran. Elséként Ekberg és munkatarsai (1986) foglalkoztak a majreszekcio
indikaciojanak témajaval. Az 6 megallapitasuk szerint a majdaganat térfogata, egy-
vagy kétoldalusaga, Dukes-féle beosztasa és a reszekcio tipusa nem befolyasolja
mérvadéan a reszekciot koveté talélést. Altaluk megfogalmazott kritériumok alapjan
a kovetkez6 paraméterek betartasa szamitott csak: kevesebb, mint 4 elvaltozas, melyek
nem mutatnak extrahepatikus terjedést és eltavolitasukkor 10 mm-es reszekcios szél
érhetd el. [8] Ezt kovetéen 2014-ben van Dam és munkatarsai Kiterjesztették az
indikaciot olyan esetekre is, ahol 4 vagy tobb LM volt megtalalhato, centralis vagy
bilateralis elhelyezkedéstol fliggetleniil. Azt talaltak, hogy a median 5 éves talélés
jelentdsen javult, ami a Kiterjesztést indokoltta teszi a névekvé szovodményes rata és
a korabbi recidiva ellenére is. [9] Majd 2017-ben Allard és tarsai kozreadtak
prospektiv vizsgalatuk eredményét, mely szerint a 10 vagy annal tobb metasztazissal
rendelkez6 betegek esetében is elérhetd volt hossza tavu talélés, amennyiben sikertilt
RO/R1 reszekciot végezni és a paciensek adjuvans terapiaban is részesiiltek. [10] gy
a jelenleg érvényben Iévo reszekabilitasi kritériumok értelmében nem szamit sem a
tumorszam, sem a metasztazisok majon beliili elhelyezkedése, az egyetlen talélést
befolyasold tényez6 a visszamaradoé majteriilet (,future liver remnant” - FLR)
elégséges térfogata és funkcioja. Mindemellett természetesen meghataroz6 a miitét
technikai kivitelezhet6sége és a visszamarado maj megfeleld vérellatasanak (artérias,

portalis, vénas) és epelefolyasanak biztositasa. [2]



1.1.2.2. Sebészi stratégiak

A szinkron CRLM-es betegek sebészeti kezelésének négy fo stratégiajat
kiilonbozteti meg az irodalom. A | klasszikus” vagy ,.kolorektum-elsé” tipus soran
elészor a kolorektalis karcinoma bélreszekcioja, majd kemoterapiat kovetéen 3-6
honappal kés6bb a majattétek eltavolitasa torténik meg.. A ,forditott” vagy ,,maj-elsé”
(,liver at first”) eljaras soran ugyancsak két lépcsében, de az el6z6 megoldas
sorrendjét megcserélve (azaz elészor az LM, kemoterapia utan pedig a CRC) végzik
el a daganatok kimetszését. Ennek létezik egy altipusa, melynél a hepatektomiat 3-6
ciklus kemoterapia is megelézi, ezt nevezziik ,,kemoterapia-elsé” eljarasnak. Az elsd
két verzioval szemben, a harmadiknal lehetség van arra, hogy egy iilésben, kombinalt
modon tavolitsak el a primer és szekunder elvaltozasokat. [11]

Tobb tanulmany is vizsgalta a kiillonbozo stratégiak hasznalhatosagat. Esposito
¢s munkatarsai 653 VIA stadiumt CRC-s, csak majmetasztazissal rendelkez6 beteg
adatait vizsgaltak meg. Azt talaltak, hogy a klasszikus és forditott eljaras hasonlo
onkologiai eredményeket adott a hosszu tavi talélés és recidiva tekintetében. [12] Egy
masik, 2018-ban kiadott, 1830 beteget vizsgald tanulmany szerint a kombinalt és
forditott stratégiak is hasonl6 hossza tava talélést mutattak a klasszikus eljarashoz
képest. [13] Gyakorlati szempontbol a ,.kolorektum-els6” elényét a primer tumor
kozvetlen szovédmeényeinek (igy bél obstrukcionak, vérzésnek, perforacionak) és a
betegség progresszidjanak elkeriilése adja. Ezzel szemben a ,,maj-els6” modszernél
megeldzhetjiik az attétek olyan szintii terjedését, mely a reszekalhatosagat lehetetlenné
tenné a tul kisméretii bent marado FLR miatt. [2] [12][13]

A két 1épcsében végezhet6 sebészi megoldasok azonban szamos hatrannyal
jarnak. Egy 2005 és 2016 kozott végzett retrospektiv vizsgalat a korhazi kezelési
koltség tekintetében szignifikans kiilonbséget irt le az egy tléshen végzett miitétek
javara. Ezeknél a teljes ellatas 20.297 dollarba keriilt, szemben a kétiilésesek 27.522
dollarjahoz képest. [14] Az egészségiigyre haruld novekvo gazdasagi teher mellett, a
kétiiléses eljarasok ellen szol a betegek fokozott miitéti megterhelése és a koztes id6
is. Egy masik tanulmany szerint, mely 75 ,maj-els6” és 34 ,kolorektum-els6”
modszerrel tervezett kezelést vizsgalt, az els6 operaciot kovetden az esetek 35%-ban,
stratégiatol fliggetleniil, nem tudtak elvégezni a masodik mitétet, kszonhetéen a

progresszionak és a sebészi szovodményeknek. [15]



Tekintve a fennallo ellentmondasos eredményeket a szinkron CRLM kezelését
illetéen Yin Z. és tarsai 2013-ban szisztematikus metaanalizist végeztek, melyben az
egyidejli és késleltetett modszerek hatékonysagat és biztonsagossagat vizsgaltak. Azt
talaltak, hogy a posztoperativ 60 napos halalozas tekintetében statisztikai kiilonbség
nem volt kimutathat6 a két csoport kozott, igy a kombinalt szinkron végzett mitéti
megoldas elfogadhato eljaras lehet gondosan kivalasztott kortiilmények (70 év alatt, <3
szegmensben lévé attétek, jobb oldali colectomia és jo altalanos allapot) esetén.
[2][16]

Osszefoglalva nincs jelentés kiilonbség a harom megkozelités kozott, igy az
optimalis stratégia kivalasztasa megkoveteli a multidiszciplinaris  szemléletet,
valamint a beteg jellemz6inek szem el6tt tartasat. A szamokat tekintve azonban az
elmult évek soran egyértelmiien nétt a ,,maj-els6” és kombinalt, szinkron eljarasok

szama: 2010 és 2015 kozott 26,8 %-rol 35,6%-ra emelkedett. [13]

1.1.2.3. Fobb szovodmény

CRLM esetében végzett nagykiterjedésii hepatektomia esetében a mortalitas f6
oka a miitét utan bekovetkez6 majelégtelenség (,,posthepatectomy liver failure” -
PHLF), melynek el6fordulasi gyakorisaga 0,7-34% kozott valtozik az irodalomban. A
széles tartomany oka az egységes definicio hianya, valamint az eltérd
tarsbetegségekkel rendelkez6 betegek vizsgalata az egyes tanulmanyokban. Egy 2015-
ben végzett metaanalizis szerint a PHLF kialakulasara rizikot jelentenek a beteggel, a
mitéttel és a majjal kapcsolatos fiiggetlen paraméterek. A pacienstdl fiiggé faktorok
kozé a férfi nem, a 65 ¢év feletti kor, az alultaplaltsag, valamint a cukorbetegség
tartozik. A majjal kapcsolatos megbetegedések, ugymint cirrhosis, hepatitis,
cholestasis; mitéti faktorként pedig a reszekcio mértéke, az esetleges vératomlesztés
szlikségessége ugyancsak megnovelheti a majelégtelenség kialakulasanak esélyét.

A kritériumokat  tekintve, 2011-ben a Majsebészet Nemzetkozi
Kutatocsoportja (,,International Study Group of Liver Surgery” - ISGLS) tébb mint 50
majreszekcioval foglalkozé tanulmanyt vizsgalva meghatarozta a definicios
szempontokat (INR érték és ezzel parhuzamosan fellépd hyperbilirubinaemia).
Emellett a PHLF-t sulyossag alapjan is kategorizaltak, melyet a betegek klinikai
kezelésétol tettek fiiggévé. Enyhe majfunkcié csokkenést posztoperativan

normalisnak tekintettek, igy ezek beavatkozast nem igénylé ,,A” kategoriat kaptak.



Szemben a,,C” besorolast, jelentés majfunkcio csokkenéssel és invaziv beavatkozast
sziikségessé tevo esetekkel. [17]

A CRLM sebészi kezelése esetében, akarcsak barmely mas major
majreszekciot igénylé elvaltozasnal, fontos a szovodmények, kiilonésen a PHLF
preoperativan torténé megfelel rizikobecslése. Utobbi jelentésen befolyasolja a

terapias modszeriink (legyen az akarmelyik) kimenetelét.

1.2. Nem reszekalhato CRLM problémakare

Azokban az esetekben azonban, melyeknél a kolorektalis karcinoma
majattétjei nem tekinthetéek reszekalhatonak, mas eszkozokhoz, ugynevezett
»atalakitd” eljarasokhoz kell folyamodni. Ahogy azt a reszekcios kritériumok
fejezetben mar emlitettem, jelenleg a legjelentésebb faktora az LM-es betegek
operabilitasanak a visszamaradd majteriilet mérete. Takashi 2013-ban a konverzios
technikak indikaciojanak tisztazasara 46 beteget fel6leld retrospektiv vizsgalatot
végzett a korai recidivak prediktiv tényezdirdl. Ebben a tanulmanyaban kovetkezo
definiciot alkalmazta a ,,nem reszekalhat6 CRLM”-re: a bilobaris elhelyezkedésii,
tobbszoros attétek, melyek tobb mint 70%-o0s reszekciot igényelnek; minden olyan
eset, melyeknél nem marad vissza elegend6 majteriilet; mindharom majvénaba betord
daganatok; a jobb és bal oldali arteria hepatica-t vagy vena portae-t infiltralo tumorok;
valamint az extrahepatikus terjedéstick (kivéve a reszekalhatd pulmonaris
metasztazisok). [2][18] A konverzios terapiaban legszélesebb korben alkalmazott két
modszer-kategoria:  a tumorok zsugoritdsa, valamint a tumormentes FLR

megnovelése.

1.2.1. Tumor “zsugorité” megoldasok

Ahhoz, hogy a daganatokat célzottan zsugoritani tudjuk, valamilyen kémiai
vagy fizikai artalomnak kell kitenniink. Erre idealis megoldast kinalnak mind a mikro-
, vagy radiofrekvencias hullamokat felhasznalo ablacios megoldasok, mind pedig a

daganatos sejtek szaporodasat gatlo citosztatikumok hasznalata.

1.2.1.1. Ablativ technikak

Az ablativ technikakat elsGsorban nem reszekalhato metastasis-oknal
alkalmazzuk. A nemzetkozi ablacios testiilet hatarozata alapjan az eljaras azok

szamara indikalt, akik technikailag inoperabilisak, rendelkeznek korlatozott szamban
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tars- vagy kronikus majbetegséggel és nem rendelkeznek elégséges majtartalékkal
(FLR). Am mivel egy biztonsagos, jol toleralhato és kevésbé invaziv eljarasrél van
sz0, igy reszekabilis esetben is felmeriil a hasznalata. Fontos azonban hangstlyozni,
hogy jelenleg az operabilis tumoroknal minden esetben (ha a beteg allapota lehetévé
teszi), elsddleges valasztas a sebész megoldas.[19] Egy 53 ot vizsgald tanulmany azt
mutatta ki, hogy nincs szignifikans kiilonbség a reszekcioval és a radiofrekvencias
ablacioval (,,radiofrequency ablation” - RFA) kezelt CRLM-es paciensek 1-, 3- és 5
éves kumulativ talélési aranyaban. Ellenben a recidiva aranya RFA esetében joval
magasabb. [20] Aliyev és munkatarsai szerint RFA-t csak a 3 cm-nél kisebb LM-es
betegeknél, a maj parenchyma mélyén talalhaté daganatoknal, magas ASA-pontszamu
(,,American Society of Anesthesiologists” — Amerikai Aneszteziologusok Tarsasaga
altal készitett beosztas) betegeknél vagy kardiopulmonalis komorbiditasnal érdemes
alkalmazni. [21] Emellett ablacios technikakat gyakran alkalmaznak egyiitt
hepatektomiaval, kifejezetten a tobbszoros LM-ek esetében. Az eljarast ,.kombinalt
intraoperativ ablacio és reszekcio”-nak (,,combinated ablation and resection” - CARe)
nevezziik, nagy elénye pedig, hogy a Kis elvaltozasokat nem feltétleniil kell
eltavolitani a nagyobbakkal egyiitt, elég ablalni 6ket, igy nagyobb teriiletet hagyhatunk
vissza. [22]

1.2.1.2. Konverzios kemoterapia

Potencialis reszekalhatosagot érhetiink el a tumor zsugorodasat kivaltd
kemoterapiaval. Erre a nem reszekalhato CRLM esetében a standard kezelés az
ugynevezett FOLFOX (oxaliplatin, fluorouracil és leukovorin) és a FOLFIRI
(irinotekan, leukovorin és fluorouracil). Ezek mas célzott biologiai szerekkel
kombinalva, bizonyitottan novelik a tumor zsugorodasanak sebességét. Ilyenek az
epidermalis novekedési faktor receptor (,,epidermal growth factor receptor”- EGFR)
antitestek, mint a cetuximab és a panitumumab, valamint a vaszkularis endotelialis
novekedési faktor receptor (,,vascular endothelial growth factor receptor” - VEGFR)
monoklonalis antitestek, mint a bevacizumab. A legujabb adatok szerint a nem
reszekalhato CRLM-ek esetében 24-52%-ban els6ként valasztando terapias megoldas
a konverzios hepatektomia [23][24][25][26]

Mindemellett fontos megemliteni, kemoterapiat nem csak mitétet

megeldzden, de az utan is lehet adni adjuvans kezelés keretein beliil, melynek célja a
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posztoperativ recidiva kialakulas esélyének csokkentése. Erre a legeldnydsebb a

metasztazektomia utan az mFOLFOXG6 szerek alkalmazasa. [27]

1.2.2. Indukalt majregeneracio

A masik megoldas, azaz a tumormentes teriiletek megnovelésére és egyben a
tumor zsugoritasara is alkalmas indukalt majregeneracio, mely a dolgozat témajanak
megfeleléen hosszabban keriil kifejtésre. Ez a folyamat a vena portae valamely aganak
részeken pedig hipertrofiat okozni. Erre a mechanizmusra épité sebésztechnikakat
0sszegezve porta véna okkluzios (,,portal vein obstruction” - PVO) eljarasoknak
nevezziik, és szamos Kivitelezése ismert (Isd. ,,portal vein ligation” - PVL, ,,portal vein
embolization” - PVE, ,,associating liver partition and portal vein ligation for staged
hepatectomy” - ALPPS). Az indukalhat6 parenchyma atrofia - hipertrofia mar a 90-es
évek ota ismert. El16szor Frerichs publikacioja kapcsan deriilt ra fény, melyben a porta
egy részét elzaro szifiliszes gummaro6l szamolt be, amely hasonlé eredményhez
vezetett.[28] Ezt a tapasztalatot felhasznalva Rouis és Larimore 1920-ban kidolgozta
a porta véna ligatara (PVL) eljarasanak modelljét nyalon, majd tébb torténelmi
mérfoldké kovetkezett, melyek bebizonyitottak a modszerek hasznalhatosagat a
majdaganatok sebészetében.[29][30][31][32]

1.2.2.1. Patomechanizmusa

Roviden attekintve majregeneracio patofiziologiajat: a véraramlasbol kizart
teriileteken kialakulo atrofia, az intakt részeken pedig hipertofia két, idében egymassal
parhuzamosan zajl6 folyamat. [33] Mig az érett hepatocitak, majd némi késéssel a non-
parenchyma-s sejtek (Kuppfer-sejtek, csillagsejtek, epithel-sejtek) replikalodnak a
periportalis terektdl a pericentralis részek felé haladva, addig az okkludalt lebenyekben
apoptozis zajlik (kivéve: patkanynal, ahol pericentralisan nekrozis torténik).
[34][35][36] A folyamat az eredeti majtomeg visszanyerésekor befejezédik. Mig az
intakt tertileteken nagyobb lobulus-ok képzddnek, addig a miivileg elzartaknal Kisebb,
de normal szerkezet, alakul ki. A regeneracio emberben 2-3 honapot is igénybe vehet,
szemben a ragcsaloknal tapasztalt 7-10 nappal. [37][38]

A kialakulas okaként az irodalomban alapvetéen harom nézépontot talalunk:
(1) a hemodinamikai valtozasokra, (2) a kialakulo hipoxiara és (3) a metabolikus

valtozasokra €pit6 elméleteket.
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(1): A maj vérellatasat fiziologiasan 80%-ban a vena portae, 20%-ban az arteria
hepatica latja el. Amennyiben a portalis keringésbdl kizarunk lebenyteriileteket, ugy
ott 40-50%-0s aramlascsokkenést tapasztalunk, szemben az ipszilateralis 230%-0s
novekedéssel. [34][39] A szamok azért nem egyeznek az eredeti eloszlassal, mert a
megvaltozott hemodinamika miatt, a hattérben egy intrinszik szabalyozo
mechanizmus indul be, amelynek hatasara a MALL-térben 1évé adenozin kitagitja a
lezart teriiletekhez futo artéridkat. Ezt a mechanizmust nevezziik “hepatic arterial
buffer response”-nak (HABR). Ezzel parhuzamosan a haboritatlan részeken
mindannak a portalis vérmennyiségnek at kell haladnia, ami eredetileg megoszlott az
ellatasi teriiletek kozott. gy itt az elézé folyamat forditottjat tapasztaljuk, azaz a
megnovekedett nyomas miatt az adenozin kimosodik, ezzel gatolva az artérias
vazodilatacié kialakulasat. [40][41][42][43] Azonban a vénakban kialakulé nyomas
emelkedésével a nyirderé is fokozodni fog, mely nitrogén-monoxid (,,hitrogen
monoxide” - NO) szintézisét indukalja, ezzel eldsegitve itt a dilatacid és a
sejtproliferacio megindulasat. [44]

(2): A hipoxia teoria gyakorlatilag ennek a kiegészitése. Eszerint hiaba né meg
a portalis aramlas az intakt lebenyekben, mégiscsak alapvetéen Kisebb oxigén tartalmu
Vér jut ide, ami atmenetileg mindenképpen mérsékelt hipoxiahoz fog vezetni. Ennek
hatasara a hipoxia indukalta faktor-1 (,,hypoxia-inducible factor 1” - HIF-1)
aktivalodik, ezaltal a gének szintjén angiogenezishez és sejtproliferaciohoz sziikséges
mediatorok fognak atirodni. [34] Két HIF-1 aktivacios cstics figyelhetd meg, melyek
mas-mas céllal jonnek létre. Az els6 24 6raban maga az aramlas né meg, mig a 72
6ranal mar a vaszkularis endothel névekedés a cél. Utobbi hatterében feltehetéen az
all, hogy az intenziv sejtproliferacio hatasara a sinus tér besziikiil, ezaltal avaszkularis
hepatocita cluster-ek jonnek létre, ahol ismételten oxigén hiany fog fellépni. Az
ujonnan aktivalt HIF-1 pedig serkenteni fogja a vaszkularis endotelialis névekedési
faktort (VEGF).[45]

(3): A humoralis vagy mas néven metabolikus elmélet szerint valoban
torténnek aramlasbeli valtozasok, am ezek korantsem elegenddek a regeneracio
kivaltasahoz. Ehhez a legfontosabb tényez6 egy, a Kuppfer sejtekbdl felszabadulo
gyulladasos mediator, az interleukin-6 (IL-6), mely nem csak az elinditasban, de a
folyamat leallitasaban is kulcsszerepet jatszik. IL-6 és a tumor nekrézis faktor-alfa
(,,tumor necrosis factor-alpha” - TNF-a) hatasara olyan transzkripcios faktorok

(,,nuclear factor kappa-B” - NF-«B; ,,signal transducer and activator of transcription
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3” - STAT-3) és korai gének (c-fos, c-jun, c-myc) aktivalodnak, melyek egyrészt
érzékenyebbé teszik a hepatocitakat a novekedési jelekkel szemben (”priming”
folyamat), masrészt el0segitik a majsejtek sejtciklusba 1épését. [46][47] Végiil az IL-
6 fokozodo szintje indukalja a SOCS (,,suppressor of cytokine signalling™) fehérjék
termel6dését, melyek gatoljak a STAT-3-t és antiproliferativ citokinjeik (,,interleukin-
1 beta” - IL-18, ,,tumor growth factor-beta” - TGF-B) segitségével kivaltjak a majsejtek

GO0-ba torténd visszatérését. Ezzel az indukalt regeneracios folyamat lezarul.[48][49]

1.2.2.2. PVE vs. PVL

Indukalt majregeneraciot kivaltd okklizios eljarasok koziil eldszor a porta
véna ligatura (PVL), majd a porta véna embolizacié (PVE), legkésébb pedig az
ALPPS kertilt leirasra. A stlyos hepatektomiat igényl6 bilobaris CRLM-es betegeknél
a PVE / PVL Kkétlépcsos hepatektomia az egyetlen gyogyité lehetdség. Az 1.
szakaszban, a tumoros teriileteknek megfeleld portalis agak lekotésre vagy
embolizalasra keriilnek, majd a megfelelé FLR elérésével, a masodik szakaszban
Kiterjedt majreszekciot (,liver resection” - LR) hajtunk végre. A kétlépcsos
hepatektomia f6 elénye, hogy csokkenti a majelégtelenség kockazatat és noveli a
remisszio esélyét.[2]

Mitét technikailag a PVL (azaz a sebészi lekotés felhelyezése az elzarando
torzsre), teljes anesztéziaban, nyitott vagy laparoszkopos technikaval keriil
Kivitelezésre. Ezzel szemben PVE egy minimal invaziv intervencios technika, melynél
perkutan transzhepatikus katéter segitségével, ultrahanggal vagy fluoroszkopos
technika vezérlése mellett juttatjuk be az embolizalé anyagot  (pl.N-butil-
krianoakrilat, polivinil-alkohol, zselatin, fibrin) a portalis érrendszerbe. A
klinikumban el6forduld esetek jelentds részében kiterjesztett jobb hepatektomiat
végziink, igy mindkét technikanal altalaban a jobb oldali vena portae agrendszert
zarjuk el (de természetesen lehetéség van bal oldali beavatkozasra is). [50][51]

Szamos elény ¢és hatrany szol mindkét megoldas mellett. E16bbinél fontos
negativum, hogy a sebészi lekotést viszonylag proximalisan helyezziik el, igy
intrahepatikusan kialakulhatnak uj kollateralisok a portalis rendszer agai kozott, ezzel
csokkentve a regeneracio mértékét. Ezzel szemben PVE-nél az embolizal6 anyagot
egészen distalis teriiletig is el lehet juttatni. [34] [52] A masik hatranya PVL-nek a
nyitott mitéttel jaro megterhelés és a hepatoduodenalis teriiletek preparalasat

masodlagosan koveté adhéziok kialakulasa, melyek a masodik iilésben végzett
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mitétnél a tajékozodasi viszonyokat és a maj mobilizalhatosagat jelentdsen
megnehezithetik. Ertelemszertien ez PVE-nél nem jelent akkora problémat a minimal
invazivitasa miatt. [53] Azonban PVL rendelkezik j6 néhany pozitivummal is:
egyrészt kevéshé specialis technikarol van szé, igy Kivitelezéséhez nem sziikséges
intervencios radiologus jelenléte, a lekotés megfeleld helyérdl elég a sebész altal latott
szinvaltozassal megbizonyosodni. Masodsorban ezzel egyiitt mas hasi beavatkozas is
elvégezhetd, igy példaul szinkron CRLM kombinalt sebészi stratégiajat is lehetévé
teszi, hisz egyszerre kivitelezhet6 a CRC eltavolitasa és a ligatara felhelyezése.[54]
Nem reszekalhatdt CRLM sebészi kezelése soran kettds hozzaallast
tapasztalunk annak eldontésére, hogy PVE vagy PVL az els6ként valasztandd a
kétlépcsos eljaras elsé szakaszaban. Egy 2017-ben végzett irodalmi attekintés szerint
az embolizacio novelte a kolorektalis tumor progressziojanak esélyét, a betegek 30%-
a nem jutott el a reszekcioig. [55] Egy tjabb retrospektiv vizsgalat szerint azonban,
mely a major majreszekcion atesett betegek tulélési aranyat nézte, nem igazolodott a
PVE hosszatavi negativ hatasa a kKimenetelre. [56] 2017-ben metaanalizist végeztek,
melyben 21 tanulmanyt igy 6sszesen 1953 PVE-ben, 123 PVL-ben részesiilt paciens
esetét hasonlitottak 6ssze, annak eldontésére, hogy melyik eljaras jar nagyobb
hatékonysaggal és biztonsaggal. Ennek soran nem talaltak szignifikans kiilonbséget az
FLR hipertrofiaban, a beavatkozast koveté halalozasban és morbiditasban. [57]
Osszességében jelenleg az az ajanlas, hogy azokban az esetekben, amikor szimplan
FLR novelésére van sziikség, a kisebb miitéti megterhelés miatt PVE-t érdemes
alkalmazni. Kétlépcsés majreszekeié esetében azonban, intraoperativan CRC

eltavolitasa is lehetové valik, igy optimalisabb PVL mellett donteni.[2]

1.2.2.3. ALPPS

PVL vagy PVE segitségével végzett major majreszekciok esetében a
hipertrofia kialakulasa nagyjabol 4-6 hetet vesz igénybe. Xiao munkacsoportja altal
kidolgozott eljaras soran hat ciklus neoadjuvans terapiat kovetéen végzik el az
embolizaciot, mely 2 hétre csokkenti a varakozasi id6t, ez azonban még mindig tal
hosszunak tekinthetd, mivel lehetdséget teremthet a tumor progressziojara. [58] A
hosszl koztes id6 kikiiszobolése érdekében 2012-ben leirtak az ALPPS (Associating
Liver Partition and Portal vein Ligation for Staged hepatectomy) nevii technikat,
melyben az els6 szakaszban a jobb oldali vena portae lekotése mellett egy parenchyma

hasitast is végrehajtanak a ligamentum falciforme vagy a Cantlie-vonal mentén.
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Masodik Iépésként a cél FLR elérése utan, itt is elvégzik a tumoros teriiletek
reszekalasat, am a két mitét kozott csupan 8-11 napra van sziikség.[59]

Szamos tanulmany Kkésziilt a kétlépcsés hepatektomia (,,two-stage
hepatectomy” - TSH) és az ALPPS Gsszehasonlitasara. EQy prospektiv vizsgalat
eredményeképp, a két eljaras kozott nem talaltak kiilonbséget a rovid tava mortalitas
¢és mellékhatasok tekintetében, azonban ALPPS esetében a reszekcios arany 92%-0s
volt, szemben az 52%-0s TSH-val. [60] Egy masik esettanulmany szerint azonban a
perioperativ sz6vodmények szama ALPPS esetében egyértelmiien fokozodott.[61]
2018-ban metaanalizist készitettek a nem reszekalhaté CRLM-es betegek kezelésérdl,
melyben leirtak, hogy nem talaltak jelentds kiilonbséget a posztoperativ FLR
mennyiségében; viszont ALPPS-nal a mortalitasi és morbiditasi mutatok jelentésen
novekedtek.[62] Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy ALPPS alkalmas lehet
CRLM-es betegek kezelésére; viszont a kedvezé eredményekhez elengedhetetlen a
megfeleld betegek kivalasztasa és egyuttal preoperativan torténé kockazatbecslés is,
az eljaras elényeirdl és hatranyairol. Azt még érdemes megemliteni, hogy ALPPS-ot
”végsé megoldasként (rescue)” is alkalmazzak, azaz olyan TSH-val vagy PVE-vel
kezelt CRLM-es betegek alternativ sebészi terapiajaként, akiknél elsé korben nem
sikertilt elérni a tobb, mint 30%-0s FLR mennyiségét.[63]

|.3. Preoperativ diagnosztika major majreszekciok esetén

1.3.1. Visszamaradoé majteriilet (FLR)

Ahhoz tehat, hogy mind a reszekalhato esetek prognozisat (vagyis a PHLF
rizikojat) meg tudjuk josolni, mind a CRC attéttek operalhatosagat el tudjuk donteni;
sziikséges ismerniink a miitét utan visszamarado teriiletek volumenét és funkciojat. A
volument tekintve az optimalis érték a minimum 20-25% bennmaradé majteriilet,
mely mind a regeneracios folyamathoz, mind a maj funkcioinak ellatasahoz
elegendének bizonyul normal allapotu szerv esetén. Mas a helyzet azonban olyankor,
ha a beteg preoperativan, hosszutavon (> 12 hétig) kemoterapiat kap. Ilyenkor a tobb
mint 30%-0s FLR elegendé funkcionalis tartalékot jelenthet a majelégtelenség
kialakulasanak fokozott veszélyével szemben.[64] A m4j fennalld megbetegedései
ugyancsak befolyasoljak a sziikséges volument, igy cirrhosis, hepatitis esetén

miniméalisan 40%-0s FLR szédmit biztonsagosnak.
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Az FLR preoperativ értékelése igy a siker zaloga lett. A 3D
komputertomografia (,,computed tomography” - CT ) volumetria pontos és
reprodukalhatdé modszernek bizonyul a maj térfogatanak mérésére, azonban
onmagaban nem elegend6 az FLR becslésére. Ehhez egy képletet alkalmaznak: becsiilt
teljes maj térfogat (cm3) = 794.41 + 1267.28 x BSA (m2). BSA egy korrelacios szam,
mely a mért majtérfogatot a testfeliilettel 6sszevetve megadja a “teljes majtérfogatot”.
Amennyiben pedig a mért és becsiilt értékeket osszevetjik, az eredményt
starndardizalhatjuk. A képlet alkalmazasanak fontossagat jelzi az a tanulmany is, mely
tobb mint 5%-o0s kiilonbséget talalt a mért és becsiilt értékek kozott (a mért magasabb),
ez pedig jelentdsen befolyasolhatja a klinikai dontéshozatalt.[65][66]

A kronikus majbetegeknél értelemszeriien a térfogat becslése valojaban nem
fog korrelalni a maj tényleges feladat végzésével (biotranszformacio, szénhidratok,
fehérjék és zsirok intermedier anyagcseréje), mely a végleges kimenetelt
meghatarozza. igy a klinikumban szamos probalkozas tortént a morfologia mellett a
funkcio megallapitasara is. Indocianin-zold (,,indocyanine green” - ICG) clearence
teszt alkalmas a majtartalék becslésére, bar foként primer majdaganatoknal ¢és
gyogyszer indukalta majbetegségeknél alkalmazzak. ICG esetén a retencios arany 15
perc (,,indocyanine green retention value at 15 minutes” - ICGR15), ami azt jelenti,
hogy ennyi id6 sziikséges az intravénasan beadott 0,5 mg/ttkg injekciot kovetden a
detektaciohoz, am az igy kapott eredmény korrelal a maj parenchyma reszekcios
ratajaval.[67] Azonban CRLM esetén sokszor neoadjuvans kemoterapiara is sziikség
van. Egy 2014-ben végzett tanulmany szerint a kemoterapia hatasara kialakulo
majkarosodas mértéke (steatohepatitis aktivitasi pontszama) nem korrelalt szorosan az
ICGR15-el. [68] Egy masik biokémiai modszer a 99Tc-Mebrofenin, melynek ma;j
felvételi aranyat szcintigrafiaval szoktak értékelni. A kapott eredmény hasonléan
alakul ICGR15-h6z képest, am a klinikai gyakorlatban nem alkalmazzak, mivel nem
tesz kiilonbséget a globalis és a varhaté majmaradék kozott.[66][69]

Osszegezve tehat a CT volumetria és egy korrekcios egyenlet segitségével az
FLR térfogata megbecsiilhetd. Ehhez jo kiegészitd diagnosztikai eljaras lehet az
ICGR15, mely némi retenciés idével bar, de jol jelzi a visszamardé teriiletek

osszfunkciojat.
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1.3.2. Problémafelvetés

Lathato probléma azonban, hogy a ma4j részfunkcioinak valtozasat
preoperativan sem volumetrikus mérésekkel, sem globalis funkciot célzo eljarasokkal
jelenleg nem tudjuk elére megbecsiilni. A maj pontos anyagcsere vizsgalatara szamos
olyan tesztet dolgoztak ki, mellyel transzkutan detektorral vagy szekvencidlisan a
szérumbol, a koztes és a céltermékek meghatarozhatéak, am ezek tobbségének
prediktiv értéke nem megfeleld. A lidokain teszt, masnéven monoetil-glicil-xilidid
(MEGX), egy tobb mint 200 f6t fel6lelé tanulmany szerint, a hepatektomian atesett
betegeknél ¢és a transzplantaciora vard cirrhotikus eseteknél is megbizhatod
majfunkcios indexnek tekinthet6.[66][70] Azonban a maj szamos funkcidja koziil a
drogmetabolizmust jelenleg sem tudjuk korrekten megitélni, pedig ennek ismerete

elengedhetetlen lenne a paciens hatékony perioperativ farmakologiai kezeléséhez.

1.3.2.1.Drogmetabolizmus alapjai

A megfeleld gyogyszerelést csak akkor fogjuk tudni Kivitelezni, ha kelléen
ismerjiik az alkalmazott vegyiilet szervezeten beliili utjat. Mivel alapvet6en testidegen
anyagokrol beszéliink, ezek a felszivodast kovetéen nem fognak tudni beépiilni test
szerkezeti egységébe, igy a kivant hatasuk kifejtése utan fontos, hogy kiiiriiljenek a
szervezetiinkbol. A felszivodas és iiriilés folyamatahoz azonban eltéré fizikokémiai
tulajdonsagra van sziikség, mig elébbit a lipid-, utobbit a vizoldékonysag segiti. Ehhez
viszont vegyiiletek szerkezetét meg kell valtoztatni, ezt a folyamatot nevezziik
metabolizmusnak. Ennek soran a polaritas fokozodik, ami az iriilés esélyét noveli,
illetve az esetek nagy részében a gyogyszerhatast is megsziinteti. Fontos azonban
megjegyezni, hogy a folyamat kulcsenzimei, a citokrom p450 rendszer fehérjéi, a
gyogyszer atalakitason kiviill mas xenobiotikumok (pl. alkohol) lebontasaért és
endogén anyagok ( pl. szteroid hormonok, koleszterin) szintéziséért is felelsek. igy
“gyogyszer-metabolizmus” Kifejezés alkalmazasakor a biotranszformacié egy
sziikebb funkciojat emeljiik ki.

A biotranszformaci6 f6 szintere a maj, mivel a hepatocitakban minden olyan
gyogyszer-metabolizaldo enzim és transzport fehérje expresszalodik, ami a
biotranszformacio teljes végbe meneteléhez sziikséges. Ezen kiviil még olyan szervek
is részt vesznek a folyamatban, melyek a kiilvilaggal szorosabb kapcsolatban allnak,

igy fokozott antigén expozicionak vannak kitéve, am jelentségiik masodlagos. Ilyen
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a szagloham, a bélnyalkahartya, tiidd, vese, a bor és a placenta. A maj lebontasban
valo szerepét az tény is fokozza, hogy a bélbdl felszivodo anyagoknak a majon at kell

haladniuk a portalis keringés megléte miatt. [71]

1.3.2.2. Citokrém p450 rendszer

A klinikai gyakorlatban alkalmazott gyogyszerek kb.70-80%-at a citokrom
p450 (,,cytochrome P450” - CYP450) csalad 1, 2 és 3 alcsaladjaba tartozo enzimek
metabolizaljak. Zanger tanulmanya szerint az enzimek expresszioja és aktivitasa kiilsé
és belso tényezoktol is fiigg; igy mind a genetika, epigenetika, hormonalis rendszer,
mind pedig a gyogyszerek enzimindukcioés hatasa és kiilonb6z6 koros allapotok (pl.
gyulladas vagy daganatos megbetegedések) befolyasoljak miikodésiiket.[72] Egy
Temesvari és tarsai altal vezetett kisérletben, melyben transzplantaciora kijelolt majak
CYP mRNS szintjeit hasonlitottak 6ssze, bebizonyosodott, hogy az enzimfehérjék
expresszioja korrelal a maj metabolikus kapacitasaval. [73] Ezaltal érthetévé valik,
hogy a klinikumban a preoperativ diagnosztikdéban miért pont ezen enzimek
milkodésének mérése lenne a legfontosabb, hisz kapacitasbeli kiilonbségeik a
gyogyszerelés soran nem vart szovodményekhez: intoxikaciohoz, elégtelen gyogyszer
mennyiséghez vezethetnek.

Tekintve, hogy a citokrom rendszer altali lebontd tevékenység evolucios
szinten egy univerzalis stratégianak szamit, igy tobb tanulmany foglalkozott a
megfeleld kisérleti allatmodell kérdésével. Martignoni és tarsai az egerek, patkanyok,
kutyak és majmok CYP profiljat hasonlitottak 6ssze a humanban fellelhetd
enzimtulajdonsagokkal. Azt talaltak, hogy a CYP2E1 mutatja a legnagyobb foku
konzervaltsagot, mig az 1A, 2C és 3A alcsaladoknal Iényeges eltéréseket talalunk
szubsztrat-specificitas és indukalhatosag tekintetében.[74] A humanhoz leginkabb
passzolo allatmodell a patkanyé, de emellett a kutya és a majom is jol alkalmazhatoak
kisérletesen.[75]

Jelen kisérletiinkben patkanymodellel dolgoztunk és szamos olyan citokrom
enzimet vizsgaltunk, melyeket emberben és patkanyban is lényeges metabolizalo
szereplik miatt valasztottunk ki. A CYP1AZ2 a fajok kozott 80-83%-0s hasonlosagot
mutat, igy rendkiviil jo6 enzimmodellnek tartja az irodalom. Humanban a méa;j citokrom
rendszerének 12%-at adja, fajspecifikusan azonban extrahepatikusan is
elhelyezkedhet, igy patkanyban a bélben is fellelhets. A CYP2B1 és 2 enzimek
patkanyban 97%-ban megegyeznek ¢és ketamin, illetve fenobarbital lebontasban
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vesznek részt. Ezek akarcsak az embernél a 2B6 és 7, szexualis dimorfizmust
mutatnak: himekben magasabb az expressziojuk. A CYP2C alcsalad izoenzimjei nem
tal jo modellek, mivel jelent6s kiilonbség talalhato az inhibicios profiljuk, nemi
orientaciojuk és szubsztrat specificitasuk tekintetében is. Mivel azonban a patkanyok
drogmetabolizmusanak legjelentésebb részét ezek az enzimek végzik, vizsgalatuk
elkeriilhetetlen. A fellelheté irodalom szerint a Cyp2C6 és 11 alkalmasak lehetnek,
arra azonban érdemes figyelni, hogy a 11-es dominansan himekben fordul el, viszont
naluk a maj CYP rendszerének kozel 50%-at adjak. A humanban a metabolizmus
szempontjabol a legfontosabb biologiai jelentéségii fehérje a CYP3A4, mely piaci
gyogyszerek tobb, mint 52%-at alakitja at. Ennek a patkanyban a CYP3AL1 feleltethetd
meg leginkabb, viszont ennek a hasznalata is korlatozottan lehetséges, mivel van némi
indukcios (rifampicin csak a human enzimre hat induktivan) eltérés koztiik és a tipikus
szubsztratjaik is kiilonboznek. [74][75]

A klinikumban fellelhetd egyetlen olyan diagnosztikai “eszkdz”, mely a
citokrom rendszer miikodését vizsgalja: a “CYP teszt”, melynek segitségével a
periférias vérbél a leukocitak CYP2C9 genotipusat tudjak sziirni. Am ez az eljaras sem
alkalmas kifejezetten a visszamaradé teriiletek drogmetabolizmus valtozasainak
vizsgalatara. [76][77] Igy érthetdvé valik a kovetkezékben Kifejtésre keriild,
munkacsoportunk altal Kivitelezett kisérlet 1étjogosultsaga. Hisz a kétlépcsds
majreszekciok esetében a visszamarado majteriiletek drogmetabolizalo képességének

ismerete a klinikumban jelentés relevanciara tett szert.
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I1. Célkituzés

Célkitiizéstink az wvolt, hogy PVL-indukalt majregeneracié patkany

modelljében tobb szinten vizsgaljuk a CYP enzimrendszer homeosztazisanak ¢s a maj

drogmetabolizmusanak valtozasait a mutét altal szeparalt lekotott és nem lekotott

lebenycsoportokban.

fgy a kovetkezd kérdésekre kerestiik a véalaszt:

1.

Igazolhato-e altalunk is a szakirodalomban leirt morfologiai valtozas

PVL eljarast kovetden?

A morfologiai valtozasokkal Osszefiiggésben valtozik-e a ma4j
funkcioja, Kkifejezetten a globalis drogmetabolizalé képességét
megfigyelve? A biotranszformaci6 homogén modon valtozik-e a

majban?

Mutat-e idébeli és térbeli eltérést a két lebenycsoport kozott a
drogmetabolizmus vizsgalata kapcsan megfigyelt CYP enzimek

aktivitasa és transzkripcioja?

Van-e eltérés a megfigyelt enzimcsaladok kozott aktivitasbeli és

transzkripciosbeli valtozasaikat szemlélve?
Kimutathato-e struktaralis szinten is a molekularis megkozelités

mellett, a megfigyelt CYP enzimfehérjék kifejezodésének

inhomogenitasa?
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I11. Anyagok és modszerek

111.1. Kisérleti elrendezés attekintése

Allatkisérletiink sordan 6 random csoportba (n=4) osztott 24 patkanyon, a
kontroll csoport kivételével, 80%-0s porta véna ligatarat hajtottunk végre. Az
operaciot kovetéen 24, 48, 72, 168 és 336 ora elteltével vizsgaltuk a bekovetkezo
valtozasokat. Elséként in vivo funkcié meghatarozas céljabol alvasi tesztet végeztiink,
majd idépont terminalast kovetéen lemértiik a nem lekotott és lekotott lebenyek
tomegét. Ezt kdvetden a lebenycsoportokbol homogenizatumokat készitettiink, majd
vizsgaltuk az enzimaktivitasokat nagy teljesitményii folyadék kromatografiaval
(,,high-performance liquid chromatography” - HPLC) és a vonatkozo CYP enzimek
MRNS-ének transzkripciojat real-time PCR (,,polymerase chain reaction”)
segitségével. Végiil szovettani mintavételt kovetden paraffinba agyazott klasszikus

immunhisztokémiai eljarassal a CYP3AL protein expresszidjat hataroztuk meg.
111.2. Kisérleti elrendezés kifejtése

111.2.1. Allatkisérlet: allatok és etikai engedélyek

A kisérleteket a Semmelweis Egyetem Kozponti Allathazabol beszerzett him
Wistar patkanyokon hajtottuk végre, melyek tomege 210-230 g kortil mozgott és
meghatarozott korokozoktol mentesek voltak (,,specific pathogen free”- SPF). Az
operaciot megelézéen az allatok gondozasa kifejezetten erre kialakitott allathazban
tortént, 22-24°C fokon, mesterséges megvilagitas mellett. A fény ellatas a napszaki
ritmust kovette. Taplalasuk vizzel és szaraz tappal tortént, melyet az allatok szabadon
fogyaszthattak.

Az 1998.¢vi XXVIll.szamu torvény altal, valamint 40/2013 (I1.14.)
Kormanyrendeletben megfogalmazott, allatkisérletek végzésével kapcsolatos
eléirasokat munkank soran betartottuk. Munkacsoportunk szamara, az allatkisérletek
elvégzésére engedélyt adott a Semmelweis Egyetem Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsaga. (Engedélyszam: PE/EA2893-6/2016.)
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111.2.2. Miitéti eljaras

A felhasznalt allatokon a kontroll csoport kivételével, munkacsoportunk altal
kidolgozott és a human sebészetben a Kiterjesztett majreszekcionak leginkabb
megfeleltethetd, 80%-0s porta véna ligatarat hajtottunk végre. Az eljaras
Kivitelezéséhez az allatok elézetes altalanos anesztéziai ellatasara kertlt sor, melyet
intraperitonealisan beadott 75 mg/ttkg ketaminnal (Calypsol®) és 7,5mglttkg
xylasinnal ~ (Sedaxilan® végeztiink. Majd median laparotomiat kovetden,
kipreparaltuk a portalis képleteket és lekotottik az allatok majanak median, caudalis
¢s bal lateralis lebenyéhez futo vena portae agakat. Az allatokban elvégzett ligatiraval
kapcsolatban fontos tovabba azt is megjegyezni, hogy a lekotés csupan a vénakat
érintette, a parhuzamosan futo artériak és epeutak megsértése nélkiil. Az atraumatikus
preparalast az operacios mikroszkop, mikrocsipesz és 6-0 sebészi fonal alkalmazasa
biztositotta. Annak megitélésére, hogy a fonalat megfelelé magassagban helyeztiik el,
a vizualisan tapasztalhat6 szinvaltozasokat vettiik alapul, mivel a lekotott lebenyek jol
lathato modon elfehéredtek, igy elkiilonithetévé valtak a jo vérellatasa, nem lekotott
teriiletektol. Végiil fiziologias sooldattal tortént hasi lavage és intraperitonealisan
beadott, profilaktikusan alkalmazott antibiotikum (0,5 ml metronidazol /Klion®/)
adasa utan a hasfalat két rétegben zartuk. Mind az izomnal, mind a bérnél 6-0-as

sebészi fonallal tovafuto varratsort készitettiink.

111.2.3. In vivo funkcionalis teszt

Els6 vizsgalodo eljarasunk soran ,,sleeping” (alvasi) tesztet végeztiink.
Intraperitonealisan 30 mg/ttkg pentobarbital injekcio beadasat kovetden vizsgaltuk az
allat majanak barbiturat bonto képességét. Ehhez megfigyeltiik az alvasi id6t, melyet
a ,righting” (oldalra fordulasi) reflex elvesztése és megjelenése kozti id6
intervallummal hataroztunk meg. A hatukra fektetett allatoknal a reflex mindaddig
fennallt, mig kelléen bodult allapotba nem keriiltek, igy az elalvas idotartama is

vizsgalhatova valt.
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111.2.4. Morfologiai vizsgalat

A random csoportokba osztott allatok terminalasat az operaciot kovetden eltérd
idépontokban végeztikk el (24, 48, 72,168 és 336 ora elteltével). Ennek soran
eltavolitasra keriiltek a majlebenyek, melyek tomegét laboratoriumi mérleg (Mettler
Toledo AG 245) segitségével hataroztuk meg. Kiilon mértiik le a lekotott és nem
lekotott szervrészeket. Majd kiszamoltuk a lebenyek relativ tomegét, melyet a
kovetkez6 képlet segitségével végeztiink el: relativ lebenytomeg = mdjtémeg (g)/100

g testtomeg.

111.2.5. In vitro molekularis diagnosztika

111.2.5.1. Enzimaktivitas meghatarozasa

A molekularis vizsgalatok elvégzéséhez sziikséges volt a majlebenyek
megfeleld el6készitése. Ezt a kovetkezoképpen csinaltuk: a lebenycsoportokbol 0,1 M
Tris-HCL puffer oldat segitségével homogenizatumot készitettiink, majd
centrifugalassal mikroszémalis frakciokat kiilonitettiink el. Puffer oldatunk kémhatasa
7,4-es volt és ImM EDTA-t valamint 154 mM KCL-t tartalmazott. A centrifugalast
harom részletben végeztiikk el: elészor 10.000 G gyorsulassal 30 percig, majd a
feliiluszot 105.000 G gyorsulassal 1 oran keresztiil valasztottuk szét. Végiil puffer
oldatunk segitségével torténd jraszuszpendalas utan ismét 105.000 G-vel 1 oran at
tarto centrifugalassal fejeztiik be a folyamatot.[78] A frakciok fehérjetartalmat pedig
szérum bovin albumin segitségével hataroztuk meg.[79] A készitményeket a
tovabbiakban hiit6ladakban elkiilonitve, -80 °C fokon taroltuk. A megfeleld
hémérséklet ellendérzése, melyrdl jegyzokonyv is késziilt, a munkacsoport tagjai altal
napi rendszerességgel tortént meg.

Az enzimaktivitasok meghatarozasahoz a frakciokat, azaz az allat majanak
mikroszémait NADPH-termelé rendszerrel és a citokrom enzimek specifikus
szubsztratjaival reagaltattuk 10-60 percig, majd a jéghideg metanollal terminaltuk a
folyamatot. A CYP2C enzim esetében a szubsztratként hozzaadott tulbutamid 4-
hidroxilacios reakcioja ment végbe. A CYP3A esetében a midazolam 1-4-
hidroxilacioja, a CYP1A-nal az etoxi-rezorufin O-deetilacioja, a CYP2B esetében

pedig a pentoxi-rezorufin O-dealkilacioja. A reakciok eredményeként keletkezett

s
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hataroztuk meg. HPLC mtkodését roviden attekintve: a vizsgalando anyag egy aramlo
mozgo fazisba vezetve, athalad egy kromatografias toltetti, allo fazison, mellyel
kolcsonhatasba 1ép. Az athaladas gyorsasaga, azaz a retencios id6 tobbek kozott a
vizsgalt anyag szerkezetétdl fiigg. A gép pedig egy detektor segitségével érzékeli az
oszlopon athalado komponensek mennyiségét. A HPLC alapvetéen az analitikus
diagnosztika eszkoze, de szamos orvosi alkalmaza is van, igy példaul a kabitoszer és
D vitamin hiany kimutatasa esetében.[80][81][82]

A rezorufin spektrofotometrids mennyiségi meghatarozasa soran 550 nm-es
gerjesztési ¢s 589 nm-es emisszios hullamhosszat alkalmaztunk. Az eljarast kvetéen
a kapott eredményeket relativ egységekké extrapolaltuk, azaz az LL-ben és NLL-ben
meghatarozott, adott izoforma teljes aktivitasat Osszevetettik a lebenycsoportok

tomegeével, igy megkapva az enzim szazalékos aktivitasat a kontrollhoz viszonyitva.

111.2.5.2. Transzkripcio meghatarozasa

A molekularis diagnosztikai vizsgalat masik része soran a citokin enzimek
MRNS-ének expressziojat hataroztuk meg real-time PCR segitségével. A vizsgalat
elokészitése soran a mikroszomalis frakciokat TRIzol reagenssel (Molecular Research
Center Inc.,OH) reagaltattuk a gyart6 utasitasa szerint, amely lehetévé tette az RNS-
100 spektrofotométert alkalmaztunk. Végiil az RNS-eket reverz transzkripcioval
egyszalt DNS-¢ alakitottuk (Maxima First Strand cDNA Szintézis Kit, Thermo Fisher
Scientific Inc.), majd RT-PCR-t végeztiink (Maxima SYBR Green gPCR Master Mix,
Thermo Fisher Scientific Inc.).

A diagnosztika széles korben alkalmazza ezt a modszert a citokinekhez
hasonloan kis mennyiségben atirt transzkriptumok mennyiségi meghatarozasara.A
vizsgalat soran a citokinek altal szabalyozott, vagy citokin jelatviteli utakban szerepet
jatszo gének analizise torténik meg, amely kozvetve informacioval szolgal a citokin
megfeleld CYP enzimek primerét adtuk hozza (CYP1A2, CYP2B1, CYP2B2,
CYP3Al, CYP2C6, CYP2C11, CYP2C13), és ezek segitségével végeztik el a
mennyiségi mérést. Referenciaként a hipoxantin-foszforibozil-transzferaz (HPRT)

géntermékét alkalmaztuk.
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111.2.6. Immunhisztokémia

Utolso eljarasunk soran Klasszikus immunhisztokémiat végeztiink, mellyel a
CYP3AL1 protein lokalizaciojat hataroztuk meg. Ehhez szévettani mintavételre volt
szlikség, mely soran a lekotott és nem lekotott lebenyek azonos anatomiai tertileteit
metszettiik Ki, majd 24 oraig tarto, 4%-os formaldehidban valé fixalasuk utan,
paraffinba agyaztuk Oket. Ezt kovetden 3-5 pum vastag metszeteket készitettiink
mikrotom segitségével, majd a mintak depraffinalason és felszalld alkohol sor
segitségével rehidracion estek at. Egy el6higitott sejt kondicionalo anyag (Ventana
Medical Systems, F. Hoffmann-La Roche AG Konzern) segitségével 30 percen
keresztiil végeztiik az antigén kinyerést.

A standard immunhisztokémiai reakciot, az azonos feltételek (homérséklet,
pH, reagens koncentracio) biztositasa miatt, automata (BenchMark ULTRA, Ventana
Medical Systems, F. Hoffmann-La Roche AG Konzern) segitségével végeztiik, amely
standard diamino-benzidin kromogén szubsztratot tartalmazott. Az antigén-antitest
reakcio létrejottéhez 32 percen at, CYP3AL elleni nyulbol szarmaztatott primer
antitesteket (BML-CR3310-0025; Enzo Life Sciences Inc., Farmingdale, NY)
alkalmaztunk. Mindezt a gyart6 utasitasait betartva, 42°C fokon, 1:1000 higitassal
dolgozva. Majd hematoxilin eozin festést kovetéen a metszetekrdl fotokat

készitettiink, melyeket digitalizaltunk.

111.2.7. Statisztikai feldolgozas

Az adatok feldolgozasa soran a kapott értékeket atlagtol valé + szorassal
tintettiik fel (£ standard eltérés/= SD). A vizsgalt csoportok kozott szignifikans
kilonbségnek a p<0,05 értéket tekintettiik. Adataink a kiértekelés soran normal
eloszlast (parametrikus) mutattak, igy egy és két utas ANOVA tesztet alkalmaztunk,
majd az elemzésnél Bonferroni post hoc probaval végeztiik két adott csoport
variancidjanak 6sszehasonlitasat. Adatainkat a GraphPadPrism 6 (GraphPad Software

Inc., La Jolla, CA) szoftver segitségével kezeltiik, alakitottuk diagramokka.
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V. Eredmények

1VV.1. In vivo funkcionalis teszt

Alvasi  tesztiink soran a drogmetabolizmus atmeneti diszfunkciojat
tapasztaltuk, melyet a 72. 6raban mért alvasi id6 szignifikans (p = 0,0451) emelkedése
tamaszt ala (1. abra). Szemben az elalvasi id6vel (pentobarbital injekciot kovetéen az
oldalra fordulasi refelex elvesztése), mely a kontrollhoz viszonyitva egyik csoportban
sem mutatott kiilonbséget (ezen eredmények nincsenek itt feltiintetve), addig az alvasi

id6 folyamatos emelkedést mutatott az operaciot kovetden.

Alvasi teszt

150 4

*
100
50 ] i [
0
48 72 168 336

Kantroll 24

alvasi 1dé [perc]

PVL utan eltelt 1d6 [ora]

1. abra: Alvasi teszt - Alvasi 1d6 eltérései. Egy utas ANOVA, Bonferroni post-
hoc teszt. Jellések: *: p<0,05 vs. kontroll; oszlopok: eredmények atlaga +S.D.,

n=4.
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IVV.2. Morfolégiai vizsgalat

A morfologiai eredményeket tekintve, PVL-t kdvetéen a lekotstt lebenyben
atrofia, a nem lekotott lebenyben hipertrofia alakult ki. LL salya, mely eredetileg a
teljes majtomeg 76 + 1,83% - a volt, a mitétet kovetden szignifikans (p<0,0001)
csokkenést mutatott és a 336. orara az eredeti érték a teljes maj 15,25 + 7,18% -ara
modosult. Ekozben NLL értékei 23,25 + 1,71% - rol 84,25 + 6,4% - ara nbttek, mely
szintén jelentds szignifikans (p<0,0001) eltérést jelent. [Lasd 2. abra] A teljes
testtomeghez viszonyitott értékek ehhez hasonléan alakultak: LL a teljes testtomeg
3.77+0.27% - arol 0.63+0.33%-ra csokkent , mig NLL 1,17 +0,05% -rol 3,37 +£0,29%
- ra emelkedett. [Lasd 3. abra] Ezek az eredmények megegyeznek az irodalomban leirt
valtozasok megfigyelésével. Fontos tovabba megjegyezni, hogy a lebenycsoportok
kozott a viszonyok szinte felcserélédtek, am a teljes majtomeg az elsé 24 oras

csokkenést kovetden szignifikdnsan nem valtozott. [Lasd 3. abra]

Teljes majtomeghez viszonyitott
lebenytémeg valtozasok
100 -

—8— Nem-lekatdtt —8— Lekatdtt

80 4

60 =

40 =

negenek szazaléka [Ya)

Ggszton

20 1

My

] ]
Kontroll 24 48 72 168 336

PVL utan eltelt 1d8 [ora]

2. abra: Teljes majtémeghez viszonyitott lebenytomeg valtozasok: Atrofia —
hipertrofia komplex. Két utas ANOVA, Bonferroni post-hoc teszt. Jelolések: *: p<0,05
LL aktualis vs. LL kontroll; &: p<0,05 NLL aktualis vs. NLL kontroll; #: p<0,05 LL

aktualis vs. NLL aktualis; e: eredmények atlaga +S.D., n=4.
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3. abra: Teljes testomeghez viszonyitott lebenytomeg valtozasok. Két utas
ANOVA, Bonferroni post-hoc teszt. Jelolések: *: p<0,05 LL aktualis vs. LL
kontroll; &: p<0,05 NLL aktualis vs. NLL kontroll; o: p<0,05 vs. kontroll; #:
p<0,05 LL aktualis vs. NLL aktualis; ®,0: eredmények atlaga £S.D., n=4.
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IV.3. In vitro molekularis diagnosztika

Az enzimaktivitast és transzkripciot tekintve a vizsgalt citokrom
enzimcsaladok kétféle gorbe lefutast mutattak. Az els6 csoportot a CYP3A, 1A és 2B,
a masodik csoportot a CYP2C izotipusai adtak.

1V.3.1. Enzimaktivitas meghatarozasa

Az enzimaktivitas eredményeinek kiértékelése soran elészor az egységnyi
fehérjéhez viszonyitott aktivitast vizsgaltuk, melyet (pmol / mg fehérje*perc)
mértékegységgel adtunk meg. Az elsé csoport tagjai koziil a CYP3A mutatta a
legkarakterisztikusabb valtozasokat , de a CYP1A és 2B csalad tagjainak grafikonjai
is hasonloképp alakultak. A csoport tagjainak eredményeinél egy kezdeti aspecifikus
emelkedést kovetden csokkend tendenciat figyelhettiink meg a 72. oraig mindkét
lebeny esetében. Ekkor a hipertrofizalo lebeny aktivitasa nem tért el szignifikansan a
kezdeti értéktol. Ezt kovetden azonban a két lebenycsoport értékei szétvaltak, és a
lekotottel szemben, mely 48 oran tul is deprimalt maradt, a nem lekotott esetében
nagyfoku kompenzacios emelkedés kovetkezett be (168 oras csuccsal), ami csak a 336.
orara normalizalodott. Igy osszességében elmondhato, hogy a két csoport értékei
kozott szignifikans eltérést csupan a korai fazisban (24 oranal), majd a késobbi
posztoperativ idépontoknal (168-336 ora) talaltunk. [Lasd itt 4-7 abra] Az abrakat
megfigyelve lathato, hogy a fent leirt valtozasok a CYP2B esetében kevésbé voltak
kifejezettek, viszont magat a tendenciat kovették. [Lasd 7. abra]

30



CYP3A aktivitas (1-OH) - egységnyi fehérje
mennyviséghez viszonyitva
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4. abra: CYP3A csalad enzimaktivitasanak (1-OH) valtozasa, egységnyi fehérje
mennyiséghez viszonyitva. Két utas ANOVA, Bonferroni post-hoc teszt. Jelolések: &:
p<0,05 NLL aktualis vs. NLL kontroll; #: p<0,05 LL aktualis vs. NLL aktualis; e:
eredmények atlaga +S.D., n=4.

CYP3A aktivitas (4-OH) - egységnyi fehérje
mennviséghez viszonyitva
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5. abra: CYP3A csalad enzimaktivitasanak (4-OH) valtozasa, egységnyi fehérje
mennyiséghez viszonyitva. Két utas ANOVA, Bonferroni post-hoc teszt. Jelolések: &:
p<0,05 NLL aktualis vs. NLL kontroll; #: p<0,05 LL aktualis vs. NLL aktualis; e:

eredmények atlaga £S.D., n=4.
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CYPIA aktivitas - egységnyi fehérje

mennyisézhez visronvitva

40 -

== [am-lekitott —— Lekatitt
&

E 30 4
g2
=5 204
S @
) &

E 10-

'} ] ] I L] I ]
Kontroll 24 48 72 168 336

PVL utan eltalt 113 [ora]

6. abra: CYP1A csalad enzimaktivitisinak valtozasa, egységnyi fehérje
mennyiséghez viszonyitva.Két utas ANOVA, Bonferroni post-hoc teszt. Jelolések: &:
p<0,05 NLL aktualis vs. NLL kontroll; #: p<0,05 LL aktualis vs. NLL aktualis; e:
eredmények atlaga +S.D., n=4.
CYP2B aktivitas - egységnyvi fehérje
mennviséshez viszonvitva
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7. abra: CYP2B csalad enzimaktivitasanak valtozasa, egységnyi fehérje
mennyiséghez viszonyitva. Két utas ANOVA, Bonferroni post-hoc teszt. Jelolések:
*: p<0,05 LL aktualis vs. LL kontroll; &: p<0,05 NLL aktualis vs. NLL kontroll; #:
p<0,05 LL aktualis vs. NLL aktualis.
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A masik csoportot a CYP2C enzimcsalad izotipusai adtak. A fenti gorbék
lefutasaval ellentétben, a tolbutamid-4-hidroxilacios aktivitasnal deprimacié volt
lathato, mely az atrofizalo lebenynél permanensnek, a hipertrofizalonal atmenetinek
tekinthetd. A kisérlet végére, ez utobbi lebenycsoport értékei visszatértek az
alapszintre, igy a késoi orakban (168-336. 6ra) jelentds szignifikans kiillonbség
keletkezett LL és NLL értékei kozott. [Lasd 8. abra]
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8. abra: CYP2C csalad enzimaktivitasanak valtozasa, egységnyi fehérje
mennyiséghez viszonyitva. Két utas ANOVA, Bonferroni post-hoc teszt. Jelolések: *:
p<0,05 LL aktualis vs. LL kontroll; &: p<0,05 NLL aktualis vs. NLL kontroll; #:
p<0,05 LL aktualis vs. NLL aktualis; e: eredmények atlaga +£S.D., n=4.
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Ahhoz, hogy a teljes CYP funkciot megkapjuk, az egységnyi fehérjéhez
viszonyitott értékeket az LL vagy az NLL stlyaval extrapolaltuk. Az igy kapott
értékek grafikonjai a megfelelé mikroszomalis enzimaktivitasokhoz Vviszonyitva,
nagyon hasonl¢ karakterisztikat mutattak. Am a salyozas a kiilonbségeket még jobban
kiemelte, igy szignifikans eltérést tudtunk leirni még a 336.6ranal is a CYP1A, 2C és
3A esetében, mig a CYP2B-nél szintén nagyobb interlobularis eltérést tapasztaltunk.
[Lasd 9-13. ébra]
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9. abra: CYP3A extrapolalt enzimaktivitasanak (1-OH) valtozasa, teljes lebenyhez
viszonyitva. Két utas ANOVA, Bonferroni post-hoc teszt. Jelolések: *: p<0,05 LL
aktualis vs. LL kontroll; &: p<0,05 NLL aktualis vs. NLL kontroll; #: p<0,05 LL

aktualis vs. NLL aktualis; o: p<0,05 vs. kontroll, e: eredmények atlaga £S.D., n=4.
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CYP3A aktivitas (4-OH) - teljes lebenvhez
viszonyitva
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10. abra: CYP3A extrapolalt enzimaktivitasanak (4-OH) valtozasa, teljes lebenyhez
viszonyitva. Két utas ANOVA, Bonferroni post-hoc teszt. Jelolések: *: p<0,05 LL
aktualis vs. LL kontroll; &: p<0,05 NLL aktualis vs. NLL kontroll; #: p<0,05 LL
aktualis vs. NLL aktualis; o: p<0,05 vs. kontroll.

CYPILA aktivitis - teljes lebenvhez

viszonvitva

aj

600 = B Nem-lekotsit SR Lekstot
o &

g,

H 4004 @

= & O
H

= &
=

=200

w

=,

=

=

E o

= Fantrall 24 48 T2 168 336
bt

PVL utan eltelt 1d& [ora]

11. abra: CYP1A extrapolalt enzimaktivitasanak valtozasa, teljes lebenyhez
viszonyitva. Két utas ANOVA, Bonferroni post-hoc teszt. Jelolések: *: p<0,05 LL
aktualis vs. LL kontroll; &: p<0,05 NLL aktualis vs. NLL kontroll; #: p<0,05 LL
aktualis vs. NLL aktualis; o: p<0,05 vs. kontroll.
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CYP2B aktivitis - teljes lebenvhez

viszonyvitva
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12. abra: CYP2B extrapolalt enzimaktivitasanak valtozasa, teljes lebenyhez
viszonyitva. Két utas ANOVA, Bonferroni post-hoc teszt. Jelolések: &: p<0,05 NLL
aktualis vs. NLL kontroll; #: p<0,05 LL aktualis vs. NLL aktualis; o: p<0,05 vs.

kontroll.

CYP2C aktivitas - teljes lebenvhez
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13. abra: CYP2C extrapolalt enzimaktivitasanak valtozasa, teljes lebenyhez
viszonyitva. Két utas ANOVA, Bonferroni post-hoc teszt. Jelolések: *: p<0,05 LL
aktualis vs. LL kontroll; &: p<0,05 NLL aktualis vs. NLL kontroll; #: p<0,05 LL
aktualis vs. NLL aktualis; o: p<0,05 vs. kontroll.
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IV.3.2. Transzkripcié meghatarozasa

Az ezimaktivitas valtozasainak hatterében az adott fehérjének megfeleld
MRNS szinteket vizsgaltuk. Az ¢ls6 csoport tagjai esetében az mRNS szint valtozasai
igazoltak az enzimaktivitas eltéréseit. igy a lekotott lebeny esetében a transzkripcios
valtozasok a CYP3A1-nél permanens stagnalast, mig a CYP1A és 2B-nél mérsékelt
csokkenést mutatott. Ezzel szemben a nem lekotott lebenyek korai, jelentds expresszio
fokozodas ment végbe, mely a 48.6raban érte el cstcsat és a 72. orara tért vissza a
kiindulasi értékre. Ennek eredményeképp a korai posztoperativ idészakra (24-48.6ra)
szignifikans kiilonbséget tudtunk leirni a vizsgalt lebenycsoportok kozott. [Lasd 14-
17.4bra] Ettol picit eltért a CYP1A2 gorbéje, melynél egészen a vizsgalat végéig
(336.6ra) fennmaradt a szignifikansan jelentds eltérés, ami az LL-ben tértént azonnali
és hatarozott csokkenést mutato, és a vele parhuzamosan NLL-ben fenntartott és a 48.

oraban kiugrast mutaté mRNS szinteknek koszonhetd. [Lasd 15. abra]
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14. abra: CYP3AL1 mRNS szintjeinek valtozasa — PVL utan eltelt id6 fliggvényében.
Két utas ANOVA, Bonferroni post-hoc teszt. Jelolések: &: p<0,05 NLL aktualis vs.
NLL kontroll; #: p<0,05 LL aktualis vs. NLL aktualis; e: eredmények atlaga £S.D.,
n=4.
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CYPIA2 mRINS szintek
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15. abra: CYP1A2 mRNS szintjeinek valtozasa — PVL utan eltelt id6 fiiggvényében.
Két utas ANOVA, Bonferroni post-hoc teszt. Jelolések: *: p<0,05 LL aktualis vs. LL
kontroll; #: p<0,05 LL aktualis vs. NLL aktualis; e: eredmények atlaga +S.D., n=4.

CYP2B1 mRNS szintek
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16. abra: CYP2B1 mRNS szintjeinek valtozasa — PVL utan eltelt id6 fiiggvényében.
Két utas ANOVA, Bonferroni post-hoc teszt. Jelolések: *: p<0,05 LL aktualis vs. LL
kontroll; &: p<0,05 NLL aktualis vs. NLL kontroll; #: p<0,05 LL aktualis vs. NLL
aktualis; e: eredmények atlaga £S.D., n=4.
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CYP2B2 mRNS szintek
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17. abra: CYP2B2 mRNS szintjeinek valtozasa — PVL utan eltelt id6 fiiggvényében.
Két utas ANOVA, Bonferroni post-hoc teszt. Jelolések: &: p<0,05 NLL aktualis vs.
NLL kontroll; #: p<0,05 LL aktualis vs. NLL aktualis; e: eredmények atlaga £S.D.,
n=4.

A fenti abraktol eltéréen, a masodik csoport tagjai, igy a CYP2C6, C11, C13 a
kiértékelés soran masféle gorbe karakterisztikat mutattak. Az aktivitassal
parhuzamosan valtoz6 MRNS szinteknal deprimacié volt lathaté. A lekotott, azaz
atrofizalo lebeny esetében ez a csokkenés szignifikansnak és permanensnek bizonyult,
addig a nem lekotott, azaz hipertrofizald lebenynél csupan atmeneti volt. igy a két
lebenycsoport értékei itt is kiilon valtak, amely a késéi posztoperativ idészakban (168-
336. ora) mindegyiknél, illetve mar a 48. 6raban is a CYP2C6 és C13 - nél szignifikans
kiilonbséget eredményeztek. [Lasd 18-20. abra.] Ezeket az abrakat az els6 csoport
grafikonjaival 6sszevetve, megallapithatjuk, hogy a CYP2C izotipusainal is az NLL-
ben valt dominanssa az mRNS transzkripcios folyamata, hasonléan a az 1A, 2B és 3A

csaladhoz.
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CYP2C6 mENS szintek
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18. abra: CYP2C6 mRNS szintjeinek valtozasa — PVL utan eltelt id6 fiiggvényében.
Két utas ANOVA, Bonferroni post-hoc teszt. Jelolések: *: p<0,05 LL aktualis vs. LL
kontroll; #: p<0,05 LL aktualis vs. NLL aktualis; e: eredmények atlaga +S.D., n=4.
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19. abra: CYP2C11 mRNS szintjeinek valtozasa — PVL utan eltelt id6 fiiggvényében.
Két utas ANOVA, Bonferroni post-hoc teszt. Jelolések: *: p<0,05 LL aktualis vs. LL
kontroll; &: p<0,05 NLL aktualis vs. NLL kontroll; #: p<0,05 LL aktualis vs. NLL

aktualis; e: eredmények atlaga +£S.D., n=4.
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CYP2C13 mRNS szintek

100 4

—g=—  Mem-lekotott —a— [ekotot

80 -

KNS sant

)

Cl3m

T i
FAw

relativ CYP

410

20 4

L] ]
Faontroll 24 48 T2 168 335

PVL utan eltelt idd [ora]

20. abra: CYP2B1 mRNS szintjeinek valtozasa — PVL utan eltelt id6 fiiggvényében.
Két utas ANOVA, Bonferroni post-hoc teszt. Jelolések: *: p<0,05 LL aktualis vs. LL
kontroll; &: p<0,05 NLL aktualis vs. NLL kontroll; #: p<0,05 LL aktualis vs. NLL

aktualis; @: eredmények atlaga +£S.D., n=4.

1VV.4. Immunhisztokémia

Immunhisztokémiai vizsgalatunk elvégzését kovetéen a metszetekrdl fotokat
készitettiink. Az igy kapott reprezentativ képeken a kontroll esetében a CYP3Al
protein fiziologias helyzetnek megfeleléen, pericentralis elhelyezkedést mutatott. A
késébbi terminalasi idépontoknal a nem lekotott lebeny esetében csupan a korai
posztoperativ idészakban (24-72 6ra) megtartott maradt a strukttra, mig a lekotottnél
a pericentralis expresszio csokkent és tartosan alacsony is maradt a 336.06raig. [Lasd

21. abra] Ez a megfigyelés jol korrelalt az enzimaktivitas valtozasaival.
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21. abra: Paraffinba agyazott standard immunhisztokémiai vizsgalat - CYP3Al
protein expresszié. Hematoxilin-eozin festés. Jelzések: a, g: nem ligalt, kontroll
csoport majmintai; b, ¢, d, f: PVL-en atesett allatok lekotott lebenyeibdl szarmazo
mintak; h, i, j, | : PVL-en atesett allatok nem lekotott lebenyeibdl szarmazé mintak;
fehér rad: 200 pm.
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V. Megbeszélés

A kolorektalis karcinbma majmetasztazisainak (CRLM) kezelése korantsem
tartozik a klinikum legevidensebb kérdései kozé. Terapias megoldasként a legjobb
tulélést egyértelmiien a sebészi reszekcié jelenti, am a megfeleld betegallomany
kivalasztasa jelent6s problémat tud okozni a klinikai gyakorlatban. Az onkosebészet
és a modern multimodalis szemlélet megjelenésének koszonhetéen viszont a
lehetéségek tarhdza kiboviilt; igy ma mar érdemes minden esetben adott
megbetegedésre, helyi specifikaciokra épiilé és paciensenként személyre szabott
kezelési protokollt felallitani. A szakirodalmi ajanlasok szerint az optimalis CRLM
terapias stratégiat a kovetkezé folyamatabra szemlélteti. (Az abrat egy 2018-ban

publikalt, Xu F. és munkatarsai altal készitett ajanlas alapjan készitettem.[2])

CRLM
EHMD: EHMD:
nincs vagy reszekabilis rreszekabilis
v N N
LM: LM: nem
reszekabilis rreszekabilis operativ
e N N neim megoldasok
Sem = 3em < Amfaksﬂmr? ?
7 1gen nem \
ablacié hepatectomia konvferflés ——— Sikeres?
terapia

N/ -/

adjuvans terapia | «———— hepatectomia <

22. abra: CRLM kezelési stratégidgja. CRLM: kolorektalis karcinoma

majmetasztazisa; EHMD: extrahepatikus terjedést attét; LM: majmetasztazis

A kolorektalis eredetli hepatikus metasztazisok kezelése soran az elsédleges
kérdéses pont az extrahepatikus majattétek (,,extra-hepatic metastatic disease” -
EHMD) jelenléte vagy hianya. Bar a 90-es években az EHMD egyértelmiien
kontraindikaltta tette az LR elvégzését, mara ez megvaltozott: izolalt tidé

metasztazisoknal, amennyiben a betegnek elegendé majtartaléka (FLR) van egy
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nagyobb miitét kibirasahoz, az operacio elvégezhetd.[84][85] Amennyiben a CRLM-
es paciensek nem-, vagy kicsi, izolalt EHMD-vel rendelkeznek és a majattétjeik
eltavolitasa utan is elegend6 nagysagi FLR marad vissza, akkor egy vagy kétiiléses
hepatektomia elvégzése ajanlott, adjuvans kemoterapiaval Kiegészitve; azonban a 3
cm-nél kisebb LM-ek esetében, metasztazektomia helyett kiilonb6z6 ablativ technikak
is elegend6ek lehetnek, melyek kisebb megterhelésiik miatt elényben részesitendok.
[19] Ha a jelenleg érvényes kritériumoknak megfeleléen a paciens irreszekabilis
jelzésii attétekkel rendelkezik, akkor protokollarisan konverzios eljarasokat sziikséges
alkalmaznunk, melyek segitségével a hepatikus tumor zsugorithato, avagy a
visszamarado funkcionalis teriilet novelhetd. Erre specifikus megoldast jelenthet a
vena portae okkluzios eljarasok (PVL, PVE, ALPPS) alkalmazasa, melyeket a cél FLR
elérését kovetdéen masodik iilésben ugyancsak reszekcio kisér.[18][53][60] PVO
mellett természetesen szamos, nem feltétleniil operativ ,,atalakito” eljaras all a
rendelkezésiinkre, igy egy masik megkozelitésre ad lehetdséget a konverzios
kemoterapia hasznalata. Azokban az esetekben azonban, ahol nem reszekalhato
extrahepatikus terjedéssel kell szamolnunk, vagy az konverziés, volumen
manipulaciés technikak ellenére sem érjiik el a mitéthez sziikséges indikacios
paramétereket, alternativ eszkozoket (radiokemoterapia, arteria hepatica infazio,
transzhepatikus  kemoembolizacio, Vvégsé esetben transzplantacio) érdemes
keresniink.[2][24]

A szamos terapias megoldas kozil jelen kisérletben az indukalt majregeneracio
mechanizmusat kivaltd okklazios eljarasok koziil a porta véna ligatara altal kivaltott
véltozasokat vizsgaltuk. Osszefoglalva a szakmai attekintéshen hosszabban kifejtésre
kertilt eljaras 1ényegét: PVL soran a reszekalando, attétekkel rendelkezd lebenyek
sorvadasat tudjuk kivaltani a tumormentes teriiletek novekedésének javara. Ezzel az
eljarassal az eredetileg inoperabilisnak tekintett betegek is operalhatova valnak, mivel
az elso tilésben végzett lekotés utan 4-6 héttel elérhetjiik a sziikséges cél FLR-t, ezaltal
nagyobb biztonsaggal végezhetjiikk masodik Iépésben a kurativ “kimetszést”. [50]
Biztonsag alatt azt a hosszt tavu talélésre kifejtett jotékony hatast értem, amelyet a
megfeleld funkcioju visszamarado teriilet segitségével a poszthepatektomias
majelégtelenség elkeriilésével érhetink el. A jobb talélés és a pacienskor
kiszélesedése mellett a perioperativ gyogyszerelés pontosabb Kivitelezése is lehetové
valik a megfeleld FLR elérése altal. Ehhez azonban a masodik korben elvégzett miitét

el6tt mar ismerntink kell a reszekciot kovetéen “bent marado” majteriiletek allapotat.
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Preoperativan torténé FLR allapotfelmérése soran nem csak a méret és térfogat
ismerete sziikséges, hanem a funkcionalis kapacitas is. Tekintve, hogy a majnak, mint
szervezeti egységnek szamos feladata van, igy a gyogyszerelés szempontjabol a
drogmetabolizmus koézelebbi vizsgalatat érdemes elvégezni, melyre jelenleg a
Klinikumban nincs kelléen pontos és konnyen kivitelezhetd méréeszkoz. [71] A
folyamatot végzé kulcsenzimek: a citokrom p450 rendszer fehérjéi, melyek
univerzalis stratégianak szamitanak a fajok kozott; igy vizsgalatuk preklinikai szinten
kényelmesen kivitelezhet6 allatmodellek segitségével. [74] A 6 cél azonban a kisérleti
stadiumot meghaladva egy olyan preoperativan alkalmazhat6 diagnosztikus megoldas
kidolgozasa és jovébeni alkalmazasa, mely a maj posztoperacios részfunkcioit képes
elég pontosan megitélni ahhoz, hogy a nem kivanatos szovédményeket, igy a
majelégtelenséget, elégtelen vagy toxikus szintli gyogyszermennyiséget elkeriiljiik.
Ezaltal elésegitve a személyre szabott medicina fejlodését: egy olyan szemléletmod
kialakulasat, mely a paciens kezelése soran nemcsak a rendelkezésre allo multimodalis
eszkozoket hasznalja fel, hanem tisztaban van a beteg pontos aktualis allapotaval, és
ennek ismerete mentén indul el a terapias stratégia kivalasztasa soran.

Kisérletiink soran igazoltuk az irodalomban mar régota ismert, egyes portalis
erek lekotésével bekovetkezé morfologiai valtozasokat patkany majban. A lekotéssel
okkludalt lebenyek sejtjei nekro-apoptizalnak, mely a teriilet atrofiajat vonja maga
utan. Ezzel szemben a kompenzatorikusan megjelend sejtproliferacios folyamatoknak
koszonhetéen a megdrzott portalis keringéssel bird teriiletek hipertréfian mennek
keresztiil.[34] Jelen tanulmanyunk soran, a mitétet kovetéen kiilonb6zo
id6intervallumokban terminalt allatok lebenyeinek szeparalasat kovetden, az eltérd
lebenycsoportok egyrészt szemmel lathato jelentds valtozast mutattak, masrészt a
tomegmérések is igazoltak, immaron szamszeriisitve a sulybeli differenciakat is. Ezt a
szerkezeti atalakulast tobbek kozott munkacsoportunk egy korabbi kisérlete is
igazolta, melynek alapvet6 célja ugyancsak a metabolikus folyamatok vizsgalatara
iranyult, am adatokkal szolgalt a funkcio és térfogatvaltozasok egymashoz vald
viszonyardl is, melyrél azonban a késobbiekben ejtek szot. Annyit eldljaroban
azonban fontos megemliteni, hogy Filop és munkatarsai ezen tanulmanyban a
majszovet Mméretvaltozasat magnesesrezonanciat felhasznalo képalkoto eljaras
segitségével is azonositotta.[86] Azonban a posztoperativan bekovetkezd
szovodmények kialakulasat 1ényegében nem a méretbeli kiilonbségek fogjak okozni,

hanem a maj munkavégzésében bekovetkez6 disszonanciak. Tekintve, hogy ez mind
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a poszthepatektomias majelégtelenség incidenciajat, mind a reszekcioig eltelt koztes
id6t, igy a tumor progresszidjanak lehetdségét is karosan befolyasolja, valtozasanak
pontos kovetése és detektalasa egyaltalan nem elhanyagolhato ismeret a klinikum
szempontjabol. Igy annak megitélése, hogy a két paraméter egymashoz valo viszonya
korrelal-e, a kisérleti stadiumok egy kovetkezé célkitiizéseként ujabb Iépcséfokot
jelentett a folyamat hatterének teljesség igényével torténd felderitésére és leirasara.
Generalizalt, globalis szinten elemezve a maj funkcionalitasat, a szakirodalomban
fellelheté adatok, meglep6 modon nem mutatnak egységességet. 2015-ben
munkacsoportunk indocianin zold festék (ICG) és epeuti drainage segitségével
vizsgalta a globalis és lebenyekre vonatkoztatott majmikodést. Tekintve, hogy ICG-t
a hepatocyta-k szelektiven veszik fel és metabolizmus nélkiil szekretaljak az epébe,
igy szérumban megjelend szintjiik mennyisége és a detektalasig eltelt id6 paraméterei
alapjan azonosithatova valnak a szerv teljesitménybeli kapacitasai. Ez alapjan a
kutatocsoportunk azt talalta, hogy PVL-t kdvetéen két napig a globalis funkcioban
visszaesés jelentkezik, majd a nem ligalt lebenyek volumen expanziojat meghalado
funkcionovekmény végiil globalis szintre is Kiterjed, azaz a munkabiras beel6zi a
szemmel lathatoé alaki eltéréseket. [87] Ezzel azonban szoges ellentétben allnak
Takemura és munkatarsai altal preklinikai szinten végzett vizsgalat eredményei, mely
soran patkanymodellben Kivitelezett PVL-t kovetéen midazolamos altatas soran az
alvasidé megnytlasat majd normalizalodasat tapasztaltak. Megallapitasuk szerint mig
amorfologiai valtozasok kiegyensulyozodnak a 168. orara, addig a funkcié lemaradva,
csak a masodik hét végére éri el kozel a globalis kiindulasi értéket. [88] Utobbi
tanulmany eredményei nagyon hasonloan alakultak jelenlegi kisérletiink
tapasztalataihoz.  Alvasi tesztiink soran, melyet velik ellentétben mi
intraperitonealisan beadott pentobarbitallal végeztiink, ugyancsak a globalis
drogmetabolizmus csokkenését irtuk le, hiszen az oldalra fordulasi reflex kiesése és
megjelenése kozti idé6 nalunk is szignifikans megnyalast mutatott. Azonban ennek
értékei még a 336. orara sem teljesen tértek vissza eredeti szintjiikre. Osszességében
tehat annyi biztosan elmondhato, hogy PVL olyan folyamatsorozatot indit be a maj
egységében, mely atmenetileg felboritja azt, és kollektiven ratekintve a funkcionalis
teherbirasara, arra egyértelmtien destruktiv hatassal bir. Az, hogy ez a morfologiai
valtozasokat milyen iramban képes kovetni vagy megelézni, sajnos maig sem

tisztazott, igy a valasz egységesitése tovabbi vizsgalatokat igényel.
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A m4j a szervezet szempontjabol szamtalan részfunkcioval bir: atalakito,
szintetizalo és raktarozo tulajdonsagokkal rendelkezik, melyek segitségével mind az
intermedier anyagcsere, mind a biotranszformacié szamara kiemelt jelentdségii
helyszinként funkcional. [71] Természetesen korantsem mindegy, hogy egy
hepatektomiat kovetéen miként valtozik a glikogén tarolasi kapacitas, vagy az
epetermelés iiteme, azonban a perioperativ iddszakban mégis talan a legkiemeltebb
jelentdségti a farmakologiai eredetii terapids szerek atalakitasaban, azaz a
drogmetabolizmus folyamataban beallt kilonbségek ismerete, melyek kiemelt
szerepliket a megfelel6 gyogyszerelés kialakitasaval nyerik el. Ez pedig hozzajarul a
helyes kezelési protokoll kialakitasahoz és a prognosztikai faktorok kedvezé iranyba
torténé befolyasolasahoz. A folyamat kulcsenzimjei, a citokrom p450 rendszer
fehérjéi evoltcios szinten univerzalis stratégianak szamitanak; igy példanak okaért az
emberhez hasonléan a majom, a kutya, a macska, a patkany vagy akar a diszno
esetében is a testidegen anyagok lebomlasa tobb, altaluk katalizalt és vezényelt kémiai
reakcio révén jon létre. Aktivitasukat szamtalan kiils6 és belsé tényezé befolyasolja,
igy érthetévé wvalik, hogy egy olyan kiilvilagbol szarmazo, intenziv behatas,
amilyennek egy miitét tekinthetd, mely a lokalis roncsolo hatasok mellett a szervezet
egészének integritasat is megbontja, miért borithatja fel, novelheti meg vagy
csokkentheti alap miikodéstiket. [73][74] Természetesen maga a daganatos
megbetegedés is indukalja transzkripcioés szinti valtozasaikat, melyek 6sszességében
elegenddnek bizonyulhatnak a terapia soran a drogok nem megfelel6 eliminacidjahoz,
ezaltal az intoxikacios szintek eléréséhez és a terapia sikertelenségéhez. Jelenlegi
kisérletiink soran a gyogyszermetabolizmusért szinte kizarolagosan felelés CYP 1, 2
€s 3 csalad néhany tagjat vizsgaltuk, melyek az interspecies homogenitasuk alapjan,
vagy patkanyban, illetve emberben ismert magasfokt metabolizalé jelentdségiik miatt
keriiltek kivalasztasra. Szelekcionk f6 okait 6sszefoglalva: a CYP1A2 nagyfoku
patkany-ember kozti homologiajuk miatt, a CYP2B1 és B2 az aneszteziologia soran
hasznalt barbiturat szubsztratjaik miatt, a patkanymodellben legfontosabbnak szamito
CYP2C izoenzimjeit, illetve a CYP3Al-et emeltiik Kki; utobbit a humanban
legnagyobb biologiai jelentdségi CYP3A4-el valo, némi indukcios kiilonbséggel tett
megfelelhetésége miatt. Ezek az enzimek tehat korlatozottan bar, de lehetdséget
biztositanak arra, hogy kisérletes koriilmények kozott modellezziik a PVL hatasara
bekovetkezé fehérjefunkcio és ennek  hatterében allo transzkripciés szinti

szabalyozas valtozasait.[73][74][75]

a7



Miel6tt azonban az enzimaktivitasokat taglalo, altalunk leirt eredményeket és
a szakirodalom altal szolgaltatott, mar korabban is ismeretes tényeket attekintenénk,
érdemes megemliteni azt a nagyon is Iényeges aspektust, mely a részlegesség mellett
a regionalitast is a funkcionalitas klinikailag relevans jellemz6jeként emliti. Ez annyit
jelent, hogy a tumoros majteriiletek eltavolitasa utan értelemszeriien a ,,nem lekotott”
lebenyrészek maradnak a paciensben; igy a gyogyszerelés szempontjabol, technikailag
nem az a fontos kérdés, hogy milyen a maj drogmetabolizmusa a miitétet kovetben,
ennél joval pontosabb megfogalmazas a bennmaradé parenchyma-nak a drog-
eliminalé funkcionalitasat firtato diagnosztikus cél kittizése. Mivel posztoperativan
NLL fogja ellatni a maj 6sszes feladatat, igy annak elkiilonitése, hogy a homogenitas
milyen aranyban, milyen modon tolodik el a lekotott és nem lekotott tertiletek kozott,
legalabb annyira értékes informacio, mint drogmetabolizmusban beallt valtozasok
pontos iddbeli ismerete.[34] Jelenleg a klinikumban ICG clearence mellett, mely
inkabb globalis diagnosztikara alkalmas, a 99m Tc-mebrofenin hepatobiliaris
szcintigrafia (,,hepatobiliary scintigraphy” - HBS) alkalmazasa jelent megoldast a
regionalis funkcionalis viszonyok mérésére. Ez az eljaras vizualis és kvantitativ
informaciot is szolgaltat a maj lokalisan szelektiv felvétellel és kivalasztassal
kapcsolatos miikodésér6l. Ennek az a tény az alapja, hogy a mebrofenin és ICG
hepatikus felvétele a szerves anionokéhoz képest hasonloan zajlik, a mebrofenint az
OATP1B1 (,,organic-anion-transporting polypeptid 1B1”) veszi fel, mig az
indocianin-zold festéket az NTCP (,,Na*-taurocholate cotransporting polypeptid™)
nevil transzporter végzi.[89] HBS hatékonysagat de Graaf és munkatarsai igazoltak
egy altaluk készitett osszehasonlitd elemzés soran, melyben a **™Technécium-
galaktozil human szérum albumin (,,**™Technetium-galactosyl human serum albumin”
- 9MTc-GSA) szcintigrafia, ®MTechnécium-mebrofenin hepatobiliaris szcintigrafia
(HBS), az indocianin zold (ICG) clearance-teszt és a galakt6z eliminacios kapacitas
(,,galactose  elimination capacity” - GEC) hasznalhatoésagat vizsgaltak
patkanymodellben, a mutétet kdvetd maj regeneralodas soran. Azonban a HBS
kivételével a tobbi eljaras nem szolgaltatott kelléen pontos informaciokat, tekintve,
hogy a GEC értékeit a majfunkciotol eltérd tényezok is befolyasoljak, a GSA pedig
hajlamos alabecsiilni a regeneralodas mértékét a térfogati valtozasokhoz képest. [90]

Kisérletiinkben, annak érdekében, hogy a majregeneracio soran fellépd
valtozasok mindkét, a klinikumot tekintve kiemelt jelent6ségli tényezdjével (a

regionalis viszonyokkal és egy adott részfunkcioval) kapcsolatban eredményeket
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tudjunk felmutatni, a terminalt allatok majszegmenseinek enzimatikus ¢€s
transzkripcios szintli vizsgalatat végeztiik el. Osszefoglalva a citokrom enzimek
vizsgalatara iranyuld modszereink eredményeit a kovetkezoket talaltuk: PVL
elvégzését kovetden, mivel a maj szerkezeti egysége felborult, a drogmetabolizmusért
felel6s enzimek jelenlétében, aktivitasaban és atirasaban is jelentds valtozasok alltak
be. Immunhisztokémiai vizsgalatunk soran a fiziologiasan pericentralis
elhelyezkedésti proteinek expresszioja a lekotott lebenyekben lathato modon
csokkentek, mely a festés soran vizualisan is kdvethet6 volt, és a jelenség az alvasi id6
soran tapasztalt globalis drogmetabolizmus deficitjével egybe csengett. A mar
korabban atirt és az okkluzioig megfeleléen funkcionald enzimek aktivitasaban és az
ezzel parhuzamosan, a megnovekvd igénynek megfeleléen az ujabb fehérjék
atirasanak indukcidjaban, ugyancsak valtozas allt be mely eredmények esetében a
CYP1A, 2B és 3A alcsalad izotipusai elkiiloniiltek a CYP2C fehérjéitdl. Az
enzimaktivitast tekintve az elsé csoportban egy aspecifikus novekedést kovetéen
deklinaci6, majd csupan a nem lekotott lebenyekben talkompenzacidé volt
megfigyelhetd. Ezért a korai 6rakban beindult transzkripcios fokozodas volt feleldssé
tehetd, mely a hipertrofikus lebenyekben a 48. 6raban érte el cstcsértékét ésa 72. orara
normalizalodott. A masik csoportban, melybe a “C” betlivel jelzett alcsalad
izoenzimjei tartoztak, mind az aktivitasban, mind a transzkripcios folyamatokban
csokkenés allt be, mely ugyancsak az intakt teriiletek esetében, a kisérlet végére
rendezddott.

Elsédleges tapasztalatként érdemes ezt a kiilonbséget gorcsé ala venni, hisz a
két csoport kozti differencia szemmel lathatoan feltiing az ,,eredmények” fejezetben
prezentalt gorbék esetében. Am érdemes azt is megfigyelniink, hogy a csokkenések-
novekedések tendenciaja mindkét fehérjecsoport esetében hasonlé maradt: azaz a
szuppresszio az atrofian atesé lebenyeknél tartosnak, a hipertrofianal atmenetinek
bizonyult, igy az eltérést csak az els6 csoport kezdeti kiugro értékei adtak. Ez a kiugras
feltehetden a sebészi beavatkozas kovetkeztében létrejovo stressznek tulajdonithato,
mely feltevést alatamasztja az a megallapitas, hogy nem sokkal a miitétet kdvetden,
mind NLL, mind LL esetében egyforman jelentkezé fokozodasrol van szo, mely
jelenség korabban mar Starkel munkassaga soran is megfigyelheté volt.[91] Ez
azonban felveti a kérdést, vajon a citokrom 2C6, 2C11 és 2C13-as enzimekre miért

crer

komplexitasa allhat, mely eltéré enzimek esetében eltéré dependenciat mutat. Mivel a
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CYP2C szamtalan izotipussal, és kiilonféle szubsztrat-sepcificitassal és szexualis
dimorfizussal rendelkezik, igy az egyik legosszetettebb csaladnak tekinthetd. Atirasuk
pedig kifejezetten nem és hormonfiiggo, igy elképzelhetd, hogy a ligatarat kdvetéen
az atmenetileg csokkent funkcionalitassal bird maj nem képes az 6sztrogént lebontani,
ami igy felhalmozodva rovid ideig bar, de akadalyozza a himekben a tesztoszteron-
fiiggo fehérje képzodés megindulasat. A hormonalis statusztol fiiggetlen citokromok
esetében értelemszeriien nincs ilyesfajta elmaradas. [75]

Az aktivitas és transzkripcio valtozasainak Kkronoloégiai sorrendje és a
lebenycsoportok kozti egyensulyi viszonyok eltolodasa egy sokrétt kérdéskor, melyet
hasznos a jelenleg ismeretes szakirodalmi bizonyitékok fényében szemrevételezni.
Starkel és munkatarsai 2000-ben végzett kisérletiik soran 70%-0s PVL-t hajtottak
végre patkanymodelleken, majd HPLC segitségével a CYP3A és 2E1 enzimek
aktivitasanak ¢és veliik parhuzamosan IHC segitségével az indukalhat6 nitrogén-oxid
szintaz (,,inducible nitric oxide synthase” — iINOS) expresszidjanak valtozasait
figyelték meg. Eredményeiket tekintve azt talaltak, hogy a beavatkozast koveto elsé
2-5 oraban a citokromok metabolikus atmenetileg és egyidejiileg lecsokkent, mig
INOS megjelenése fokozott indukciot mutatott. Mivel a vizsgalt paraméterekben nem
volt kiilonbség a két lebenycsoport kozott, ezért a mitéti stressznek és az ennek
kovetkeztében kialakulé gyulladasos folyamatnak tulajdonitottak a valtozast. Ez
annyit jelent, hogy az esetiinkben is tapasztalt aktivitasban jelentkez6 deprimacio,
mely mindkét CYP csoportunkban a korai orakban jelentkezett (CYP 1A, 2B és 3A-
nal az aspecifikus novekedést kovetden), feltehetben a szerv mechanikus sértése
kovetkeztében kialakulo komplex metabolikus valtozasokat indukald gyulladas
kovetkeztében alakult ki, koszonhetéen az IL-6 citokin lokalis, ugrasszerii
megjelenésének.[91] Takemura és tarsai, hozzank hasonléan, allatmodellben
vizsgaltak a PVL-t kovetd eltéré gyogyszer metabolizmust. In vitro és in vivo
modszerek (tobbek kozott midazolam-os altatas, hepatocita mikroszoma kinyerés és
Western blot) segitségével, kiillonb6zé CYP izoformak, mint példaul a CYP2C11 ¢és
CYP3A2, intracellularis szintjét és aktivitasat hataroztadk meg. Bar naluk nem
jelentkezett a kezdeti aspecifikus novekedés, de eredményeiket tekintve hozzank
hasonlo valtozasokat detektaltak: a morfologiai valtozasok a 7. napra, a funkcionalis
eltérések a 14. napra rendezodtek, a korai funkcio csokkenés okanak pedig

egyértelmiien a nitrogén-monoxid jelenlétét irtak le. [88]
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Mivel az aktivitast az operativ megterhelés, a kovetkezményes gyulladas és az
indukalt nitrogén-monoxid a Kkorai id6szakban gatolja, igy beindulnak a
hemodinamikai ¢és metabolikus viszonyok valtozasanak induktiv hatasara a
helyreallitast célz6 komplex sejtproliferacios és génszintli atirasi folyamatok. Bar a
fehérjék mRNS transzkripcioja szinte azonnal megindul, mégis id6é kell hozza, hogy
hatasuk érzékelhet6 legyen. Az aktivitas csokkenése és a transzkripcio novekedése
kozti id6 eltolodas a humoralis tedrianak megfeleléen annak koszénhetd, hogy PVO
eljarasok kovetkeztében IL-6, TNF-a. és NO halmozodik fel, melyek a képz6dé
citokromokat poszttranszlaciésan modositjak, ezzel atmenetileg gatolva és lassitva
mikodoképességiik kialakulasat. [46][47]Ha megprobaljuk idérendben lemodellezni
a folyamat sorrendiségét, a kisérletiink soran kapott eredményeket figyelembe véve a
kovetkez6 becsléseket irhatjuk le: egyes lebenyteriiletek keringésbdl valo
Kirekesztését kovetoen, mig az els6 24-48 oraban LL-ben nekrozis alakul ki, addig
kompenzatorikus modon NLL-ben fokozodik a hepatocitak mitotikus aktivitasa és
sejtproliferacio indul meg; a morfologia mellett a funkcio helyreallitasat célzo fehérje
képzodési folyamatok is beindulnak, melyek kifejezett transzkripcios fokozodasukat a
masodik-harmadik napon érik el. A fehérjék mRNS-r6l1 torténd atirasa és az ezt kovetd
transzlacios, poszttranszlacios munkalatok nagyjabol két nap alatt eredményeznek uj
enzimeket, melyek a PVO-t koveté atmeneti funkciozavar miatt csak kortilbeliil egy
hét alatt képesek a toliik elvart fokozott aktivitasi szinten miikodni. [87][88]

fgy osszességében elmondhato, hogy ligatirat kovetden komplex
hemodinamikai, metabolikus ¢és molekularis, génszintli valtozasok indulnak be,
melyek a beavatkozas eredményeképp ,,megbolygatott” szerv térfogat-, ¢és
miikodésbeli helyreallitasat célozzak meg. Altalunk tapasztalt eredmények az
irodalomban mar ismert tényeket igazoltak, ¢s 11j ismeretekkel bovitették az indukalt
majregeneracios eljarasok hatasait firtato kollektiv szakmai attekintést. A dolgozatom
rovid szinopszisaként: a colorectalis carcinoma maj metasztazisainak kurativ sebészi
megoldasaként végzett kétlépcsds majreszekceio elsoé tilésében porta vena ligatarat
lehet végrehajtani, mely a tumormentes teriileteken sejtproliferacid6 megindulasat
eredményezi, ezaltal az atrofizalo kontralateralis teriiletekkel szemben, hipertrofikus
novekményt hoz létre. A beavatkozas a morfologiai atalakulasok mellett globalis
funkciozavarral is jar, mely az intakt teriiletekben megindulé kompenzatorikus
folyamatoknak  koszonhetéen  végiill normalizalodik. A drogmetabolizmus

szempontjabol a citokrom enzimek mukodésének alakulasa mérvado: a generalizalt
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funkciovesztés miatt NLL-ben transzkripcios fokozodas indul be, mely a lekotott
lebenyekben tartosan csokkent aktivitast igyekszik ellenstlyozni. igy a deprimalt
enzimaktivitas a nem lekotott teriileteken csupan atmenetinek tekinthetd. Ezek a
folyamatok indukalt moédon lehetévé teszik az ép majteriiletek megfelelé méretiivé és
mikodésivé tételét, igy potencialisan elérhetévé valik az attétek masodik tilésben
torténo reszekcioja.

A folyamat ismerete klinikai szempontbol nagy jelent6ségti lehet, hisz
amennyiben a két operacio kozott pontosan meg tudjuk becsiilni FLR
gyogyszermetabolizald képességét, konnyen elkeriilhetjiik az enzimek elégtelen vagy
tulzott eliminald képességébdl eredd perioperativ farmakologiai kezelés félresiklasat;
ezaltal javithatjuk a paciens prognozisat és eldsegithetjik a személyre szabott
kezelését. Kiemelend6 azonban, hogy vizsgalatunk allatkisérleteken alapul, igy direkt
klinikai konzekvencia nem vonhato le beldle. Annak érdekében, hogy a HBS, MegX
¢és CYPteszt helyett egy joval pontosabb (mind idében, mind térben), hatékonyabb és
célozottabb (kifejezetten drogmetabolizmust célzo) diagnosztikai eljarast dolgozzunk

Ki, tovabbi preklinikai és klinikai szintii vizsgalatok sziikségesek.
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V1. Kovetkeztetések

Kisérletiink végsé Osszegzéseként ¢és jelen dolgozat zarasaként a kovetkezo

konzekvenciakat vonhatjuk le:

1. Egyes lebenycsoportokhoz futé vena portae agak ligatirajat kovetden, a maj
szerkezetileg atalakul; igy létrehozva a munkacsoport eddigi vizsgalatainak,
¢s a szakirodalomban régota ismert valtozasoknak megfeleld atrofia-

hipertrofia komplexet. Mindekodzben teljes tomege Iényegében nem valtozik.

2. A morfologiai valtozasok mellett a maj funkcioja - vizsgalatunkban kiemelten
a drogmetabolizalo képessége - atmenetileg globalisan csokken és

inhomogénné valik a hipertrofian atesett lebenyek javara.

3. A funkcionalis egyensuly eltolodasanak hatterében a lekotott lebenyekben
tapasztalhato, a gyogyszer lebontas szempontjabol jelentds citokrom enzimek
tartos diszfunkciojat kompenzalva, a nem lekotott lebenyekben beindulo
adaptiv transzkripcios vélasz all. Igy a kezdeti iddszakban, a nem okkludalt
részeken megfigyelhetd csokkent fehérje aktivitasi szintek - a lokalis
gyulladasbol eredéen és neo-formalasukhoz sziikséges intermedier idének

koszonhetden, csupan ideiglenesek.

4. Am a citokrom enzimek Kkozott aktivitasban és expresszioban eltérések
jelentkezhetnek, tekintve, hogy egy viszonylag széles szubsztrat-specificitasu,
szamtalan taggal rendelkez6 szupercsaladrol van szo, mely transzkripcidjanak

regulacioja enzimenként eltérd, izotipus fiiggé dependencia-profilt mutat.

5. A regeneracio soran ujonnan képzodd enzimek jelenléte természetesen
strukturalisan is kimutathat6 €s kdvethetd, mely Gjabb szinten bizonyitja a
PVL-t kovetd6 mikro-, és makroszkoposan jelentkez6 morfologiai és

funkcionalis valtozasok validitasat.
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VI1. Osszefoglalas

Bevezetés: Nagykiterjedésti majtumorok kurativ kezelésének széles korben
alkalmazott modszere a tumoros teriiletekhez futd vena portae agak lekotése (PVL),
mely a lekotott portalis bearamlasu lebenyek (LL) atrofiajat és a nem-lekotott lebenyek
(NLL) hipertrofiajat valtja ki. A morfologiai valtozasokon til a funkcionalis eltérések
Klinikai relevancidja meghatarozO a posztoperativ majelégtelenség elkeriilése
becslésében. A majfunkcid kdzponti aspektusaként a drogmetabolizmus és citokrom
p450 (CYP) kulcsenzimeinek kapacitas-valtozasai PVL soran jelentds

gyogyszerszovédményekhez (intoxikacio, elégtelen gyogyszerhatas) vezethetnek.

Célkitiizés: A maj drogmetabolizmus és CYP enzimek homeosztazisanak tobbszinti

vizsgalata PVL-indukalta majregeneraci6 patkany modellében.

Anyagok és modszerek: Him Wistar patkanyokon (210-230 g, n=24) a mjj
parenchyma ~80%-at érintd PVL-t végeztiink, majd 24/48/72/168/336 orat kovetden
és preoperativan (kontroll) (n=4-4 db) pentobarbital alvasi tesztet, ezt kovetéen széveti
mintavételt végeztiink. Meghatarozasra keriilt LL és NLL tomegvaltozasainak
mértéke, illetve homogenizatumaikbol a CYP1A,-2B,-2C, ¢és -3A enzimek aktivitasa
¢€s a vonatkozé izoenzimek mRNS expresszioi HPLC és PCR segitségével. Végiil
paraffinba agyazott klasszikus immunhisztokémiai (IHC) eljarassal vizsgaltuk LL és
NLL CYP3AL protein expressziojat.

Eredmények: PVL hatasara LL atrofiaja és NLL hipertrofiaja jott [étre. Az alvasi teszt
a drogmetabolizmus atmeneti, globalis diszfunkcigjat mutatta. A CYP1A, -2B, -3A
enzimek aktivitasai kezdeti aspecifikus novekedést, csokkend tendenciat, majd csupan
az NLL esetében nagyfoku tulkompenzaciot (168. ora) €s helyreallast (336. orara)
mutattak. Tovabba az LL permanens mRNS expresszioé csokkenése mellett az NLL
korai, jelent6s expresszio fokozodasa volt lathato. Ekozben a CYP2C enzimek
aktivitasa és expresszioja hirtelen, jelentésen csokkent, mely az LL-ben allandosult,
mig az NLL esetén a 336. orara normalizalodott. A CYP3AL1l IHC LL és NLL

szignifikans kiilonbségét észlelte a korai (24-72h) idészakban.
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Kovetkeztetés: A PVL-t kovetéen az atrofia-hipertrofia komplex mellett a ma;j
drogmetabolizmusa atmenetileg globalisan  csokken.  Hatterében az LL
enzimaktivitasanak és transzkripciojanak tartos romlasa all, mig NLL izotipus fiiggé
aktivitas csokkenése és normalizalodasa egy adaptiv transzkripcionalis regulacio

kovetkezménye.
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VIII. Summary

Introduction:

For extensive hepatic malignancies, portal vein ligation (PVL) is a widely used
curative therapeutic option leading to the hypertrophy of non- ligated (NLL) and the
atrophy of ligated (LL) lobes. Besides morphological changes, functional evaluation
carries specific clinical relevance for the prevention of liver failure and cytochrome
p450 enzyme (CYP) dysfunction-induced perioperative drug-related complications.
Our aim was the analysis of liver drug metabolism and CYP homeostasis after PVL in

rat.

Methods:

PVL affecting 80% liver parenchyma was carried out on male Wistar rats (210-230 g,
n=20) with the exception of controls (n=4). Pentobarbital (30 mg/kg) sleeping test was
performed preoperatively (controls) and 24h/48h/72h/168h/336h after PVL. The LL
and NLL were weighed; CYP1A, -2B, -2C and CYP3A enzymes activities and mRNA
expressions were determined by HPLC and RT-PCR from microsomal preparations.
CYP3A1 protein expression was analysed with formalin-fixed paraffin-embedded

immunochemistry.

Results:

After PVL, LL atrophy and NLL hypertrophy developed. The sleeping test found
transitionally dysfunction of global metabolism. The activity of CYP1A, -3A, -2B
families showed initial aspesific increasement, downward tendency followed by an
overcompensation (168h) and normalisation (336h) only in NLL. NLL mRNA
expression was suddenly increased, whereas permanently decreased in LL. CYP2C
activities and expressions were bilaterally rapidly decreased whereas only temporarily
in NLL. Immunochemistry showed significantly different CYP3AL1 protein expression
of LL and NLL.

Conclusions:
PVL induced liver regeneration and temporary depression in global drug metabolism.
Beyond a permanent deterioration of LL function, the NLL displayed an adaptive,

isotype-dependent transcriptional activation.
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Fiiggelék

Plagium - Nyilatkozat

/Nyilatkozat szakdolgozat készitésére vonatkozo szabalyok betartasarol/

Alulirott Nagy Petronella (Neptunkod: AXZ5NN) jelen nyilatkozat alairasaval
kijelentem, hogy a “Drogmetabolizmus vizsgalata vena portae ligatarat kdvetéen”
cimii szakdolgozat/diplomamunka (a tovabbiakban: dolgozat) 6nalld6 munkam, a
dolgozat készitése soran betartottam a szerz6i jogrol szolo 1999. évi LXXVI. tv.
rendelkezéseit, valamint az Egyetem altal el6irt, a dolgozat készitésére vonatkozo

szabalyokat.

Jelen nyilatkozat alairasaval tudomasul veszem, hogy amennyiben
bizonyithato, hogy a dolgozatot nem magam készitettem vagy a dolgozattal
kapcsolatban szerz6i jogsértés ténye mertil fel, a Semmelweis Egyetem megtagadja a

dolgozat befogadasat.
Tudomassal birok arrél is, hogy a szerzéi jog megsértése miatt az arra
jogosultak velem szemben felléphetnek, s az egyéb jogkovetkezményekkel — igy

polgari jogi, szabalysértési jogi, illetve biintet6jogi kovetkezményekkel — jarhat.

Budapest, 2019.02.06.

hallgato alairasa
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Koszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt szeretnék koszonetet mondani mentoromnak, Dr. Szijarto
Attilanak, a Semmelweis Egyetem I.szamt Sebészeti Klinika igazgatohelyettesének.
Par évvel ezel6tt - utkeresésem egyik allomasaként - nagy lelkesedéssel kerestem fel,
reménykedve abban, hogy tanulhatok téle egy keveset a sebészetrdl. Am végiil ennél
joval tobbet tett értem: lehet6séget teremtett arra, hogy a Kisérleti Miit6 tagjava
valhassak - ahol nemcsak a tudomanyos kutatasok alapjait sajatithattam el, de egy
olyan kozosség részese lehettem, amely mindig példaértékii elhivatottsaggal viseltetett
az orvoslas irant. Bizom benne, ez a fajta “szép” szakmai hozzaallas elkisér majd a
palyam soran!

Ugyancsak az elsék kozt szeretném megemliteni masik témavezetomet, Dr.
Filop Andrast, aki hatalmas segitséget nyqgjtott diplomamunkam elkészitéséhez.
Koszonom neki mindazt az elnézo tiirelmet és pontos, egyértelmii utmutatast, mellyel
az elmult félév soran “megfogta a kezem” és segitett legyézni a folyamatosan
jelenlévé mumusom: a halogatast.

Koszonet illeti természetesen Prof. Dr. Harsanyi Laszlot, a Semmelweis
Egyetem IL.szamu Sebészeti Klinika igazgatojat és Prof. Dr. Kupcsulik Pétert, a
Kisérleti Miit6 létrehozojat, akik megteremtették a kisérlet Kivitelezéséhez sziikséges
biztos targyi feltételeket. Tovabba szeretnék koszonetet mondani kollaboracios
partnereinknek is: a Magyar Tudomanyos Akadémia TTK munkacsoportjanak, illetve
a Semmelweis Egyetem Il.szamu Patologiai Intézet tagjainak a kozremiikodést.

Nagy-nagy halaval tartozom Dr. Kovacs Tibornak, a Kisérleti Miit6 korabbi
PhD hallgatojanak. O volt az, aki a diakkori tevékenységem kezdetétél protezsalt és
vezetett engem; megtanitotta a finom manualitas technikait, felkészitett a
konferenciakra és segitett eligazodni a hivatalos formalitasok vilagaban. Mindezt
szakszer(i hozzaértéssel és joszandékkal tette. Sokat tanultam Téle!

A Kisérleti Miit6 harom éven at volt a mindennapi életem része. Sok régi és
Uj tag segitett ez id6 alatt, akik nem csak kollégaim, de sok esetben barataim is voltak.
Szeretném koziiliik kiemelni Lévay Klarat és Dr. Bencsics Matét, akikkel mindig
¢élvezetes volt késo estig kisérletezni, prezentaciot szerkeszteni, eléadas széveget irni
vagy akar allathazat takaritani. Ezek az emlékek biztosan felejthetetlenek maradnak!

A sor vége felé, de annal nagyobb jelentéséggel szeretném megemliteni Dr.

Illés Kristofot. Maradandd emlék marad a szdmomra az elsd talalkozasom a

66



kutatocsoporttal, ahol nagy zavarban, kissé dadogva probaltam bemutatkozni a
csapatnak. Am érdektelenség helyett egyetlen személy mégis merev figyelemmel
kisérte a kinlodasomat, ami paradox modon atsegitett a szorongason. O volt az az
illet6. Készonom neki, hogy azota is rendithetetleniil hitt bennem mindig, amikor én
magam nem; és megfogta a kezem szamtalan nehéz szituacioban, amikor igazan
tamogatasra Vvolt sziikkségem. Tette mindezt nyers Oszinteséggel, szeretetteljes
megértéssel, csendes jelenléttel. Megtisztelt engem a baratsagaval.

A szakmai berkeken tal, legnagyobb halaval mégis sziileimnek tartozom:
édesanyamnak Lanszky Melindanak és neveldapamnak Szabé Ferencnek. Ok azok az
emberek a vilagban, akik mindig mellettem allnak; akik soha nem sziing szeretettel ¢s
teljes bizalommal fordulnak felém; akik a legrosszabb pillanataimban is Kitartéan
tamogatnak, segitenek engem lelkileg és anyagilag egyarant. O altaluk tanultam meg,
hogy a munkahoz alazattal, az élethez becsiilettel, az emberekhez figyelemmel

érdemes odafordulni. Nekik koszonhetéen sosem félek az Almaimat kovetni.
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