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1. Bevezetés

Részben fontos nutritiv funkcioi, részben pedig magas Ossejt és osteoprogenitor sejt tartalma
folytan a periosteum jelent6s hatassal bir a csontregeneracios folyamatokra. A periostealis
mikrokeringés helyreallitasa tehat nélkiilézhetetlen feltétele a csontos gyodgyulasi
folyamatoknak ortopédiai és traumatoldgiai mitéteket, valamint a fogaszati beavatkozasokat
kovetden. A sejtes szintii differencialodas elinditasa révén a periosteumnak (az endosteumhoz
hasonldan) fontos szerepe van a csontregeneracioban és csont Gjjaépiilésben (remodelling)
mind a hormon-fiiggé, mind pedig a trauma altal kKivaltott osteoporosis eseteiben is. Az axialis
csontrendszer csontjai (mint példaul az allkapocscsontok) és a végtagok hosszi csdves csontjali
kozott ugyanakkor kiilonbségek fedezhetok fel nemcsak a vérellatas vagy a csontgyogyulas
jellemz6it illetden, hanem az osteoporosis kialakulasa és a kiilonb6zé kezelésekre (pl.
biszfoszfonatok) adott valaszok vonatkozasaban is. Ezen reakciok a periosteum mikrokeringési
funkcioival is 6sszefiiggésben allhatnak. A periosteum mikrokeringési vizsgalatainak azonban
jelentés metodikai limitaciéi vannak. Ezért a Tézis elsé részében a csonthartyat érintd
mikrokeringési vizsgalatok legfontosabb aktualis eredményeit foglaltuk ossze, 0sszegezve a
jelenleg rendelkezésre all6 moddszertani lehetdségeket és modelleket a kiilonb6zé anatémiai
lokaliz&ci6ju csontok periostealis reakcioi vonatkozéséban.

A mindennapi ortopédiai/traumatoldgiai gyakorlatban a végtag atmeneti vértelenségét
rendszerint érleszoritas (pl. tourniquet) révén érjik el, ami azonban iatrogén ischaemias
reperfizidos (IR) karosodast okozhat. Az IR altal kivaltott biokémiai és mikrokeringési
véltozasok a periostealis mikrokeringésre is hatdssal vannak és szisztaimas gyulladdsos
valaszreakciokat is kivalthatnak (tobbek ko6zott a keringésben levé polymorphonuklearis
leukocitak (PMN) aktivacidja révén). A szovetek ischaemias toleranciaja azonban novelhetd
ischaemias prekondicionalassal (IPC), mely soran a rovid, atmeneti ischaemias periodusokat
rovid reperfuzids fazisok kovetnek. A végtag IPC kiilondsen jelentds terapids eldnnyel jarhat
id6s betegeknél, hiszen az senilis osteoporosis kovetkeztében az idésekben megnd a
csonttorések rizikdja, igy a tourniquet-ischeaemia gyakorisaga is. Az osteoporosis/osteopenia
allatkisérletes modellezésére rendszerint kétoldali ovariectomiat (OVX) alkalmaznak. Korabbi
vizsgalatok igazoltdk a hosszutavl dsztrogén (E2) potlas kedvezd hatasat a PMN reakciora és
a TNF-alfa felszabadulasra, azaz az E2 (a mar jol ismert osteoporotikussal egyiitt jard
toréskockazat csokkent6 hatasain tul) védelmet nytjthat az IR gyulladasos kovetkezményeivel

szemben is.



Biszfoszfonatok (BIS) széles korben hasznélatosak osteoporosis €s csontattétes daganatok
eseteiben az osteoclast aktivitast és a csontlebontast gatlo, valamint az osteoporosis altal
kivaltott csontdenzitds csokkenést mérsékld hatdsuk miatt. A BIS kezelés azonban eltérd
hatasokat valt ki a tibia és a mandibula torést kovet6 korai gyogyulasi folyamat soran, amely
hatasok a kés6i callus képzédés és csontremodellacio, illetve koros angiogenesis formajaban
jelennek meg. Ezen tulmenden csontnecrosis is eléfordulhat kiilondsen nitrogén tartalma BIS
vegyliletek esetében, példaul a zoledronsav (ZOL) adasat kovetden. Erre legjellemzdbb példa
az allcsont osteonecrosis. Korabban a kutatocsapatunk mar Kimutatta, hogy a BIS gyulladasos
reakciot valt ki a mandibula periosteumaban fogeltavolitast kovetden, mikozben a tibidlis régio

mikrokeringése érintetlen marad.

2. A kutatas fo célkitiizései

Jelen kutatdsunk f6 célja a helyi (periostealis) mikrokeringési és a szisztémas gyulladasos

valtozasokat vizsgalata és befolyasolasa volt atmeneti als6 végtagi ischaemia soran. Az alabbi

magas Klinikai relevanciaju, az iddsebb, osteoporosisban szenvedd betegeket érintd
problémakat vizsgaltuk:

e Korabban mar kimutattdk az IPC védé hatasait a végtagi ischaemia-indukalta IR karos
kovetkezményeivel szemben. Jelen kisérleteinkben azt megvizsgaltuk, hogy az IPC-nek
érvényesiilnek-e gyulladascsokkentd hatasai kronikus Osztrogén hidny esetén végtag IR
soran és hogy az 6sztrogénpodtlas miként modositja a periostealis mikrokeringési reakciokat.
Ezért az IPC kovetkezményeit a helyi periostealis illetve a szisztémas gyulladasos reakciokra
kronikus 0sztrogénhianyban illetve 6sztrogénpotlas mellett vizsgaltuk hatsé végtag IR soran
egy ragesalo modellben.

e A BIS kezelés klinikai indikacidja széles skalan mozog, igy tobbek kdzott osteoporosisban
is hasznalatos, ugyanakkor a terapia sulyos szovodményekkel jar bizonyos csontokban
(példaul osteonecrosist okoz az allcsontokban). A kovetkez6 célunk tehat annak vizsgalata
volt, hogy a kronikus BIS kezelés miként befolyasolja a végtag ischaemia kdvetkezményeit
(a lokalis periostealis mikrokeringési reakciokat a tibiaban és a szisztémas gyulladasos
jelenségeket) egy klinikailag relevans osteoporosis modellben, kronikus zoledronsav kezelés

mellett.



3. Anyagok és modszerek

Két allatkisérletes tanulmanyt végeztiink. Az elsé tanulmanyban az OVX révén kivaltott
Osztrogén hidny és a kronikus 0sztrogén potlas hatasait vizsgaltuk IPC hatékonysagara egy
tourniquet ischaemia modellben. A masodik tanulmanyban a kronikus BIS kezelés tibialis
periosteum microkeringésre kifejtett hatasait vizsgaltuk végtag ischaemiaban egy révidebb
OVX perioduson atesett patkanyokban. Mindkét vizsgalat soran 12 hetes (180g - 200g sulyu)
ndstény patkanyokat hasznaltunk, melyeket véletlenszerlien osztottunk ovariectomizalt, illetve
almitott csoportokba. Az standard bilateralis OV X miitétet anesztéziaban (ketamin 25 mg/kg

¢és xylazin 75 mg/kg kombinacidja) végeztiik.

3.1. Kisérleti sorozatok

|. Tanulmany

Az els6 tanulmanyban kronikus 0sztrogén kezelést inditottunk az OV X-en atesett allatok egy
részénél 8 héttel OVX utan 17béta-estradiol formajaban (E2, Sigma, St. Louis, MO, USA, 5
nap/hét, subcutan 20 pg/kg alkalmazasaval), mely folytatodott tovabbi 5 héten at (a kisérleti
protokoll végéig). A tovabbi OV X-nek Kitett, illetve az almitott allatok az E2 hordozdanyagat
kaptak (kukorica olaj 100%-os etanolban oldva).

Az in vivo vizsgalatok két nagy sorozatban torténtek 13 héttel az OVX-et és almiitétet kdvetden
(a 25. héten) az allatoknak az alabbi 5 csoport valamelyikébe tortént besorolasat kvetéen. A
hordozoanyaggal kezelt allatokban 60 perces teljes alsé végtagi ischaemianak vetettiik ala a
proximalis femur korkoros leszoritasa, valamint a femoralis artériara felhelyezett miniclipp
segitségével, melyet 180 perces reperfizids iddszak kovetett 9 aloperalt allatban (Sham+IR
csoport) és 11 OVX allatnal (OVX+IR csoport). Két masik hordozdanyaggal kezelt csoportban
2 ciklus, 10 perces ischaemia/10 perc reperfuziot tartalmazo IPC-t indukaltunk, (Sham+IPC+IR
csoport, n=9; OVX+IPC+IR csoport, n=9). Ez az IPC protokoll korabban hatékonynak
bizonyult a helyi mikrokeringési és a szisztémas gyulladasos szovédmények mérséklése
szempontjabol him patkanyokban. Az Osszes E2-vel kezelt allatban a végtag IR-t IPC-vel
kombinaltuk (OVX+E2+IPC+IR csoport, n=6) és a vizsgalatok 18-24 éraval az utolsd E2
injekciot kovetden kezdddtek. Ebben a sorozatban a periostealis mikrokeringést intravitalis
videomikroszkopiaval (IVM) vizsgaltuk a kiindulasi periodusban, majd 60 percenként a 180
perces reperfizios periodus alatt.

Az els6 tanulmany masodik sorozataban a fentivel megegyez6 protokollt alkalmaztunk, de a
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keringé PMN-ek adhézios molekula expresszidjat vizsgaltuk (lasd fenti csoportok, n=6-9).
Azért volt sziikséges két kiilon sorozatban végezni a kisérleteket, hogy az IVM soran hasznalt
fluoreszcens festékek és a flow citometria, valamint a luminometria soran hasznalt
jelzéstechnika kozotti atfedéseket kikiiszoboljik. Ebben a vizsgalati széridban a vizsgalt
kezdetekor, majd a reperfuzios fazis minden 60. percében végeztiink vérvételt. A protokoll
végén periosteum mintakat vettiink RNS- és DNS-mentes koriilmények kozott a periostealis

Osztrogén receptor (ER) kifejez6dés vizsgalata céljabol, majd a mintakat —80°C-on taroltuk.

1. Tanulmany

A masodik tanulmany soran kronikus ZOL kezelést inditottunk 16 allatban (OVX+BIS csoport)
5 héttel OVX-t kovetden (vagyis 17 hetes korban), és 14 aloperalt allatban, melyek utobbiak
kontroll csoportként szolgaltak (Sham+BIS csoport). A ZOL kezelést (80 pg/kg Zometa®,
Novartis Europharm, Budapest, Hungary) hetente egy alkalommal végeztiink a farokvénaba
tortént oltas révén, enyhe éteres boditasban. A tobbi OVX és aloperalt allat fiziologias séoldatot
kapott (OVX+hordozdanyag és Sham+hordozdanyag csoportok, n=16). Ezt heti rendszerességii
oltasok kovették 4 héten at. A kisérleti protokoll végén (a 21. héten) az Gsszes allatot 60 perces
komplett alsé végtagi ischaemidnak vetettiik ala, melyet 180 perces reperfizidos periddus
kovetett. A vizsgalatokat két kisérleti sorozatban végeztiik. Az elsé szériaban a periostealis
microkeringést IVM segitségével vizsgaltuk a vizsgalat kezdetekor, illetve 60 percenként a 180
perces reperfuzios idészak soran (n=7-9 csoportonként). A masodik sorozatban vérminta
vételek torténtek az a. carotis-bol a kisérlet kezdetekor, valamint 60 percenként a reperfizios

crcr

molekula expresszidjanak valtozasait vizsgaltuk (n=7-7).

3.2. Mikrokeringési mérések

Intravitalis mikroszkopia (IVM)

Mikroszkop: Zeiss Axiotech Vario 100HD, 100W HBO higanygéz lampa, Acroplan 20 x
vizimmerzioés objektiv, Carl Zeiss GmbH, Jena, Németorszag, Kamera: Teli CS8320Bi
(Toshiba Teli Corporation, Osaka, Japan)

Jeloléstechnika: fluoreszcein-izotiocianattal jelzett eritrocitak (0,2 ml iv), rhodamin 6G-vel
jelolt PMN-ek (0,2%, 0,1 ml iv) (Sigma, St. Louis, MO, USA))

Kiértékelés: off-line az IVM szoftver (Pictron Kft., Budapest, Magyarorszag)

Paraméterek: Kitapadd leukocitak (sticking): kitapadt PMN-ek szama / mm? endothel-sejt

feliilet. Rolling leukocitak: a gordiilést mutatot PMN-ek szdma / mm érkertilet
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3.3. A szisztémas gyulladasos reakciok kimutatasa

PMN-ek CD11b expresszidjanak vizsgalata

Jelolés: fluoreszcein-izotiocianattal-konjugalt egér anti-patkany monoklonalis antitest (OX-42
klon, AbD Serotec, Kidlington, UK)

Flow citometria: CyFlow ML (Partec GmbH, Miinster, Németorszag)

A plazma TNF-alfa szint meghatdrozdsa
ELISA: Quantikine Ultraszenzitiv ELISA-kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)

A vér szabad gyok termeld képességének meghatarozasa
Zymozan altal kivaltott teljes vér kemilumineszcencia novekedés révén (FB12 egycsdves
luminométer (Berthold Detection Systems GmbH, Bad Wildbad, Németorszag), a mérések a

periférias vér leukocitaszamara voltak normalizalva.

A plazma E2 szintjének meghatdarozdsa
Az endogén E2 szinteket az Elecsys Estradiol III kit és a Roche Cobas e 601 immunoldgiai

analizatorral (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszag) hataroztuk meg.

A periostealis dsztrogén receptor-alfa (ER-alfa) és béta (ER-béta) mRNS expressziok
meghatdrozdsa

RNS tisztitas: NucleoSpin® RNS XS kit (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren,
Németorszag) a gyarto altal megadott protokoll szerint.

Real-Time PCR: 10 nl-es reakciokozegben 100 ng RNS mennyiségekb6l PCR segitségével
(Verso 1-1épcsés RT-qPCR Mix, ROX készlet; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Az amplifikaciés koriilmények: 50°C-on 15 perc, 95°C-on 15 perc, 40 ciklus 95°C-on 15
masodperc és 58°C-on 15 masodperc. Az RNS-szinteket AACT-modszerrel hataroztuk meg, és
18S mMRNS-re normalizaltuk. A kisérletekhez hasznalt primerek és probak tervezéséhez az

Universal Probe Library rendszert (Roche, Basel, Svéjc) hasznaltuk.

3.4. Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai analizisét a SigmaStat statisztikai szoftverrel (Jandel Corporation, San
Rafael, CA, USA) végeztiik. Az adatok eloszlasanak megfelelden az alabbi vizsgalatokat
alkalmaztuk: 1) kétszempontos RM ANOVA teszt, majd a Holm-Sidak teszt (1. vizsgalat), 2)
Kruskal — Wallis teszt, majd a Dunnett teszt (1. tanulmany, PCR-adatok); 3) kétszempontos
RM ANOVA-t hasznaltak, majd a Holm-Sidak és a Dunn tesztek (2. tanulmany).



4. Eredmények

|. Tanulmany
4.1. Az E2 hatdsa az IPC dltal kivaltott periostealis mikrokeringési reakciokra

A tibialis periosteum postkapillaris venulaiban a rolling értékek hasonlé mértékben emelkedtek
a végtagi IR-t kovetéen a Sham+IR és OVX+IR allatokban a kiindulasi értékekhez képest
valamennyi vizsgalati idépontban. IPC utan mérsékelt csokkenés volt lathatd a rolling
értékekben a nem ovariectomizalt patkanyokban (Sham+IPC+IR csoport) a késéi reperfuzios
idészakban (120 és 180 perc), de az OVX-nek alavetett patkanyokban (OVX+IPC+IR csoport)
ez a csokkenés nem kovetkezett be. A reperfuzid 60. és 120. percében a legalacsonyabb rolling
értékek a kronikusan E2-vel kezelt allatoknal (OVX+E2+IPC+IR csoport) voltak lathatoak, de
ezek a kiilonbségek nem voltak szignifikansak. A leukocita kitapadas (sticking) a rollingnal
megfigyelthez hasonlo valtozasokat mutatott. Ezekben a paraméterekben az IPC véd6 hatasa
az OV X-nek alavetett allatoknal (az OVX+IPC+IR csoportban) nem volt megfigyelhetd, am
némi mérséklo hatasa az E2-nek észlelhet6 volt (az OVX+E2+IPC+IR csoportban).

4.2. Az E2 hatadsa az IPC altal kivaltott szisztémads gyulladasos reakciokra

A PMN-ek felszinén a CD11b adhézids molekula megndvekedett expresszioja volt lathato a
reperfuzio 120. és 180. percében. Késébb nem volt észlelhetd 1ényeges kiilonbség a Sham+IR
¢s az OVX+IR csoportok értékei kozott, azonban kismértékl csokkenés volt megfigyelhetd az
IPC-t kovetéen az aloperalt allatoknal (Sham+IPC+IR). Ez a mérséklédés nem volt lathato
OVX-t kovetéen (OVX+IPC+IR csoportban). A kronikus E2 kezelés azonban hatékonyan
mérsékelte az IR altal kivaltott CD11b expresszi6 fokozodast (OVX+IPC+IR+E2).

A teljes vér szabadgyok eredetli kemilumineszcencidja a legkorabban (a reperfuzid 60.
percében) az IPC-vel kezelt csoportokban jelentkezett mind aloperalt (Sham+IPC+IR csoport),
mind pedig az OVX allatok esetében (OVX+IPC+IR csoport), de ez az emelkedés mérsékelt
volt az E2-vel kezelt OVX+IPC+IR allatoknal. A szabadgyok képzddés tekintetében nem volt
tovabbi eltérés a kiilonbozo kisérleti csoportok kozott. Az IR az Osszes vizsgalati csoportban
szignifikans TNF-alfa plazma szint emelkedést okozott, az adatok nagymértéki szorodasa
miatt azonban nem volt statisztikailag szignifikans kiilonbség kimutathato a kisérleti csoportok
kozott. A legkisebb mértékii emelkedés az E2-vel kezelt allatoknal volt megfigyelhetd.

Az alkalmazott protokoll nem keriilt szinkronizalasra az allatok hormonalis ciklusanak
valtozasaival és hiivelyvaladék vizsgalat sem késziilt. A szérum E2 koncentracid 9,57 és 15,87
pg/ml értékek kozott mozgott az almutott allatok esetén, mig ezek az értékek szignifikansan

alacsonyabbak voltak OVX allatoknal (p<0,001), ahol alig érték el detekcios limitet (5> pg/ml).
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Habar az OVX allatok egy része kronikus E2 kezelésben részesiilt, ezek E2 szintjei (atlag 20,06
pg/ml, p<0,05) alig voltak magasabbak az almiitétt OV X csoportban mért értékeknél.

4.3. Az osztrogén potlas hatasa OVX dltal kivaltott ER expresszio valtozdasokra

Azonos szintli ER-béta transzkripcidé volt detektalhatd periosteumban az almitétt és OVX
allatoknal, a legmagasabb transzkripcios szint pedig kronikus E2 potlas esetén volt €szlelhetd.
Az ER-alfa mRNS szint azonban a detekcios szint alatt maradt periosteumban. A kisérlet soran
kizartunk minden esetleges modszertani hibalehetdséget az ER-alfa detektalasaval
kapcsolatban azaltal, hogy egyidejlileg vizsgaltuk egyezen allatok uterusait mindkét receptor

vonatkozasaban.

4.4. A Kronikus BIS kezelés hatdsa a végtag R dltal kivaltott mikrokeringési viltozdasokra

A kronikus ZOL kezelés nem okozott eltérést a periostealis mikrokeringés PMN-endothel-sejt
interakciokban a kiindulasi értékekben. Habar az IR szignifikans novekedést okozott mind a
PMN rolling, mind pedig a PMN adhézié tekintetében az egész reperfuzio alatt, ezek a
valtozasok megegyezé mértékiiek voltak almutott és az OV X patkanyokban is. A BIS kezelés
atmeneti novekedést okozott a PMN rollingban az OVX+IR allatokban és egy korabbi
fokozodast az adhézidban a Sham+IR ¢s OVX+IR allatokban 60 perces reperfizios idépontban,
de nem volt tovabbi hatassal a PMN-endothel-sejt interakciora a reperfizio késébbi

szakaszaban.

4.5. A kronikus BIS kezelés hatdsa a végtag IR dltal kivaltott szisztémds gyulladdsos
reakciokra

A kiindulasi értékhez viszonyitva a TNF-alfa felszabadulas jelent6s novekedést mutatott a
vizsgalt reperfiizidés idOszak alatt, nem volt azonban kiilonbség megfigyelhetd a kiilonbozd
csoportok kozott. A kezdeti értékekhez képest a CD11b adhéziés molekula expresszioja
hasonlé mértéki, szignifikdns emelkedést mutatott a hordozoanyaggal kezelt aloperalt és az
OVX patkanyok reperfuzioja soran, ez az emelkedést azonban alacsonyabb mértékii volt a

kronikus BIS kezelést kovetOen.

5. Megbeszélés

5.1. A kronikus osztrogénpotlas hatasa az IPC hatékonysagara a helyi (periostealis)
mikrokeringési reakciok tekintetében
A kutatécsoportunk kordbban is végzett klinikailag relevans, hosszii tava vizsgalatokat

osteoporotikus patkanyok felhasznalasaval, ahol a tourniquet-ischaemia periostealis
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mikrokeringési kovetkezményeit vizsgalta. Kimutattuk, hogy az OVX nem noveli az IR-
indukalta periostealis mikrokeringés zavar kockazatat, de a kronikus 6sztrogénpotlas csokkenti
a helyi gyulladasos szovédményeket. A jelen protokoll szerint rovidebb ideji OVX-t
hasznaltunk, mely nem okoz osteopaeniat, de elegendé ahhoz, hogy krénikus 6sztrogén hianyt
idézzen ¢el6 patkanyokban. Elmondhat6, hogy az IPC a periosteumban elsésorban az IR altal
kivaltott PMN-endothel-sejt interakciok masodik szakaszat (sticking) befolyasolja him és
nénemi allatokban egyarant, melyet az IPC-nek az leukocita adhézioért felelds molekuldkra
kifejtett kedvezO hatasa magyarazhat. Ez a védelem elmarad OV X-nek alavetett allatokban a
PMN rolling és adhézi6 vonatkozasaban egyarant. Ez arra utalhat, hogy Osztrogénhianyos
allapotban az IPC periostealis védo hatasa limitalt; ennek a megfigyelésnek potencialis klinikai
implikacioi lehetnek. Hasonloképpen a keringd PMN aktivacio markerének, a CDI11b
expresszionak mértéke is alacsonyabb volt IPC-nek alavetett allatoknal, mely szintén elmaradt
OVX mellett. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy néstény allatokban/nékben az endogén
Osztrogén jelenléte elengedhetetlen feltétele az IPC kedvezd gyulladasellenes hatasai
megvalosulasanak a periosteumban. Ezt a hipotézist timasztja ala az a megfigyelés is, mely
szerint az E2 potlas visszaallitia OVX+IPC+IR allatokban a kiesett védé hatast. Hasonldan a
jelenlegi eredményeinkhez, az IPC pozitiv hatasai eltiintek az E2-vel kezelt OVX patkanyokban
IR-t kdvetden a szivnél is. Ezt megel6zden az E2 potlas mikrokeringési elényeit IR-t kovetden,
IPC nélkiil vizsgaltuk. A tourniquet-ischaemia postischaemias periostealis mikrokeringési
kovetkezményei visszafordithatok voltak E2 potlas mellett, ezen kiviil az E2 mikrokeringésre
kifejtett kedvezd hatasat szamos egyéb IR modellben is kimutattak. Mivel az E2 protektiv
hatasai IPC mellett és an¢lkiil is egyarant jelen vannak, nehéz megkiilonboztetni az E2 6nalld
elonyds hatédsait az [PC-re gyakorolt hatasatol. Ezért feltételezhetjiik, hogy a jelen modellben
E2-nél latott védds hatasok fiiggetlenek az IPC-re gyakorolt hatasoktol.

Jelen vizsgalatunkban els6ként mutattuk ki az IPC-nek a mikrokeringési vonatkozast csokkent
hatékonysagat OV X mellett, azonban mas paramétereknél is hasonlot észleltek egyéb szervek
postischaemias szoveti karosodasa tekintetében (pl. szivelégtelenségben). Az E2 potlassal
kapcsolatos kovetkeztetések azonban tovabbra sem mondhatok egyértelmiinek. Patkanyokon
végzett vizsgalatokban az OVX-mellett az IPC-hez kothetd kardialis védd hatasok szintén
visszaallithatdak voltak E2 adasaval. Az eredmények azonban némileg ellentmondasosak,
hiszen az IPC védo hatasa nyulaknal kimutathato volt OV X mellett is. Emellett az E2-nek nem
volt protektiv hatasa mas tanulmanyokban, ahol az IPC-t OV X-el kombinaltak. A hosszu- és
rovidtava osztrogénkezelés szintén eltérd hatasokat eredményezhet és nem lehet kizarni szerv-
és fajspecifikus kiilonbségeket sem. Elmondhato tehat, hogy az endogén €s exogén Osztrogén

8



hatasokban megfigyelheté kiilonbségek magyarazata (a kiilonb6z6 kisérleti modellekben)
tovabbi vizsgalatokat tehet szlikségessé.

Bizonyos fentebb felvetett kiilonbségek hatterében az adott szovet Osztrogén receptorainak
szambeli vagy funkciobeli eltérése, vagy az E2-nek és OVX-nek az Osztrogén receptor
expressziora gyakorolt hatasa allhat. Ismert, hogy az E2 transzkripcios faktorként is miikodik,
mivel az E2 az ER-alfa vagy ER-béta receptorhoz torténd kotédése jol ismert folyamatokat
modosithat azaltal, hogy a kiilonbdz6 gének expressziojat befolyasolja (pl. nitrogénmonoxid
szintetaz). Emellett az E2-nek membran receptorokhoz (plazma vagy mitokondrialis) valo
kotédése nem-genomialis hatasokat is okoz, beleértve a sériilés/stressz altal kivaltott apoptosist
¢és citokrom ¢ felszabadulast a miokardialis mitochondriumbol. Vizsgalatainkban az ER-béta
periosteumban torténd expresszidja nem valtozott OVX hatasara, a kronikus E2 kezelés
hatasara azonban emelkedést mutatott (mikdzben az ER-alfa expresszio a detekcios kiiszob alatt
maradt). Masok szerint az ER-béta receptornak az E2 altal kivaltott fokozott mitokondrialis
expresszidja és az anti-apoptotikus hatasa osszefiiggésben van az E2-nek a trauma-vérzés soran
észlelhetd védo hatasaval. Ezen tilmenden az E2 kardioprotektiv hatasat az ER-béta receptorral
Osszefiiggd, bizonyos gén-transzkripciods valtozasokhoz kotétte egy masik tanulmany. Minden
valoszinliség szerint az ER-béta részt vesz az Osztrogén-fiiggd nitrogénmonoxid szintetaz
aktivitas szabalyozasaban, illetve masok mar igazoltak az ER-alfa hasonl6 hatasat is. Traumas-
vérzéses shockot kovetéen OVX patkanyokban a PMN-hez kothetd gyulladasos folyamatok
fokozodtak, amit az E2 illetve az ER-béta agonistak adasa kivédett. Az ER-béta receptornak az
endotheliumhoz kothet6 hatasa csokkentette az IR-indukalta reaktiv oxigén gyokok képzodését,
novelte a nitrogénmonoxid képzddést és helyreallitotta a mitokondrialis funkciot a szomszédos
szivizomsejtekben. Vizsgalatunkban a gyulladasos folyamatok egy része (a PMN-ek CD11b
expresszidja €és a vérben 1évd szabadgyokok mennyisége) kronikus E2 adassal mérsékelhetd
volt és az ER-béta up-regulacio lehetséges szerepét ezekben a reakciokban szintén nem lehet
kizarni. Meg kell jegyezniink azonban, hogy az 0sztrogéneknek kozvetlen szabadgyok fogd
hatasuk is van a fenolos A-gyiiriijiikh6z kapcsoloddan, valamint a glutathion-dependens és a
NADPH aktivitast kozvetlen modulaloé hatasuk révén is. Az E2 antioxidans hatasai szintén
szisztémas hatasokat illeti, az E2-nek ER-alfahoz kothetd hatasai szerepet jatszhatnak az IPC
mechanizmusaban (példaul ahogy a szivnél kimutattak), de ezek a lehetséges vonatkozasok,
csakugy mint a szelektiv dsztrogénmodulatorok altal kivalthatd hatasok is, a jelen tanulmany
vizsgalati célkitiizésein kiviil esnek. Amint azt Murphy és Steenbergen feltételezte, az E2
rovidebb tavu hatdsait az ER-alfa okozhatja, mig a hosszabb tavu hatasai elsésorban az ER-béta
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altal kozvetitddnek. Ezen kiviil az E2-nek ER-t61 fiiggetlen hatasait sem lehet kizarni. Meg kell
jegyezni, hogy az E2 receptorok periostealis expresszidja még nem ismert emberben, habar a
kortikdlis ¢és a trabekularis csontszovetekben mindkét ER-fehérje kimutathato
(immunhisztokémiai uton) a csontfejlédés soran. Eddig csak az ER-béta mRNS expressziot
vizsgaltak patkanyok tibialis periosteumaban, a jelen tanulmanyban viszont csak az ER-alfa
mRNS expressziot tudtunk kimutatni a periosteumban. Ez arra utalhat, hogy az ER-alfa mRNS
expresszid nem mutathatd ki a periosteumban. A jelenlegi eredmények (az ER-alfa mRNS
expresszio periostealis hianya) emberre térténé vonatkoztatisa tovabbi vizsgalatokat tenne

sziikségessé.

5.2. A kronikus 0sztrogénpoétlas hatasa az IPC hatékonysagara a szisztémas gyulladasos
reakciok tekintetében

Az els6é vizsgalatban a szisztémas gyulladasos paraméterek szintén Karakterisztikus
valtozasokat mutattak: a keringé PMN-ek CD11b expresszidjanak IR altal kivaltott fokozddasa
szintén csokkent IPC hatasara az almiitott allatokban, de OVX esetén ez a mérséklodés nem
volt megfigyelhetd. Ezt a jelenséget azonban helyreallitotta az E2 kezelés. Masok kisérleteiben
a PMN eredetii CD11b expressziot az E2 hasonloképpen csokkentette in vitro és trauma-
vérzéses shockban in vivo is mas adhézios molekulak, példaul az E-selectin tekintetében. Nincs
azonban tudomasunk olyan vizsgalatrol, ahol az IPC hatékonysagat nézték volna OVX
allatoknal az adhézios molekuldk expresszioja szempontjabol. Jelen tanulmanyban a teljes vér
szabad gyok mennyisége szintén szignifikdnsan nétt az 6sszes csoportban. Az Sham+IR és az
OVX+IR csoportoknal a helyi (periostealis) és a szisztémas gyulladasos reakciokban egy
kismértéki idobeli eltolodas volt megfigyelhetd, hiszen IVM segitségével kimutathato PMN
rolling és adhézio-fokozodas 60 perccel a reperfuziot kovetéen jelentkezett (ami egyidejii
endothelialis és leukocita aktivaciot feltételez), ugyanakkor a szuperoxid szint késébb mutatott
emelkedést (a 120. percet kovetden). Ezen jelenség hattere nem ismert jelenleg, de mivel a
periférialis leukocitakban a CD11b expresszio-novekedés a reperfuzid késébbi szakaszaiban
jelen volt (a 120. percet kovetéen), feltételezheté mas elemek (példaul aktivalt makrofagok)
hozzijarulasa a megndvekedett szuperoxid-termeléshez. Erdekes, hogy az IPC-nek nem
sikeriilt csokkenést okoznia a teljes vér szabadgyok mennyiségében, sét korabbi novekedést
valtott ki az aloperalt és OXV csoportokban egyarant. Meg kell azonban jegyezni, hogy ez az
emelkedés nem volt jelen az E2-vel kezelt csoportban. A szabadgyokoknek ugyanakkor ismert
szerepe van az IPC pathomechanizmusaban: a szabadgyokok emelkedett szintje mutathato ki

IPC hatasara és a szuperoxid gyokfogok blokkoljak az IPC szovetvédd hatasat. Mashol mar
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kimutattak, hogy az ER-béta részt vesz a PMN aktivacio mérséklésében €s az E2 szabadgyok
csokkentd hatésa is ismert. Erdekes, hogy az IPC nem befolyasolta az egyik kozponti gyulladas-
szabalyz6 agens, a TNF-alfa szintjét. Meglep6 modon az OVX utan emberekben megfigyelt
TNF-alfa szint emelkedés a jelen vizsgalatban nem volt igazolhato (azaz a kezdeti TNF-alfa
értekek nem kiilonboztek egymastol OVX utdn), s6t kissé alacsonyabb értékeket talaltunk
mindegyik OVX allatban (120 perc reperfizid utdn). Ezek az eltérések a fajok kozotti
kiilonbségeknek vagy az OVX utan észlelt immunoldgiai valaszok kovetkezményeinek
tudhatok be (melyek a jelen vizsgalat latokorén kiviil esnek). Szamos vizsgalatban (OVX-vel
vagy anélkiil) kimutattak, hogy him allatokban is csokken az E2 hatasara a TNF-alfa
felszabadulas. Ebben a tekintetben a reperfuzio vagy az IPC+IR altal kivaltott valtozasokat
masok még nem hasonlitottak 6ssze hasonld OVX vizsgalatokban. A jelen kisérletben a
legalacsonyabb postischaemids TNF-alfa értékeket az E2 alkalmazédsa utdn talaltuk (bar a
relativ magas adatszorodas miatt nem mutathattunk ki statisztikailag szignifikans kiilonbséget).
A jelen kisérletekben a csokkent CD11 expresszid és szuperoxid termelédés egy mérsékelt
szisztémds gyulladasos reakcid6 megnyilvanulasaként értékelhet6 az E2 hatasanak

koszonhetden.

Az els6 tanulmany kovetkeztetései

Vizsgalatunkban kimutattuk, hogy a végtag IPC eldnyos mikrokeringési hatasai kiesnek OV X
hatasara patkanyokban. Ez a megfigyelés arra utalhat, hogy postmenopausalis n6knél ortopéd-
traumatologia beavatkozasok soran alkalmazott végtag IPC hatékonysaga korlatozott lehet a
tourniquet-ischaemia gyulladasos szovodményeinek mérséklése céljabol. Ezt a kovetkeztetést
erdsitik meg az eredményeink, melyek Szerint az E2 poétlas visszaallitja a fenti hatasokat.
Korabbi és jelenlegi patkdnyokon végzett vizsgalataink eredményei szerint az E2 kezelés védo
hatasai fiiggetlenek lehetnek az IPC-re gyakorolt hatasatol és az E2 kezelés periostealis ER-
béta expresszidra kifejtett hatasaival lehetnek Osszefliggésben. Ennek a megallapitasnak a

klinikai jelentésége azonban még tovabbi vizsgalatokat tehet sziikségessé.

5.3. A kronikus BIS kezelés hatasa a végtag IR altal kivaltott periostealis gyulladasos
reakciokra

A BIS vegyiiletek a csontmetasztazisok €s a csontritkulas hatékony gyogyszerei és igéretes
kezelési lehetdséget biztosithatnak a torés utdni gyogyulaskor jelentkezd komplex regionalis

fajdalom szindromara is. Kimutattak, hogy a ZOL osteoporosisban torténd alkalmazasa pozitiv

........
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rogziilését autolog csontgraftokban. A ZOL emellett mérsékli a periapikalis 1ézi6 altal kivaltott
osteoporosisban. Ezeken tilmenden a ZOL fokozott periostealis csontképzddést eredményezett
foghuzast kovetdéen osteopénias baranyokban. A ZOL-kezelés ugyanakkor ugyanebben az
osteopénias barany modellben reaktiv periostealis hipertrofiat és az allkapocs osteonecrosist is
okozott. Mindazonaltal osteopénias modellben masok még nem vizsgaltak a BIS-nek az IR altal
kivaltott helyi mikrokeringési €s szisztémas gyulladasos reakcidkra gyakorolt hatasat.
Figyelemre méltdo tény, hogy gyulladascsokkentd és gyulladast fokozo hatdsat egyarant
kimutattak a kiilonboz6 BIS vegyiileteknek. A BIS-ek gyulladascsokkentd hatasai kdzé tartozik
apoptozisanak modulalasa, valamint a proinflammatorikus citokinek, példaul a TNF-alfa,
valamint mas citokinek, példdul az IL-1, az IL-6 és a neurogén ndvekedési faktor
mennyiségének csokkentése. Hasonloképpen beszamoltak a BIS neurogén gyulladast gatlo
hatasair6l is. Masrészt a kiilonb6z6 BIS-ek (beleértve a ZOL-t is) akut fazis reakciot (<3 nap)
indukaltak betegekben, mig allatmodellekben megnévekedett TNF-alfa felszabadulast, a PMN-
ek szoveti felhalmozodasat és jelentds oxidativ stresszt mutattak ki bizonyos szovetekben, mint
példaul a foginy és a maj. A fentieken tul a ZOL immunolodgiai reakciokat is kivalthat. A BIS-
ek gyulladasos komplikaciokat is okoznak egyes klinikai esetekben és gyogyulasi problémakat
invaziv fogaszati beavatkozast kovetden az allkapocsban, s6t akar osteonecrosist is.
Kimutattak, hogy a ZOL sulyosbitja a vesekarosodast (ndvelve a citokin termelést, a
metabolikus acidozist és az apoptosist) patkanyokban IR soran.

A BIS kezelés kovetkeztében fokozott leukocita-endothel-sejt interakciokat mutattak ki egy
egér arthritis modellben, de keveset tudunk a ZOL altal kivaltott periostealis mikrocirkulacios
reakciokrol. Korabban azt lattuk, hogy a kronikus BIS-kezelés bizonyos mérteki
mikrocirkulacids gyulladast okoz a mandibulaban, de ilyen hatasokat nem észleltiink a tibialis
periosteumban. Ezért az aktualis vizsgalatban a kronikus ZOL kezelés hatasat vizsgaltuk egy
végtag ischaemias allat modellben, ahol a PMN-endothel-sejt interakciok a postischemias
mikrocirkulacios gyulladasos reakciok kialakulasaban jol ismert. Kimutattuk, hogy az OVX
altal kivaltott, csokkent endogén Osztrogénszint onmagaban nem hajlamosit a fokozott
periostealis mikrocirkulacios szovodményekre és hogy az OVX mellett alkalmazott kronikus
ZOL kezelés a PMN-endothel-sejt interakciok atmeneti fokozodasat leszamitva nem okoz

jelentds gyulladdsos mikrokeringési komplikacidkat a tibidban végtag IR soran.
5.4. Kronikus BIS kezelés hatasa végtag IR indukalta szisztémas gyulladasos reakciokra
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Korabban kimutattdk, hogy az 6sztrogénhidny kdvetkeztében 1étrejové TNF-alfa felszabadulas
részt veszt a ndk osteoporoticus csontvesztésének pathomechanizmusaban, ebben a
vizsgalatban azonban nem talaltunk kiilonbséget az OVX utani TNF-alfa szintekben sem a
posztischaemias fazisban sem pedig a kontroll periodusban. Mindazonaltal meg kell jegyezni,
hogy a TNF-alfa szérumszintje patkanyokban meglehetdsen alacsony és az alapértékek kozel
allnak a vizsgalat detektalasi hatardhoz.

A CD11b expresszio-fokozodas kritikus 1épés az aktivalt PMN-nek endothel-sejtekhez torténd
expressziot észleltlink a reperfiizio soran. A BIS-ekrdl kimutattdk, hogy befolyasoljak a PMN
funkciokat; ez karosodott PMN kemotaxisban és megnovekedett reaktiv oxigén szabadgyok
termelésben manifesztalodik in vivo, in vitro pedig csdkkent myeloperoxidaz és NADPH
aktivitasban. A BIS gatl6 hatasat mas immunsejtekben, példaul makrofagokban is kimutattak.
Vizsgalatunkban a ZOL csokkentette a CD11b expresszidjat a keringd PMN-ek feliiletén, de
nem befolyasolta a PMN-ek kitapadasat a periostealis posztkapillaris venuldkban. Ezt az
eredményt csak a ZOL altal kivaltott fokozott endothelialis aktivacio, vagy az endothelium
eredetli adhézids molekulak fokozott expresszidja magyarazhatja. E mogott magyarazatként az
adhézioés molekulak ZOL altal kivaltott fokozott endothelialis expresszidja allhat (a CD11b
endothelialis ligandja), aminek pontos mechanizmusa azonban tovabbi vizsgalatokat tenne
sziikségessé.

A fentiek mellett ismert tovabba, hogy a BIS gatolja endothelialis proliferaciot és fokozza az
endothelium apoptoésisat illetve a BIS (pl. alendronat) esetén azt is kimutattak, hogy gatolja a
nitrogénmonoxid szintetaz expresszidjat, amely a PMN-endothel-sejt interakciok fontos
endogén modulatora. Ezek a ZOL altal kivaltott, az endotheliumot érinté akut postischaemias

reakciok tovabbi vizsgalatokat indokolhatnak.

A masodik tanulmany kovetkeztetései

Osszefoglalva elmondhatd, a BIS kezelés csak kismértékben befolyasolja a végtag IR altal
kivaltott PMN rollingot és adhesiot a periosteumban, a PMN eredetii adhézios molekula
(CD11b) expresszio enyhe mérséklése mellett. A ZOL szintén nincs hatassal a postischemias
TNF-alfa felszabadulasra. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy bar a lokalis endothelialis
aktivacio bizonyos szintje tulajdonithato a kezelésnek, a kronikus ZOL adas nem befolyasolja
jelentésen a tibidlis periosteumban a posztischaemias gyulladasos mikrokeringési

komplikéciok kockazatat.
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6. Az j eredmények osszefoglalasa

1. Az IPC el6ny0s lokalis periostealis mikrokeringési hatasai elmaradnak OVX utan végtag
IR-t kovetéen patkanyokban. Ennek megfeleléen a végtag IPC altal nyuajtott védelem
hatékonysdga a tourniquet-ischaemia gyulladdsos szovodményei vonatkozasban limitalt
lehet ortopéd-traumatologiai beavatkozasok soran postmenopausalis néknél.

2. A kronikus Osztrogén potlas visszaallitja a védelmet bizonyos a lokdlis és szisztémads
gyulladasos reakcidok vonatkozéasaban, de az E2 védo hatasa részben fliggetlen lehet az IPC-
re gyakorolt hatasatol és az E2 a periostealis ER-béta expressziora kifejtett hatasaival allhat
Osszefiiggésben.

3. A BIS kezelés nem okoz jelentds szisztémds szovodményeket a leukocita aktivacio
tekintetében, de mérsékelten fokozza a periostealis mikrokeringési reakciokat végtag IR
soran. Ez a jelenség bizonyos mértékii a lokalis endothelialis aktivacioval magyarazhato,
mely a kronikus ZOL kezelés kovetkeztében alakul ki.

4. Osteoporosisban torténd alkalmazasa esetén a kronikus ZOL kezelés nem okoz jelentds akut
posztoperativ szovodményeket a periostealis mikrokeringésben ortopéd-traumatologiai

beavatkozasok soran.
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