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ROVIDITESEK MAGYARAZATA

AMS arteria mesenterica superior

HuC/HuD human neuronélis fehérje

I/R ischaemia/reperfiizid

MPO mieloperoxidaz

nNOS neuronalis nitrogén-monoxid szintdz (neuronal nitric oxide synthase)
NO nitrogén-monoxid

NOS nitrogén-monoxid szintaz (nitric oxide synthase)

ROS reaktiv oxigén szarmazEk (reactive oxygen species)

XOR xantin oxidoreduktdz



BEVEZETES

Az arteria mesenterica superior (AMS) a vékonybél teljes hosszanak és a vastagbél
proximélis szakaszdnak vérellatasiért felelos verdér. Elzarddasa vagy vérdramldsdnak tartds
csokkenése a bélfal oxigénhidnyos éllapotédt, az akut mesenterialis ischaemia kialakuldsat
okozza. Az ellitdé erek nagyfokd kollateralizacidja és az ezzel jar6 kompenzacids
mechanizmusok miatt a bélfal a hosszabb idejii hipoperfiziét is jol tolerdlja. Az akut
mesenterialis ischaemia ezért hosszu ideig tiinetmentes vagy mas betegségre is jellemz0, nem
specifikus tiinetegylittest mutat. Ezért a bélcsatorna ischaemids karosoddsa csak késon, a
bélfal visszafordithatatlan kdrosoddsa utdn ismerhetd fel egyértelmiien. Ezzel magyardzhat6
az, hogy a mesenterialis ischaemidval diagnosztizalt esetek mortalitdsi ratdja napjainkban is
igen magas, 60-80% koriil van.

A nem letdlis mesenterialis ischaemidt talélt betegeknél szdmos esetben kiilonb6z0
sulyossdgu, nehezen kezelheté motoros miikodési zavarokkal jaré klinikai tiineteket irtak le.
A bélcsatorna motoros mitkodésének jelentdés megvéltozdsa az ischaemia €s a reperfizié alatt
egyértelmilen a motoros mitkddéseket szabalyozd neuronok érintettségére utalnak.

Az emlds bélcsatorna egyes funkcidinak irdnyitasat, a szekrécid, az abszorpcid és a
motilitds Osszehangoldsat a bélidegrendszer végzi. A motoros mukodések szabalyozdsaban
fontos szerepet jatszanak a nitrogén monoxidot (NO) neurotranszmitterként hasznalé nitrerg
neuronok. A NO keletkezését fizioldgids koriilmények kozott a nitrogén monoxid szintiz
(NOS) katalizélja. A NOS oxigénfiiggd enzim, igy miikodése hipoxia hatdsara az oxigénhidny
mértékétdl fiiggden zavart szenved. Ugyanakkor a NO szintjének jelentdés emelkedése a
reperfizié korai fazisdban, majd a nitrerg neuronok szelektiv pusztuldsa a reperfizié késoi
fazisdban jol ismert. Ezek a megfigyelések azt mutatjdk, hogy a myentericus nitrerg neuronok
érzékenyen reagilnak kornyezetiik oxigenizaltsagi dllapotdnak valtozdsaira. Arrél azonban,
hogy az ischaemids inzultus sordn, illetve a reperfizi6 korai fazisdban valtoznak-e a nitrerg
neuronok kvantitativ sajatsdgai, nem allnak rendelkezésiinkre irodalmi adatok.

Molekuléris szinten az ischaemia reduktiv stresszként jellemezhetd. A reperfizid
sordn a szovetekbe dramlé oxigén nagy mennyiségii reaktiv oxigénszarmazékok (reactive
oxygen species, ROS) képzddését okozza, s ezdltal paradox médon a szovetek ischaemids
karosodasat tovabb siulyosbitja. A ROS altal kivaltott lipidperoxidacié arachidonsav és az
arachidonsav szdrmazékainak felszabaduldsdhoz vezet, melyek el6segitik a fehérvérsejtek

aktivalodasat és vandorldsét a sériilt szovetekbe. Az aktivélt leukocitdk azutdn tovabbi, nagy



mennyiségli ROS-ot szabaditanak fel, s igy fokozzdk az oxidativ stresszt. A sejtek oxidativ
stressz ellen alkalmazott egyik f0 védekez6 mechanizmusa a NO szintézis szabdlyozdsa. A
NO megnoveli a gyulladt szovetek véraramlasat, szabdlyozza a bélhdmsejteket védd nydlka
termelését, csokkenti a leukocitdk mesenterialis endotheliumhoz torténd kitapadasat és véd a
masodlagos fertézésektol. A NO ROS-kal torténd reakcidja antioxidans szerepére utal. A
reperfuzié korai f4zisdban azonban a ROS fokozott keletkezése korlatozza a NO
felhalmozddasat, s igy megakadédlyozza a NO kedvezd, védd hatdsainak érvényesiilését.
Rdadésul a ROS-okkal elreagalt NO a reperfizids karosoddsok masik jelentds folyamatahoz,
a nitrozativ stressz kialakuldsdahoz vezet. Az oxidativ és nitrozativ stresszmarkerek endogén
szintje jelentdsen befolydsolja az egyes bélszakaszok érzékenységét a szoveti mikrokdrnyezet
megviltozott oxigendltsigi szintjére.

A metan belélegzés gyulladascsokkentd szerepét kutat6csoportunk
ischaemia/reperfizids (I/R) allatmodelleken kordbban mér bizonyitotta. A reperfizids fazis
korai szakaszdban alkalmazott metdn belélegeztetés csokkentette a mikrokeringési zavarokat,
a nyélkahartya kdrosodds mértékét és a vékonybél oxidativ és nitrozativ stresszmarkereinek
szintjét. Arr6l azonban, hogy a metdn belélegzése befolydsolja-e az ischaemids inzultus soran
és a reperfizid korai fazisaban kialakulé bélmuikodési zavarokat, valamint a bélfal strukturélis

és molekularis valtozasait, nem allnak rendelkezésiinkre irodalmi adatok.



CELKITUZESEK

Az I/R-s karosoddsok a reperfizié késéi idoszakaban jol ismertek. Arrél azonban,
hogy a mér silyos funkciondlis zavarokat is okozd szovettani elvaltozdasokat megelézden az
ischaemia alatt, illetve a reperfizié korai szakaszdban milyen strukturalis, funkciondlis vagy
molekularis valtozasok torténnek a bélfalban, szinte semmit sem tudunk. Munkank soran ezért

a kovetkezo kérdésekre kerestiik a valaszt:

Vannak-e bélszakasz-specifikus kiilonbségek az akut ischaemia, illetve az ischaemiét kovetd

rovid reperfiizids fazisban:

> a bélfalizomzat kontrakcidinak frekvencia- és amplitido értékeiben?

> a teljes myentericus neuronpopuldcié, illetve a myentericus nitrerg neuronok
kvantitativ sajatsagaiban?

> a szoveti oxidativ és nitrozativ stresszmarkerek szintjében?

Ha vannak ilyen kiilonbségek, akkor

> az ischaemids fazis végén és a reperfuzios fazis elején alkalmazott metan belélegzés

befolyasolja-e ezeknek a kialakuldsat?



ANYAGOK ES MODSZEREK

Ahhoz, hogy az ischaemia €s a reperfizié ideje alatt bekovetkezd valtozasokat kiilon,
egymastol fliggetleniil is vizsgdlhassuk, kisérleti allatainkat random moédon négy rovid
(Almtott, ischaemids, metdnkezelt almiitott és metdnkezelt ischaemids) €s négy hosszu
(Almtott, I/R-s, metdnkezelt almitott és metdnkezelt I/R-s) vizsgdlati idejii csoportra
osztottuk. Az ischaemidt az AMS elszoritdsaval valtottuk ki. Az ischaemia minden esetben 50
percig tartott, melyet a hosszu vizsgdlati idejii csoportban 120 perces reperfizids fazis
kovetett. A metankezelt allatok az ischaemids fazis utolsé 10 percében, illetve a reperfizid
elsé 5 percében 2,2 térfogatszdzalék metannal dusitott normoxids levegdkeveréket lélegeztek
be.

A bélcsatorna motoros aktivitdsdban bekovetkezd véltozdsok vizsgdlatira a bélfal
kiils6 izomrétegébdl a bélfal simaizom kontrakcidit kiséré mioelektromos jeleket vezettiink el,
melyeket a vékony- és vastagbélre jellemz6 frekvenciatartomdnyokra sziirtiink. A
regisztratumok gyors Fourier-transzformaciéjaval meghatdroztuk a simaizom kontrakcidok
domindns frekvencia értékeit és a hozza tartozé amplitido értékeket.

A myentericus 0sszneuronszam megéllapitisahoz HuC/HuD pan-neurondlis marker
ellen-, mig a myentericus nitrerg neuronok kvantitativ valtozdsainak vizsgalatidra neurondlis
NOS (nNOS) ellen készitett specifikus antitestek felhaszndldsdval immunhisztokémiai
festéseket végeztiink. A megfestett bélnyidzat prepardtumokrol digitdlis felvételeket
készitettiink, majd megszamoltuk az egy latétérre esé immunpozitiv sejtek szamat. A nitrerg
neuronok ardnyat az 6sszneuronszdmhoz viszonyitva adtuk meg.

A vizsgélt bélszakaszok oxidativ stressz szintjének vdltozédsait a szoveti xantin
oxidoreduktdz (XOR) és a szoveti mieloperoxidiz (MPQO) aktivitdsdnak mérésével
jellemeztiik. A NO szint valtozdsait a szOveti nitrit/nitrdt szint meghatdrozdsaval, mig

nitrozativ stressz szintjének valtozdasait a szoveti nitrotirozin szint mérésével jellemeztiik.



EREDMENYEK ES MEGBESZELES

Kimutattuk, hogy ischaemia hatdsdra a vékony- és a vastagbél faldban a simaizom
kontrakcidkat kisérd elektromos jelek frekvencia értékei csokkentek, mig az amplitidé érékei
emelkedtek. Bér a hipoperfuzi6 hatasara bekovetkez6 mioelektromos valtozdsok tendencidja a
vékony- €s vastagbélben megegyezett, azok 1dOben elkiiloniiltek. Amig a vékonybélben az
elektromos jelek valtozdsa mar az ischaemia elsé 25 percében kimutathaté volt, a
vastagbélben ezek csak az ischaemia mdsodik 25 percében jelentek meg, ami a colon
hipoxidval szembeni nagyobb tolerancidjat jelzi.

A reperfiizié kezdetén a bélfalbol elvezetett mioelektromos jelek frekvencia értékei az
alapaktivitds szintjére tértek vissza, az amplitidé értékek azonban a vékonybélben az
alapaktivitasnal szignifikdnsan alacsonyabb értéket mutattak. Ez jelzi, hogy a biokémiai
markerekkel kimutathat6 fokozott oxidativ és nitrozativ stressz mar a korai reperfizi6 soran is
befolydsolja az izomkontrakciokat kisérd elektromos jelek egy részét, s igy a korai
hipopertuizié okozta valtozdsok funkcionalis szempontbdl csak részben reverzibilisek.

A terdpids célu metan belélegeztetés idopontjat az ischaemids fazis utolsé 10 és a reperfiizids
periédus elsé 5 percében, kordbbi eredményeink alapjan hatdroztuk meg. Ugy gondoltuk,
hogy terdpids szempontbol az az iddintervallum lehet a leghatékonyabb, amikor éppen
elkezdddik az egyes stresszmarkerek akkumulédcidja. Bar a metdn belélegzés a simaizom
kontrakcidkat kiséré elektromos jelek domindns frekvencia értékeit a vékony- és a
vastagbélben is csOkkentette, az amplitidok értékeit egyik vizsgalt bélszakaszban sem
befolyésolta. Miutdn az elektromos jelek véltozdsai mar az ischaemia korai f4zisdban
jelentkeztek Ugy gondoljuk, hogy a hipoperfizionak a bélfunkcidkat is érintd, azonnali
hatdsdnak a kivédéséhez egy, az ischaemids inzultussal egy idoben alkalmazott metinkezelés
lenne alkalmas. Ennek igazoldsara, s egyben a metdn hatdsmechanizmusdnak a pontosabb
megértésére tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Immunhisztokémiai vizsgélataink eredményei alapjdn megéllapitottuk, hogy az
0sszneuronszam sem az ischaemia sem a reperflizié korai fazisdban nem valtozott a vizsgalt
bélszakaszokban. A nNOS-t expresszalé neuronok ardnya azonban hipoperfiizié sordn mind a
duodénumban, mind az ileumban lecsokkent.

Az ischaemia sordn alkalmazott metdn belégzést kovetden ez a lecsokkent nitrerg neuron
arany a duodénumban stabilizalédott, mig az ileumban a nitrerg neuronok denzitdsa a metan

kezelés utdn a kontrollhoz kozeli értékre tért vissza. Reperfiizié sordn a duodenumban



tovabbra is megmaradt a lecsokkent denzitds érték, az ileumban azonban a nitrerg neuronok
ardnya nagyobb volt a kontroll mintdk értékeinél. Amikor a reoxigenizaci6hoz metin
belélegzés is kapcsolddott, a nitrerg neuronok ardnya mindkét bélszakaszon a kontrollhoz
kozeli értékekre tért vissza. Ez arra utal, hogy a metdn belégzés mindkét bélszakaszban
eldsegitette a nitrerg neuronok alkalmazkoddsdt a mikrokornyezetiik megvaltozott oxigén
szintjéhez. Az eredeti nitrerg neurondenzitds helyreallitisdhoz azonban a két bélszakaszban
1évé nitrerg neuronok két kiilonb6z0 adapticidés stratégiat kovettek, igy az
0sszneuronszamhoz viszonyitott ardnyuk a duodenumban novekedett, mig az ileumban
csokkent. A vastagbélben az ischaemids inzultus sordn a nitrerg neuronok denzitdsa megnott,
de ez mind az ischaemids periddusban alkalmazott metankezelés, mind a reoxigenizacio soran
az eredeti értékre tért vissza. Ezek az eredmények tovabb erdsitik azt a feltételezésiinket, hogy
a colon a vékonybéli szakaszokndl jobban tolerdlja a vératfolyas kiilonbozdségeit.
Eredményeinket irodalmi adatokkal Osszevetve feltételezziik, hogy a nitrerg neuronok a
reperfuzid késoi fazisdban korabban mar megfigyelt szelektiv pusztuldsat egy korai, adaptiv
fazis elozi meg, igy a nitrerg neuronok az oxigén elvondsra, s az azt kovetd reoxigenizaciora
két fazisban reagdlnak. Az elsd fazisban, az ischaemia és a reperfiizié korai fazisa alatt, azok
reverzibilis, adaptiv véltozdsokon mennek keresztiil. Az elhtiz6do reperfiizids fazis sordn a
nitrerg neuronok atlépnek egy masodik reaktiv fazisba, amikor mar visszafordithatatlan
strukturdlis és metabolikus valtozdsok torténnek benniik, s végiil jelentds szdmban
elpusztulnak.

Kimutattuk, hogy az oxidativ és nitrozativ stresszmarkerek fizioldgids szintjében
jelentds bélszakasz-specifikus kiilonbségek vannak. Kiilondsen nagy eltérést taldltunk a XOR
aktivitisban. A duodendlis mintdkban az ileumban mért értékek Otszorosét, mig a colon
értékeinek huszszorosat detektdltuk. A szoveti XOR aktivitds ischaemia hatdsidra egyik
vizsgalt bélszakaszban sem valtozott jelentds mértékben. A szoveti MPO aktivitds azonban a
duodenumban szignifikdnsan fokozddott, s az enzim emelkedett aktivitisa a metdn belélegzés
ellenére sem tért vissza a kontrollhoz kozeli értékekre. Az MPO szint irreverzibilis
megemelkedése a duodénumban jelzi, hogy ez a vékonybélszakasz az ileumnal
érzékenyebben reagdl a kornyezet megvaltozott oxigenaltsagi szintjére. Feltételezziik, hogy
ebben meghatdroz6 szerepe van az ileuméndl 6tszor magasabb duodendlis endogén XOR
szintnek. A reperfizié sordn mind a XOR, mind az MPO aktivitisa mindharom vizsgélt
bélszakaszban szignifikansan fokozddott, majd, amikor a reoxigenizaciéhoz metdn belégzés is
kapcsolddott, mindkét enzim szintje mindhdrom vizsgélt bélszakaszon a kontroll szintjére

csokkent. Ezek az eredmények a metdn védo hatdsanak azt a hipotézisét tamasztjdk ald, mely
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szerint a metdn a sejtek membranjaiban dtmenetileg felhalmozédva képes megvaltoztatni a
membrankotott fehérjék, igy a XOR enzimaktivitdsat is.

A szOveti nitrit/nitrat szint hipoperfuzié sordn csak az ileumban emelkedett
szignifikdnsan, s a korai reperftizié sordn is mindhdrom vizsgdlt bélszakaszban a kontroll
mintdkéhoz hasonlé értékeket kaptunk. Ez alapjan feltételezziik, hogy a mi kisérleti
koriilményeink k6zott a NO még megfeleld, fizioldgidshoz kozeli mennyiségben van jelen, de
mindenképp elegendé mennyiségben ahhoz, hogy a nitrerg neuronok ,,adaptacios ablaka*
nyitva maradjon, s igy képesek legyenek alkalmazkodni az ischaemia és a reoxigenizacio
okozta megvéltozott kornyezeti feltételekhez. Ugyanakkor az ileum megemelkedett
nitrit/nitrat szintje magyardzatot adhat a nitrerg neuronoknak a duodénumban és az ileumban
megfigyelt eltérd adaptacids dinamikédjanak megértéséhez.

A szoveti nitrotirozin szint ischaemia sordn csak a duodenumban nétt jelentds
mértékben. Ez tovdbb erdsiti azt a feltételezésiinket, hogy a duodenum a tobbi vizsgalt
bélszakaszndl érzékenyebben reagdl a megvaltozott mikrokeringési viszonyokra. Ugyanakkor
a megemelkedett nitrotirozin szint magyardzat lehet arra a megfigyelésiinkre is, hogy a
duodénum nNOS-t expresszal6 neuronjai lassabban alkalmazkodnak az AMS elszoritasat
kovetd oxigén hidnyhoz. A korai reperfiizi6 sordn mindhdrom vizsgdlt bélszakaszban
szignifikdnsan megemelkedett a szdveti nitrotirozin szint, jelezve, hogy ebben a fazisban mar
a NO szovetkdrosito hatdsa keriil el6térbe. A reperfizids fazisban alkalmazott metdnbelégzés
mindhdrom vizsgélt bélszakaszban az almitott dllatokbdl szarmazé mintdkban mért
értékekhez kozeli értékeket mutatta. Ez aldtdmasztja azt a hipotézisiinket, hogy a
metanbelégzés kozombdositi a NO reduktiv szarmazékait s igy csokkenti a nitrozativ stressz

mértékét.



KOVETKEZTETESEK

Eredményeink vélaszt adtak a célkitlizéseinkben feltett kérdésekre. Igazoltuk, hogy az
akut oxigénhidny a bélcsatorna teljes hosszdban megvéltoztatja a simaizom kontrakcidkat
kiséré mioelektromos jelek frekvencia- és amplitido6 értékeit. A hipoxia okozta funkcionélis
véltozasok azonban csak részben bizonyultak reverzibilisnek.

Kimutattuk, hogy a nitrerg myentericus neuronok kvantitativ sajatsdgai az ischaemias
és reperfliziés inzultus sordn bélszakasz-specifikusan véltoznak. Feltételezziik, hogy a nitrerg
neuronok reperfizidé késoi fazisdban megfigyelt szelektiv pusztuldsat egy korai, adaptiv fazis
elézi meg, amikor a nitrerg neuronok kornyezetiilk megvaltozott oxigenizéltsagi dllapotdhoz
adaptivan alkalmazkodnak.

Igazoltuk, hogy az éltalunk vizsgalt biokémiai markerek fiziol6gids szintje bélszakasz-
specifikus eltéréseket mutat. Az itt taldlt jelentds eltérések magyardzatul szolgdlnak az IR
soran megfigyelt funkcionalis, strukturdlis és molekularis vdlaszok bélszakasz-specifitdsara.

Igazoltuk, hogy az ischaemids és reperfizios inzultusok sordn alkalmazott metin
belélegzés kontroll szintre csokkenti a reperfizié sordn megemelkedett oxidativ €s nitrozativ
stresszmarkerek  szintjét. Ugy gondoljuk, hogy metdn belélegeztetés utdn ennek
kovetkezményeként all helyre az ischaemia sordn megvaltozott mioelektromos aktivitds, és tér

vissza a nitrerg myentericus neuronok dsszneuronszdmhoz viszonyitott eredeti ardnya.
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