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ROVIDITESEK

AMP adenozin-monofoszfat

cAMP cyclic adenosine monophosphate, ciklikus adenozin-monofoszfat
ATP adenozin-trifoszfat

°C Celziusz fok

Cy hékapacitas

AH kalorimetrias entalpia

DSC differential scanning calorimetry, differencialt pasztazé kalorimetria
EC Euro Collins

GPX glutation-peroxidaz

GR glutation-reduktaz

GSH redukalt glutation

GVHD graft versus host disease

H&E haematoxilin-eozin

H202 hidrogén-peroxid

HVGD host versus graft disease

IL-6 interleukin-6

I/IR ischaemia/reperfuzio

im. intramuscularis

IPC ischemic preconditioning, ischaemias prekondicionalas

IPO ischemic postconditioning, ischaemias posztkondicionalas

1] International Unit, nemzetk6zi egység

°K Kelvin fok

K kontroll

KO knock out

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

MALT mucosal associated lymphatic tissue

MDA malondialdehid

MOF multi organ failure, sokszervi elégtelenség

pmol/g mikromol/gramm

‘OH hidroxil gyok

‘0,- szuperoxid szabad gyok

OFRs oxygen free radicals, oxigén eredetii szabadgydk

PACAP pituitary adenylate-cyclase activating polypeptide, hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid
PMNs polymorphonuclearis leukocytak

RANTES Regulated on Activation Normal T Expressed and Secreted (CCL5)
RIA radioimmunassay

S Sham operated, aloperalt

sICAM-1 soluble intercellular adhesion molecule-1 (CD54), szolubilis intercellularis adhéziés molekula-1
SOD szuperoxid-dizmutaz

TBA tiobarbitursav

T félértékszélesség

Tm atmeneti hdémérséklet

TIMP-1 tissue inhibitor of metalloproteinase-1, metalloproteinaz-1 szoveti inhibitora
TNF-a,p Tumor Nekrdzis Faktor-alfa, béta

TPT teljes parenteralis taplalas

ttg testtomeggramm

XD xantin-dehidrogenaz

XO xantin-oxidaz

uw University of Wisconsin



1. Bevezetés

Az elsO sikeres kisérletes vékonybél transzplantaciot 1959-ben kutyamodellen,
majd 1967-ben betegeken Richard C. Lillehei és munkatarsai végezték a minnesotai
egyetemen [1, 2]. Az 1970-es évek elejéig Osszesen csak 8 atiiltetés tortént, a leghosszabb
talélési id6 79 nap volt, és technikai komplikdciok vagy immunszuppresszans kezelés
hianyaban bekodvetkez6 rejekcié miatt valamennyi beteg meghalt. A ciklosporin 1972-es
bevezetése utan végzett bélatiltetések (1988 Deltz, Németorszag; 1990 Goulet,
Franciaorszag; 1990 Grant, Kanada) jelentették az els6 hosszabb tava sikeres
beavatkozasokat, ahol a graftok leghosszabb talélési ideje elérte a 4 évet.

Az International Intestinal Transplant Registry 2013-as adatai szerint jelenleg a
vildg 21 orszaganak 77 centrumdban évente kb. 1300 betegen végeznek izolalt vagy
multivisceralis vékonybél atiiltetést [3, 4]. Ebbdél Eurdépaban 25 helyen torténik
bélatiiltetés, hazankban nem végeznek ilyen miitétet. A recipiensek és a graftok 1 éves
talélése 75 % koriili, 3 éves talélése 70 %, mig az 5 éves talélés 60 % alatt van. A mitétek
szama ¢s a talélési adatok messze elmaradnak a tobbi hasi szerv transzplantacios
statisztikai mogott [3, 5-8].

A vékonybél elégtelenség hatterében a szerv velesziiletett teljes vagy részleges
hidnya, vagy a szerv kiilonb6z0 mértékli reszekcidja allhat. Ha a vékonybél traktus
hosszanak tobb mint 70 %-a hidnyzik vagy jelentds részén tartés miikodészavar all fenn,
akkor un. rovidbél-szindréma jon létre. Ekkor felndtteknél a miitkodoképes vékonybél
hossza 2 méternél rovidebb, ami a folyadék -és elektrolithdztartas és az alapvetd
tdpanyagok felszivodasi zavarat okozza, és végiil sulyos alultaplaltsdgot és dehidraciot
eredményez. Konzervativ megoldasként a betegek teljes parenteralis taplalasa (TPT) jon
szoba, melynél az 1 éves talélés 75-90 % koriil van, ami Iényegesen meghaladja a
bélatiiltetés sikerességét [9]. Tartdés TPT esetén azonban gyakori szovoédmények a
cholestasis, irreverzibilis majkarosodas (pl. fibrozis), kivalasztasi zavarok, a vénas kaniil
trombozisa €s kornyezetének gyulladasa miatti rekurrald szeptikus allapot, pszichés
zavarok és romlo életmindség. A TPT kezelés alatt allo felndttek 2-5 %-nal, mig a
gyerekek 10-15 %-nal alakul ki olyan ¢életveszélyes szovédmény, ami Kurativ
megoldasként vékonybél atiiltetést tesz sziikségessé [8-10]. Szamos gyerek- €s felndttkori

alapbetegség allhat a klinikai probléma hatterében (1. tablazat).



1. tablazat. A vékonybél transzplantacio indikaciojat jelenté betegségek

Gyerekkor Felnottkor
Intestinalis poliposis Autoimmun enteritis
Hirschsprung betegség Crohn betegség
Gastroschisis Dezmoid tumor
Nekrotizalo enterocolitis Gardner szindroma
Ischaemia Ischaemia
Omfalokele Irradiacios bélsérilés
Trauma Trauma
Volvulus Volvulus
Pseudoobstrukcio
Vékonybél atresia

crer

immunologiai Sszerepe, masrészt fokozott érzékenysége az ischaemia/reperfizios (I/R)
karosodasra. A bél kiemelten fontos periférias immunszerv, mely transzplantacidjakor a
bélfalban talalhatd6 MALT (mucosal associated lymphatic tissue), a szoliter limphocyta
tomoriilések, a Peyer-plakkok és a dus nyirokér haldzat, valamint a mesentériumban
jelenlévd nagyszamu nyirokcsomo is atiiltetésre keriil a recipiensbe. Ez a {6 oka egyrészt a
graft versus host disease-nek (GVHD), vagyis a szervkilokédésnek, illetve a jelentds
mennyiségli atvitt immunsejt az immunszupprimalt recipiens ellen fordulva host-versus-
graft-disease-t (HVGD) okoz [11].

A transzplantacidt nehezitd masik tényezd a szerv fokozott érzékenysége az I/R
karosodasokra. Ismert, hogy a vékonybél a perctérfogat mintegy 25 %-at kapja, melynek
90 %-a a 200 m? &sszfelilletli mucosa és a submucosa teriiletére keriil. Az /R okozta
bélkarosoddas meghatarozott sorrendben megy végbe. A kezdeti kéarosodas csupan
funkcionalis, de ha az I/R id6tartama és/vagy kiterjedése fokozodik, akkor morfologiailag
detektalhatd kérosodas 1ép fel, mely a bélbolyhok cslicsanak feliiletes karosodéasatol a
transzmuralis infarktusig terjedhet. Reperfuzido nélkiil végzett kisérleti modellekben
kimutattak, hogy onmagaban az ischaemia is bélkarosodast okoz. Ennek nagysagat a
hipoxia sulyossaga és fennallasanak iddtartama hatarozza meg [12, 13]. A reperfuzios-
paradoxon jelenségét eldszor 1986-ban Park és Granger macskafélék I/R-s bélmodelljében
irtak le [14]. E szerint a reperfuzid soran kialakult szovetkarosodas mértéke joval
jelentdsebb, mint ami az ischaemia ideje alatt kialakul. Az I/R kiilonb6z6 interakcidkat
generalhat az endothel és mas sejtes elemek kozott, melyek mikrovasculéris karosodashoz,
cellularis nekrozishoz és/vagy apoptozishoz vezetnek [15]. A splanchikus artériak

elzarédasa és az azt kovetd reperfizidja a polymorphonuclearis (PMN) leukocytak

crer
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keringési elégtelenséget, illetve a proinflammatorikus faktorok, a nitrogén- és az oxigén
eredetii szabadgyokok (Oxygen Free Radicals, OFRs) felszabadulasat idézik el6. Ezek a
szabadgyokok a membranok lipidperoxidaciojat, a fehérjék és a DNS karosodasat és ezzel
a sejtek dezorganizacidjat és végil sejthalalt okoznak. Az I/R az izomszovet karositasa
révén motilitasi zavarokhoz vezet, melynek hatterében az OFRs fokozott termelddése és a
sejtek kalciumhaztartasanak zavara all [16]. A splanchnikus teriilet I/R okozta endothel
karosodasat foképp a bél mucosalis és submucosdlis teriiletére torténd gyulladasos
besziirddés okozza. A vékonybélben bekdvetkezd I/R a mucosalis barrier karosodasa révén
bakterialis transzlokaciot, szisztémas gyulladdsos folyamatok aktivacigjat, illetve az
elektrolit és a sav-bdzis haztartds eltolddasat vonja maga utan. A sulyos karosodas
szepszist, sokszervi elégtelenséget (Multi Organ Failure, MOF) és a beteg halalat
okozhatja [17-19].

Transzplantacié soran a meleg ischaemias karosodas csokkentése az atiiltetendd
szerv hitésével torténik. Ennek elsé 1épése a perfuzid, amikor hideg konzervalo oldattal a
graft érrendszerén keresztiil a vér kimosasra keriil, majd olvadé jég kozott tartott, 4 °C-0s
konzervald oldatban kiilonb6z6 ideig taroljuk [20]. Tanulmanyok sorozata igazolta, hogy
szervenként eltéré Osszetételli konzervald oldat alkalmazasa biztositja a legjobb
prezervaciot [21, 22]. Human vékonybél izolalt vagy multiviszceralis transzplantacidja
esetén ma a legelfogadottabb az University of Wisconsin (UW) oldat hasznalata. Ez volt az
elsd intracellularis ozmolaritasi oldat, melyet az 1980-as évek végén Folkert Belzer és
James Southard fejlesztették ki hasnyalmirigy atiiltetésekhez [23]. A hasi szervek
konzervalasaban kapott jobb eredmények hatasara ez egyre inkabb kiszoritotta a korabban
allandosagat a gliikkoz helyett olyan metabolikusan inert molekuldk biztositjak, mint a
laktobinat és a raffindz; a hidroxietil-keményité tartalma megel6zi az 6déma kialakulasat
¢és tobbek kozott antioxiddnsokat (glutation, allopurinol) és energiaforrasként adenozint
tartalmaz [24]. A sejtek metabolikus aktivitasat és esetleges karosodasat onmagéaban a
hideg konzervald oldat hasznalata csokkenti ugyan, de maga a konzervalasi folyamat
elkeriilhetetleniil egyiitt jar a szerv hideg ischaemias karosodasaval [25].

A szervek tagabb értelembe vett I/R-s kutatasai és ezen beliil is a transzplantacioval
kapcsolatos vizsgalatok tobb évtizedes multra tekintenek vissza [26-28]. Az alapmechanizmusok
ismeretében ma a vizsgalatok célkeresztjében a karositd és védelmi folyamatok molekularis
hatterének kutatasa all [29-32], melyekhez kutatocsoportunk kiilonbozé — vékonybél

transzplantacios allatkisérletes modellek vizsgalataval kivant hozzajarulni.



2. Meleg és hideg ischaemia/reperfaziot koveto

vékonybélkarosodas vizsgalata

2.1. Bevezetés
2.1.1. Vékonybél meleg I/R-06s karosodasa

A vékonybél meleg I/R-hoz kapcsolodd kutatasok klinikai relevanciajat egyrészrol
az adja, hogy a vizsgalati eredmények ravilagitanak az akut mesenterialis ischaemias
korkép pathomechanizmusara és molekularis hatterére. Ismert, hogy klinikai szempontbol
a meleg ischaemia eredete lehet occlusiv (pl. embolia, trombosis) és non-occlusiv (pl.
cardiogen shock, haemorrhagia, szepszis). Az a. mesenterica superior akut fOtorzsi
elzarddasa kiterjedt intestinalis nekrézist okoz, mely mai napig is gyakran katasztrofalis
kimenetell betegség 70-90 % koriili mortalitassal [33]. Masrésztrél ezek a vizsgalatok
Osszehasonlitasi alapot adnak a konzervalas (hideg ischaemia) és azt kovetd
transzplantacidkor kapott eredmények dsszevetéséhez és kiértékeléséhez.

A sejtek metabolizmusaban a katabolikus folyamatok jelentds része oxidoredukcio.
Normal koriilmények kozott a sejtek aerob metabolizmusa sordn is termelddik kis
mennyiségli, rovid életidejii oxigén szabadgyok, amelyeket az antioxiddns enzimek és
scavengerek folyamatosan inaktivalnak (1. abra). Ischaemia idején a sejtek aerob
metabolizmusanak zavara miatt az ATP molekula monomerjeire esik szét. A szoveti
keringés helyreallasakor (reperfuzid) a sejtek oxigén ellatottsaga hirtelen megnd és a
felhalmozodott hypoxantint a xantin oxidaz (XO) xantinna bontja, mikdzben a szuperoxid
gyokok termelddése robbanasszeriien megnd, kialakul az ,,oxidative burst”. Az OFRS
(‘OH, -Oy) vagy gyoktermészetli anyagok (H,O;) valamennyi sejtalkotot (membranok,
struktaralis €s enzimfehérjék, DNS, stb) karositjdk. Ha az antioxidans védd rendszer
kimeriilése vagy az OFRs taltermelddése miatt az endogén védelem elégtelenné valik,
akkor sulyos karosodasokat okozd allapot, oxidativ stressz alakul ki. Ha a folyamat lassan
kovetkezik be és/vagy rovid ideig all fenn, akkor a sejtek képesek adaptiv folyamatok
révén kompenzalni az oxidativ stressz karos mechanizmusait. Ekkor a sejtfunkciok
reverzibilis karosodasa 1ép fel. Tartosan fennalld noxa hatdsara a karosodas irreverzibilissé
valik, a sejtek apoptdzis vagy nekrozis utjan elhalnak [34, 35].

A vékonybél I/R-s érzékenységeének {6 oka, hogy az OFRs mindkét forrasat extrém
mennyiségben tartalmazza. 1981-ben mutattak ki az OFRs egyik forrasaként szolgalo

xantin oxidazt. A xantin dehidrogendz (XD) az ischaemids szovetben XO-z4 alakul.
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1. abra. A bélszovet oxidativ karosodasa meleg ischaemia és reperfuzio hatasara (Forrds: Nedvig K. A vékonybél meleg

ischaemids/reperfiiziés karosoddsdanak komplex kimutatdsa és kivédésének lehetéségei. PTE AOK Dékdni palyamunka, 2008).



Ez az atalakulas aranyos az ischaemia iddtartamaval. Mas szdvetekhez viszonyitva a bél
nyalkahartyajaban a legjelentdsebb a XD-XO atalakulas [36]. Masrészt a PMN leukocytak
kiils6 membranjan talalhaté egy NADPH oxiddz enzim, ami a molekularis oxigént szuperoxid
anionna redukalja. A macska bélnyalkahartyaban kimutattdk, hogy 10 milli6 PMN leukocyta
talalhatd 1 gramm szovetben. Az aktivalt PMN leukocytdk szamos enzimet (protedz, elasztaz,
kollagenaz, stb) tarolnak granulumaikban, melyek aktivalt allapotban felszabadulnak és az
OFRs-kel egyiitt amplifikaljak a szveti destruktiv hatast [37].

1993-ban Cheeseman irta le, hogy az oxidativ stressz soran a sejtekben egy karos,
kumulalodo folyamat, a lipidperoxidacio jon l1étre [38]. A lipidperoxidacié termékei részben
markerei, részben gerjesztéi az oxidativ karosodasnak. Az OFRs képesek elinditani a
lipidperoxidaciot, lancreakcid révén lipidekbdl szarmazo zsirsav szabadgyokok képzddését
eredményezve, melyeknek melléktermékei a konjugélt diének, a lipid hidroperoxid gyok és a
lipid hidroperoxid. A konjugalt diének és a malondialdehid (MDA) mérése viszonylag
egyszerl, ezért, mint a lipidperoxidacié indirekt markerét hatarozzak meg [39, 40].
Bélszovetben mért értékei kifejezetten jol korrelalnak a bél oxidativ karosodasaval [41].

A karosodasok mérséklésére szamos endogén védémechanizmus alakult ki [42, 43].
A nem enzimatikus antioxidansok kozé tartozo glutation egy tripeptid (L-y-Glutation-L-
Ciszteinil-Glicerin), mely a legfontosabb alacsony molekulastlyt thiol vegyiilet az
eukariotakban. Redukalt formaja a GSH, mely L-Glutamat, L-Ciszteinilb6l és glicinbdl a
majban szintetizalodik [44]. Atjutva a sejtmembranokon fontos szerepet jatszik a sejtek és
szervek kozotti thioltranszportban, a redox reakciokban, a jelatvitelben €s az apoptdzisban.
A GSH-nak kdzponti szerepe van a béltraktust elarasztd anyagok (pl. taplalék, gyogyszerek,
mikroorganizmusok, stb) antioxidans és detoxikald folyamatainal is. Patkany bélsejtekkel
végzett kisérletekben specifikus transzporterek jelenlétét mutattak ki, melyek a bél és a plazma
GSH szintjéért, és igy mas szervek GSH-val valo ellatasaért felelosek [42, 43, 45].

A szuperoxid dizmutaz (SOD) az egyik legfontosabb endogén antioxidans enzim,
mely azaltal nyajt védelmet a szabadgyokokkel szemben, hogy a szuperoxid aniont
tovabbalakitja hidrogén peroxidda, melyet a kataldz vizzé redukél. Hairom formdja van: az
intracellularis Cu-Zn SOD, az extracellularis SOD és a mitokondrialis Mn-SOD. Az teljes
SOD mennyiségének kb. 85-90 %-at az intracellularis SOD teszi ki [46].

A fenti folyamatok végiil kiterjedt mikrocirkulacios zavarokkal, membran-karosodassal,
a permeabilitds novekedésével és a transzportfolyamatok zavardval jard lokalis bélszovet
karosodast okoznak, mely utat enged a szisztémas bakteridlis invazionak, endotoxémiat,

szeptikus allapotot és végiil sokszervi elégtelenséget eredményezve [32, 47, 48].
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2.1.2. Vékonybél konzervalas

A szervtranszplantacio egyik f6 kovetelménye a szerv parenchymdjanak és
vasculaturajanak minél jobb megoOrzottsége, mely a szerv funkciojat biztositani képes a
keringés helyreallitasat kovetéen. Barmely szerv atiiltetésekor, igy a vékonybél
transzplantacidjakor is elkeriilhetetlen a szerv kiillonb6zd idétartamt hideg és meleg
ischémidja, majd ezt kovetd reperfuzidja, mely bar az egyetlen alternativdja a szerv
talélésének, mégis szamos problémat rejt magaban. A konzervalod oldatokkal kapcsolatos
kutatasok az 1970-es években kezdddtek, az elsé oldat kifejlesztése Geoffrey Collins
nevéhez flizédik [49]. Az oldat eredeti Gsszetételt az Eurotransplant szervezet modositotta
¢s Euro Collins néven terjedt el. 1986-ban University of Wisconsin néven egy 0j oldat
kertilt forgalomba, mely hidroxietil-keményitét, OFRs scavengereket (glutation,
allopurinol) és energiaforrasként adenozint tartalmazott [50]. Ez a kezdeti, multicentrikus
europai tanulmanyok vizsgalatai utdn a m4j, a vese és a pancreas standard konzervalo
oldataként terjedt el a klinikai gyakorlatban [51]. A vékonybél prezervacidé szempontjabol
nem ez az idealis oldat, de a konzervalo oldatok koziil még ma is ez nyujtja a legjobb
eredményeket [52]. A szervspecifikus konzervaldé oldatok Osszetételének fejlesztése
némileg lassult, de még ma is fontos kutatdsi iranyt jelent foként a késdi graft funkcidok

vizsgalata tekintetében [7, 53].

2.1.3. A szdvetkarosodas meghatarozasanak modszerei
2.1.3.1. Biokémiai és szovettani vizsgalatok

Szovethomogenizatumbol az oxidativ kérosodast jelz6 szoveti MDA koncentracidja, illetve
az endogén scavenger GSH szintje és az antioxidans SOD enzim aktivitasa meghatdrozhatd
hagyomanyos modon [54-56] vagy gyari kittek segitségével végzett spektrofotometrias eljarasokkal.

A szoveti struktirdlis kérosodds meghatarozasanak alapvetd modszere a hisztologiai
metszetek fénymikroszkopos vizsgalata. Vékonybél esetén a Kiértékeléshez legtobbszor hasznalt
klasszifikaci6 a Park-, a Sonnino- és a Chiu-féle osztalyozas [57-60]. Ezek a stadiumbeosztasoknak a
morfologiai karosodast az enyhétdl a sulyos formaig osztalyozzak, mely altaldban jol korrelal a
Klinikai kimenetellel. A kvalitativ modszemnek szamitd Park-féle klasszifikacid a vékonybél
villusaiban és kriptaiban bekévetkezé mucosalis karosodasokat sorolja kiilonb6z6 stadiumokba. Az
osztalyozas hematoxilin-eosin festett metszeteken, a villusokat és a kriptakat érint6 ephitelialis
nekrozis mértékétdl fliggden 0-t0l 5-ig torténik (2. tablazat). A bél egyes rétegeit digitalis technikaval
(pl. Scion Image Software) lemérve kvantitativ modon szamszerlisithetoek ¢és statisztikailag

kiértékelhetek az eredmények.
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2. tablazat. A Park-féle klasszifikacio stadiumbeosztasa

Stadium | A villusok és kriptdk kdrosodasanak mértéke

0 Normal bélszdvet, karosodas nincs

A villusok kismértéki megemelkedése még ép kriptak mellett

A villusok kozepes mértékii levalasa részleges kriptakarosodassal

Epithel levalas villus denudacié mellett

1
2
3 Jelentds epithel levalas, helyenként el6fordulo karosodott kriptakkal
4
5

Denudalt villusok, a lamina propria és a kriptak decellularizacidja a

bélstruktira jelentds szétesése mellett

2.1.3.2. DSC vizsgalat

A minta fizikai és kémiai tulajdonsagainak a hdmérséklet fiiggvényében torténd
megvaltozasat mér6 metodikakat termikus modszereknek nevezziik. A differencial
pasztazo kalorimetriat (Differential Scanning Calorimetry: DSC), mint termoanalitikai
modszert az 1960-as években Watson és O’Neill foként asvanyok és egyéb szervetlen
anyagok fizikai tulajdonsagainak meghatarozasara fejlesztette ki az USA-ban [61, 62].
Késdbb ezt a szenzitiv és validalt analitikai modszert mar nem csak a fizikai
tudomanyokban, hanem szamos bioldgiai makromolekula (szénhidratok, fehérjék,
nukleinsavak, stb) szerkezeti valtozasainak kimutatasara hasznaltak [63, 64], és a 2000-es
évektdl a kisérleti allatmodellek vizsgalata mellett [65] a kiilonb6z6 klinikai kutatasokban
is létjogosultsagot nyert [66-69]. Osszességében elmondhatd, hogy méara a DSC-t az
orvostudomanyi kutatasok széles kore alkalmazza a kiilonboz6 bioldgiai strukturakban
végbemend valtozasok vizsgalatara.

A modszer megértését szolgalod alapvetd tényezOk, szempontok a kdvetkezok. Az
egyes anyagok, igy a bioldgiai mintak is a hdmérséklettdl fliggden kiilonbozdé kémiai
vegyiilet formajaban, vagy kiilonb6z6 kristalyszerkezetben vannak jelen a sejtekben vagy
szovetekben. El6 szervezet esetén ez a hémérsékleti tartomany viszonylag sziik, altaliban
36-37 °C koriill van. A homérséklet valtoztatasaval elérhetjiik azt a pontot, ahol az adott
anyag kémiai formaja, kristalyszerkezete vagy halmazallapota megvaltozik. Ezen
atalakuldsok az adott anyagra jellemzdek, illetve kiillonb6z0 noxa hatdsara a
molekulaban/mintaban bekovetkezé valtozasok sajatos képet adnak. Ismert, hogy az
atalakuldst hdjelenség kiséri. Detektalva az atalakulds, vagy ha tobb van, akkor az

atalakulasok homérsékletét (Tmi, Tmz, Tms, ... Tmx), illetve az ekozben elnyelt vagy
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felszabadul6 termikus energidt azonosithatjuk az anyag kémiai szerkezetét, ha azt
Osszehasonlitjuk ismert, tiszta kémiai anyagoknal mar mért hdjelenségekkel [62, 63]. Az
anyag fizikai €s kémiai sajatossagainak megvaltozasat vagy az id6 vagy a homérséklet
fliggvényében megrajzolt gorbék szemléltetik szamunkra. Tekintettel arra, hogy a
hémérséklet valtoztatasaval altalaban fazisatalakulasok, kémiai reakciok is lejatszodnak a
vizsgalt anyagban, a mérési eredményekre a minta meglévd sajatossagain (pl. dsszetétel,
morfologia) kiviil a mérési koriilmények (felfiitési sebesség, a minta nagysaga), illetve a
mintét koriilvevd atmoszféra jellege is hat. Igy a termikus analizis kétféle informaciot nyujt
szdmunkra. Egyrészt a vizsgalt anyag atalakuldsi hémérsékletét hatarozhatjuk meg
mindségi jelzOként, masrészt a mérés hatasara atalakult anyag mennyiségével aranyos jelet
kapunk.

A DSC késziilék két mintatartdt tartalmaz, melyek koziil az egyik a vizsgalando
mintat, mig a masik a referencia anyagot tartalmazza (2. dbra. A-B). Ez utdbbinak inertnek
kell lennie, vagyis a méréskor semmilyen szerkezeti valtozast nem szenvedhet el. A
modszer azt az elektromos teljesitményt méri, ami ahhoz sziikséges, hogy a mintat és a
referencia anyagot felfiités vagy lehiités soran azonos homérsékleten (A7=0) tarthassuk. A
mérések 0-100 °C kozotti homérsékleti tartoméanyban torténnek a  bedllitott

homérsékletemeléssel (pl. 0,3 °K/perc).

N, gaz
Hdéelnyeld blokk

B Belsd temperélas

Termoelemek

Méré cella

ia cella
Kiilsé temperalas
e hic e b idaling

2. dbra. SETARAM Micro DSC-II kaloriméter a PTE AOK Biofizikai Intézetében
(A). A DSC késziilék miikodésének sematikus rajza, ahol két Kkiilonallo cella
tartalmazza a mintat és a referencia anyagot (B).

A DSC-termogram Kiértékelésekor arra kapunk valaszt, hogy a gorbén a
hoémérseklet novelésével hogyan valtozott a hdaram, vagyis idéegység alatt az anyagon
atdramlo homennyiség. A biologiai mintaval k6zolt hot az egyenletesen felveszi és az
anyag felmelegitésére, belsé energidjanak novelésére forditodik, igy nem alakul Ki

hémérsékletkiilonbség a minta és referencia kozott (1. platd fazis). A hdmérséklet tovabbi
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novelésekor a hdaram csokkenni kezd, mert a hdmennyiség egy része mar nem a belsé energia
novelésére, hanem a kémiai, bioldgiai kétések atrendezddésére, felszakitasara forditodik. Ezt jelzi a
gorbe leszallo szara, a denaturacios fazis, mely egy endoterm folyamatot tiikroz (3. abra A). Ekkor a
minta homérséklete kisebb a referenciaénal, a szerkezet megbontdsahoz tobblet energiat kell
betaplalnunk, hogy a hdmérsékletkiilonbség a két anyag kozott tovabbra is zérus maradjon (47=0).
Majd egyre tobb fehérje kezd denaturdlodni, ami egyre tobb héelnyeléssel jar, igy tovabb nd a
mintdba betaplalandd hodram. Egy adott hémérsékletnél (maximalis atalakulési/denaturacios
hémérséklet: Tr,; a gorbe csucsa) a teljes makromolekula mennyiségének 50 %-a denaturalodik.
Ezek utan tobb denaturalddott fehérje lesz és egyre kevesebb alakul at iddegység alatt, igy egyre
kevesebb tobblet energiat kell a mintaba taplalni. Ha minden fehérje denaturalddott, akkor mar nem
sziikséges tobblet energia a szerkezeti dtalakulasra, igy a minta és referencia kozt nem lesz tovabbi
homérsékletkiilonbség (2. platd fazis). Egy zart rendszerben, allandé nyomason a mért hédram a
minta ¢s a referencia kozti hdegyensuly megtartasahoz sziikséges befektetett kompenzacios hofluxus
mérhetd elektromos teljesitménnyé alakitva, vagyis az entalpiavaltozas (4H) (3. abra B).
Hééram Hodrarmim

07+
A
06

0,5
0,4
TEXO 0,34
1dé ]

0
0 _/ 0,1

knoo

0,0

0,1

A" B

3. abra. A kalorimetrias gorbe az id6 fiiggvényében mért hoaram valtozasat szemlélteti.

Adott homérsékleten a folyamat endo- vagy exoterm moédon zajlik (A). Porcszovet DSC

gorbéje (B), ahol a denaturaciot jellemzo termikus paramétereket szemléltetjiik:

- a denaturdcio kezdete (Ty) és vége (T>)

- denaturaciohoz sziikséges energia (AH=kalorimetrias entalpia)

- denaturdcio maximalis hémérséklete (Tm= a minta 50%-a dtalakul mds konformdcioba)

- félertékszelesség (T2 ha kicsi, akkor nagyon erds a kélcsonhatas/kooperativitas az
adott termikus egységen beliil, ha nagy, akkor igen laza. Tehat a denaturdacio sordan
létrejove wj dllapot merevebb, vagy lazabb szerkezetii 1esz)

- a nativ és denaturdalt allapot alapvonala kozti kiilonbség a két allapot hékapacitas (Cp)
kiilonbségét adja.

A vizsgdlatok rédmutattak arra, hogy a biologiai struktardkban végbemend
termodinamikai valtozasok (Tm, 4H, C,) Osszefliggésbe hozhatok a kiilonbozo szovetekben
létrejove  koros eltérésekkel (pl. ischaemia, degeneracio, trauma) és specifikus modon

kimutathatok a kiilonbz6 betegségeknél (onkoldgiai, kronikus gyulladasos korképek) [67, 68].
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2.2. Célkitlizés

Kutatasunk els6 részében kiilonbozé idétartamt meleg I/R, valamint hideg konzervalast
kovetd vékonybél autotranszplantacidt hoztunk létre és a kovetkezO kérdésekre kerestiik a

valaszt:

1. Milyen mértékii oxidativ stressz 1ép fel meleg és hideg ischaemia alkalmazasa utan
a reperfundalt bélszévetben?
2. A hideg konzervalas mennyiben csokkenti a sejtek oxidativ karosodasat?
3. Hogyan valtozik a bél strukturalis szerkezete az ischaemias id6k novelésével?
4. A karosodasok kimutathatok -e DSC technikaval? Es ha igen, akkor van -e kiilonbség az

egyes bélfalrétegekben 1étrejovo valtozasok esetén?
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2.3. Anyag és modszer
2.3.1. Kisérleti csoportok és miitéti modszerek

Feln6tt, him, Wistar patkanyokat (testtomeg: 250-300 g; Xn = 35) hasznaltunk
kisérleteinkhez. A miitét 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
Tudoményegyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga engedélyében (BA02/2000—
9/2008) megadott médon végeztiik el.

A meleg ischaemias csoportokban median laparotomiat kovetéen felkerestiik az a.
mesenterica superior-t, melyet kipreparaltunk és atraumatikus klipp felhelyezésével 1 o6ras
(AL. csoport), 3 oras (A2. csoport) és 6 oras (A3. csoport) teljes ischémiat hoztunk 1étre (3.
tablazat). A klipek eltavolitasa utan 3 oras reperfuziot kezdtiink.

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

biopsziaival analog idében vettiink szévetmintakat.

3. tablazat. A meleg I/R-0s és hideg konzervalast koveto autotraszplantacios kisérleti

csoportoknal alkalmazott miitéti protokoll

Csoport Beavatkozas

S Anesztézia és median laparotomia

Al 1 6ra meleg ischaemia + 3 ora reperfiizio
A2 3 6ra meleg ischaemia + 3 ora reperfiizio
A3 6 6ra meleg ischaemia + 3 ora reperfiizio
Bl 1 6ra hideg konzervalas + 3 ora reperfuzid
B2 3 ora hideg konzervalas + 3 ora reperfuzid
B3 6 ora hideg konzervalés + 3 ora reperfuzid
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2.3.2. Biokémiai vizsgélatok

Szovethomogenizatumbol  gyari  kittek  segitségével,  spektrofotometrids
modszerekkel hataroztuk meg az oxidativ stresszt jelzé paramétereket. A lipidperoxidacio
(Calbiochem, Darmstadt, Németorszag) mértiik. A mérés soran a mintaban 1évé MDA a
tiobarbitursavval (TBA) reakcioba 1épve MDA-TBA komplexet képez. Szintjét
kolorimetrids modszerrel (OD=532 nm), umol/g nedves szovet értékben kaptuk meg

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

Az endogén antioxidans SOD enzim aktivitasat Superoxide Dismutase Assay Kit
(Calbiochem, Darmstadt, Németorszag) segitségével hataroztuk meg. A Kit egyik reagense
alkalikus autooxidacion megy at, mely atalakulast a mintaban 1évé6 SOD fokozza. Az
autooxidacié eredményeképpen képzddott kromofér abszorpcids maximuma 252 nm-€en

van. A SOD aktivitasat IU/g nedves szovet értékben adtuk meg.

2.3.3. Morfologiai vizsgalatok

A szdvettani vizsgalatokhoz a bélmintakat 10 %-os formalinban val6 fixalast és
dehidratiot kovetéen paraffinba agyaztuk. A 4 pm vastag metszeteket haematoxilin-eozin
(H&E) modszerrel festettiik. A szerkezeti karosodasok meghatarozasa egyrészt kvalitativ
modon, a Park-féle hisztologiai klasszifikacid alapjan tortént fénymikroszképos (Nicon
Eclipse 80 Light Microscope, Kingston, Anglia; 100-szoros nagyitas) feldolgozas utan.
Ezeket a vizsgalatokat két, fliggetlen, a kisérleti csoportokat nem ismerd hisztologus
végezte a vakproba kritériumainak megfelelden. Masrészt kvantitativ. modszerrel
meghataroztuk a mucosa, a submucosa ¢s az izomréteg vastagsagat, valamint a kriptak
mélységét. A méréseket a mintdk 5-5 metszetén, metszetenként 5 kiilonb6zd helyen
végeztiik 400-szoros nagyitas mellett Scion Image Software (Scion Corporation, USA)

segitségével. Az eredményeket um-ben adtuk meg.

2.3.4. DSC analizis
A DSC mérésekhez a teljes bélfalat és annak szétvalasztott rétegeit (mucosa,
simaizom) hasznaltuk fel. A bélfal mucosalis rétege az izomzattol éles eszkozzel végzett

gyakorlott mozdulattal elvalaszthatdé a kontroll szdvetnél. Az ischaemids karosodas
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kovetkeztében, a bél szerkezetének meggyengiilése miatt ez a szétvalasztas konnyen
kivitelezhetd. A bélszovet termikus denaturaciojat SETARAM Micro DSC-II
kaloriméterrel hataroztuk meg, mely 24 6ras mérést jelent mintanként. Minden mérést 0-
100 °C kozotti hdmérsékleti tartomanyban végeztiink el 0,3 °K/perc felfiitési 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 soéoldatot (0,9 % NaCl), mig a hideg
ischaemiés csoportoknal UW oldatot hasznaltunk. A minta- és referenciacellak tomegét
+0,1 mg pontossaggal taraztuk ki, igy a minta- és a referenciaedények kozotti esetleges
hoékapacitaskiilonbség korrigalasdra nem volt sziikség. A kalorimetrikus entalpiat a
szamitottunk ki. Az adatok grafikus feldolgozasa ASCII konverzié utan Origin program

(ver. 6.0, Microcal Software Inc, Northampton, USA) segitségével tortént.

2.3.4. 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.

2.4. Eredmények
2.4.1. Biokémiai vizsgalatok eredményei

A szovetmintak MDA koncentracidja valamennyi meleg ischaemias csoportban
emelkedett a reperfuzio végére. Az emelkedés a 3 és 6 oOras ischaemia utan szignifikans
volt (A2 és A3 vs. K; p<0,01; p<0,001). A hideg ischaemia mérsékelte a szoveti
lipidperoxidacié6 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 bélszovetben bekovetkezd
lipidkarosodas mértékét, mely a 6 oras csoportnal mar szignifikans eltérés volt (B3 vs. A3;
p<0,05) (4. abra).
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4. abra. A szoveti MDA koncentraciojanak valtozasa meleg I/R és hideg konzervalast
kovetd autotranszplantaciés csoportokban. A kisérleti csoportokat a 3. tablazat mutatja
be. (Atlag + SE; *p<0,05 vs. K; **p<0,01 vs. K; ***p<0,001 vs. K; #p<0,05 vs. A3)

A bélszovet GSH szintje szignifikdnsan csokkent a 3 és 6 6ras meleg ischémiat

kovet6 reperfizio végére (A2 és A3 vs. K; p<0,05; p<0,001). Azonos idejii hideg

crer

GSH szint szignifikansan csokkent a kontrollhoz képest, addig ez szignifikansan magasabb
értékii volt a meleg ischaemias értékhez képest (B3 vs. K; B3 vs. A3; p<0,05) (5. abra).
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5. abra. A szoveti GSH szintjének valtozasa meleg és hideg ischémiat kovetd
reperfuzios bélmintakban. A vizsgalt csoportokat a 3. tablazat mutatja be. (Atlag += SE;
*p<0,05 vs. K; ***p<0,001 vs. K; #p<0,05 vs. A3)

A bélmintdk SOD aktivitdsa a meleg ischaemias 1d6 novekedésével 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 aktivitdas szamértékileg
magasabb maradt (B1, B2 és B3 vs. K; p<0,05). A 3 és 6 oras hideg konzervalas hatasara
jobban megdrzédott az enzim aktivitidsa, mint az azonos idejii meleg ischaemias

csoportokban (B2 vs. A2, B3 vs. A3; p<0,05; p<0,01) (6. abra).
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6. abra. A bélmintak SOD aktivitasanak valtozasa az egyes vizsgalati csoportokban. A
csoportokban végzett beavatkozdasokat a 3. tablazat foglalja éssze. (Atlag + SE; *p<0,05
vs. K; **p<0,01 vs. K; ***p<0,001 vs. K; #p<0,05 vs. A2; ##p<0,01 vs. A3)

2.4.2. Szdvettani vizsgalatok eredménye

A Park-féle klasszifikacio szerint a kontroll- és aloperalt csoportokban normal
szoveti struktira volt megfigyelhetd (7. dbra). Az 1 6ras meleg ischémiat kdvetd reperfuzio
végén a villusok kismértékli levalasat tapasztaltuk (2. stddiumu karosodas), mig 3 6ras
ischaemia mar jelentds epithel-levallast okozott (3. stadium). Hat 6ras ischaemia utan, a
legmagasabb, 5-6s fokozati karosodas alakult ki denudalt villusokkal, a lamina propria és
a kriptak decellularizaciojaval és végsé soron a bélstruktara teljes szétesésével. A hideg
konzervalas kisebb mértékii struktiralis karosodast okozott a bélszerkezetben, Kivétel ez

alol a 3 oras csoport, ahol a meleg ischaemias csoporthoz hasonld karosodas volt (7. abra).

8y,
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7. abra. Hisztologiai eredmények a Park-féle Kklasszifikacio alapjan. A Park-féle
stadiumbeosztast a 2. tdbldzat, a vizsgalati csoportokat a 3. tablazat mutatja be.
(Fénymikroszkopos vizsgalat H&E festett metszeteken, 100-szoros nagyitas)
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A Scion Image kvantitativ analizis szerint a szoveti sériilés mértéke egyenes
korrelaciot mutatott a meleg ischaemia idejével. A 3 és 6 oras meleg ischaemia és azt
kovetd reperfuzio szignifikansan csokkentette a mucosa, a submucosa €S az izomréteg
vastagsagat, valamint a kriptak mélységét a kontroll és az aloperalt szovethez képest (A2
¢s A3 vs. K és S; p<0,05) (8. abra). A hidegen konzervalt bélszévetben 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 bekovetkez6 karosodasoknak az
ischaemias iddvel valo korrelacidja foként a mucosa €s submucosa rétegeknél volt jelentOs,
a kriptak esetében mar kevésbé volt latvanyos, mig a bélfal izomrétegében mért valtozasok

voltak a legkevésbbé szembetiindek.
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8. abra. A vékonybél szoveti strukturajanak Scion Image kvantitativ mérési
eredményei. A: Mucosa vastagsag, B: Submucosa vastagsdg, C: Kripta mélység, D: Izom
vastagsag. (Atlag + SE; *p<0,05 vs. K; #p<0,05 vs. Al; ##p<0,05 vs. A2, ###p<0,05 vs. A3)
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2.4.3. DSC vizsgalatok eredménye

A DSC gorbék alapjan a bél nyalkahartyajanak szerkezete jelentds valtozasokon
ment at a kiilonb6z6é tipust és idétartamu ischaemids periddusok végére. A kontroll
bélmintak DSC gorbéje exoterm atalakulasra utal, ahol az atmeneti hdmérséklet (Tn) 53,6
°C és a teljes kalorimetrias entalpiavaltozas (4H) -4,1+0,22 J/g volt. A meleg ischaemias
id6 novekedésével csokkend tendencia lathaté mind a T, mind a 4H tekintetében (9. abra
A, 4. tablazat). Harom 6ras meleg ischaemia hatasara a Tp, 48,7+0,2 °C-ra, mig az entalpia
-1,7%0,2 J/g értékre csokkent. Kivétel ez aldl a 6 6ras meleg ischaemia mucosara gyakorolt
hatasa, ahol extrémen nagy entalpiavaltozas lathatd, meghaladva az 1 és 3 oras meleg
iIschémianal és a kontroll mintaknal mért értékeket.

A bélfal simaizomrétegében a kontroll mintak ketté denaturaciés atmenetet
mutattak: T,=52,8 °C a miozinfej, mig az 58,1 °C-os és az 59,9 °C-os atmenetek a
miozinvég és az aktin izomfehérjék értékei (9. abra B). Egyiittes kalorimetrias entalpiajuk
0,59 J/g volt (4. tablazat). Egy 6ras meleg ischaemia hatasara a f6 denaturacios csucs egy
keskenyebb félszélességgel attolddott a konvenciondlis aktin denaturicids tartomanyéaba
(62 °C). Ez arra utal, hogy az aktomiozin-komplexben a miozinvég nem tud felolvadni,
ami sokkal jelent6sebb szerkezeti valtozast bizonyit alacsonyabb entalpiavaltozassal
(4H=1,4 J/g). Harom Oras meleg ischaemia az izomrétegben T, emelkedést és a
kalorimetrids entalpia csokkenését okozta. Az izomkomponensek DSC gorbéinél jol
lathat6, hogy 6 oras ischaemia hatasara a Tp, 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 oOras
meleg ischaemia hatasara tisztan lathaté a mucosa atalakulas megjelenése (Tn=23 °C).
Ebben az esetben az aktin- és a miozinkomponensek sokkal jobban kiilon valtak a
megndvekedett olvadasi hémérsékleten (50,5 °C; 60,2 °C). Tovabbad maga a miozinszal
sem kiilonilt el az aktin termikus denaturaciojatél. A 3 oras meleg ischaemia hatasa
kifejezett volt a mucosdban (9. dbra C). Az izomfehérjék tekintetében a 3 6ras meleg
ischaemia egy f6 atmeneti hdmérsékletet mutatott (Tn=59,8 °C) (4. tablazat). Mig a 6 oras
meleg ischaemia a teljes bélfalban a legnagyobb kalorimetrikus entalpiat eredmenyezte az

aktomiozin-komplex tekintetében.
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9. abra. A mucosa (A), az izomréteg (B) és a teljes bélfal (C) szerkezeti valtozasainak
DSC gorbéi 1, 3 és 6 oras meleg ischémiat kovetden.
A gorbék felfelé torténd kitérése exoterm, lefelé valo elmozdulasa endoterm folyamatokat

jelez.
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4. tablazat. A mucosa, az izom és a teljes bélfal thermoanalitikai eredményei

1, 3 és 6 oras meleg ischaemia utan

Mucosa Simaizom réteg Teljes bélfal

Csoport Tm (°C) AH (J/g) | Tm (°C) AH (J/g) | T (°C) AH (J/9)
Kontroll 55,6+0,2 | -4,1+0,22 | 50+0,2 0,4+0,2 | 17,5+0,2 | 0,46+0,2

59,9+0,2 | 0,58+0,2 | 50+0,2 0,45+0,2
1 oras 55,6+0,4 | -3,41+0,3 | 49,5+0,5 | 1,4+0,2 23+0,4 1,1+0,02
meleg 61,5+0,5 50,5+0,4 | 0,28+0,02
ischaemia 60,2+0,4
3 Orés 48,7+0,3 | -1,7+0,2 | 61,7+0,4 | 0,8+0,02 | 59,8+0,3 | 0,28+0,02
meleg
ischaemia
6 Oras 41,1+0,2 | -5,240,3 | 52+0,5 | 3,1+0,02 | 58+0,3 | 0,58+0,03
meleg 46,310,2 59+0,5
ischaemia

Atmeneti hémérséklet: Ty, (°C); kalorimetrids entalpia: AH (J/g); dtlag#SE

Egy oras hideg ischaemia hatasara a mucosaban alacsonyabb homérsékleten is
lathaté denaturacié (T,=30,4+0,2 °C) magasabb tartomanyba mozdult el az eredeti
atmeneti homérséklet (T,=59,3£0,2 °C) ¢és a teljes kalorimetrids entalpiavaltozas
—5,94+0,4 J/g volt (10. abra A). Ezzel szemben a 3 oras hideg konzervalas 2,2 °C-kal
emelte az elsé hdmérsékleti dtmenetet, mig az entalpia —2,67 J/g-ra csokkent. A 6 Orés
hideg ischaemia az entalpiat tovabb csokkentette (5. tablazat).

A hideg ischaemia a vékonybél simaizomrétegében kisebb mértekii struktiralis
valtozast okozott (Tn=53,5 °C, 56 °C; 4H=2,21 J/g), mint az azonos idejii meleg
ischaemias mintakban (4H=1,4 J/g) (10. abra B). Az 1 6ras hideg konzervalas is okozott
strukturalis valtozasokat, foként a miozin doménjében és az aktin-miozin interakcioban.
Mig a 3 o6ras meleg ischaemia hatasara az izomrétegben T emelkedés és kalorimetrias
entalpia csokkenése volt megfigyelhetd, addig a hideg konzervalds hatisara csokkenés
lathatd a denaturacids hdmérséklet és emelkedés az entalpia tekintetében (T=53,6 °C, 58,3
°C; 4H=3,4 J/g) (5. tablazat). Az izomkomponensek DSC gorbéi a 6 o6ras konzervalas utani
mintakban meglepden hasonld termikus paramétereket mutattak, mint 6 6ras meleg
iIschaemia utan.

A teljes bélfal hideg ischaemias vizsgalata soran is jol lathato a bélfal szerkezeti
Osszetettségébdl adodo jelentds variabilitas (10. abra C). Egy oras hideg ischaemia kett6
termikus atmenetet (T=53,5 °C, 56 °C) eredményezett. A 3 Oras konzervalds hatdsa
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kifejezett a mucosdban, ami a gorbén is markansan megjelenik. Az izomfehérjék
tekintetében a 3 oras hideg konzervalas okozta a legnagyobb struktaralis valtozasokat 3
termikus atmenettel (T,=53 °C, 55 °C, 59,6 °C) (5. tablazat). Mindezek mellett a 6 oras
konzervalas hatassal volt a mucosa kalorimetrids megjelenésére €s jelentds valtozast

okozott az aktin/miozin megjelenésében Iis.

5. tablazat. A mucosa, az izom és a teljes bélfal DSC eredményei

1, 3 és 6 oras konzervalas utan

Mucosa Simaizom réteg Teljes bélfal
Csoport Tm (°C) AH (J/g) Tm (°C) AH (J/g) Tm (°C) AH (J/g)
Kontroll 55,6+0,2 | -4,1+0,22 50+0,2 0,440,2 17,5+0,2 | 0,46%0,2

59,9+0,2 | 0,58+0,2 50+0,2 0,45+0,2

1 oras hideg | 30,4+0,2 | -5,94+0,4 | 53,5+0,2 | 2,21+0,2 56+0,2 | 0,38+0,02

ischaemia 59,3+0,2 56+0,2
3 ords hideg | 32,640,2 | -2,67+0,2 | 53,6+0,2 | 3,440,1 5340,2 | 0,764+0,1
ischaemia 59,740,2 58,340,2 5540,2

59,6+0,2
6 oras hideg | 47,9+0,2 | -1,96+0,2 | 53,6+0,2 | 3,840,1 41+0,2 0,4+0,02
ischaemia 58,8+0,2 57,910,2 57,910,2

58,6+0,2

Atmeneti hémérséklet: Ty (°C); kalorimetrids entalpia: AH (J/g); dtlag#SE
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10. abra. A mucosa (A), az izomréteg (B) és a teljes bélfal (C) szerkezeti valtozasainak
DSC gorbéi 1, 3 és 6 oras hideg konzervalast kovetd reperfiizios mintaban. 4 gorbék
felfelé torténo kitérése exoterm, lefelé valo elmozduldsa endoterm folyamatokat jelez.
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2.5. Megbeszélés

A vékonybél meleg és hideg I/R-6s karosodasaval kapcsolatos kutatasok tobb
évtizedes multra tekintenek vissza, melyek az els6 kisérletsorozatban kapott eredményeink
szamara jO 6sszehasonlitasi alapot adtak. Meleg 1/R-0s vizsgalataink biokémiai eredményei
szerint az ischaemids id6 novelésével aranyos oxidativ karosodas Iépett fel a reperfundalt
bélszovetben. Mar 1 6ras meleg ischaemiakor fellépett az OFRs okozta oxidativ stressz
lipidperoxidacidval és az endogén scavenger és antioxidans enzimek aktivaciojaval. A
folyamat lancreakcioként terjed, 3 és 6 oras ischaemia jabb gyokoket generalva okozott
sejtkarosodast. Méréseink jelent6ségét az adja, hogy meleg ischémiat kovetden a
sejtmembranok fizikai-kémiai tulajdonsdgainak megvaltozasa destabilizalja a receptor-
ligand interakciokat és megvaltoztathatja a sejt kontaktust az extracellularis allomannyal.
Ezek az eredmények igazoltdk a lipidperoxidacié szerepét a szovetek karosodasa és a
sejtek diszfunkcidjanak eldidézésében.

Szamos ischaemias allatmodellben leirtdk mind a szisztémas (plazma ¢és
hemolizatum MDA szintjének), mind a lokalis membrankarososdast jelz6 szoveti MDA
koncentracié emelkedését. Az MDA koncentracido mind a bélnyéalkahartyaban, mind pedig
a plazmaban 3-4-szeresre ndvekedett a korai (5 perces) reperfiizié soran és kb. a reperfizio
harmadik orajara éri el a maximumat [70, 71]. Abban a tekintetben azonban nincs egységes
allaspont az irodalomban, hogy mennyi az a meleg ischaemids iddtartam, ameddig a
bélkarosodas reverzibilisnek tekinthetd. Giele ¢és munkatarsai patkanymodellben
kimutattak, hogy a vékonybél kritikus meleg ischaemias ideje 40 perc. Ha a meleg
ischaemia ennél hosszabb volt, akkor minden esetben haemorrhagias enteropathia Iépett fel
[72]. Slavikova ezt 45 perces, Beuk 60 perces, Park 90 perces, mig Schweizer 2 éras
idGintervallumban hatarozta meg a Kritikus meleg ischaemias periodust [37, 58, 59, 73,
74].

A sejtek alapvetd cellularis védekezését jelentd endogén scavenger GSH
koncentracioja vizsgalatunkban csak 3 és 6 oras ischaemia utan csokkent szignifikansan.
Sola és munkatérsai a szoveti GSH szint lefelezddését irta le 90 perces ischémiat kdvetd 30
perces reperfiizios mintakban [75]. Az ischaemias id6 novekedésével aranyos GSH szint
csokkenésrdl szamolt be tobb korabbi kutatas is [76, 77]. Az endogén antioxidans SOD
szoveti aktivitdsa mindharom csoportban szignifikdnsan csokkent. Hasonlé dramai
csokkenésrdl szamolt be tobb allatmodellen végzett vizsgalat is [43, 78]. Ennek oka, hogy
a reperfuzid alatt termelddd, kimos6do oriasi szdmi OFRs-t az endogén SOD nem képes

dizmutalni. Deshmukh is kimutatta, hogy vékonybél ischaemia soran jelentésen csokken a
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SOD aktivitasa. Ez tobb tényezének is koszonhetd: egyrészt csokken az enzim aktivitasa,
masrészt csokken a SOD mennyisége, harmadrészt pedig csokken a SOD szintézise is [79].
Kisérleti eredményeink szerint az azonos idejii meleg ischémiaval 6sszehasonlitva a
UW oldatban végzett hideg konzervalas csokkentette a bélszovet oxidativ karosodasanak
mértékét. Szoveti lipidperoxidacid a hideg I/R-s csoportokban is mérhetd volt, de a
karosodas mértéke kisebbnek mutatkozott az egyes csoportokban. A bél 3 6ras konzervalas
soran kb. akkora lipidperoxidacios karosodast szenvedett el, mint 1 6ras meleg ischaemia
utdn. SOt a 6 Oras ischémiat kovetd reperfuzios mintdknal a szévet MDA szintje
szignifikdnsan alacsonyabb volt a meleg ischaemias eredményekhez képest. Ehhez hasonld
eredményekrdl szamolt be De Oca kutatocsoportja, mi szerint lipidperoxidacié a hosszabb
ideig konzervalt bélben is emelkedik, de jelentés MDA koncentracidemelkedést nem
talaltak, ha a bél tarolasi ideje 40 percnél rovidebb volt [80].
Mig a 6 6ras mintakban a GSH szint szignifikdnsan csokkent a kontrollhoz képest, azonban
szignifikdnsan magasabb maradt a meleg ischaemids értékhez képest. A bélmintak SOD
aktivitasa hideg ischaemia hatasara is szignifikansan csokkent, bar az aktivitas
szamértékileg magasabb maradt. A 3 és 6 Ords hideg konzervalds hatdsdra jobban
megorz0dott az enzim aktivitasa, mint az azonos idejii meleg iSchaemias csoportokban.
Hasonl6 eredményekrdl szamolt be Zhang és munkatarsai, akik 12 6ras UW, EC és Ringer
Laktat oldatban torténd tarolas utan a vékonybél graftokban bekdvetkezd kéarosodasokat
hasonlitottak ossze [81]. Osszességében elmondhatjuk, hogy a vékonybél kb. 3 6ras hideg
konzervalast képes toleralni sulyosabb oxidativ karosodas nélkiil.

A vékonybél meleg és hideg ischaemids eredetli karosodasa gyakran eléforduld
probléma a klinikai gyakorlatban. E korképek rutin diagnosztikéja standard, haematoxylin-
eosin-festett szovettani modszer alapjan torténik, és kiértékelésiiknél szamos kiilonb6zo
hisztologiai stadiumbeosztast alkalmaznak [28, 82]. Vizsgalatainkban a szoveti
szerkezetben bekovetkezd valtozasokat Park-féle kvalitativ és Scion Image Software
alkalmazasaval kvantitativ modon hataroztuk meg. Egy oras meleg ischémiat kovetd
reperfuzid végén ép kriptaszerkezet mellett a villusok kismértékii levalasat tapasztaltuk,
mig 3 oras ischaemia mar jelentés epithel levallast és helyenként megjeleld
kriptakarosodast okozott. Hat o6ras ischaemia utan, a legmagasabb fokozati karosodas
alakult ki denudalt villusokkal, a lamina propria és a kriptak decellularizacidjaval és végsd
soron a bélstruktura teljes szétesésével. A hideg konzervalas kisebb mértékli struktaralis

karosodast okozott, kivétel ez alol a 3 ords csoport voltak, ahol a meleg ischaemias
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csoporthoz hasonlo szintli karosodéasok latszottak a bélszerkezetben. A kvantitativ analizis
szerint a szoveti sériilés mértéke egyenes korrelaciot mutatott a meleg ischaemia idejével.
A 3 és 6 oras meleg ischaemia és azt kovetd reperfuzid szignifikansan csokkentette a
mucosa, a submucosa és az izomréteg vastagsagat, valamint a kriptak mélységét a kontroll
¢s 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 szoveti
szerkezetben bekovetkezd karosodasoknak az ischaemias idovel vald korrelacioja foként a
mucosa ¢és submucosa rétegeknél volt jelentds, a kriptdk esetében mar kevésbé volt
latvanyos, mig a bélfal izomrétegében mért valtozasok voltak a legkevésbé szembetiindek.

A kiilonboz6 hisztologiai  stddiumbeosztasok  tobbsége kvalitativ - vagy
szemikvantitativ metodika, mely nehézséget okoz az eredmények Osszehasonlitasa,
egybevetése soran [83, 84]. A hisztologiai vizsgalatok hatranyai kozé tartozik, hogy (1)
nem minden esetben ad pontos értéket az egyes strukturak karosodasarol, (2) iddigényes,
mert a teljes szovettani feldolgozas és kiértékelés napokig-hetekig tart a posztoperativ
szakban, (3) kvalitativ vizsgalat révén az értékelés nagyban fiigg a patologustol, (4)
onmagukban nem adnak egzakt képet a folyamat progressziojarol, és (5) nincs konszenzus
az irodalomban a rendszerek alkalmazasa tekintetében sem [60].

Vizsgalatainkban kimutattunk korrelaciot a hagyomanyos hisztologiai és a DSC
eredmények kozott mind meleg ischaemias, mind hidegen konzervalt bélszovet esetében.
Kovetkeztetéseink alapjan a DSC adatok jol visszatiikrozték a Park-féle klasszifikacio
stadiumértékeit mucosa tekintetében, de a DSC analizis részletesebb informaciot adott az
ischaemids simaizomszovet karosodasanak mértékérdl. Jelen kisérletiinkben DSC
modszerrel hasonlitottuk 6ssze az 1, 3 és 6 ora 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 formajatél és annak idGtartamatol fiiggéen jelentésen karosodott. A
kalorimetrias entalpia valtozasa alapjan a meleg ischaemias periodusok végére
idéaranyosan nott a karosodas mértéke. A hideg UW oldatban tarolt bél mucosarétege
megorizte ,,normal fiziologias szerkezetét” oOsszehasonlitva mind a kontroll-, mind az
azonos id6tartamu meleg ischaemias mintakkal. A valtozasok legszembetiinébben a
szeparalt mintaknal lathatoak, de a teljes bélfal mérési gorbéinél is fellelhetok.

Kalorimetrias eredményeink korrelalnak szamos kisérletes és klinikai megfigyeléssel: az
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ischaemia idejének emelkedésével egyre markansabb morfologiai valtozasok detektalhatok
mind makroszkopos, mind mikroszképos modon [60, 85, 86].

Fiziologias koriilmények kozott a mucosasejtek megujulasi ideje kb. 3-4 nap, majd
apoptozis utjan elhalnak, és helyiikre a bazal membran fel6l 0j mucosa termel6édik [87]. Az
irodalomban szamos meleg ischaemias modellt irtak le, ahol a kvalitativ skalak alapjan a
meleg ischaemias toleranciaidé 15 és 90 perc kozott valtozik [60, 85, 86]. Nincs
konszenzus a hideg konzervalas idejére vonatkozoan sem, a vékonybelet minél el6bb, de 6-
8 oran beliil javasoljak atiiltetni [82, 88, 89]. Jelen kalorimetrias adatok jelzik, hogy sulyos
mucosakarosodas 3 oras meleg ischaemia és 6 oras hideg konzervalas utan kovetkezik be.

Korabbi vizsgalataink alapjan az izomréteg vastagsaga enyhe csokkenést mutatott
mind meleg, mind hideg ischemia kovetkeztében, de szignifikans eltérést nem talaltunk
[83, 84]. Szamos vizsgalat megerdsitette, hogy az izomrétegben rutin hisztologiai
modszerrel nem lathatd szignifikans eltérés [16, 19, 82, 89]. Ezzel szemben az
osszehasonlito DSC adatok jelezték, hogy meleg ischaemia hatasara az aktomiozin
komplexben a miozinvég nem tud feloldodni, ami jelentGs Szerkezeti valtozast jelez
alacsonyabb entalpiavaltozassal. Az aktin és a miozin helye kevesbé tisztan lathato, a
hékapacitasvaltozas (az alapvonal eltolodasa a nativ és denaturalt allapotok kozott),
valamint az emelkedett olvadasi homérséklet is jele a molekulakban a kotott viz nagyobb
fellazulasanak és ezaltal a fehérjerendszer kompaktabba, merevebbé valasanak. Ennek
hatterében a meleg ischaemia alatt felszaporodé OFRs allnak, melyek karositjak a miozin
katalikus centrumat. E modifikacio fiigg az id6t6l, a koncentraciotol és az OFRs kémiai
szerkezetétol. Masrészt az oxidativ stressz szétkapcsolja az ATP hidrolizist. Ezaltal az
ischaemia struktuaralis és funkcionalis valtozasokat eredményez az izomrétegben. Hideg
ischaemia hatasara a kiilonboz6 izomkomponensek jol definialt modon elkiiloniilnek,
jelezve, hogy az UW oldatban torténd konzervalas csokkentette a struktaralis karosodast.
Legjelentsebb valtozas az aktomiozin-komplex interakcidjaban figyelheté meg. Jelenleg
nincs az irodalomban hasonlo6 DSC vizsgalat bélischaemias modellben. A
simaizomszovetben mért patofiziologias 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 [90-92]. E funkcionalis zavarok hatterében
ismert folyamatok allnak: a makromolekulakban bekovetkezo oxidativ karosodas, a sejtek

kalciumegyensulyanak zavara, illetve a gyulladasos kaszkadok aktivacioja [93, 94].
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A teljes bélfal termikus viselkedése nagyfoku valtozatossagot mutatott, ami
alapvetéen a vékonybél réteges felépitésébdl adodik. De a korabban emlitett szeparalt
mucosa- és simaizommérések termikus Kkarakterisztikéja itt is jol megfigyelheto, ami
igazolja, hogy a DSC analizis jol tiikrozi a teljes bélszovetben bekovetkezd szerkezeti
eltéréseket. Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy kutatocsoportunk elséként vizsgalta a
meleg és hideg ischaemias bélszovetben bekovetkezo szerkezeti karosodasokat differencial
pasztazo kalorimetrias modszerrel. Ez a termoanalitikai technika lehetévé teszi a biologiai
rendszerekben bekovetkezd strukturalis karosodasok kvantitativ, objektiv, komplex és
egzakt meghatarozasat, ¢s ezaltal lehetdséget nyujt mind a kisérletes, mind a klinikai

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

3.1. Bevezetés

Az T/R karosodasokkal szembeni cytoprotekcié intenziv  kutatasainak
eredményeképpen 1986-ban Murry fogalmazta meg az ischaemias prekondicionalas (IPC)
koncepciojat [95]. 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 szévet jobban ellenall az ischaemias behatasnak [19, 96, ]. 2003-ban
Vinten-Johansen és munkacsoportja bevezetette az ischaemias posztkondicionalas (IPO)
teoriajat [97]. Ennek soran a reperfazio elején tobb, néhany masodperces I/R-s ciklusokat
alkalmazva, un. frakcionalt reperfazioval engedik az ischaemias teriiletre a vért, mellyel
csokken a reperfuzios karosodasok mértéke. A véraramlas hirtelen, teljes visszaallitasa
ugyanis a sejtek kalciumtaltolédését, oxidativ stresszt, gyors pH-neutralizaciot okoz,
melyek szerepet jatszanak a mitokondriumok csatornainak megnyitasaban, ami ATP-
depléciohoz és végiil a sejt halalahoz vezet.

IPO hatasara fenntarthatobb a sejt kalcium-homeosztazisa, védelmet ad a salyos
intracellularis oxidativ stresszel szemben, szerepe van a késleltetett pH-korrekcioban és a
mitokondriumok védelmében, mely a sejt struktaralis és funkcionalis védelmét biztositja.
Az TPO els6 kutatasi teriilete a kardiologia volt, bevezetését kovetéen néhany tanulmany
jelent meg a vékonybél I/R-ban mutatott védé hatasara vonatkozolag [98]. Az IPC
felhasznalhatosaga — protektiv hatasa ellenére — korlatozott, mert a meglévé ischémianal
mar nincs mod az alkalmazasara. Klinikai felhasznalhatosag tekintetében az IPO attorést

jelenthet az I/R-s sériilések kivédésében és kezelésében.
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3.2. Célkitlizés

Kutatdsunk masodik részében ischaemias posztkondicionalas alkalmazasa mellett
kiilonb6z6 id6tartami meleg I/R, valamint hideg konzervalast koveté vékonybél

autotranszplantaciot hoztunk Iétre és a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Milyen mértékii oxidativ stressz 1ép fel IPO alkalmazasakor a meleg ischaemia és hideg
konzervalast kovetd autotranszplanticié alkalmazasa utan a reperfundalt bélszévetben?
2. Az IPO mennyiben csokkenti a sejtek oxidativ karosodasat?

3. Hogyan valtozik a bél strukturalis szerkezete modelljeinkben IPO alkalmazésa utan?
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3.3. Anyag és modszer
3.3.1. Kisérleti csoportok és miitéti modszerek

Kisérleteinket feln6tt, him hazi sertéseken (tomegiik: 25-30 kg, Xn = 16) végeztiik.
A mitét elétt 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 N,O gaz
keverékével végzett narkoézishan operaltuk. A vizsgalatokat a PTE MAB engedélyének
(BA02/2000-9/2008) megfeleléen végeztiik el.

A meleg I/R-s csoportokban median laparotomia utan Kipreparaltuk az a.
mesenterica superiort, majd leszoritasaval ischémiat 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 sooldattal 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 kovetéen
az éranastomozisokat 6/0-s szintetikus, monofil, nem felszivodo, tovafuto varratokkal
rekonstrualtuk és orthotopicus modon iiltettiik vissza a vékonybelet. Bélanasztomozist nem
készitettiink. A reperfuziot valamennyi csoportban 3 6ran at tartottuk fenn.

IPC-t az ischaemias periodusok végén, kozvetleniil a reperfuzids eldtt végeztik a
meleg (A4. csoport, A5. csoport, A6. csoport) és hideg ischaemias (B4. csoport, B5.
csoport, B6. csoport) csoportokban. Az IPO protokollt 3 ciklusban, ciklusonként 30

masodperc ischémiaval és 30 masodperc reperfizioval végeztiik. Valamennyi csoportnal

mintat vettiink a jejunumbol a laparotomia utan (kontroll, K) és a reperfazios periodusok
végén. Az aloperalt (S) allatoknal a laparotomia utan (K) és az ischaemias csoportok

biopsziaival analdg idében vettiink bélszovetet (6. tablazat).

6. tablazat. IPO-val vagy anélkiil végzett meleg és hideg I/R-6s miitéti protokollok

Csoport Beavatkozas

S Anesztézia és median laparotomia

Al 1 6ra meleg ischaemia + 3 6ra reperfuzio

A2 3 6ra meleg ischaemia + 3 o6ra reperfuzio

A3 6 6ra meleg ischaemia + 3 ora reperfuzio

A4 1 6ra meleg ischaemia + IPO + 3 6ra reperfuzid
A5 3 6ra meleg ischaemia + PO + 3 6ra reperfuzid
Ab 6 6ra meleg ischaemia + IPO + 3 6ra reperfuzid
Bl 1 ora hideg konzervalas + 3 6ra reperfizio

B2 3 ora hideg konzervalas + 3 ora reperfuziod

B3 6 ora hideg konzervalas + 3 6ra reperfiizio

B4 1 ora hideg konzervalas + IPO + 3 ora reperfuzio
BS 3 ora hideg konzervalas + IPO + 3 6ra reperfuzio
B6 6 ora hideg konzervalas + IPO + 3 6ra reperfuzid
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3.3.2. Biokémiai vizsgélatok
A 2.3.2. pontban leirtak szerint sz6vethomogenizatumbol gyari kittek segitségével,
spektrofotometrias modszerrel hataroztuk meg az MDA és GSH koncentraciojat és a SOD

aktivitasat.

3.3.3. Morfolégiai vizsgéalatok

A bélmintakat a 2.3.3. pontban leirtak szerint készitettiik el6 a szOvettani
vizsgalatokhoz. A mucosa, a submucosa €s az izomréteg vastagsagat, valamint a kriptak
mélységét egyrészt kvalitativ modon, a Park-féle hisztologiai stadiumbeosztas alapjan (2.

tablazat), masrészt kvantitativ modon Scion Image Software segitségével hataroztuk meg.

3.3.4. 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.

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 ischémiat kovetd reperfuzios mintaknal
szignifikansnak talaltuk (A2 és A3 vs. K; p<0,05). A posztkondicionalt szévetnél 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 6ras 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 Kkisebb mértékii volt az azonos idejli meleg
ischémiahoz képest (B3 vs. A3; p<0,05). A 6 6raig konzervalt és posztkondicionalt bélnél

szignifikansan alacsonyabb volt az MDA koncentracio (B6 vs. B3; p<0,05) (11. abra).
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11. abra. A szoveti MDA Kkoncentracidjanak valtozasa IPO-val vagy anélkiil végzett
meleg I/R és hideg konzervalast koveté autotranszplantacios csoportokban. A kisérleti
csoportokat a 6. tablazat mutatja be. (A'tlag + SE; *p<0,05 vs. K; +p<0,05 vs. A3,
#p<0,05 vs. A3; $p<0,05 vs. B3)

A szoveti GSH koncentracioja szignifikansan csokkent a 3 és 6 oras meleg
ischémiat kovetd reperfuzios 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 (AS 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 kovetd IPO protokoll fokozta a GSH-szintet, foként a 6 6ras csoportban

(B6 vs. K vs. B3 és vs. AG; p<0,05) (12. abra).
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12. abra. Az ischaemias posztkondicionalas hatasa a szoveti GSH szintjének
valtozasara meleg és hideg ischémiit koveté reperfuziés bélmintakban. A vizsgalt
csoportokat a 6. tdbldzat mutatja be. (Atlag + SE; *p<0,05 vs. K; ~p<0,05 vs. A2;
+p<0,05 vs. A3; #p<0,05 vs. A3; §p<0,05 vs. B3; °p<0,05 vs. A6)
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A SOD aktivitasa jelentésen csokkent valamennyi meleg ischaemias csoportban
(Al és A2 és A3 vs. K; p<0,05). Posztkondicionalas hatasara a kontroll szinthez képest
alacsonyabb volt az aktivitasa, de szignifikansan jobban megérzédott 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 oras csoportokban 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 hideg konzervalast koveté reperfuziés mintakban (B6
vs. K és B3 és A6; p<0,05) (13. 4bra).
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13. abra. A szoveti SOD aktivitasanak valtozasa IPO hatasara meleg ischémiat és
hideg konzervalast koveté reperfiaziés bélmintakban. A vizsgdlt csoportokat a 6.
tabldazat mutatja be. (A’tlag + SE; *<0,05 vs. K; ~p<0,05 vs. A2; +p<0,05 vs. A3;
#p<0,05 vs. A2; ##p<0,05 vs. A3; $p<0,05 vs. B3, °p<0,05 vs. A6)

3.4.2. Szovettani vizsgalatok eredménye

A Park-féle klasszifikacio szerint a kontroll- és aloperalt csoportban normal szoveti
struktura lathato (0. stadium) (14. abra). Egy o6ras meleg ischémiat kovet6 reperfuzio végén
a villusok kismértékii levalasat tapasztaltuk (2. stadium), mig 3 6ras ischaemia mar jelent6s
epithel-levalast okozott (3. stadium). Hat oras ischaemia utan 5-6s stadiumua karosodas
alakult ki denudalt villusokkal, a lamina propria és a kriptak decellularisatiojaval és végs6
soron a bélstruktara teljes szétesésével. AZ IPO csoportokban a karosodas egy fokozattal
enyhébb volt, mint az IPO nélkiili csoportokban. Ezek koziil is kiemelend6 a kriptak jobb
megorzottsége a reperfuzio végére. A kvalitativ kiértékelés szerint a hideg konzervalas

onmagaban hatassal volt széveti struktara megérzésére, melyet az IPO tovabb javitott.
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14. abra. Az ischaemias posztkondicionalas hatisa a szoveti szerkezetre a Park-féle
klasszifikacié alapjan. A Park-féle stidiumbeosztast a 2. tabldazat, a vizsgalati
csoportokat a 6. tdblazat mutatjia be. (Fénymikroszkopos vizsgalat H&E festett
metszeteken, 100-szoros nagyitds)

A kvantitativ analizis szerint a szoveti sériilés mértéke korrelalt az ischaemia
idejével. A 3 és 6 o6ras 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) (15. abra). Az IPO csoportokban is lathaté csokkenés az
emlitett rétegekben, de a nem posztkondicionalt csoportokhoz képest szignifikansan
nagyobb volt a a mucosa vastagsaga a reperfuzios végére (A5 vs. A2; A6 vs. A3; p<0,05).
A hideg ischaemia mérsékelte a struktaralis karosodast a submucosa, az izomréteg és a

kriptak tekintetében. A mucosa itt is karosodott, de a meleg ischémiahoz képest kisebb
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mértékben (Bl vs. Al; B2 vs. A2; B3 vs. A3; p<0,05). Az IPO tovabb csokkentette a
szoveti karosodast foként a 3 és 6 oras konzervalas utan (B5 vs. B2; B6 vs. B3; p<0,05). A
bélfal simaizom rétegénél csokkend tendencia lathatd, mely 3 és 6 o6ras meleg ischaemia
utan szignifikans volt (A2 és A3 vs. K; p<0,05), de a tobbi csoportban jelentds valtozas

ennél a rétegnél nem volt mérhetd.
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15. abra. Az IPO hatasanak vizsgalata a vékonybél szoveti struktarajara Scion Image
kvantitativ modszerrel. 4: Mucosa vastagsag, B: Submucosa vastagsag, C: Kripta
mélység, D: Izom vastagsdg. (Atlag + SE; *p<0,05 vs. K; +p<0,05 vs. A2; #p<0,05 vs. A3;
$p<0,05vs. Al; §sp<0,05 vs. A2; §$§p<0,05 vs. A3; ++p<0,05 vs. B2; ##p<0,05 vs. B3)

3.5. Megbeszélés

Intenziv kutatasok ellenére a vékonybél I/R-s karosodasanak kivédése napjainkban
sem tekinthet6 rutin eljarasnak a klinikumban [99, 100]. Kisérleteinkben akut mesenterialis
I/R-t és hideg konzervalast kovetd autotranszplantaciot modelleztink kiilonb6zo I/R-s
idétartamok, valamint IPO felhasznalasaval. A klasszikus IPO-protokollt hasznaltunk,
mely 3 ciklusbol all, ciklusonként 30 masodperc ischaemia és 30 masodperc reperfazio

alkalmazasaval [101]. Az oxidativ stressz markerek koziil a karosodast jelz6
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lipidperoxidaciot, az OFRs inaktivalasaban szerepet jatsz6 GSH szintjét és a SOD
aktivitasanak valtozasat mértiik.

Eredményeink szerint az IPO csokkentette a meleg I/R okozta lipidperoxidacio
mértékét. Ez a csokkenés a 6 6ras mintaknal szignifikans volt. Az antioxidans oldalon
kimutattuk, hogy a GSH szintje csokken meleg ischaemia hatasara. Hasonlo
eredményekrél szamolt be korabban Gibson, aki patkanybél I/R-t hozott létre az a.
mesenterica superior 1 oras leszoritasaval, melyet 2 é6ra reperfazio kovetett. Eredményei
szerint az ischaemia ideje alatt csokkent a szoveti GSH-szint, de a reperfazi6 alatt tovabbi
csokkenést mar nem tapasztalt [76]. Ezzel szemben Nakamura a széveti GSH-koncentracio
csokkenését irta le az ischaemia alatt, mely a reperfuzié soran tovabb csokkent [102]. Sola
eredményei szerint a GSH tartalom lefelez6dott 90 perces bélischaemia utan [75]. Ezzel
szemben az IPO csoportokban szignifikansan emelkedett GSH koncentraciot talaltunk 3 és
6 o6ras meleg I/R-s és 6 o6ras konzervalason atesett csoportokban. Eredményeinkhez
hasonld6 GSH szint valtozast talant Chen ¢és kutatocsoportja, mely jelezte az endogén
védelmi rendszer aktivaciojat [103]. Tovabba a meleg ischaemia az id6 fiiggvényében
szignifikdnsan csokkentette a szoveti SOD aktivitasat. Az SOD aktivitasanak dramai
csokkenésérdl szamolt be Kacmaz és Karashima is [43, 78]. 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 Iétrehozott védelem
0sszefiigg az oxidativ stressz, a gyulladasos folyamatok, tobbek kozott a PMN leukocytak
aktivalodasanak mérséklodésével [98]. A hatast a szovetet ért intermittald reoxigenizacio
miatti csokkent OFRs-képzodésben lattak. Az IPO-t a reperfuzié inditasatol szamitott els6
7 percig terjedé id6intervallumban kell alkalmazni, amikor az OFRs képzddés tetézik
[104]. Az azonnali IPO 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 nekroézis faktor-alfa (TNF-a)
¢és az interleukin-6 (IL-6) plazmaszintje. Bizonyitottak, hogy az IPC és az IPO egymassal
szinergista hatastiak, tovabba azt a fontos tényt, hogy a késén (reperfuzié utani 3. percben)
kivitelezett IPO hatastalan, ugyanis akkor a SOD aktivitasa mar nem 6rz6dik meg, és nem
csokkenti a szoveti lipidperoxidacio [98]. Emellett az IPO-t hatastalannak irtak le 4
ciklusban alkalmazott, ciklusonként 30 masodperc ischémiabol és 30 masodperc
reperfaziobol allo protokolinal [105]. Az ellentmondé eredmények szarmazhatnak az eltérd

ischaemias id6kbol és az eltérd IPO protokollokbol egyarant.
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Hideg ischaemias kisérletsorozatunkban kimutattuk, hogy az UW oldatban tortént
hideg prezervaciéo csokkenti a szoveti oxidativ karosoddsokat a meleg ischaemias
eredményekhez képest. Méréseink szerint a szoveti MDA a hideg konzervalas hatasara
emelkedett ugyan, de ez elmarad a meleg karosodds 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.

Hagyomanyos hisztologiai vizsgalatok kvalitativ és kvantitativ analizisével
kimutattuk, hogy a bélszovet meleg I/R hatasara jelentdsen karosodik és a karosodas
mértéke az ischaemias idével fokozodik. A posztkondicionalt csoportokban enyhébb foka
volt a karosodas mértéke, melyb6l kiemelendd a kriptak jobb megdrzottsége a reperfizio
végére. Eredményeink megfelelnek az irodalomban leirtaknak [106]. A Kkvantitativ
eredmények ezeket a valtozasokat tamasztottak ala a mucosa, a submucosa ¢és a kriptak
esetén. Az izomrétegben jelent6s valtozast nem lattunk. A konzervalt graftok vizsgalatai
soran Kimutattuk, hogy az ischaemias id6 elérehaladtaval aranyosan nétt a karosodas
mértéke, de ez mérsékeltebb volt, mint a meleg ischaemia okozta karosodas. A meleg
ischémiahoz hasonloan az IPO csoportokban a karosodas egy fokozattal enyhébb volt az
IPO nélkiilickhez képest. Az IPO védo hatasanak pontos mechanizmusa még nem ismert
modelliinkben. Néhany kdzlemény azonban leirta mar, hogy az IPO csokkenti a bélszovet
egyes rétegeiben bekovetkez6 karosodas mértékét. Annak ellenére, hogy az IPO soran
aktivalodo jelatviteli utak rendkiviil komplex 6sszefiiggést mutatnak, és szamos résziik ma
még nem ismert, az széles korben elfogadott, hogy az IPO a sejtek természetes védekez6
mechanizmusainak passziv és aktiv tényezoivel hozhatod osszefiiggésbe [107-109].

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

tisztazasa és a felmeriilt szamos kérdés megvalaszolasa érdekében.

41



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 megeldzhetd vagy teljes mértékben kezelhetdé lenne. A klinikai
eredmények igazoljak, hogy transzplantaciokor a konzervalas (hideg ischaemia) és a
reperfuzio mind rovid, mind hosszu tdvon karos hatasu, noveli az akut kilokodések szamat,
vagy kronikus allograft funkciozavart okoz [110]. A jelenleg standardként hasznalt UW
konzervalo oldatot foként hasnyalmirigy €s méj tarolasara fejlesztették ki. A tobbi szervvel
kapott jo eredmények ellenére a bél graftok taroldsara ez az oldat ma sem tekinthetd
,»optimalis” oldatnak [52, 111]. Folyamatos kutatasok folynak a forgalomban 1év6 oldatok
modositdsa (0) OsszetevOk, magasabb energia -és tdpanyagtartalom), illetve 0j oldatok
kifejlesztése terén [53, 107, 112, 113].

A hipofizis adenilat-ciklaz aktivald polipeptid (pituitary adenylate-cyclase
activating polypeptide: PACAP) az evolucio soran jol konzervalt, széles hatdsspektrumu
neuropeptid, mely hat az endokrin mirigyekre, a kardiovaszkularis és 1€gz0 rendszerre,
valamint az emésztd traktusra is. 1989-ben izolaltdk birka hypothalamusbdl a
hypophysisben kivaltott adenilat-ciklaz aktivalo hatasa segitségével [114]. A
szekretin/glukagon/vazoaktiv intestinalis polipeptid (VIP) peptidcsalad tagja [115]. A
polipeptidnek két formaja van, a 38 aminosavat tartalmaz6 PACAP-38 ¢és a 27
aminosavbol allo PACAP-27 [116]. Szerkezete 67 %-ban megegyezik VIP strukturajaval,
de adenilat-ciklaz aktivalo hatasa 1000-10000-szer nagyobb a VIP hatasanal. Ezek, mint
Lorain-gut”  peptidek az emészté rendszer teljes hosszdban megtalalhatoak,
immunreaktivitdsuk a sejttestekben és az idegvégzddésekben mutathatdo ki, foként a
jejunum és az ileum teriiletén [117]. Fokozott affinitassal kotédnek a PAC1 és a VIP-el
(vazoaktiv intestinal peptid) koézos VPAC1 és VPAC2 receptorokhoz [116, 117].
Mindharom receptoruk megtalalhatd a mucosdban, a myentericus neuronokban,
neuroendokrin és érendothel sejteken, valamint a simaizomsejteken [118, 119].

A PACAP-38 anti-apoptotikus, anti-inflammatorikus és antioxidans protektiv
hatdsa szamos in vitro és in vivo kisérletben igazolodott [120-123]. Pontosan még nem
tisztazott, hogy milyen mechanizmusokon keresztiil hat, de az igen, hogy a bélszdveti I/R-s
karosodas a béltraktusban citokin felszabadulast eredményez [124]. Szamos gyulladasos
modellben leirtdk, hogy a PACAP anti-inflammatoérikus hatésa részben a citokinek és

kemokinek termelédésének gatlasa révén érvényesiil [123, 125-127].
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4.2. Célkitlizés

Kutatdsunk harmadik részében kiilonb6z6 iddétartamit meleg I/R, valamint hideg
konzervalast kovetd vékonybél autotranszplantacidt 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 ¢s PACAP-38 vad tipusu egereknél milyen mértéki szoveti oxidativ
karosodas 1ép fel és hogyan valtozott a bél szoveti szerkezete?

3. Vékonybél autotranszplantacioé soran PACAP-38-at tartalmaz6 UW oldatban torténd
konzervalast kdvetden milyen mértékii szoveti oxidativ karosodas 1ép fel?

4. PACAP-38-at tartalmazo UW oldatban torténd konzervalast kovetéen hogyan valtozik a
konzervalt bélszovetben a PACAP-38 és a PACAP-27 immunreaktivitasa?

5. Milyen mértékii lesz PACAP-38-at tartalmazé UW oldatban torténd prezervacio utan a

szoveti citokin expresszio?
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4.3. Anyag és mddszer
4.3.1. Kisérleti csoportok és miitéti modszerek

Az l-es és IlI-as kisérletekben feln6tt, him, Wistar patkanyokat (testtomeg: 250-300
0; 2n=56, n=8/csoport), a II. kisérletnél PACAP-38 vad tipusu és célzott géntechnologiaval
eléallitott, fenntartott és visszakeresztezéssel ellendrzott CD1 PACAP—/— egereket
(testtomeg: 25-30 g; Xn=40, n=20/csoport) hasznaltunk. A mutét elott 24 oraig csak vizet
fogyaszthattak. Az érzéstelenités im. adott ketamin-hidroklorid (0,01 mg/ttg) és diazepam
(0,01 mg/ttg) injekcioval tortént (Richter Gedeon, Budapest, Magyarorszag). A
vizsgalatokat a PTE MAB engedélye (BA02/2000-9/2008) szerint végeztiik.

A kisérleti csoportokat a 7. tablazat foglalja Ossze. Az 1. kisérletben meleg
ischaemias csoportokban median laparotomiat kovetéen felkerestiik az a. mesenterica
superior-t, melyet kipreparaltunk és atraumatikus klipp felhelyezésével 1 oras (Al.
csoport), 3 oras (A2. csoport) és 6 6rds (A3. csoport) teljes ischémiat hoztunk 1étre. A
klipek eltavolitasa utan 3 orés reperfiiziot kezdtiink.

A 1I. kisérletben hideg ischaemias csoportokat hoztunk létre. Laparotomia utan a
vékonybelet a Treitz-szalagtél az ileocoecalis részig reszekaltuk. A bél lumenét
antibiotikum nélkiili fizioldgias sdoldattal mostuk at. A graftokat perfundaltuk és 4 °C-0s
UW oldatban taroltuk 1 éran (PVBI. csoport, KO.B1. csoport), 3 6ran (PVB2. csoport,
KO.B2. csoport) és 6 6ran (PVB3. csoport, KO.B3. csoport) keresztiil.

A TII. kisérletben is hideg ischaemias csoportokat hoztunk létre. A graftok
perfuzidja utan 100 ml 4°C-os UW oldatban taroltuk 1 oran (B1. csoport), 3 6ran (B2.
csoport) és 6 oran keresztiil (B3. csoport). A tovabbi graftokat 100 pg PACAP-38-at
tartalmazé 100 ml UW oldatban 1 6rdan (PB1. csoport), 3 6rdan (PB2. csoport) és 6 oran
keresztiil (PB3. csoport) konzervaltuk.

A Kkonzervalasok utdn mikrosebészeti technikaval (10/0-as, szintetikus, monofil,
nem felszivodo fonal felhasznaldsaval), end-to-end éranasztomodzisokkal egyesitettiik az
érvégeket orthotopicus mdédon (autotranszplantacid). Bélanasztomozist nem készitettiink.
A reperfiziot minden csoportban 3 oran 4t tartottuk fenn. Valamennyi csoportnal a
szovetmintdkat a laparotomia utan (kontroll, K) és a reperfuzié végén vettikk. Az ,,S”
(Sham) csoportba a csak median laparotomian atesett, aloperalt allatok keriiltek. Ezekbdl
az allatokbdl a laparotomia utan (K) és az ischaemids csoportok biopsziaival analdg idében

vettink szovetmintakat.
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7. tablazat. PACAP hatasanak kimutatasahoz létrehozott meleg és hideg I/R-6s csoportok miitéti és mérési protokollja

Kisérlet Modellallat

Csoport Beavatkozas

Mérés a kisérleti csoportban

S Anesztézia és median laparotomia

l. patkany Al 1 6ra meleg ischaemia + 3 ora reperfiizio
A2 3 6ra meleg ischaemia + 3 ora reperfiizio RIA
A3 6 o6ra meleg ischaemia + 3 ora reperfiizio

. PACAP vad egér (PV) PVB1 1 6ra hideg UW konzervalas + 3 ora reperfiizio
PVB2 3 ora hideg UW konzervalas + 3 ora reperfizio Biokémia: MDA, GSH, SOD
PVB3 6 ¢6ra hideg UW konzervalés + 3 ora reperfuzio Szdvettan:

PACAP KO egér (KO) KO.B1 1 6ra hideg UW konzervalas + 3 ora reperfiizio - Park-féle klasszifikacio

KO.B2 3 6ra hideg UW konzervalas + 3 o6ra reperfizio - Scion Image Software
KO.B3 6 6ra hideg UW konzervalas + 3 ora reperfzio

1. patkany Bl 1 ora hideg UW konzervalas + 3 ora reperfzio
B2 3 ora hideg UW konzervalas + 3 ora reperfiizio RIA
B3 6 ora hideg UW konzervalas + 3 ora reperfiizio Szoveti citokin aktivitas:
PB4 1 6ra hideg UW+PACAP-38 konzervalas + 3 ora reperfizio - Citokin Array
PB5 3 ora hideg UW+PACAP-38 konzervalas + 3 ora reperfuizio - Luminex Multiplex Immunassay
PB6 6 ora hideg UW-+PACAP-38 konzervalas + 3 ora reperfiizio
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4.3.2. Biokémiai vizsgalatok
A 2.3.2. pontban leirtak szerint szovethomogenizatumbol gyari kittek segitségével,

crer

aktivitasat.

4.3.3. Morfologiai vizsgalatok

A bélmintakat a 2.3.3. pontban leirtak szerint készitettiik el6 a szovettani
vizsgalatokhoz. A mucosa, a submucosa €s az izomréteg vastagsagat, valamint a kriptak
mélységét egyrészt kvalitativ modon, a Park-féle hisztoldgiai stddiumbeosztas alapjan (2.

tablazat), masrészt kvantitativ médon Scion Image Software segitségével hataroztuk meg.

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

A bélszovetbdl szarmazd mintakat (600 mg) jéghideg vizben homogenizaltuk, majd
12000-es fordulatszamon 30 percig 4 °C-os hémérsékleten centrifugaltuk. Ez utan a
feliiliszot a PACAP-38-szerli és PACAP-27-szerli immunreakciok vizsgalata céljabol RIA
analizisnek vetettiik ala, ahogy azt korabban leirtuk [128]. A PACAP-38 antiszérumat
88111-3-mal, a PACAP-27 antiszérumat 88123-mal roviditettiik. Jelolt anyagként 125-6s
jod izotoppal jelolt juhbol szdrmazdé PACAP24-38-at és PACAP-27-et hasznaltunk
(csévenként 5000 cpm). A standardjaink juhbol szarmazo PACAP-38 és PACAP-27 voltak
(0-1000 fmol/ml). A vizsgalatot 0,1 M NaCl-ot, 0,05 % natrium-azidot és 0,25 % marha
szérum albumint tartalmazé 7,4-es pH-ji 0,05 M-os 1 ml térfogata foszfat-pufferben
végeztik. A vizsgalati elegy 100 pl antiszérumot (a 88111-3 jeliibol 1:10 000 higitast és a
88123 jellibdl 1:45000 higitast), 100 pl jeldlt anyagot és 100 pl standardot vagy ismeretlen
mintat tartalmazdé polipropilén csovekbe keriilt. 48-72 o6rat kovetd 4 °C-on torténd
inkubécié utdn az (antiszérumbdl szdrmazd) antitesteket megkotd peptideket 100 pl
szeparald oldat segitségével elkiilonitettiik azoktol a peptidektdl, amelyek nem kotottek
antitestet. A szeparalo oldat Osszetétele: 10 g aktiv szén, 1 g dextran és 0,2 g kozdnséges
zsirmentes tejpor 100 ml desztillalt vizben oldva. 4 °C-on 20 percig 3 000-es fordulaton
valdo centrifugalast kovetéen a csé tartalménak feliiluszojat Ovatosan elontottiik
(=dekantaltuk) és a cs6ben marad6 csapadék radioaktivitdsat gamma-szamlaloval mértiik.
Az ismeretlen minta PACAP-38 illetve PACAP-27 tartalmat kalibracios gorbe segitségével
hataroztuk meg. A PACAP-38-szerli és PACAP-27-szerli k6tddés aranyat femtomol/mg

szovet értékben adtuk meg.
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4.3.5. A szoveti citokin aktivitds mérése
Citokin Array

A bélszovet citokin tartalmanak kemiluminescens vizsgalatit a korabban leirtak
szerint végeztilk [126]. Roviden, a szoveti homogenizatum méréséhez patkany citokin
kittet hasznaltunk (Panel A Array kit, R&D Systems). A bélszovetet proteaz inhibitor
tartalmtt PBS pufferben homogenizaltuk, Triton X-100-at adtunk hozza, majd -80 °C-on
taroltuk a felhasznalasig. A mintdkhoz antitest-elegyet adtunk, majd 1 oran at
szobahOmérsékleten inkubaltuk. Héaromszori pufferes mosas utdn tormaperoxidaz-
konjugalt Streptavidint adtunk a mintdkhoz és kemiluminescens mérés (Amersham

Biosciences, Magyarorszag) utan rtg filmre rogzitettiik.

Luminex Multiplex Immunassay

A korabban leirtak alapjan a bélszovetben harom ,host” marker (szolubilis
intercellularis adhéziés molekula-1: SICAM-1; L-szelektin; tissue inhibitor of
metalloproteindz-1: TIMP-1) szintjét hataroztuk meg Flurokine MAP Rat Base kit (R&D
Systems) segitségével, a gyarto instrukcioi alapjan. Az eredményeket pg/g nedves szovet

értékben adtuk meg.

4.3.6. Statisztikai analizis
Az eredmények értékelésekor atlagot és standard errort szamoltunk. Az adatokat ANOVA
varianciaanalizissel dolgoztuk fel. A szignifikancia szintje p<0,05 volt. Az adatok

kiértékeléshez a MicroCal Origin (6.0) programot (Microcal Software, USA) alkalmaztuk.

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 idével aranyosan nétt a II. kisérletben (8.
tablazat). Legmagasabb értéket a PACAP-38 KO graftok 6 oras konzervalds utdni
reperfiiziés mintainal mértiink. Ez szignifikdnsan magasabb volt, mint a PACAP-38 vad
tipust graftok ugyanilyen idejii 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 utani mérésénél, mint az ugyanazon idejii vad tipusu

bélszovetben (KO.B2 vs. PVB2; KO.B3 vs. PVB3; p<0,05).
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8. tablazat. Szoveti MDA, GSH és SOD értékének valtozasa a II. kisérletben

MDA GSH SOD
K 100+3,6 910+11,9 215+11
S 108+2,1 890+15 208+12
PACAP-38 vad tipus
PVB1 112458 889+8,9 179+10
PVB2 11746,9 849+10,7 150+5,1*
PVB3 120+1,7* 808+12,3* 12548,1*
PACAP-38 KO

KO.B1 120+3,5* 866+13,1* 140+11,4*
KO.B2 129+7,9%+ 753+10,1*+ 111410,7*+
KO.B3 153+8,4*# 72048, 4%# 103+8,3*#

Az eredmények umollg nedves szovet értékben vannak megadva. A vizsgadlati csoportokat a

7. tabldzat mutatja. (Atlag + SE; *p<0,05 vs. K; +p<0,05 vs. PVB2; #p<0,05 vs. PVB3)

4.4.2. Morfologiai vizsgalatok eredménye

A Park-szerinti klasszifikacid szerint a legnagyobb karosodast a PACAP-38 KO
egerek 6 oOras konzervalasa utan kaptunk (KO.B3. csoport, 4. stadium), mig a legkisebb
karosodast a PACAP-38 vad tipusu allatok 1 oraig prezervalt graftjainal (PVBI. csoport, 1.
stadium) figyeltiink meg (16. abra). Egy oras konzervalas utan a PACAP-38-at tartalmaz6
szovetben az ép kriptdk mellett a villusok kismértékli megemelkedését lattuk. Ezzel
szemben a PACAP-38 hianyos szovetnél a karosodas egyel magasabb fokozau volt
(KO.B1. csoport: 2. stadium): a villusok kozepes mértékii levalasa mellett részleges
kriptakarosodas volt megfigyelhetd. A harom oOras csoportoknal a PACAP-38 KO
szovetben 3. stadiumu volt a karosodas, jelentds epithel levalast és helyenként karosodott
kriptakat talaltunk (KO.B2. csoport). A PACAP-38 vad tipust graftok 6 6ras konzervalasa
utan 3. stddiumu kérosodas 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
orés konzervaléasa utan (PVB3. Vs. K; p<0,05) (9. tablazat). A PACAP-38 KO graftoknal a
csokkenés mar 1, 3 és 6 oras konzervalas utan is szignifikans volt a kontroll és az aloperalt

mintdkhoz képest (KO.B1., KO.B2. és KO.B3. vs. K ¢és S; p<0,05). Ezeknél a rétegeknél
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szignifikansan rosszabb eredményt kaptunk a PACAP KO mintaknal a PACAP-38 vad
tipust egerek értékeinez képest (KO.B2., KO.B3. vs. PVB2 ¢és PB.B3; p<0,05). Az izom

vastagsaga enyhe csokkenést mutatott, de ez nem volt szignifikéns egyik csoportnal sem.

PACAP-38 vad tipusu egér

Kontroll

16. abra. UW oldatban tortént konzervalas utan a szoveti szerkezet valtozasainak
vizsgalata Park-féle Kklasszifikacioval. A Park-féle stadiumbeosztast a 2. tablazat, a

vizsgalati csoportokat a 7. tabldzat mutatja be. (Fénymikroszkopos vizsgalat H&E festett
metszeteken, 100-szoros nagyitds)

9. tablazat. A bélfal rétegeinek Scion Image Software-rel tortént kvantitativ

kiértékelése a II. kisérletben

Mucosa vastagsag Submucosa vastagsag = Kripta mélység  Izom vastagsag

K 964+12 55+2.5 21048 120+10
S 955+21 50+2,1 205+6 120+8
PACAP-38 vad tipus
PVB1 915+15 45+1,2 195+6 115+8
PVB2 810425 42+2 182+9 110+9
PVB3 520+16* 35+1,6% 175+8* 108+8
PACAP-38 KO
KO.B1 650+21* 40+2,1 170+£7* 115+8
KO.B2 512+9*+ 35+1*+ 164+3*+ 112+6
KO.B3 254+10*# 27+1*# 110+2%# 108+4

Az eredmények um értékben adtuk meg. A vizsgalati csoportokat a 7. tablazat mutatja be.

(Atlag + SE; *p<0,05 vs. K; +p<0,05 vs. PVB2; #p<0,05 vs. PVB3)
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4.4.3. A bél PACAP-38 ¢és PACAP-27 immunreaktivitasi szintjének valtozasa bélszovetben

Az 1. kisérletben a bélszovet endogén PACAP-38 immunreaktivitasi szintjének
valtozasat mértiik kiilonb6z6 idétartamtt meleg ischaemia és azt kovetd reperfuzid soran.
Az endogén PACAP-38 immunreaktivitdsi szintje a reperfizios mintdknal szignifikdnsan
csokkent minden csoportban (Al, A2 és A3 ischaemia vs. K; p<0,05). A 6 oras meleg
ischaemids csoportban mar az ischaemia végi mintakban is szignifidnsan 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) (17. abra).

20 4
18 4

Szoveti endogén PACAP-38 koncentracio (fmol/mg)

17. abra. A bélszovet endogén PACAP-38 immunreaktivitasanak valtozasa meleg
ischaemia és reperfuzié hatasara. A vizsgalati csoportokat a 7. tabldazat mutatja be. Az
eredményeket fmollmg nedves szovet értékben adtuk meg. (Atlag += SE; *p<0,05 vs. K;
**p<0,01 vs. K; ***p<0,001 vs. K)

A 111 kisérletben a szoveti PACAP-38-szerti immunreaktivitas 57,32+3,5 fmol/mg
volt a kontroll mintakban és 55,1£2,5 fmol/mg az aloperalt csoportban (18. abra). Ennek
értéke 1 oOras hideg konzervalast kovetéen 50,4+3,5f mol/mg-ra (BL. csoport), 3 ora utan
40,1£5,5 fmol/mg-ra csokkent (B2. csoport). Ez a valtozas a 6 6rds konzervalas végére
(B3. csoport: 32,64+3,0 fmol/mg; p<0,05) szignifikans volt. PACAP-38-at tartalmazo UW
oldatban torténd tarolast kovetden szignifikdnsan magasabb szinteket mértiink a PB4
(65,2+3,4 fmol/mg), a PB5 (55,2+4,2 fmol/mg), és PB6 csoportban (48,943,2 fmol/mg).

A szoveti PACAP-27-szerli immunreaktivitas csokken a kontroll (4,24+0,2 fmol/mg)
mintdkhoz képest. Ezen csokkenés szignifikans volt, mind az 1 6rds (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) mintaknal is. PACAP-38-at is tartalmaz6 UW oldatban
torténd tarolast kovetden értéke szignifikdnsan magasabb volt a csak UW-ban tarolt
mintakhoz képest (PB4. csoport: 3,5£0,3 fmol/mg; PBS5. csoport: 3,0+0,2 fmol/mg; PB6.
csoport: 2,6+0,15 fmol/mg; p<0,05) (19. abra).
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18. abra. PACAP-38 immunreaktivitasanak szintje autotranszplantalt vékonybélben.
A vizsgalati csoportokat a 7. tabldazat mutatja. (Atlag + SE; *p<0,05 vs. K; +p<0,05 vs.
BI; #p<0,05 vs. B2; $p<0,05 vs. B3)
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19. abra. PACAP-27 immunreaktivitisanak szintje autotranszplantalt vékonybélben.
A vizsgalati csoportokat a 7. tabldazat mutatja. (Atlag + SE; *p<0,05 vs. K; **p<0,01 vs.
K; +p<0,05 vs. Bl; #p<0,05 vs. B2, §p<0,05 vs. B3)

4.4.4. Citokin expresszid valtozasa bélszovetben

A kemiluminenscens vizsgéalatok igazoltdk, hogy a citokinek koziil az SICAM-1
(20. abra, 1) és az L-Selectin (20. abra, 2) normal aktivitasa volt detektalhat6 a kontroll
bélszdvetben. Expressziojuk nem valtozott 6 6ras UW oldatban torténd konzervalas és az
azt kovetd reperfuzios periddus végére a B3. csoportban. Mind a 6 6rds PACAP-38-at
tartalmazé UW oldatban torténd konzervalds, mind az azt kovetd 3 oras reperfuzié jelentds
citokin aktivitas csokkenést okozott a PB6 csoportban. A RANTES (CCL5) (20. abra, 3)
szintek minden csoportban megemelkedetek. A kontroll mintdkban a TIMP-1 aktivitasa

(20. abra, 4) nem volt mérhetd. Jelentds aktivitast mértiink a 6 6ras PACAP-38 nélkiili UW
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oldatban val6 konzervalast kovetéen a B3. csoportban. A PACAP-38-t tartalmazé hideg

konzervalas csokkentette ezen aktivitasok szintjét a PB4. csoportban.
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20. abra. A bélszovet citokinexpressidjanak vizsgalata kemilumineszcens modszerrel.
Kiilonbozo citokinek jelenléte lathato a kontroll (A), 6 ords hideg UW oldatban torténé
konzervalas (B), 6 ords hideg konzervailas PACAP-38-at tartalmazo UW oldatban (C) és
az azt kovetd reperfiizio (D) sordn. Jelentds valtozas figyelheté meg az sICAM-1 (1), az L-
szelektin (2) és a TIMP-1 (4) expressiojaban. A RANTES szintek (3) minden csoportban
emelkedettek voltak (+K: pozitiv kontroll). A tébbi citokinnél (bal felso saroktol indulva:
CINC-1, CINC-2alfa/béta, CINC-3, GM-CSF, IFN-gamma, IL-1alfa, IL-1béta, IL-1ra, IL-
2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IP-10, LIX, MIG, MIP-l1alfa, TNF-alfa és VEGF)

nem volt valtozas.

Az elobbi méréseket a Luminex Immunoassay-el kapott eredmények is
megerdsitették (21. abra). Az sSICAM ¢és az L-Selectin expresszidja hasonlé a kontroll (21.
abra A oszlop) és az ischaemias csoportokban (21. abra B oszlop), mig mindkét esetben
szignifikans csokkenés figyelhetd meg a PACAP-38-al tarolt graftoknal (21. abra C és D
oszlopok). A TIMP-1 expresszidja a kimutatasi hataron volt a kontroll mintakban (21. abra
A oszlop), és jelentds emelkedés volt hideg ischaemia utan (21. abra B oszlop). Az
emelkedett TIMP-1 szinteket mérsékelte a PACAP-38-at tartalmazé konzervalas (21. abra

C és D oszlop).
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21. abra. A bélszovet citokin expresszidjanak vizsgalata immunassay modszerrel.

Az SICAM-1, az L-Selectin és a TIMP-1 expressziojaban bekovetkezo valtozasok lathatoak
a kontroll (A), 6 oras hideg UW oldatban torténé konzervdldas (B), 6 Ords hideg
konzervalas PACAP-38-at tartalmazo UW oldatban (C) és azt kévetkezo reperfuzio (D)
alatt. (Atlag = SE; *p<0,05 vs. A; ***p<0,01 vs. A; +++p<0,001 vs. B).

4.5. Megbeszélés

Jelen kutatdsunkban egyrészt PACAP-38 KO és PACAP-38 vad tipusu egerekben
kisérletes vékonybél autotranszplantacid soran meghataroztuk a szoveti oxidativ karosodas
mértekét €s a bélszovetben bekovetkezd struktiralis valtozasokat. Masrészt meleg I/R-s
modellben mértiik az endogén PACAP-38 immunreaktivitasi szintjének valtozasat.
Harmadrészt a graftok konzervaldséhoz UW ¢és PACAP-38-at tartalmazé UW oldatot
hasznalva vizsgaltuk a bélszovet PACAP-38 és PACAP-27 immunreaktivitasi szintjeinek

valtozasat, valamint a szervkonzervalaskor fellépd szoveti citokin expressziot.
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PACAP-38 KO és vad tipust eregekben a konzervalas hatasat a kialakult oxidativ
karosodas alapjan értékeltiik. Eredményeink alapjan a szoveti lipidperoxidacio a hideg
konzervalas idejével aranyos modon fokozddott, és szignifikdnsan magasabb volt a
PACAP-38-at nem termel6 KO allatokban. A konzervalas soran a szoveti endogén scavenger
GSH szintje csokkent mind a vad tipusi, 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 csékkenést mutatott hideg ischaemia
hatasara, de aktivitasa a vad tipust szévetben jobban meg6érzddott, mint a PACAP-38 nélkiili
graftokban. Hasonld kisérletekkel kapcsolatos adatok nem taldlhatdak az irodalomban,
melyek jeleznék, hogy milyen mechanizmus utjan fejti ki védo hatasat a PACAP-38 hideg
konzervalas és azt kdvetd reperfiizid sordn. Szamos vizsgalat megerdsiti azonban azt a tényt,
hogy a peptid antioxidans, antiapoptotikus és anti-inflammatorikus tulajdonsaganak fontos
szerepe van citoprotektiv hatasaban [116, 123]. A PACAP-38-nak van ugyan enyhe
scavenger aktivitasa, de inkdbb az valosziniisithetd, hogy indirekt médon, az antioxidans
enzimek aktivitdsanak/szintézisének stimuldlasa révén fejti ki oxidativ stress elleni védd
hatasat. Ami az oxidativ stressz altal kivaltott jelatviteli utakat illeti, a PACAP-38-r6l
kimutattak, hogy kiilonb6z6 sejtekben képes ellenstlyozni vagy megvaltoztatni az oxidativ
stresszt kivaltoé un. downstream jelatviteli utvonalakat [122, 129, 130].

Kimutattuk, hogy 6 oras konzervalas a PACAP-38 KO graftokban okozta a
legnagyobb szoveti kéarosodast. Mind a kvalitativ, mind a kvantitativ vizsgéalataink
igazoltak, hogy a PACAP-38 szoveti jelenléte mérsékelte a hideg konzervalds okozta
szovetkarosodast. A mucosa és submucosa vastagsaga ¢és a kriptak mélysége is jobban
megdrzodott a PACAP-38-at tartalmazd szovetekben. A folyamat pontos molekularis
hattere ma még nem ismert. Jelen vizsgalatunkban kapott eredmények azonban
Osszhangban vannak a PACAP-38 KO kisérleti allatokban kapott kiilonbozd vizsgalati
eredményekkel. Tobbek kozott kimutattdk, hogy PACAP-38 hidnydban megvaltozott az
agyi fejlédés és koros axonalis dendriteket eredményzett [131, 132]. Erdekes, hogy ezek a
valtozasok nem vagy csak enyhe fokban jelentkeznek periférias szovetekben (pl.
vastagbélben) [133, 134]. Ha a kiilonb6z6 szoveteket karos stimulus éri, akkor a PACAP-
38 hianyos egerekben a karosodas sokkal sulyosabb mértékben jelenik meg. Ezt igazoltak
dextran-indukalta colitis modellben [133], oxidativ stressznek kitett Kisagyi
szemcsesejtekben és vese sejtkultiraban [126, 136], agyi ischaemia soran [127], és axon

regeneracios vizsgalatokban [137].
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Vizsgélataink soran kimutattuk, hogy a bélszovet endogén PACAP-38
immunreaktivitasi szintje csokken meleg ischaemia és az azt kovetd reperfuzié soran. Ezek
az értékek 6 oras ischaemia utan és valamennyi reperfziés mintidban szignifikans volt. A
PACAP-38 immunreaktivitasi szintjének értékeit tekintve eredményeink korrelaltak a
gasztrointesztinalis traktusban Hannibal altal mért normal szintjeivel [117]. A PACAP-38
immunreaktivitasi szintjének csokkenését valoszinilileg az okozza, hogy az ischaemids
sejtekben fokozodik felvétele és/vagy az, hogy ischaemia alatt csokken a szintézise.
Hasonl6 megfigyeléseket irtak le mas kutatok gyomorfekélyt modellezé kisérletben,
amikor a PACAP-38 immunreaktivitasi szintjének akut csokkenését talaltak [138].

Az intenziv kutatdsoknak kdszonhetéen az utdbbi években egyre tobb vékonybél
transzplantacio torténik a vilagon, azonban ma is szamos probléma befolyasolja a graftok
¢s a betegek tulélését a klinikai gyakorlatban. A konzerval6 oldat alapvetd szerepet jatszik
a hideg ischaemia és az azt kovetd reperfuzid soran fellépd szovetkarosodas
csokkentésében. A klinikai rutin jelenleg UW oldatot hasznalnak a bélgraftok tarolasara.
Ez az oldat m4j és vese konzervalasa esetén szamos eldnnyel rendelkezik, ugyanakkor a
vékonybél tarolasahoz nem optimalis [52, 85]. Szamos kutatas folyik a kereskedelemben
kaphat6 oldatok dsszetételének modositasa, illetve 01j oldatok kifejlesztése terén [112, 139].

Vizsgalatunkban kimutattuk, hogy a bélszovet PACAP-38-szerti és PACAP-27-
tarolast koveten. Ez a csokkenés 6 oras hideg ischaemia utan szignifikans volt. Korabbi
meleg I/R-s vékonybél modellben végzett kutatasaink hasonld eredményeket mutattak az
endogén PACAP-38 szintjének valtozasa tekintetében [120]. A hideg ischémiat kovetd
PACAP-38 szint csokkenését okozhatja mind az ischaemias sejtek fokozott PACAP-38
felvétele, mind a PACAP-38 szintézisének csokkenése, mind pedig a sejtkdrosodéds miatti
fokozott PACAP lebomlas. Hasonldo megfigyelést tettek kisérletes fekély modellben is,
ahol a PACAP immunreaktivitasanak akut csokkenését figyelték meg [138]. A PACAP-38
és PACAP-27 szintek szignifikansan magasabbak voltak azokban a graftokban, melyeket
PACAP-38 tartalmiit UW oldatban taroltunk. Erdekes modon a PACAP-38 szintje a
kontroll értékek folé emelkedett 1 6ras konzervalast kovetéen. Harom és 6 6éras PACAP-
38-at tartalmazd UW oldatban torténd konzervalas hatdsara a bélsejt homogenizatumban
szignifikansan megndtt a PACAP-38 és PACAP-27 szint. A reperfuzids iddszak végén
¢észlelt emelkedett értékek kialakulasaért felelés mechanizmust pontosan nem ismerjiik. Ezt
okozhatja az endothel sejtekben a hypoxia kdvetkeztében csokkent adenilat-ciklaz aktivitas

miatt kialakult alacsonyabb intracellularis cAMP szint [139]. Ez a feltételezés in vivo
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vékonybél prezervacidos vizsgalatok sordn is megerdsitést nyert. Az emlitett
mechanizmusok koziil a cellularis cAMP jelatvitel jatszhatja a f6 szerepet az ischaemias
bél integritasanak megdOrzésében [140]. A leghjabb tanulmanyok megerdsitették, hogy a
PACAP-38 hatasara a cAMP szint megemelkedik, mely megdvja az I/R okozta
karosodastol a bélszovetet [141]. Tovabba kimutattak, hogy az alapvetden extrinsic
denervacioval jar6 vékonybél transzplantacié soran a PACAP-38 szint a gyomorban
csokken, de a bélben nem. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a bél PACAP-38
tartalmt idegrostjainak kettés -intrinsic és extrinsic- eredete van [116]. A masik lehetséges
magyarazat, hogy a konzerval6 oldathoz adott, kiils6leg bevitt PACAP hozzakotddve
specifikus receptoraihoz fejti ki antioxidans és protektiv hatasat a bélben.

A bélszovet karosoddsaért elsésorban az I/R sordn keletkezd gyulladaskeltd
mediatorok, kozattiik a citokinek is feleldsek. Az indukalt gyulladésos kaszkad aktivalhatja
a leukocitdkat és az endothel sejteket, ami végiil szoveti gyulladashoz, tobbszervi
elégtelenséghez €s halalhoz vezethet. I/R-t kovetéen vékonybél transzplantacio soran a bél
citokin termel6 szervvé valik, fenyegetve ezaltal a graft és a beteg tulélését [142].

Jelen vizsgalatunkban azt talaltuk, hogy az sSICAM-1 és az L-Selectin expresszidja
jelen volt a kontroll bélszovetben is és szabalyos aktivalodast mutatott 6 6ras hideg UW
oldatban vald konzervalas és azt kdvetd reperfuzio soran. Ezzel szemben 6 6ras PACAP-
38 tartalma UW oldatban vald tarolas jelentdsen csokkentette a citokinek aktivaciojat. A
SICAM-1 és az L-Selectin fokozott expresszidja vese I/R-t kdvetden is megfigyelhet volt,
ugyanakkor ott a PACAP-kezelt csoportokban csokkenés volt kimutathato [123, 126]. A
citokinek kozé tartozé adhézids molekulak részt vesznek a leukocytdk, a vérlemezkék, T
sejtek ¢és endothel sejtek kozotti intercellularis kommunikacidban, beinditva ezzel a
mikrovaszkularis sériilést és reperfuzios karosodast [143]. A RANTES (CCL5) citokin az
interleukin-8 csalad tagja, egy nem konstitutivan termel6d6 protein, ami csupan gyulladas
soran expresszalodik. Szelektiv attraktansként miikodik, a memoéria T lymphocytakat és
monocytakat vonza. Modelliinkben a CCLS5 szint minden csoportban emelkedett volt,
ugyanakkor a PACAP-kezelt csoportokban enyhe csokkenés volt megfigyelheto.
Gyulladasos folyamatokban a matrix metalloproteindz-9 (MMP-9) ¢és endogén
inhibitordnak (TIMP-1) transzkripcidja a pro-inflammatorikus medidtorok hatdsara
indukalodik. Kisérletiinkben a TIMP-1 erdteljes aktivacioja volt kimutathato PACAP-38
nélkiili UW oldatban val6 6 6ras tarolast kovetden. PACAP-38 tartalmt oldatban torténd
konzervalas csokkentette az aktivaciot. A PACAP gyulladasgatlo hatasa részben a citokin

és kemokin termelésre torténd gatld hatasa révén érvényesiil [121, 123, 125].
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5. Uj eredmények

1. Kiilonb6z6 idotartamti meleg I/R-6s és UW oldatban tortént konzervalas ¢és
autotranszplantacié soran kimutattuk, hogy az ischaemias iddkkel ardnyos mértékii

oxidativ karosodas 1ép fel a vékonybélszovetben.

2. Méréseink szerint ez 0sszhangban volt a bél szerkezeti karosodaséaval, melyet kvalitativ

¢és kvantitativ mdédon detektaltunk.

3. Kutatocsoportunk elséként vizsgalta a meleg és hideg ischaemia hatasara a bélfal egyes
rétegeiben bekdvetkezd szerkezeti karosodédsokat differencidl pasztazd kalorimetrias
médszerrel. Osszességében elmondhatjuk, hogy a vékonybél kb. 3 6ras hideg konzervalast

képes toleralni stilyosabb 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 hatdsa, és csokkent a

bél szerkezeti karosodasa.

5. Meleg I/R hatasara id6vel aranyos modon csokken a bélszovetben az endogén PACAP-

38 immunreaktivitasi szintje.

6. Vékonybél meleg I/R-s és autotranszplantaciés modellekben kimutattuk, hogy a PACAP
vad tipusu egerekben szignifikansan kisebb mértékli szoveti oxidativ stressz €s szerkezeti

karosodas alakult ki a PACAP-38 KO allatok eredményihez képest.

7. Vékonybél autotranszplantaciés modellben a PACAP-38-at tartalmazé UW oldatban
konzervalt bélszovetben fokozodott a PACAP-38 ¢és a PACAP-27 immunreaktivitasi
szintje.

8. PACAP-38-at tartalmazé UW oldatban torténd prezervacioé utan a citokinek koziil az

SICAM, az L-Selectin és TIMP-1 expresszioja szignifikans csokkent.
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