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1. Bevezetés

Az International Intestinal Transplant Registry 2013-as adatai szerint jelenleg a vilag 21
orszaganak 77 centrumaban évente kb. 1300 betegen végeznek izolalt vagy multivisceralis vékonybél
atliltetést. Ebbol Europaban 25 helyen torténik bélatiiltetés, hazankban nem végeznek ilyen miitétet. A
recipiensek és a graftok 1 és 3 éves talélése 75-70 %, mig az 5 éves talélés 60 % alatt van. A miitétek
szama és a tulélési adatok messze elmaradnak a tobbi hasi szerv transzplantacios statisztikai mogott.

A vékonybél elégtelenség hatterében a szerv velesziiletett teljes vagy részleges hianya, vagy a
szerv kiilonb6z6 mértékii reszekcidja allhat. Ha a vékonybél traktus hosszanak tobb mint 70 %-a
hianyzik vagy jelentds részén tartds mitkodészavar all fenn, akkor un. rovidbél-szindroma jon 1étre.
Ekkor feln6tteknél a miikodoképes vékonybél hossza 2 méternél rovidebb, ami a folyadék -¢s
elektrolithaztartas és az alapveté tapanyagok felszivodasi zavarat okozza, és végiil stlyos
alultaplaltsagot és dehidraciot eredményez. Konzervativ megoldasként a betegek teljes parenteralis
taplalasa jon szoba, mely kezelés alatt all6 feln6ttek 2-5 %-nal, mig a gyerekek 10-15 %-nal alakul ki
olyan életveszélyes szovodmény, ami kurativ megoldasként vékonybél atiiltetést tesz sziikségessé.
Szamos gyerek- ¢és felndttkori alapbetegség (intestinalis poliposis, Hirschsprung betegség,
gastroschisis, nekrotizalo enterocolitis, ischaemia, trauma, volvulus, Crohn betegség, Gardner
szindréma, irradiacios bélsériilés, stb) allhat a klinikai probléma hatterében.
szerepe, és fokozott érzékenysége az ischaemias/reperfizios (I/R) karosodasra. A kiemelten fontos
immunszerv transzplantacidjakor a bélfalban és a mesentériumban jelenlévé nagyszamu nyirokszdvet
is atiiltetésre keriil. Ez a 6 oka a graft versus host disease-nek, vagyis a szervkilokédésnek, illetve az
atvitt immunsejtek az immunszupprimalt beteg ellen fordulva host-versus-graft-disease-t okoznak.

A bélatiiltetést nehezitdé masik tényez6 a szerv fokozott érzékenysége az I/R karosodasokra.
Ennek nagysagat a hipoxia sulyossaga €s fennallasanak idGtartama hatarozza meg. A reperfuzids-
paradoxon jelenségét elészor 1986-ban Park és Granger macskafélék I/R-s bélmodelljében irtak le. E
szerint a reperflizid soran kialakult szovetkarosodas mértéke jelentésebb, mint ami az ischaemia ideje
alatt kialakul. Az I/R kiilonbozé sejtes interakciokat generdlhat, melyek mikrovascularis
kérosodashoz, cellularis nekrozishoz és/vagy apoptézishoz vezetnek. A splanchikus artéridk
elzarodasa és az azt kovetd reperfuzioja a polymorphonuclearis (PMN) leukocitak aktivacidjaval és
proinflammatorikus faktorok, a nitrogén- és az oxigén eredetli szabadgyokok (Oxygen Free Radicals,
OFRs) felszabadulasat idézik eld. Ezek a membranok lipidperoxidacidjat, a fehérjék és a DNS
karosodasat, és végiil sejthalalt okoznak. Az I/R az izomszovet karositasa révén motilitasi zavarokhoz
vezet, melynek hatterében az OFRs és a sejtek kalciumhaztartasanak zavara all. A vékonybélben
bekovetkez6 I/R a mucosalis barrier karosodasa révén bakterialis transzlokaciot, szisztémas
gyulladasos aktivaciot, és az elektrolit és a sav-bazis haztartas eltolodasat vonja maga utan. A stlyos

kéarosodas szepszist, sokszervi elégtelenséget (Multi Organ Failure) és a beteg halalat okozhatja.



Transzplantacid6 sordn a meleg ischaemias karosodas csokkentése az atiiltetendd szerv
hiitésével torténik. Ennek els6 1épése a perfuzio, amikor hideg konzervalo oldattal a graft érrendszerén
keresztiil a vér kimosasra keriil, majd olvadé jég kozott tartott, 4 °C-os konzervalo oldatban kiilonb6zo
ideig taroljuk. Human vékonybél izolalt vagy multiviszceralis transzplantacioja esetén ma a
legelfogadottabb az University of Wisconsin (UW) oldat hasznalata. Ez volt az elsé intracellularis
ozmolaritasu oldat, melyet az 1980-as évek végén fejlesztették ki. Az UW oldat ozmotikus
raffindz; a hidroxietil-keményité tartalma megelézi az O6déma kialakulasat és tobbek kozott
antioxidansokat (glutation, allopurinol) és energiaforrasként adenozint tartalmaz. A sejtek metabolikus
aktivitasat és esetleges karosodasat 6nmagaban a hideg konzerval6 oldat haszndlata csdkkenti ugyan,
de maga a konzervalasi folyamat elkeriilhetetleniil egyiitt jar a szerv hideg ischaemias karosodasaval.

A szervek I/R-s kutatasai és ezen beliil is a transzplantacidval kapcsolatos vizsgalatok tobb évtizedes
multra tekintenek vissza. Az alapmechanizmusok ismeretében ma a vizsgalatok célkeresztjében a karosito és
védelmi folyamatok molekularis hatterének kutatasa all, melyekhez kutatcsoportunk kiilonb6zd vékonybél

transzplantécios allatkisérletes modellek vizsgalataval kivant hozzajarulni.

2. Meleg és hideg ischaemia/reperfuaziét koveté vékonybélkarosodas vizsgalata

2.1. Célkitiizés

Kutatasunk els6 részében kiillonboz6 idétartami meleg I/R-t, és hideg konzervalast kovetd vékonybél
autotranszplantaciot hoztunk 1étre és a kdvetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Milyen mértékii oxidativ stressz 1ép fel meleg és hideg ischaemia utan a reperfundalt bélszévetben?
2. A hideg konzervalas mennyiben csokkenti a sejtek oxidativ karosodasat?

3. Hogyan valtozik a bél strukturalis szerkezete az ischaemias id6k ndvelésével?

4. A karosodasok kimutathatok -e DSC technikaval? Es ha igen, akkor van -e kiilonbség az egyes

bélfalrétegekben 1étrejovo valtozasok esetén?

2.2. Anyag és modszer
2.2.1. Kisérleti csoportok és miitéti modszerek

Feln6tt, him, Wistar patkanyokat (testtomeg: 250-300 g; Xn = 35) hasznaltunk kisérleteinkhez.
A mitét el6tt 24 oraig csak cukros vizet fogyaszthattak. Az érzéstelenités intramuscularisan (im.) adott
ketamin-hidroklorid (0,01 mg/ttg) és diazepam (0,01 mg/ttg) injekcioval tortént (Richter Gedeon,
Budapest, Magyarorszag). A vizsgalatokat a Pécsi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatkisérleti
Bizottsaga engedélyében (BA02/2000-9/2008) megadott modon végeztiik el.

A meleg ischaemias csoportokban median laparotomiat kdvetden felkerestiik az a. mesenterica
superior-t, melyet kipreparaltunk és atraumatikus klip felhelyezésével 1 oras (Al. csoport), 3 oras (A2.
csoport) és 6 oras (A3. csoport) teljes ischaemiat hoztunk 1étre. A klipek eltavolitisa utan 3 Oras

reperfziot kezdtiink.



A hideg ischaemias csoportokban a laparotomia utan a vékonybelet a Treitz-szalagtol az
ileocoecalis részig reszekaltuk. A bél lumenét fiziologias sooldattal mostuk at, antibiotikumot nem
alkalmaztunk. A graftokat perfundaltuk és 4 °C-os UW oldatban (Via-span, Bristol-Myers Squibb
GesmbH, Bécs, Ausztria) taroltuk 1 éran (B1. csoport), 3 6ran (B2. csoport) és 6 éran (B3. csoport)
keresztiil. A konzervalas utan mikrosebészeti technikaval (8/0-s, szintetikus, monofil, nem felszivodo
fonal felhasznalasaval), end-to-end éranasztomoézisokkal egyesitettiik az érvégeket orthotopicus
modon (autotranszplantacid). Bélanasztomdzist nem készitettiink. A reperfiziét minden csoportban 3
oran at tartottuk fenn. Valamennyi kisérleti csoportban a vékonybél jejunalis szakaszabol biopsziat
vettiink a laparotomia utan (kontroll: K) és a reperfuzids periodusok végén. Az aloperalt (sham
operated: S) allatoknal a laparotomia utan (kontroll mintavétel) ¢s az ischaemias csoportok

biopsziaival analog idében vettiink szévetmintakat.

2.2.2. Biokémiai vizsgalatok

Szovethomogenizatumbol gyari  kittek  segitségével, spektrofotometrias modszerekkel
hataroztuk meg az oxidativ stresszt jelzé paramétereket. A lipidperoxidacié indirekt markereként
ismert malondialdehid (MDA) koncentraciojat Lipid Peroxidation Assay Kit-tel (Calbiochem,
Darmstadt, Németorszag) mértiik. A mérés soran a mintaban 1év6 MDA a tiobarbitursavval (TBA)
reakcioba 1épve MDA-TBA komplexet képez. Szintjét kolorimetrias modszerrel (OD=532 nm),
pmol/g nedves szovet értékben kaptuk meg

Az endogén antioxidans scavanger redukalt glutation (GSH) szintjét Glutathione Assay Kit
(Calbiochem) felhasznalasaval mértiik. A modszer 1ényege, hogy a GSH molekula egy kromofor
thiolla alakul at, melynek abszorbanciajat 400 nm-es hullamhosszon mértiik, és az eredményt umol/g
nedves szovet értékben adtuk meg.

Az endogén antioxidans szuperoxid dizmutaz (SOD) enzim aktivitasat Superoxide Dismutase
Assay Kit (Calbiochem) segitségével hataroztuk meg. A Kit egyik reagense alkalikus autooxidacion
megy at, mely atalakulast a mintaban 1évé SOD fokozza. Az autooxidacid eredményeképpen
képz6dott kromofor abszorpeids maximuma 252 nm-en van. A SOD aktivitasat [U/g nedves szovet

értekben adtuk meg.

2.2.3. Morfologiai vizsgalatok

A szovettani vizsgalatokhoz a bélmintdkat 10 %-os formalinban valé fixalast és dehidratiot
kovetden paraffinba agyaztuk. A 4 pm vastag metszeteket haematoxilin-eozin modszerrel festettiik. A
szerkezeti kéarosodasok meghatdrozasa egyrészt kvalitativ modon, a Park-féle hisztologiai
klasszifikacio alapjan tortént fénymikroszkopos (Nicon Eclipse 80 Light Microscope, Kingston,
Anglia; 100-szoros nagyitas) feldolgozas utan. Masrészt kvantitativ modszerrel meghataroztuk a
mucosa, a submucosa €és az izomréteg vastagsagat, valamint a kriptdk mélységét. A méréseket a
mintak 5-5 metszetén, metszetenként 5 kiilonb6z6 helyen végeztiik 400-szoros nagyitas mellett Scion

Image Software (Scion Corporation, USA) segitségével. Az eredményeket pm-ben adtuk meg.



2.2.4. DSC analizis

A minta fizikai és kémiai tulajdonsagainak a homérséklet fliggvényében torténé megvaltozasat
mér6 metodikékat termikus modszereknek nevezziik. A differencial pasztazo kalorimetriat
(Differential Scanning Calorimetry: DSC), mint termoanalitikai moédszert az 1960-as években Watson
és O’Neill foként asvanyok és egyéb szervetlen anyagok fizikai tulajdonsagainak meghatarozasara
fejlesztette ki az USA-ban. Késébb ezt a szenzitiv és validalt analitikai modszert szamos biologiai
makromolekula szerkezeti valtozasainak kimutatasara hasznaltak, és a 2000-es évektol a kisérleti
allatmodellek vizsgalata mellett a kiilonb6z0 klinikai kutatasokban is 1étjogosultsagot nyert.

A moddszer megértését szolgald alapvetd tényezok, szempontok a kovetkezok. Az egyes
anyagok, igy a bioldgiai mintak is a hdmérséklettdl fliggden kiillonboz6 kémiai vegyiilet formajaban,
vagy killonboz6 kristalyszerkezetben vannak jelen a sejtekben vagy szovetekben. E16 szervezet esetén
ez a homérsékleti tartomany viszonylag sziik, altalaban 36-37 °C koril van. A homérséklet
valtoztatdsaval elérhetjiik azt a pontot, ahol az adott anyag kémiai formdja, kristalyszerkezete vagy
halmazallapota megvaltozik. Ezen atalakulasok az adott anyagra jellemzdek, illetve kiillonb6zé noxa
hatdsara a molekuldban/mintdban bekovetkezd valtozdsok sajatos képet adnak. Az atalakulast
héjelenség kiséri. Detektalva az atalakulas, vagy atalakulasok hémérsékletét (Tmi, Tmz, Tma, ... Tmx),
illetve az ekozben elnyelt vagy felszabaduld termikus energidt azonosithatjuk az anyag kémiai
szerkezetét, ha azt 6sszehasonlitjuk ismert, tiszta kémiai anyagoknal mar mért héjelenségekkel.

A DSC késziilék két mintatartdt tartalmaz, melyek koziil az egyik a vizsgalandd mintat, mig a
masik a referencia anyagot tartalmazza. Ez utobbinak inertnek kell lennie, vagyis a méréskor
semmilyen szerkezeti valtozast nem szenvedhet el. A mddszer azt az elektromos teljesitményt méri,
ami ahhoz sziikséges, hogy a mintat és a referencia anyagot felfiités vagy lehiités soran azonos
hémérsékleten (A7=0) tarthassuk.

A DSC-termogram kiértékelésekor arra kapunk valaszt, hogy a gorbén a hoémérséklet
novelésével hogyan valtozott a hGaram, vagyis idéegység alatt az anyagon ataramlé hdmennyiség. Egy
adott hdmérsékletnél (maximalis atalakulasi/denaturacios hdmérséklet: T; a gorbe csticsa) a teljes makromolekula
mennyiségének 50 %-a denaturalodik. Ezek utan t6bb denaturalodott fehérje lesz és egyre kevesebb alakul at
idéegység alatt, igy egyre kevesebb tobblet energiat kell a mintdba taplalni. Egy zart rendszerben, éllando
nyomason a meért héaram a minta €s a referencia kozti héegyensuly megtartasahoz sziikséges befektetett
kompenzacios héfluxus mérhetd elektromos teljesitménnyé alakitva, vagyis az entalpiavaltozas (4H).

A DSC mérésekhez a teljes bélfalat és annak szétvalasztott rétegeit (mucosa, simaizom)
hasznaltuk fel. A bélszovet termikus denaturacidjat SETARAM Micro DSC-II kaloriméterrel
hataroztuk meg. Minden mérést 0-100 °C kozotti hdmérsékleti tartomanyban végeztiink el 0,3 °K/perc
felftitési sebességet alkalmazva. A kisérlet soran atlagos Hastelloy-mintakamrakat alkalmaztunk, ahol
a mintak térfogata atlagosan 850 pl, nedves tomege pedig 100-150 mg volt. A meleg ischaemias
csoportok mérésénél referencia oldatként fiziologids sdoldatot (0,9 % NaCl), mig a hideg ischaemias
csoportoknal UW oldatot hasznaltunk. A minta- és referenciacellak tomegét +£0,1 mg pontossaggal

taraztuk ki, igy a minta- és a referenciaedények kozotti esetleges hokapacitaskiilonbség korrigalasara
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nem volt sziikség. A kalorimetrikus entalpiat a hdéabszorpcios gorbe alatti teriiletbdl 2-végpontos
SETARAM csticspontok integracidjaval szamitottunk ki. Az adatok grafikus feldolgozasa ASCII

konverzié utan Origin programmal (ver. 6.0, Microcal Software Inc, Northampton, USA) tortént.

2.2.5. Statisztikai analizis

Az eredmények értékelésekor atlagot és standard errort (SE) szamoltunk. Az adatokat
ANOVA varianciaanalizissel dolgoztuk fel. A szignifikancia mértéke p<0,05 volt. Az adatok
kiértékeléshez a MicroCal Origin (ver. 6.0) programot (Microcal Software, USA) alkalmaztuk.

2.3. Eredmények
2.3.1. Biokémiai vizsgalatok eredményei

A szovetmintak MDA koncentracidja valamennyi meleg ischaemias csoportban emelkedett a
reperfuzio végére. Az emelkedés a 3 és 6 oras ischaemia utan szignifikans volt (A2 és A3 vs. K;
p<0,01; p<0,001). A hideg ischaemia mérsékelte a szoveti lipidperoxidacié mértékét, de 3 és 6 ora
utan -a kontroll mintakhoz képest- itt is szignifikans emelkedést talaltunk (B2 és B3 vs. K; p<0,05). A
meleg ischaemias csoportokkal osszehasonlitva a konzervalas csOkkentette a bélben bekovetkezd
lipidkarosodas mértékét, mely a 6 6ras csoportnal mar szignifikans eltérés volt (B3 vs. A3; p<0,05).

A bélszovet GSH szintje szignifikansan csokkent a 3 és 6 oras meleg ischémiat kovetd
reperfizio végére (A2 és A3 vs. K; p<0,05; p<0,001). Azonos idejii hideg ischaemia mérsékelte a
kontrollhoz képest, addig ez szignifikansan magasabb értékii volt a meleg ischaemias értékhez képest
(B3 vs. K; B3 vs. A3; p<0,05).

A mintak SOD aktivitasa a meleg ischaemids id6 ndvekedésével aranyosan szignifikans
csokkenést mutatott (A1, A2 és A3 vs. K; p<0,05; p<0,01; p<0,001). Ertéke hideg ischaemia hatasara
is szignifikansan csokkent, bar az aktivitas szamértékileg magasabb maradt (B1, B2 és B3 vs. K;
p<0,05). A 3 és 6 6ras hideg konzervalas hatasara jobban megdrz6dott az enzim aktivitasa, mint az

azonos idejli meleg ischaemias csoportokban (B2 vs. A2, B3 vs. A3; p<0,05; p<0,01).

2.3.2. Szdvettani vizsgalatok eredménye

A Park-féle klasszifikacio szerint a kontroll- és aloperalt csoportokban normal szoveti
struktira volt megfigyelhetd. Az 1 6ras meleg ischaemiat kdvetd reperfuzio végén a villusok
kismértékii levalasat tapasztaltuk (2. stadiumu karosodas), mig 3 6ras ischaemia mar jelentds epithel-
levallast okozott (3. stadium). Hat 6ras ischaemia utan, a legmagasabb, 5-0s fokozati karosodas
alakult ki denudalt villusokkal, a lamina propria és a kriptak decellularizaciojaval és végso soron a
bélstruktura teljes szétesésével. A hideg konzervalas kisebb mértékii strukturalis karosodast okozott a
bélszerkezetben, kivétel ez alol a 3 oras csoport, ahol a meleg ischaemias csoporthoz hasonlo

karosodas volt.



A Scion Image kvantitativ analizis szerint a szoveti sériillés mértéke egyenes korrelaciot
mutatott a meleg ischaemia idejével. A 3 és 6 oras meleg ischaemia és azt kovetd reperfizio
szignifikansan csokkentette a mucosa, a submucosa €S az izomréteg vastagsagat, valamint a kriptak
mélységét a kontroll és az aloperalt szovethez képest (A2 és A3 vs. K és S; p<0,05). A hidegen
konzervalt bélszovetben is mérhetd volt csokkenés az emlitett rétegekben, de a meleg I/R-s
csoportokhoz képest szignifikansan nagyobb maradt a mucosa vastagsaga a 3 és 6 oras csoportok
esetén (Bl vs. Al; B2 vs. A2; B3 vs. A3; p<0,05). A szoveti szerkezetben bekdvetkezd
karosodasoknak az ischaemias iddvel valo korrelacioja foként a mucosa és submucosa rétegeknél volt
jelentds, a kriptak esetében mar kevésbé volt latvanyos, mig a bélfal izomrétegében mért valtozasok

voltak a legkevésbé szembetiindek.

2.3.3. DSC vizsgalatok eredménye

A DSC gorbék alapjan a bél nyalkahartyajanak szerkezete jelentds valtozasokon ment at a
kiilonb6z6 tipust és id6tartamu ischaemias periodusok végére. A kontroll bélmintak DSC gorbéje
exoterm atalakulasra utal, ahol az atmeneti homérséklet (Tm) 53,6 °C és a teljes kalorimetrias
entalpiavaltozas (4H) -4,1£0,22 J/g volt. A meleg ischaemias id6 ndvekedésével csokkend tendencia
lathato mind a T, mind a 4H tekintetében. Harom 6ras meleg ischaemia hatdsara a Ty 48,7+0,2 °C-ra,
mig az entalpia -1,740,2 J/g értékre csokkent. Kivétel ez alol a 6 6ras meleg ischaemia mucosara
gyakorolt hatdsa, ahol extrémen nagy entalpiavaltozas lathatd, meghaladva az 1 és 3 6rds meleg
ischaemianal és a kontroll mintaknal mért értékeket.

A bélfal simaizomrétegében a kontroll mintak ketté denaturacids atmenetet mutattak: Tn=52,8
°C a miozinfej, mig az 58,1 °C-os és az 59,9 °C-os atmenetek a miozinvég és az aktin izomfehérjék
értekei. Egyiittes kalorimetrias entalpidjuk 0,59 J/g volt. Egy oras meleg ischaemia hatasara a o
denaturacios csucs egy keskenyebb félszélességgel attolodott a konvencionalis aktin denaturacios
tartomanyaba (62 °C). Ez arra utal, hogy az aktomiozin-komplexben a miozinvég nem tud felolvadni,
ami sokkal jelentdsebb szerkezeti valtozast bizonyit alacsonyabb entalpiavaltozassal (4H=1,4 J/g).
Harom oras meleg ischaemia az izomrétegben Tr emelkedést és a kalorimetrias entalpia csokkenését
okozta. Az izomkomponensek DSC gorbéinél jol lathatd, hogy 6 6ras ischaemia hatisara a Tm 52 °C és
59 °C volt, mig az entalpia extrém modon 3,1 J/g értékre emelkedett meg.

A teljes bélfal tekintetében az ischaemia nagyfoku variabilitast okozott. Egy ords meleg
ischaemia hatasara tisztan lathato a mucosa atalakulas megjelenése (Tn=23 °C). Az aktin- és a
miozinkomponensek sokkal jobban kiilon valtak a megndvekedett olvadasi homérsékleten (50,5 °C;
60,2 °C). Tovabba maga a miozinszal sem kiiloniilt el az aktin termikus denaturacidjatol. A 3 oras
meleg ischaemia hatasa kifejezett volt a mucosaban. Az izomfehérjék tekintetében a 3 oOras meleg
ischaemia egy f6 atmeneti hémérsékletet mutatott (T=59,8 °C). Mig a 6 6ras meleg ischaemia a teljes
bélfalban a legnagyobb kalorimetrikus entalpiat eredményezte az aktomiozin-komplex tekintetében.

Egy oras hideg ischaemia hatasara a mucosaban alacsonyabb hdomérsékleten is lathato

denaturacio (Tm=30,4+0,2 °C) magasabb tartomanyba mozdult el az eredeti atmeneti homérséklet
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(Tm=59,3+0,2 °C) és a teljes kalorimetrias entalpiavaltozas —5,94+0,4 J/g volt. Ezzel szemben a 3 6ras
hideg konzervalas 2,2 °C-kal emelte az els6 homérsékleti atmenetet, mig az entalpia —2,67 J/g-ra
csokkent. A 6 o6ras hideg ischaemia az entalpiat tovabb csokkentette.

A hideg ischaemia a vékonybél simaizomrétegében kisebb mértékii strukturalis valtozast
okozott (Tw=53,5 °C, 56 °C; 4H=2,21 J/g), mint az azonos idejii meleg ischaemias mintakban (41H=1,4
J/g). Az 1 6ras hideg konzervalas is okozott strukturalis valtozasokat, foként a miozin doménjében és
az aktin-miozin interakcidban. Mig a 3 6ras meleg ischaemia hatasara az izomrétegben T emelkedés
és kalorimetrias entalpia csokkenése volt megfigyelhetd, addig a hideg konzervalas hatasara csokkenés
lathaté a denaturaciés hémérséklet és emelkedés az entalpia tekintetében (Tw=53,6 °C, 58,3 °C;
AH=3,4 J/g) (5. tablazat). Az izomkomponensek DSC gorbéi a 6 6ras konzervalas utdni mintakban
meglepéen hasonld termikus paramétereket mutattak, mint 6 6ras meleg ischaemia utan.

A teljes bélfal hideg ischaemids vizsgalata soran is jol lathato a bélfal szerkezeti
Osszetettségébdl adodo jelent6s variabilitas. Egy oras hideg ischaemia kettd termikus atmenetet
(Tw=53,5 °C, 56 °C) eredményezett. A 3 Oras konzervalas hatasa a mucosaban volt kifejezett. Az
izomfehérjék tekintetében a 3 oras hideg konzervalas okozta a legnagyobb strukturalis valtozasokat 3
termikus atmenettel (Tn=53 °C, 55 °C, 59,6 °C). Mindezek mellett a 6 6ras konzervalas hatassal volt a

mucosa kalorimetrias megjelenésére és jelentds valtozast 0kozott az aktin/miozin megjelenésében is.

2.4. Megbeszélés

A vékonybél meleg és hideg I/R-6s karosodasaval kapcsolatos kutatasok tobb évtizedes multra
tekintenek vissza, melyek az elsé kisérletsorozatban kapott eredményeink szaimara jo 6sszehasonlitasi
alapot adtak. Meleg I/R-6s vizsgalataink biokémiai eredményei szerint az ischaemias id6 novelésével
aranyos oxidativ karosodas Iépett fel a reperfundalt bélben. Mar 1 6ras meleg ischaemiakor fellépett az
OFRs okozta oxidativ stressz lipidperoxidacioval és az endogén scavenger és antioxidans enzimek
aktivaciojaval. A folyamat lancreakcioként terjed, 3 és 6 oOras ischaemia Gjabb gyokoket generalva
okozott karosodast. Méréseink jelentdségét az adja, hogy meleg ischaemiat kovetden a sejtmembranok
fizikai-kémiai tulajdonsagainak megvaltozasa destabilizalja a receptor-ligand interakciokat és
megvaltoztathatja a sejt kontaktust az extracelluldris allomannyal. Ezek az eredmények igazoltak a
lipidperoxidacid szerepét a szovetek karosodasa €s a sejtek diszfunkcidjanak eldidézésében.

Szamos ischaemias allatmodellben leirtak mind a szisztémas, mind a lokalis
membrankarosodast jelzé szoveti MDA koncentracio emelkedését. Az MDA koncentracid6 mind a
bélnyalkahartyaban, mind pedig a plazmaban 3-4-szeresre novekedett a korai (5 perces) reperfuzio
soran és kb. a reperfizid 3. orajara éri el a maximumat. Abban a tekintetben azonban nincs egységes
allaspont az irodalomban, hogy mennyi az a meleg ischaemias iddtartam, ameddig a bélkarosodas
reverzibilisnek tekintheté. Giele és munkatarsai patkanymodellben kimutattak, hogy a vékonybél
kritikus meleg ischaemias ideje 40 perc. Ha a meleg ischaemia ennél hosszabb volt, akkor minden
esetben haemorrhagids enteropathia 1épett fel. Slavikova ezt 45 perces, Beuk 60 perces, Park 90

perces, mig Schweizer 2 6ras idGintervallumban hatarozta meg a kritikus meleg ischaemias periddust.
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A sejtek alapvetd cellularis védekezését jelentd endogén scavenger GSH koncentraciodja
vizsgalatunkban csak 3 és 6 oras ischaemia utan csokkent szignifikdnsan. Sola €s munkatarsai a
szoveti GSH szint lefelezodését irta le 90 perces ischaemiat kdvetd 30 perces reperfuizidos mintakban.
Az endogén antioxidans SOD szdveti aktivitasa mindharom csoportban szignifikansan csokkent.
Ennek oka, hogy a reperfizio alatt termel6dd, kimosodo oriasi szami OFRs-t az endogén SOD nem
képes dizmutalni. Deshmukh is kimutatta, hogy vékonybél ischaemia soran jelentésen csékken a SOD
aktivitasa. Ez tobb tényezOnek is kdszonhetd: egyrészt csdokken az enzim aktivitasa, masrészt csdkken
a SOD mennyisége, harmadrészt pedig csokken a SOD szintézise is.

Kisérleti eredményeink szerint az azonos idejii meleg ischaemidval Gsszehasonlitva a UW
oldatban végzett hideg konzervalas csokkentette a bélszovet oxidativ karosodasanak mértékét. Szoveti
lipidperoxidacié a hideg I/R-s csoportokban is mérhet6 volt, de a karosodas mértéke kisebbnek
mutatkozott. A bél 3 oras konzervalas soran kb. akkora lipidperoxidacios karosodast szenvedett el,
mint 1 6ras meleg ischaemia utan. S6t a 6 oras ischaemiat kovetd reperfizios mintaknal a szovet MDA
szintje szignifikansan alacsonyabb volt a meleg ischaemias eredményekhez képest. Ehhez hasonlo
eredményekr6l szamolt be De Oca kutatocsoportja, mi szerint lipidperoxidacio a hosszabb ideig
konzervalt bélben is emelkedik, de jelentés MDA koncentracidemelkedést nem taldltak, ha a bél
tarolasi ideje 40 percnél révidebb volt.
oras mintakban a GSH szint szignifikdnsan csdkkent a kontrollhoz képest, azonban szignifikansan
magasabb maradt a meleg ischaemias értékhez képest. A bélmintdk SOD aktivitasa hideg ischaemia
hatasara is szignifikansan csokkent, bar az aktivitds szamértékileg magasabb maradt. A 3 és 6 oras
hideg konzervalas hatasara jobban megdrzodott az enzim aktivitasa, mint az azonos idejii meleg
ischaemias csoportokban. Hasonld eredményekrél szamolt be Zhang és munkatarsai, akik 12 oOras
UW, EC és Ringer Laktat oldatban torténd tarolas utan a vékonybél graftokban bekovetkezo
karosodasokat hasonlitottak dssze. Osszességében elmondhatjuk, hogy a vékonybél kb. 3 6ras hideg
konzervalast képes toleralni sulyosabb oxidativ karosodas nélkiil.

A vékonybél meleg és hideg ischaemias eredetii karosodasa gyakran eléforduld probléma a
klinikai gyakorlatban. E korképek rutin diagnosztikdja standard, haematoxylin-eosin-festett szovettani
modszer alapjan torténik, ¢és kiértékelésiiknél szamos kiilonb6zd hisztologiai stddiumbeosztast
alkalmaznak. Vizsgalatainkban a szoveti szerkezetben bekovetkez6 valtozasokat Park-féle kvalitativ
és Scion Image Software alkalmazasaval kvantitativ modon hataroztuk meg. Egy oras meleg
ischaemiat kovetd reperfuzid végén ¢€p kriptaszerkezet mellett a villusok kismértekii levalasat
tapasztaltuk, mig 3 oras ischaemia mar jelentds epithel levalast és helyenként megjeleld
kriptakarosodast okozott. Hat oras ischaemia utan, a legmagasabb fokozati karosodas alakult ki
denudalt villusokkal, a lamina propria és a kriptak decellularizacidjaval és végs6 soron a bélstruktira
teljes szétesésével. A hideg konzervalas kisebb mértékii strukturalis karosodast okozott, kivétel ez alol
a 3 oOras csoport voltak, ahol a meleg ischaemias csoporthoz hasonlé szintli karosodasok latszottak a

bélszerkezetben. A kvantitativ analizis szerint a szoveti sériilés mértéke egyenes korrelacidot mutatott a
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meleg ischaemia idejével. A 3 és 6 Oras meleg ischaemia és azt kovetd reperfiizid szignifikansan
csOkkentette a mucosa, a submucosa és az izomréteg vastagsagat, valamint a kriptdk mélységét a
kontroll és az aloperalt szovethez képest. A hidegen konzervalt bélszovetben is mérhetd volt
csokkenés az emlitett rétegekben, de a meleg I/R-s csoportokhoz képest szignifikdnsan nagyobb
maradt a mucosa vastagsaga a 3 és 6 oOras csoportok esetén. A szdveti szerkezetben bekovetkezo
karosodasoknak az ischaemias iddvel valo korrelacioja foként a mucosa és submucosa rétegeknél volt
jelentds, a kriptak esetében mar kevésbé volt latvanyos, mig a bélfal izomrétegében mért valtozasok
voltak a legkevésbé szembetiindek.

A kiilonbozé hisztologiai stadiumbeosztasok tobbsége kvalitativ vagy szemikvantitativ
metodika, mely nehézséget okoz az eredmények Osszehasonlitasa, egybevetése soran. A hisztoldgiai
vizsgalatok hatranyai kozé tartozik, hogy (1) nem minden esetben ad pontos értéket az egyes
struktrak karosodasardl, (2) idéigényes, mert a teljes szovettani feldolgozas és kiértékelés napokig-
hetekig tart a posztoperativ szakban, (3) kvalitativ vizsgalat révén az értékelés nagyban fiigg a
patologustél, (4) 6nmagukban nem adnak egzakt képet a folyamat progressziojarol, és (5) nincs
konszenzus az irodalomban a rendszerek alkalmazasa tekintetében sem.

Vizsgalatainkban kimutattunk korrelaciot a hagyomanyos hisztolégiai és a DSC eredmények
kozott mind meleg ischaemids, mind hidegen konzervalt bélszovet esetében. Kovetkeztetéseink
alapjan a DSC adatok jol visszatiikrozték a Park-féle klasszifikacio stadiumértékeit mucosa
tekintetében, de a DSC analizis részletesebb informaciét adott az ischaemias simaizomszovet
karosodasanak mértékérdl. Jelen kisérletiinkben DSC modszerrel hasonlitottuk dssze az 1, 3 és 6 6ra
meleg, illetve hideg ischaemia hatasara bekovetkezé strukturalis karosodasokat a vékonybél egyes
rétegeiben (mucosa, simaizomszovet) és a teljes bélfalban. Eredményeink szerint a mucosa szerkezete
az ischaemia formajatol és annak idStartamatol fiiggéen jelent6sen karosodott. A kalorimetrias
entalpia valtozasa alapjan a meleg ischaemids periodusok végére idGaranyosan nétt a karosodas
mértéke. A hideg UW oldatban tarolt bél mucosa rétege megérizte ,,normal fiziologias szerkezetét”
Osszehasonlitva mind a kontroll-, mind az azonos id6tartami meleg ischaemias mintakkal. A
valtozasok legszembetlindbben a szeparalt mintaknal lathatoak, de a teljes bélfal mérési gorbéinél is
fellelhetok. Kalorimetrias eredményeink korrelalnak szamos kisérletes ¢s klinikai megfigyeléssel: az
ischaemia idejének emelkedésével egyre markansabb morfologiai valtozasok detektalhatok mind
makroszkopos, mind mikroszképos modon.

Fiziologias korilmények kozott a mucosa sejtek megujulasi ideje kb. 3-4 nap, majd apoptozis
utjan elhalnak, és helyiikre a bazal membran fel6l 4j mucosa termelédi. Az irodalomban szamos meleg
ischaemias modellt irtak le, ahol a kvalitativ skalak alapjan a meleg ischaemias toleranciaidé 15 ¢s 90
perc kozott valtozik. Nincs konszenzus a hideg konzervalas idejére vonatkozéan sem, a vékonybelet
minél elébb, de 6-8 oran belil javasoljak atiiltetni. Jelen kalorimetrias adatok jelzik, hogy sulyos
mucosakarosodas 3 6ras meleg ischaemia és 6 oras hideg konzervalas utan kovetkezik be.

Korabbi vizsgalataink alapjan az izomréteg vastagsaga enyhe csokkenést mutatott mind

meleg, mind hideg ischaemia kovetkeztében, de szignifikans eltérést nem talaltunk. Szamos vizsgalat
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megerdsitette, hogy az izomrétegben rutin hisztologiai modszerrel nem lathaté szignifikans eltérés.
Ezzel szemben az 6sszehasonlitéo DSC adatok jelezték, hogy meleg ischaemia hatasara az aktomiozin
komplexben a miozinvég nem tud feloldddni, ami jelent6s szerkezeti valtozast jelez alacsonyabb
entalpiavaltozassal. Az aktin ¢és a miozin helye kevésbé tisztan lathatd, a hékapacitasvaltozas (az
alapvonal eltolodasa a nativ és denaturalt allapotok kozott), valamint az emelkedett olvadasi
hémérséklet is jele a molekulakban a kotott viz nagyobb fellazulasanak ¢s ezaltal a fehérjerendszer
kompaktabba, merevebbé valasanak. Ennek hatterében a meleg ischaemia alatt felszaporodé OFRs
allnak, melyek karositjak a miozin Kkatalitikus centrumat. E modifikacio fiigg az id6tél, a
koncentraciotol és az OFRs kémiai szerkezetétél. Masrészt az oxidativ stressz szétkapcsolja az ATP
hidrolizist. Ezaltal az ischaemia strukturalis és funkcionalis valtozasokat eredményez az izomrétegben.
Hideg ischaemia hatasara a kiilonbozé izomkomponensek jol definialt modon elkiiloniilnek, jelezve,
hogy az UW oldatban torténé konzervalas csokkentette a strukturalis karosodast. Legjelentésebb
valtozas az aktomiozin-komplex interakcidjaban figyelheté meg. Jelenleg nincs az irodalomban
hasonl6 DSC vizsgalat bél ischaemias modellben. A simaizomszévetben mért pathofiziologias
vizsgalatok kimutattak, hogy a meleg ischaemia hatasara csokken a ganglionsejtek szama a plexus
myentericusban, amelyek nem képesek regeneralodni a posztoperativ periddusban. Ez a f6 oka az
intestinalis motilitas posztoperativ és posztischaemias valtozasanak. E funkcionalis zavarok hatterében
ismert folyamatok allnak: a makromolekulakban bekovetkez6 oxidativ karosodas, a sejtek
kalciumegyensulyanak zavara, illetve a gyulladasos kaszkadok aktivacioja.

A teljes bélfal termikus viselkedése nagyfokt valtozatossagot mutatott, ami alapvetben a
vékonybél réteges felépitésébdl adodik. De a korabban emlitett szeparalt mucosa- és simaizom
mérések termikus karakterisztikaja itt is jol megfigyelhetd, ami igazolja, hogy a DSC analizis jol
tiikrozi a teljes bélszovetben bekovetkezd szerkezeti eltéréseket. Osszefoglaldsként elmondhatjuk,
hogy kutatocsoportunk elséként vizsgalta a meleg és hideg ischaemias bélszovetben bekovetkezo
szerkezeti karosodasokat differencial pasztazoé kalorimetrias modszerrel. Ez a termoanalitikai technika
lehetévé teszi a biologiai rendszerekben bekovetkezd strukturalis karosodasok kvantitativ, objektiv,
komplex és egzakt meghatarozasat, és ezaltal lehetéséget nyajt mind a kisérletes, mind a klinikai

sebészeti témaju kutatasokban valo széles koriti metodikai alkalmazasara.
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3. A vékonybél ischaemias posztkondicionalasa

3.1. Bevezetés

Az I/R karosodasokkal szembeni cytoprotekcioé intenziv kutatasainak eredményeképpen 1986-
ban Murry fogalmazta meg az ischaemias prekondicionalas (IPC) koncepciojat. Ennek kivaltasara az
ischaemia el6tt olyan rovid I/R-s periodusokat alkalmazunk, melyek nem okoznak szervkarosodast, de
aktivaljak az endogén védelmi rendszert, s igy a szovet jobban ellenall az ischaemias behatasnak.
2003-ban Vinten-Johansen és munkacsoportja bevezetette az ischaemias posztkondicionalas (IPO)
teoriajat. Ennek soran a reperfazio elején tobb, néhany masodperces I/R-s ciklusokat alkalmazva, un.
frakcionalt reperfuzioval engedik az ischaemias teriiletre a vért, mellyel csokken a reperfuzios
karosodasok mértéke. A véraramlas hirtelen, teljes visszaallitasa ugyanis a sejtek kalciumtaltoltédését,
oxidativ stresszt, gyors pH-neutralizaciét okoz, melyek szerepet jatszanak a mitokondriumok
csatornainak megnyitasaban, ami ATP-deplécidhoz és végiil a sejt halalahoz vezet.

IPO hatasara fenntarthatobb a sejt kalcium-homeosztazisa, védelmet ad a sulyos intracellularis
oxidativ stresszel szemben, szerepe van a késleltetett pH-korrekcioban és a mitokondriumok
védelmében, mely a sejt strukturalis és funkcionalis védelmét biztositja. Az IPO els6 kutatasi teriilete a
kardiologia volt, bevezetését kovetden néhany tanulmany jelent meg a vékonybél I/R-ban mutatott
védo hatasara vonatkozolag. Az IPC felhasznalhatosaga — protektiv hatasa ellenére — korlatozott, mert
a meglévo ischaemianal mar nincs mod az alkalmazasara. Klinikai felhasznalhatosag tekintetében az

IPO attorést jelenthet az I/R-s sériilések kivédésében és kezelésében.

3.2. Célkitiizés

Kutatasunk masodik részében ischaemias posztkondicionalas alkalmazasa mellett kiilonb6z6

idétartamu meleg I/R, valamint hideg konzervalast kovetd vékonybél autotranszplantacidt hoztunk

létre és a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Milyen mértékii oxidativ stressz 1ép fel IPO alkalmazasakor a meleg ischaemia és hideg
konzervalast kovet6 autotranszplantacio alkalmazasa utin a reperfundalt bélszovetben?

2. Az IPO mennyiben csokkenti a sejtek oxidativ kdrosodasat?

3. Hogyan valtozik a bél strukturalis szerkezete modelljeinkben IPO alkalmazéasa utan?

3.3. Anyag és modszer
3.3.1. Kisérleti csoportok és miitéti modszerek

Kisérleteinket feln6tt, him hazi sertéseken (tomegiik: 25-30 kg, Zn = 16) végeztiik. A mitét
el6tt 24 oraig csak cukros vizet fogyaszthattak. Az allatokat im. adott azaperon (Stresnil, 0,4 mg/ttkg,
Jannsen Animal Health, Belgium) premedikacio és thiopenthal (0,1 mg/ttkg, Biochemie Gmb, Austria)
anesztézia bevezetése utan isofluran és NoO gaz keverékével végzett narkézisban operaltuk. A
vizsgalatokat a PTE MAB engedélyének (BA02/2000-9/2008) megfelelden végeztiik el.
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A meleg I/R-s csoportokban median laparotomia utan kipreparaltuk az a. mesenterica
superiort, majd leszoritasaval ischaemiat hoztunk létre 1 (Al. csoport), 3 (A2. csoport) és 6 oran at
(A3. csoport). A hideg I/R-s csoportokban a Treitz-szalagtol kb. 10 cm-re aboralisan a vékonybelet az
ileum végéig reszekaltuk és lumenét antibiotikum nélkiili fiziologias s6oldattal mostuk at. A graftokat
4 °C-os UW oldattal perfundaltuk, és taroltuk 1 (B1. csoport), 3 (B2. csoport) és 6 oran at (B3.
csoport). Konzervalast kévetéen az éranastomozisokat 6/0-s szintetikus, monofil, nem felszivodo,
tovafutd varratokkal rekonstrualtuk és orthotopicus modon {ltettiilk vissza a vékonybelet.
Bélanasztomozist nem készitettiink. A reperfuziot valamennyi csoportban 3 6ran at tartottuk fenn.

IPC-t az ischaemias periodusok végén, kdzvetleniil a reperfuzios el6tt végeztiik a meleg (A4.
csoport, AS. csoport, A6. csoport) és hideg ischaemias (B4. csoport, B5. csoport, B6. csoport)

csoportokban. Az IPO protokollt 3 ciklusban, ciklusonként 30 masodperc ischaemidval és 30

masodperc reperfaziéval végeztiik. Valamennyi csoportnal mintat vettiink a jejunumbol a laparotomia

utan (kontroll, K) és a reperfuzios periddusok végén. Az aloperalt (S) allatoknal a laparotomia utan

(K) és az ischaemias csoportok biopsziaival analog idében vettiink bélszovetet.

3.3.2. Biokémiai vizsgalatok

A 2.2.2. pontban leirtak szerint végeztiik a méréseket.

3.3.3. Morfoldgiai vizsgalatok

A bélmintakat a 2.2.3. pontban leirtak szerint készitettiik eld és vizsgaltuk a valtozasokat.

3.3.4. Statisztikai analizis

Az eredmények értékelésekor a 2.2.5. pontban leirtak szerint végeztiik a szamitasokat.

3.4. Eredmények
3.4.1. Biokémiai vizsgalatok eredményei

A szoveti MDA koncentracioja valamennyi csoportban emelkedett meleg ischaemia hatasara.
Az emelkedést a 3 és 6 oras ischaemiat kovetd reperfuzios mintaknal szignifikansnak talaltuk (A2 és
A3 vs. K; p<0,05). A posztkondicionalt szovetnél is emelkedett a lipidperoxidacio mértéke a kontroll
mintakhoz képest, de értékét tekintve alacsonyabb maradt (A4 es A5 vs. K; p<0,05). Ez az emelkedés
a 6 oras csoportok kozott szignifikansan alacsonyabb volt a nem posztkondicionalthoz képest (A6 vs.
A3; p<0,05). A hidegen konzervalt mintaknal is kimutathaté volt a membrankarosodas (B2 és B3 vs.
K; p<0,05), de ez az egyes csoportoknal kisebb mértékii volt az azonos idejii meleg ischaemiahoz
képest (B3 vs. A3; p<0,05). A 6 oraig konzervalt és posztkondicionalt béInél szignifikansan
alacsonyabb volt az MDA koncentracié (B6 vs. B3; p<0,05).

A szdveti GSH koncentracioja szignifikansan csokkent a 3 és 6 6ras meleg ischaemiat kdvetd
reperfizios mintakban (A2 és A3 vs. K; p<0,05). Ezzel szemben az IPO csoportokban mind a kontroll,

mint a posztkondicionalas nélkiili csoportokhoz képest is szignifikansan magasabb értéket mértiink
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(A5 és A6 vs. K; A5 vs. A2; A6 vs. A3; p<0,05). A hideg konzervalas csokkentette a szoveti GSH-
szintet (B3 vs. K; p<0,05), de ez a csokkenés szignifikansan alacsonyabb volt a meleg csoporthoz
képest (B3 vs. A3; p<0,05). A konzervalast koveté IPO protokoll fokozta a GSH-szintet, foként a 6
oras csoportban (B6 vs. K vs. B3 és vs. A6; p<0,05).

A SOD aktivitasa jelentésen csokkent valamennyi meleg ischaemias csoportban (Al és A2 és
A3 vs. K; p<0,05). IPO hatasara a kontroll szinthez képest alacsonyabb volt az aktivitasa, de
szignifikansan jobban megérz6dott a nem posztkondicionalthoz képest (A5 és A6 vs. K; A5 vs. A2;
A6 vs. A3; p<0,05). Konzervalas hatasara csokkent a SOD aktivitasa, de a 3 és 6 6ras mintaknal
szignifikansan magasabb volt, mint a meleg I/R-s csoportokban (B2 vs. A2; B3 vs. A3; p<0,05). Az
IPO tovabb javitotta a SOD aktivitasat a konzervalas utan (B6 vs. K és B3 és A6; p<0,05).

3.4.2. Szovettani vizsgalatok eredménye

A Park-féle klasszifikacio szerint a kontroll- és aloperalt csoportban normal széveti strukttra
lathato (0. stadium). Egy oras meleg ischaemiat kovetd reperfuzido végén a villusok kismértéki
levalasat tapasztaltuk (2. stadium), mig 3 6ras ischaemia mar jelentds epithel-levalast okozott (3.
stddium). Hat 6ras ischaemia utan 5-6s stadiumu karosodas alakult ki denudalt villusokkal, a lamina
propria és a kriptak decellularisatiojaval és végs6 soron a bélstruktura teljes szétesésével. AZ IPO
csoportokban a karosodas egy fokozattal enyhébb volt, mint az IPO nélkiili csoportokban. Ezek kozil
is kiemelend6 a kriptak jobb megérzottsége a reperfuzio végére. A kvalitativ kiértékelés szerint a
hideg konzervalas onmagaban hatassal volt szoveti struktira megorzésére, melyet az IPO tovabb
javitott.

A kvantitativ analizis szerint a szoveti sériilés mértéke korrelalt az ischaemia idejével. A 3 és 6
oras meleg ischaemia szignifikansan csokkentette a mucosa, a submucosa és az izomréteg vastagsagat,
valamint a kriptak mélységét a kontroll szévethez képest (A2 és A3 vs. K; p<0,05). Az IPO
csoportokban is lathatd csokkenés az emlitett rétegekben, de a nem posztkondicionalt csoportokhoz
képest szignifikansan nagyobb volt a mucosa vastagsaga a reperfuzios végére (A5 vs. A2; A6 vs. A3;
p<0,05). A hideg ischaemia mérsékelte a strukturalis Karosodast a submucosa, az izomréteg és a
kriptak tekintetében. A mucosa itt is karosodott, de a meleg ischaemiahoz képest kisebb mértékben
(Bl vs. Al; B2 vs. A2; B3 vs. A3; p<0,05). Az IPO tovabb csokkentette a szoveti karosodast féként a
3 €s 6 oras konzervalas utan (B5 vs. B2; B6 vs. B3; p<0,05). A bélfal simaizom rétegénél csokkend
tendencia lathatd, mely 3 és 6 6ras meleg ischaemia utan szignifikans volt (A2 és A3 vs. K; p<0,05),

de a tdbbi csoportban jelentds valtozas ennél a rétegnél nem volt mérheto.

3.5. Megbesz¢élés

Intenziv kutatasok ellenére a vékonybél I/R-s karosodasanak kivédése napjainkban sem
tekinthetd rutin eljarasnak a klinikumban. Kisérleteinkben akut mesenterialis I/R-t és hideg
konzervalast koveté autotranszplantaciot modelleztiink kiilonb6z6 I/R-s id6tartamok, valamint TPO

felhasznalasaval. A klasszikus IPO-protokollt hasznaltunk, mely 3 ciklusbol all, ciklusonként 30
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masodperc ischaemia és 30 masodperc reperfazié alkalmazasaval. Az oxidativ stressz markerek koziil
a karosodast jelzo lipidperoxidaciot, az OFRs inaktivalasaban szerepet jatszo6 GSH szintjét és a SOD
aktivitasanak valtozasat mértik.

Eredményeink szerint az IPO csokkentette a meleg I/R okozta lipidperoxidacio mértékét. Ez a
csokkenés a 6 oras mintaknal szignifikans volt. Az antioxidans oldalon kimutattuk, hogy a GSH
szintje csokken meleg ischaemia hatasara. Hasonlo eredményekr6l szamolt be korabban Gibson, aki
patkanybél I/R-t hozott 1étre az a. mesenterica superior 1 oras leszoritasaval, melyet 2 o6ra reperfuzio
kovetett. Eredményei szerint az ischaemia ideje alatt csokkent a szoveti GSH-szint, de a reperfuzio
alatt tovabbi csokkenést mar nem tapasztalt. Ezzel szemben Nakamura a szoveti GSH-koncentracio
csokkenését irta le az ischaemia alatt, mely a reperfazié soran tovabb csokkent. Sola eredményei
szerint a GSH tartalom lefelez6dott 90 perces bélischaemia utan. Ezzel szemben az IPO csoportokban
szignifikansan emelkedett GSH koncentraciot talaltunk 3 és 6 oOras meleg I/R-s és 6 oOras
konzervalason atesett csoportokban. Eredményeinkhez hasonld GSH szint valtozast talalt Chen és
kutatocsoportja, mely jelezte az endogén védelmi rendszer aktivaciojat. Tovabba a meleg ischaemia az
id6 fuggvényében szignifikansan csokkentette a szoveti SOD aktivitasat. Az SOD aktivitasanak
dramai csokkenésérdl szamolt be Kacmaz és Karashima is. Az IPO csoportoknal is csokkent ugyan az
aktivitas, de ezt értékét tekintve kisebbnek talaltuk. Ezen eredményeket irodalmi adatok is
megerdsitik, amelyek leirjak, hogy az IPO altal létrehozott védelem 6sszefiigg az oxidativ stressz, a
gyulladasos folyamatok, tobbek kozott a PMN leukocytak aktivalodasanak mérséklodésével. A hatast
a szovetet ért intermittalé reoxigenizacio miatti csokkent OFRs-képzddésben lattak. Az IPO-t a
reperfazié inditasatol szamitott els6 7 percig terjedd idéintervallumban kell alkalmazni, amikor az
OFRs képzédés tet6zik. Az azonnali TPO pozitiv hatasat irja le egy masik patkanyokon végzett
tanulmany is, ahol klasszikus és késleltetett IPO-protokollt alkalmaztak. Ezaltal csokkent a szoveti
MDA-szint, helyreallt a SOD aktivitasa, csokkent a gyulladasos valasz és a PMN leukocytak szoveti
akkumulacioja, valamint csokkent a tumor nekrézis faktor-alfa (TNF-a) és az interleukin-6 (IL-6)
plazmaszintje. Bizonyitottak, hogy az IPC és az IPO egymassal szinergista hatasuak, tovabba azt a
fontos tényt, hogy a késon (reperfuzid utani 3. percben) Kivitelezett IPO hatastalan, ugyanis akkor a
SOD aktivitasa mar nem 6rzédik meg, €s nem csokkenti a szoveti lipidperoxidacio. Emellett az IPO-t
hatastalannak irtak le 4 ciklusban alkalmazott, ciklusonként 30 masodperc ischaemiabol és 30
masodperc reperfaziobol allo protokollnal. Az ellentmondé eredmények szarmazhatnak az eltérd
ischaemias idokbdl és az eltérd IPO protokollokbdl egyarant.

Hideg ischaemias kisérletsorozatunkban kimutattuk, hogy az UW oldatban tortént hideg
prezervacio csokkenti a szoveti oxidativ karosodasokat a meleg ischaemias eredményekhez képest.
Meéréseink szerint a szoveti MDA a hideg konzervalas hatasara emelkedett ugyan, de ez elmarad a
meleg karosodas mértékétdl. Az IPO tovabb csokkentette a szoveti MDA-szinteket a nem
posztkondicionalt mintakhoz képest. Tovabba a hideg konzervalas kevésbé csokkentette a szoveti
GSH-szintet és SOD-aktivitast, mint a meleg ischaemia. Az IPO mintaknal ezek az értékek jobban

megkozelitették a kontroll szintet.
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Hagyomanyos hisztologiai vizsgalatok kvalitativ és kvantitativ analizisével kimutattuk, hogy a
bélszévet meleg I/R hatasara jelentésen karosodik és a karosodas mértéke az ischaemias id6vel
fokozédik. A posztkondicionalt csoportokban enyhébb foka volt a karosodas mértéke, melybdl
kiemelendd a kriptak jobb megérzottsége a reperfuzio végére. Eredményeink megfelelnek az
irodalomban leirtaknak. A kvantitativ eredmények ezeket a valtozasokat tamasztottak ala a mucosa, a
submucosa és a kriptak esetén. Az izomrétegben jelentds valtozast nem lattunk. A konzervalt graftok
vizsgalatai soran kimutattuk, hogy az ischaemias id¢ elérehaladtaval aranyosan nétt a karosodas
mértéke, de ez mérsékeltebb volt, mint a meleg ischaemia okozta karosodas. A meleg ischaemiahoz
hasonloan az IPO csoportokban a karosodas egy fokozattal enyhébb volt az IPO nélkiiliekhez képest.
Az IPO védé hatasanak pontos mechanizmusa még nem ismert modelliinkben. Néhany kézlemény
azonban leirta mar, hogy az IPO csokkenti a bélszoévet egyes rétegeiben bekovetkez6 karosodasokat.
Annak ellenére, hogy az IPO soran aktivalodo jelatviteli utak rendkiviil komplex osszefiiggést
mutatnak, és szamos résziik ma még nem ismert, az széles korben elfogadott, hogy az IPO a sejtek
természetes védekezé mechanizmusainak passziv ¢és aktiv tényezoivel hozhato 6sszefiiggésbe.

Tekintettel arra, hogy az IPO egy a klinikai gyakorlatban is hasznosithatd eljaras lehet a
jovoben, ezért minden jelenlegi és jovObeli kutatas fontos a folyamatok részleteinek tisztazasa és a

felmeriilt szamos kérdés megvalaszolasa érdekében.
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4. PACAP hatasanak vizsgalata vékonybél autotranszplantacios modellekben

4.1. Bevezetés

Kisérletes kutatasok ellenére még ma sem ismert olyan specifikus terapia mellyel az I/R-s
karosodas megelézhetd vagy teljes mértékben kezelhet6 lenne. A klinikai eredmények igazoljak, hogy
transzplantaciokor a konzervalas €s a reperfiizio mind rovid, mind hossza tavon karos hatasu, noveli
az akut kilokodések szamat, vagy kronikus allograft funkciozavart okoz. A jelenleg standardként
hasznalt UW konzervald oldatot foként hasnyalmirigy és maj tarolasara fejlesztették ki. A tobbi
szervvel kapott jo eredmények ellenére a bél graftok tarolasara ez az oldat ma sem tekinthetd
,»optimalis” oldatnak. Folyamatos kutatasok folynak a forgalomban 1évé oldatok modositasa (Gj
Osszetevok, magasabb energia -és tapanyagtartalom), illetve 0j oldatok kifejlesztése terén.

A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid (pituitary adenylate-cyclase activating
polypeptide: PACAP) az evoluci6é soran jol konzervalt, széles hatdsspektrumt neuropeptid, mely hat
az endokrin mirigyekre, a kardiovaszkularis és 1€gz0 rendszerre, valamint az emésztd traktusra is.
1989-ben izolaltak birka hypothalamusbdl a hypophysisben kivaltott adenilat-ciklaz aktivaloé hatasa
segitségével. A szekretin/glukagon/vazoaktiv intestinalis polipeptid (VIP) peptidcsalad tagja. A
polipeptidnek két formaja van, a 38 aminosavat tartalmazé PACAP-38 és a 27 aminosavbdl allo
PACAP-27. Szerkezete 67 %-ban megegyezik VIP-el, de adenilat-ciklaz aktivalo hatasa 1000-10000-
szer nagyobb a VIP hatasanal. Ezek, mint ,,brain-gut” peptidek az emészt6 rendszer teljes hosszaban
megtalalhatdak, immunreaktivitasuk a sejttestekben és az idegvégzddésekben mutathatod ki, foként a
jejunum és az ileum teriiletén. Fokozott affinitassal kotddnek a PAC1 és a VIP-el kozos VPACI és
VPAC2 receptorokhoz. Mindharom receptoruk megtalalhatd a mucosdban, a myentericus
neuronokban, neuroendokrin és érendothel sejteken, valamint a simaizomsejteken.

A PACAP-38 anti-apoptotikus, anti-inflammatorikus és antioxidans protektiv hatasa szamos in
vitro €s in vivo kisérletben igazolddott. Pontosan még nem tisztazott, hogy milyen mechanizmusokon
keresztiil hat, de az igen, hogy a bélszdveti I/R-s karosodas a béltraktusban citokin felszabadulast
eredményez. Szamos gyulladasos modellben leirtak, hogy a PACAP anti-inflammatorikus hatasa

részben a citokinek €s kemokinek termelédésének gatlasa révén érvényesiil.

4.2. Célkittizés

Kutatdsunk harmadik részében kiilonboz6 iddtartamt meleg I/R, valamint hideg konzervalast kdveto

vékonybél autotranszplantaciot végeztiink és a kovetkezo kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Meleg ischaemia hatasara hogyan valtozik az endogén PACAP-38 szint a bélszovetben?

2. PACAP-38 KO és vad tipusu egereknél milyen mértékli oxidativ és szoveti karosodas 1ép fel?

3. Vékonybél autotranszplantacioé soran PACAP-38-at tartalmazo UW oldatban torténé konzervalast
kovetden milyen mértékii oxidativ és szoveti karosodas 1€ép fel, és hogyan valtozik a konzervalt
bélszovetben a PACAP-38 és a PACAP-27 immunreaktivitasa?

4. Milyen mértéki lesz ebben a modellben a szdveti citokin expresszid?
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4.3. Anyag és modszer
4.3.1. Kisérleti csoportok és miitéti modszerek

Az l-es és IlI-as kisérletekben feln6tt, him, Wistar patkanyokat (testtomeg: 250-300 g; £n=56,
n=8/csoport), a Il. kisérletnél PACAP-38 vad tipusu és célzott géntechnologiaval eldallitott, fenntartott
és visszakeresztezéssel ellenérzott CD1 PACAP—/— egereket (testtomeg: 25-30 g; Xn=40,
n=20/csoport) hasznaltunk. A mutét elott 24 ordig csak vizet fogyaszthattak. Az érzéstelenités im.
adott ketamin-hidroklorid (0,01 mg/ttg) és diazepam (0,01 mg/ttg) injekcidval tortént (Richter
Gedeon). A vizsgélatokat a PTE MAB engedélye (BA02/2000-9/2008) szerint végeztiik.

Az 1. kisérletben meleg ischaemias csoportokban az a. mesenterica superior-t kipreparaltunk
és atraumatikus Klip felhelyezésével 1 oras (Al. csoport), 3 oras (A2. csoport) és 6 oras (A3. csoport)
ischaemidt hoztunk létre. A klipek eltdvolitdsa utan 3 6ras reperfuzidt kezdtiink.

A TI. kisérletben hideg ischaemias csoportokat hoztunk Iétre. Laparotomia utan a vékonybelet
a Treitz-szalagtol az ileocoecalis részig reszekaltuk. A bél lumenét antibiotikum nélkiili fiziologias
sooldattal mostuk at. A graftokat perfundaltuk és 4 °C-os UW oldatban taroltuk 1 6ran (PVBI.
csoport, KO.B1. csoport), 3 éran (PVB2. cs., KO.B2. cs.) és 6 oran (PVB3. cs., KO.B3. cs.) at.

A TIL. kisérletben is hideg ischaemias csoportokat hoztunk l1étre. A graftok perfuzioja utan 100
ml 4°C-0s UW oldatban taroltuk 1 6ran (B1. csoport), 3 6ran (B2. csoport) és 6 6ran keresztiil (B3.
csoport). A tovabbi graftokat 100 pg PACAP-38-at tartalmazod 100 ml UW oldatban 1 6rén (PB1.
csoport), 3 6ran (PB2. csoport) és 6 6ran keresztiil (PB3. csoport) konzervaltuk. A konzervalasok utan
mikrosebészeti technikaval (10/0-4s, szintetikus, monofil, nem felszivodo fonal felhasznalasaval), end-
to-end éranasztomozisokkal egyesitettiik az érvégeket orthotopicus mddon (autotranszplantacio).
Bélanasztomoézist nem készitettiink. A reperfuziot minden csoportban 3 o6ran at tartottuk fenn.
Valamennyi csoportnal a szovetmintakat a laparotomia utan (kontroll, K) és a reperfuzié végén vettiik.
Az ,,S” (Sham) csoportba a csak median laparotomian atesett, aloperalt allatok keriiltek. Ezekbdl a

laparotomia utan (K) és az ischaemias csoportok biopsziaival analog id6ben vettiink szovetmintakat.

4.3.2. Biokémiai vizsgalatok

A 2.2.2. pontban leirtak szerint végeztiik a méréseket.

4.3.3. Morfologiai vizsgalatok

A bélmintakat a 2.2.3. pontban leirtak szerint készitettiik el6 és vizsgaltuk a valtozasokat.

4.3.4. PACAP-38 és PACAP-27 mérése radioimmunassay (RIA) modszerrel

A bélszovetbdl szarmazd mintakat (600 mg) jéghideg vizben homogenizaltuk, majd 12000-es
fordulatszdmon 30 percig 4 °C-os hémérsékleten centrifugaltuk. Ez utan a feliilusz6t a PACAP-38-
szerli és PACAP-27-szerli immunreakciok vizsgalata céljabol RIA analizisnek vetettiik ald. A
PACAP-38 antiszérumat 88111-3-mal, a PACAP-27 antiszérumat 88123-mal roviditettik. Jelolt
anyagként 125-6s jod izotdppal jeldlt juhbdl szarmazo PACAP24-38-at és PACAP-27-et hasznaltunk.
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A standardjaink juhbol szarmazé6 PACAP-38 és PACAP-27 voltak (0-1000 fmol/ml). Mintank
radioaktivitasat gamma-szamlaloval mértiik. Az ismeretlen minta PACAP-38 illetve PACAP-27
tartalmat kalibracios gorbe segitségével hataroztuk meg. A PACAP-38-szerii és PACAP-27-szeri

kotodés aranyat femtomol/mg szovet értékben adtuk meg.

4.3.5. A szdveti citokin aktivitds mérése
Citokin Array

A bélszovet citokin tartalmanak kemiluminescens vizsgalatahoz patkany citokin Kkittet
hasznaltunk (Panel A Array kit, R&D Systems). A bélszovetet proteaz inhibitor tartalmi PBS
pufferben homogenizaltuk, Triton X-100-at adtunk hozza, majd -80 °C-on taroltuk a felhasznalasig. A
mintdkhoz antitest-elegyet adtunk, majd 1 oOran 4t szobahOmérsékleten inkubaltuk. Haromszori
pufferes mosas utan tormaperoxidaz-konjugalt Streptavidint adtunk a mintakhoz és kemiluminescens
mérés (Amersham Biosciences, Magyarorszag) utan rtg filmre rogzitettiik.
Luminex Multiplex Immunassay

A korabban leirtak alapjan a bélszovetben harom ,host” marker (szolubilis intercellularis
adhézioés molekula-1: SICAM-1; L-szelektin; tissue inhibitor of metalloproteinaz-1: TIMP-1) szintjét
hataroztuk meg Flurokine MAP Rat Base kit (R&D Systems) segitségével, a gyartd instrukcioi

alapjan. Az eredményeket pg/g nedves szovet értékben adtuk meg.

4.3.6. Statisztikai analizis

Az eredmények értékelésekor a 2.2.5. pontban leirtak szerint végeztiik a szamitasokat.

4.4. Eredmények
4.4.1. Biokémiai vizsgalatok eredményei

A UW oldatban tarolt graftok esetén a szoveti MDA szintje a kontroll és aloperalt csoport
értékeihez képest a konzervalasi idovel aranyosan nétt a II. kisérletben. Legmagasabb értéket a
PACAP-38 KO graftok 6 oras konzervalas utani reperfiizios mintdinal mértiink. Ez szignifikansan
magasabb volt, mint a PACAP-38 vad tipust graftok ugyanilyen ideji tarolasa utan (KO.B3 vs.
PVB3; p<0,05). Szignifikans volt az eltérés a 3 oras mintaknal is (KO.B2 vs. PVB2; p<0,05). Az
endogén scavenger GSH szoveti koncentracidja és a SOD aktivitasa szignifikdnsan alacsonyabb volt a
PACAP-38 KO allatok 3 és 6 oras konzervalas utdni mérésénél, mint az ugyanazon idejli vad tipusu

bélszovetben (KO.B2 vs. PVB2; KO.B3 vs. PVB3; p<0,05).

4.4.2. Morfologiai vizsgalatok eredménye

A Park-szerinti klasszifikacio szerint a legnagyobb karosodast a PACAP-38 KO egerek 6 oras
konzervalasa utan kaptunk (KO.B3. csoport, 4. stadium), mig a legkisebb karosodast a PACAP-38 vad
tipusu allatok 1 oraig prezervalt graftjainal (PVBI1. csoport, 1. stadium) figyeltiink meg. Egy oras
konzervalas utan a PACAP-38-at tartalmazo szovetben az ép kriptak mellett a villusok kismértékii
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megemelkedését lattuk. Ezzel szemben a PACAP-38 hianyos szdvetnél a karosodas egyel magasabb
fokozatu volt (KO.B1. csoport: 2. stadium): a villusok kozepes mértékii levalasa mellett részleges
kriptakarosodas volt megfigyelhetd. A harom o6ras csoportoknal a PACAP-38 KO szovetben 3.
stadiumil volt a karosodas, jelentGs epithel levalast és helyenként karosodott kriptakat talaltunk
(KO.B2. csoport). A PACAP-38 vad tipusu graftok 6 oras konzervalasa utan 3. stadiumu karosodas
volt megfigyelhetd (PVB3. csoport), mig a PACAP-38 KO graftok ugyanennyi ideji tarolasa 4-es
stadiumu karosodast okozott (KO.B3. csoport).

A kvantitativ szovettani vizsgalat szerint a mucosa és submucosa vastagsaga és kriptak
mélysége szignifikansan csokkent a PACAP-38 vad tipusu allatok bélszovetének 6 oras konzervalasa
utan (PVB3. Vs. K; p<0,05). A PACAP-38 KO graftoknal a csokkenés mar 1, 3 és 6 6ras konzervalas
utan is szignifikans volt a kontroll és az aloperalt mintakhoz képest (KO.B1., KO.B2. és KO.B3. vs. K
és S; p<0,05). Ezeknél a rétegeknél szignifikdnsan rosszabb eredményt kaptunk a PACAP KO
mintdknal a PACAP-38 vad tipustu egerek értékeihez képest (KO.B2., KO.B3. vs. PVB2 és PB.B3;

p<0,05). Az izom vastagsdga enyhe csokkenést mutatott, de €z nem volt szignifikans.

4.4.3. A bél PACAP-38 és PACAP-27 immunreaktivitasi szintjének valtozasa bélszovetben

Az 1. kisérletben a bélszovet endogén PACAP-38 immunreaktivitdsi szintjének valtozasat
mértiik kiilonboz6 idétartami meleg ischaemia és azt kovetd reperfiizié soran. Az endogén PACAP-38
immunreaktivitasi szintje a reperfizios mintaknal szignifikdnsan csokkent minden csoportban (A1, A2
és A3 ischaemia vs. K; p<0,05). A 6 6ras meleg ischaemias csoportban mar az ischaemia végi mintakban
is szignifikansan csokkent a PACAP-38 endogén szintje a kontroll és aloperalt szoveti szinthez képest
(A3 ischaemia vs. K; p<0,01; A3 reperfuzio vs. K; p<0,001).

A 1l kisérletben a szoveti PACAP-38-szerli immunreaktivitas 57,32+3,5 fmol/mg volt a
kontroll mintakban és 55,1£2,5 fmol/mg az aloperalt csoportban. Ennek értéke 1 oras hideg
konzervalast kévetéen 50,4+3,5f mol/mg-ra (B1. csoport), 3 6ra utan 40,1+5,5 fmol/mg-ra csokkent
(B2. csoport). Ez a valtozas a 6 oras konzervalas végére (B3. csoport: 32,6+3,0 fmol/mg; p<0,05)
szignifikans volt. PACAP-38-at tartalmaz6 UW oldatban vald tarolas utan szignifikansan magasabb
szinteket mértiink a PB4-PB6 (65,2+3,4;55,24+4,2;48,9+3,2 fmol/mg) csoportokban.

A szoveti PACAP-27-szeri immunreaktivitds csokken a kontroll (4,2+0,2 fmol/mg)
mintakhoz képest. Ezen csokkenés szignifikans volt, mind az 1 6ras (B1. csoport: 2+0,2 fmol/mg;
p<0,05), mind a 3 oras (B2. csoport: 1,6+0,3 fmol/mg; p<0,05) és a 6 oras (B3. csoport: 0,9+0,2
fmol/mg; p<0,01) mintdknal is. PACAP-38-at is tartalmazo UW oldatban torténd tarolast kovetden
érteke szignifikdnsan magasabb volt a csak UW-ban tarolt mintdkhoz képest (PB4. csoport: 3,5+0,3
fmol/mg; PB5. csoport: 3,0+0,2 fmol/mg; PB6. csoport: 2,6+0,15 fmol/mg; p<0,05).

4.4.4. Citokin expresszi6 valtozasa bélszovetben
A kemiluminenscens vizsgélatok igazoltak, hogy a citokinek koziil az SICAM-1 és az L-

Selectin normal aktivitasu volt a kontroll bélszovetben. Expressziojuk nem valtozott 6 oras UW
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oldatban torténd konzervalas és az azt kovetd reperfizio végére a B3. csoportban. Mind a 6 oras
PACAP-38-at tartalmaz6 UW oldatban torténd konzervalas, mind az azt koveté 3 oras reperfizio
jelentds citokin aktivitas csokkenést okozott a PB6 csoportban. A RANTES (CCLS5) szintek minden
csoportban megemelkedetek. A kontroll mintdkban a TIMP-1 aktivitdsa nem volt mérhet6. Jelentds
aktivitast mértiink a 6 6ras PACAP-38 nélkiili UW oldatban val6 konzervalas utdn a B3. csoportban.
A PACAP-38-t tartalmazo6 konzervalas csokkentette az aktivitasok szintjét a PB4. csoportban.

Az elobbi méréseket a Luminex Immunoassay-el kapott eredmények is megerdsitették. Az
sICAM ¢és az L-Selectin expresszidja hasonld a kontroll és az ischaemias csoportokban, mig mindkét
esetben szignifikdns csokkenés figyelheté meg a PACAP-38-al tarolt graftoknal. A TIMP-1
expresszioja a kimutatdsi hatdron volt a kontroll mintakban, és jelentds emelkedés volt hideg

ischaemia utan. Az emelkedett TIMP-1 szinteket mérsékelte a PACAP-38-at tartalmazo konzervalas.

4.5. Megbeszélés

Jelen kutatasunkban egyrészt PACAP-38 KO és PACAP-38 vad tipust egerekben kisérletes
vékonybél autotranszplantacié sordn meghatdroztuk a szoveti oxidativ karosodas mértékét és a
bélszovetben bekovetkezd strukturdlis valtozasokat. Masrészt meleg I/R-s modellben mértiikk az
endogén PACAP-38 immunreaktivitasi szintjének valtozasat. Harmadrészt a graftok konzervalasahoz
UW ¢és PACAP-38-at tartalmazé UW oldatot hasznalva vizsgaltuk a bélszovet PACAP-38 ¢s PACAP-
27 immunreaktivitasanak valtozasat, valamint a Konzervalaskor fellépd szoveti citokin expressziot.

PACAP-38 KO ¢és vad tipusu egerekben a konzervalas hatasat a kialakult oxidativ karosodas
alapjan értékeltiik. Eredményeink alapjan a szoveti lipidperoxidacié a hideg konzervalas idejével
aranyos modon fokozodott, és szignifikdnsan magasabb volt a PACAP-38-at nem termeld KO
allatokban. A konzervalas soran a szoveti endogén scavenger GSH szintje cs6kkent mind a vad tipusu,
mind a PACAP-38 KO modellekben. Koncentracidja szignifikansan alacsonyabb volt 3 és 6 6ra utan a
KO graftokban. Az endogén antioxidans enzim SOD aktivitasa is hasonld csdkkenést mutatott hideg
ischaemia hatasara, de aktivitasa a vad tipusu szévetben jobban meg6rzédott, mint a PACAP-38 nélkiili
graftokban. Hasonlo kisérletekkel kapcsolatos adatok nem talalhatéak az irodalomban, melyek jeleznék,
hogy milyen mechanizmus utjan fejti ki védoé hatasat a PACAP-38 hideg konzervalas és azt kovetd
reperfuzid soran. Szdmos vizsgalat meger6siti azonban azt a tényt, hogy a peptid antioxidans,
antiapoptotikus és anti-inflammatorikus tulajdonsaganak fontos szerepe van citoprotektiv hatasaban. A
PACAP-38-nak van ugyan enyhe scavenger aktivitdsa, de inkabb az valosziniisithetd, hogy indirekt
modon, az antioxidans enzimek aktivitdsanak/szintézisének stimulalasa révén fejti ki oxidativ stressz
elleni védd hatasat. Ami az oxidativ stressz altal kivaltott jelatviteli utakat illeti, a PACAP-38-r6l
kimutattak, hogy kiilonbdzé sejtekben képes ellensulyozni vagy megvaltoztatni az oxidativ stresszt
kivalté un. downstream jelatviteli utvonalakat.

Kimutattuk, hogy 6 oras konzervalas a PACAP-38 KO graftokban okozta a legnagyobb
szoveti karosodast. Mind a kvalitativ, mind a kvantitativ vizsgalataink igazoltak, hogy a PACAP-38

szoveti jelenléte mérsékelte a hideg konzervalas okozta szovetkarosodast. A mucosa és submucosa
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vastagsaga és a kriptak mélysége is jobban megérz6dott a PACAP-38-at tartalmazod szovetekben. A
folyamat pontos molekularis hattere ma még nem ismert. Jelen vizsgalatunkban kapott eredmények
azonban Osszhangban vannak a PACAP-38 KO kisérleti allatokban kapott kiilonb6z6 vizsgalati
eredményekkel. Tobbek kozott kimutattak, hogy PACAP-38 hianyaban megvaltozott az agyi fejlédés
és koros axonalis dendriteket eredményezett. Erdekes, hogy ezek a valtozasok nem vagy csak enyhe
fokban jelentkeznek periférias szovetekben (pl. vastagbélben). Ha a kiilonb6z6 szoveteket karos
stimulus éri, akkor a PACAP-38 hidnyos egerekben a karosodas sokkal sulyosabb mértékben jelenik
meg. Ezt igazoltdk dextran-indukalta colitis modellben, oxidativ stressznek kitett Kisagyi
szemcsesejtekben és vese sejtkultiraban, agyi ischaemia soran, és axon regeneracios vizsgalatokban.

Vizsgalataink sordn kimutattuk, hogy a bélszovet endogén PACAP-38 immunreaktivitdsi
szintje csokken meleg ischaemia és az azt kovetd reperfuzié soran. Ezek az értékek 6 oras ischaemia
utan és valamennyi reperfuziés mintaban szignifikans volt. A PACAP-38 immunreaktivitasi szintjének
értékeit tekintve eredményeink korrelaltak a gasztrointesztinalis traktusban Hannibal altal mért normal
szintjeivel. A PACAP-38 immunreaktivitasi szintjének csokkenését valosziniileg az okozza, hogy az
ischaemias sejtekben fokozodik felvétele és/vagy az, hogy ischaemia alatt csokken a szintézise.
Hasonlo megfigyeléseket irtak le mas kutatok gyomorfekélyt modellezé kisérletben, amikor a
PACAP-38 immunreaktivitasi szintjének akut csokkenését talaltak.

Az intenziv kutatasoknak koszonhetéen az utdbbi években egyre tobb vékonybél
transzplantacio torténik a vilagon, azonban ma is szamos probléma befolyasolja a graftok és a betegek
tulélését a klinikai gyakorlatban. A konzervalo oldat alapvetd szerepet jatszik a hideg ischaemia és az
azt kovetd reperfuzio soran fellépd szovetkarosodas csokkentésében. A klinikai rutin jelenleg UW
oldatot hasznalnak a bélgraftok tarolasara. Ez az oldat maj és vese konzervalasa esetén szamos
elénnyel rendelkezik, ugyanakkor a vékonybél tarolasahoz nem optimalis. Szamos kutatas folyik a
kereskedelemben kaphat6 oldatok Gsszetételének modositasa, illetve 0j oldatok kifejlesztése terén.

Vizsgalatunkban kimutattuk, hogy a bélszovet PACAP-38-szerli és PACAP-27-szerii
immunreaktivitasa a konzervalasi id6 eldre haladtaval csokkent 1 és 3 6ras hideg tarolast kovetéen. Ez
a csokkenés 6 oOras hideg ischaemia utan szignifikans volt. Korabbi meleg I/R-s vékonybél modellben
veégzett kutatdsaink hasonldo eredményeket mutattak az endogén PACAP-38 szintjének valtozasa
tekintetében. A hideg ischaemiat koveté PACAP-38 szint csokkenését okozhatja mind az ischaemias
sejtek fokozott PACAP-38 felvétele, mind a PACAP-38 szintézisének csokkenése, mind pedig a
sejtkdrosodas miatti fokozott PACAP lebomlas. Hasonld megfigyelést tettek kisérletes fekély
modellben is, ahol a PACAP immunreaktivitasanak akut csokkenését figyelték meg. A PACAP-38 és
PACAP-27 szintek szignifikdnsan magasabbak voltak azokban a graftokban, melyeket PACAP-38
tartalmi UW oldatban taroltunk. Erdekes médon a PACAP-38 szintje a kontroll értékek folé
emelkedett 1 6ras konzervalast kovetéen. Harom ¢és 6 o6ras PACAP-38-at tartalmaz6 UW oldatban
torténd konzervalas hatdsara a bélsejt homogenizatumban szignifikansan megnétt a PACAP-38 és
PACAP-27 szint. A reperfuzios idészak végén észlelt emelkedett értékek kialakulasaért felelGs

mechanizmust pontosan nem ismerjiik. Ezt okozhatja az endothel sejtekben a hypoxia kdvetkeztében

22



csokkent adenilat-ciklaz aktivitas miatt kialakult alacsonyabb intracellularis cAMP szint. Ez a
feltételezés in vivo vékonybél prezervacios vizsgalatok soran is megerdsitést nyert. Az emlitett
mechanizmusok koziil a cellularis cAMP jelatvitel jatszhatja a {6 szerepet az ischaemias bél
integritdsanak megdrzésében. A legljabb tanulmanyok megerdsitették, hogy a PACAP-38 hatasara a
cAMP szint megemelkedik, mely megdévja az I/R okozta kéarosodastdl a bélszovetet. Tovabba
kimutattak, hogy az alapveten extrinsic denervacidval jard vékonybél transzplantacido soran a
PACAP-38 szint a gyomorban csokken, de a bélben nem. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a bél
PACAP-38 tartalmu idegrostjainak kettds -intrinsic és extrinsic- eredete van. A masik lehetséges
magyarazat, hogy a konzervald oldathoz adott, kiilséleg bevitt PACAP hozzako6tddve specifikus
receptoraihoz fejti ki antioxidans és protektiv hatasat a bélben.

A bélszovet karosodasaért elsdsorban az I/R soran keletkezd gyulladaskelté mediatorok,
kozottiik a citokinek is felelések. Az indukalt gyulladasos kaszkad aktivalja a leukocitakat, az endothel
sejteket, ami szoveti gyulladashoz, tobbszervi elégtelenséghez és halalhoz vezethet. Vékonybél
transzplantacid sordn a bél citokin termeld szervvé valik, fenyegetve a graft és a beteg ttlélését.

Jelen vizsgalatunkban azt talaltuk, hogy az sSICAM-1 és az L-Selectin expresszidja jelen volt a
kontroll bélszdvetben is és szabalyos aktivalddast mutatott 6 6ras hideg UW oldatban valé konzervalas
és azt kovetd reperfuzié soran. Ezzel szemben 6 6rds PACAP-38 tartalmtt UW oldatban valo tarolas
jelentdsen csokkentette a citokinek aktivaciojat. A sICAM-1 és az L-Selectin fokozott expresszidja
vese I/R-t kdvetden is megfigyelhet6 volt, ugyanakkor ott a PACAP-kezelt csoportokban csokkenés
volt kimutathatdé. A citokinek kozé tartozé adhézidos molekuldk részt vesznek a leukocytdk, a
vérlemezkék, T sejtek és endothel sejtek kozotti intercellularis kommunikacioban, beinditva ezzel a
mikrovaszkularis sériilést és reperfizios karosodast. A RANTES (CCL5) citokin az interleukin-8
csalad tagja, egy nem konstitutivan termel6dé protein, ami csupan gyulladas soran expresszalodik.
Szelektiv attraktansként mikodik, a memoria T lymphocytakat és monocytakat vonza. Modelliinkben
a CCL5 szint minden csoportban emelkedett volt, ugyanakkor a PACAP-kezelt csoportokban enyhe
csokkenés volt megfigyelhet. Gyulladasos folyamatokban a matrix metalloproteinaz-9 (MMP-9) és
endogén inhibitoranak (TIMP-1) transzkripcioja a pro-inflammatorikus mediatorok hatasara
indukalodik. Kisérletiinkben a TIMP-1 erdteljes aktivacioja volt kimutathaté PACAP-38 nélkili UW
oldatban vald 6 6ras tarolast kovetéen. PACAP-38 tartalmt oldatban torténd konzervalas csokkentette
az aktivaciot. A PACAP gyulladas gatld hatdsa részben a citokin és kemokin termelésre torténd gatlo

hatasa révén érvényesiil.
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5. Uj eredmények

1. Kiilonb6z6 id6tartamii meleg I/R-6s és UW oldatban tortént konzervalas és autotranszplantacio
soran kimutattuk, hogy az ischaemids idokkel aranyos mértékii oxidativ karosodas lép fel a

vékonybélszovetben.

2. Méréseink szerint ez Osszhangban volt a bél szerkezeti karosodasaval, melyet kvalitativ és

kvantitativ moédon detektaltunk.

3. Kutatocsoportunk elséként vizsgalta a meleg és hideg ischaemia hatasara a bélfal egyes rétegeiben
bekovetkezd szerkezeti karosodasokat differencial pasztazo kalorimetrids modszerrel. Osszességében
elmondhatjuk, hogy a vékonybél kb. 3 oras hideg konzervaldst képes toleralni stlyosabb oxidativ

stressz vagy strukturalis karosodas nélkiil.

4. Klasszikus IPO-protokoll [3x (30 masodperc ischaemia + 30 masodperc reperfuzio)] alkalmazasa
esetén a meleg I/R-6s és hideg tarolas utani autotranszplantalt vékonybélben csokkent a szoveti

lipidperoxidacio, javult az endogén antioxidansok hatasa, és csokkent a bél szerkezeti kdrosodasa.

5. Meleg I/R hatasara idovel aranyos modon csokken a bélszovetben az endogén PACAP-38

immunreaktivitasi szintje.
6. Vékonybél meleg I/R-s és autotranszplantacios modellekben kimutattuk, hogy a PACAP vad tipust
egerekben szignifikansan kisebb mértékii szoveti oxidativ stressz €s szerkezeti karosodas alakult ki a

PACAP-38 KO allatok eredményihez képest.

7. Vékonybél autotranszplanticiés modellben a PACAP-38-at tartalmazé6 UW oldatban konzervalt
bélszovetben fokozodott a PACAP-38 ¢s a PACAP-27 immunreaktivitasi szintje.

8. PACAP-38-at tartalmaz6 UW oldatban torténd prezervacio utan a citokinek koziil az sSICAM, az L-

Selectin és TIMP-1 expresszidja szignifikans csokkent.
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