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1. BEVEZETES
1.1. Az akut mezenterialis iszkémia

Az akut mezenterialis iszkémia (AMI) sulyos, életveszélyes allapot, 50-70%-0s
halalozasi arannyal (Acosta és mtsai, 2010). A bélnyalkahartya a mezenterialis véraramlas
atmeneti csokkenése utan is sériilhet kisebb mértékben, azonban az iszkémias allapot
elhuzodasa bélfal nekrozishoz és perforaciohoz vezethet (van den Heijkant és mtsai, 2013).
Kortana alapjan az AMI okkluziv és nem okkluziv csoportokba oszthatd. Az okkluziv AMI
leggyakoribb oka az artéria mesenterica superior (AMS) emboélusa/trombézisa, vagy a véna
mesenterica trombozisa. A nem okkluziv mezenterialis iszkémia (NOMI) az AMS vagy mas
splanchnikus ver6ér dgak fizikai elzarodasa nélkiil alakul ki. Az érintett keringési teriileten a
bélfal karosodasa valtozd6 mértéki lehet, de akar a gangrénaig fokozodhat. A korkép magas
mortalitasi, a halalozas a jelenlegi terapias lehet6ségek mellett meghaladja az 50%-ot.
JelentGs problémat jelent, hogy a tiinetek leggyakrabban nem specifikusak, ezért altalaban
csak a késdi szakaszban gondolnak a folyamatra, a stilyos sz6védmények, peritonitis, szepszis
fellépése utan (Klar és mtsai, 2012). Elsddlegesen ritkan alakul ki, ezekben az esetekben a
betegek altalaban iddsek, kronikus szivelégtelenségben szenvednek. Gyakrabban jelentkezik
szovOdményként alacsony perctérfogattal jaré allapotok soran, de szivsebészeti
beavatkozasok alatt az extrakorporalis keringés miatt kialakulo gyulladasos reakcio €s az

alkalmazott vazopresszor terapia is hozzajarulhat kialakulasahoz (Klotz és mtsai, 2001).

1.2. ANOMI patomechanizmusa

Szinte minden keringési sokk allapotban Iétrejohet NOMI. Keringési sokkban a
létfontossagu szervek vérellatasa karosodik, amelyet a szervezet eleinte képes kompenzalni a
keringés centralizaciojaval. A folyamat soran foként a sziv, az agy, a mellékvesék
oxigénellatasa biztositott, viszont ennek kovetkeztében az oxigénhianyos szervek (zsigeri
szervek, vesék) visszafordithatatlan hipoxias kdrosodast szenvednek. A sokkot kardiogén,
disztributiv, hipovolémias és obstruktiv csoportokra oszthatjuk. Kardiogén sokkban a
megfeleld vérvolumen ellenére romlik a perctérfogat, amit a karosodott sziv pumpafunkcié
okoz. A disztributiv sokkot a periféridlis érellendllds jelentdés csokkenése okozza,
hipovolémias sokkban a keringd vértérfogat csokken, az obstruktiv sokk a sziv vagy a

nagyerek elzarddasa kovetkeztében alakul Ki.



A NOMI-t legtobbszor fesziild 1égmell, perikarditisz vagy perikardialis tamponad (PT)
okozza (Seferovi¢ és mtsai, 2006). A PT soran megnovekedett utdterhelés tovabb ronthatja a
hemodinamikai kdrosodas kovetkeztében 1étrejott keringési redisztribucio NOMI
kialakulasdhoz vezet a szplanchnikus teriileten. A zsigeri teriileten kialakult hipoxia
mezenterialis vazokonstrikcidhoz vezet (Williams és mtsai, 1980), amelyben jelentds szerepet
jatszanak az oxigénhiany okozta endogén vazokonstriktorok (endothelin-1 (ET-1)) és
proinflammaciés molekulak (pl. high-mobility group box protein-1 (HMGB-1))
felszabadulasa (Weitzberg és mtsai, 1991; Scaffidi és mtsai, 2002). Feltételezések szerint e
folyamatban fontos szerepet jatszhat a komplement rendszer aktivacidja is (Soop és mtsai,
2004), kiilondsen az aktivacio soran képz6dé CS5a komplement fragmentum. A komplement
C5a simaizom kontrakcidt okoz, amellyel kozvetleniil is hozzajarul a keringés romlasahoz.
Kemotaktikus hatasa révén neutrofil granulocita akkumuléciot valt ki, citokinek és reaktiv
oxigén szarmazékok termelését fokozza, amellyel a gyulladasos folyamatot tovabb stlyosbitja

(Ehrengruber ¢és mtsai, 1994).

Fontos tovabba, hogy a NOMI-t kdvetd reoxigenizacid sulyosabb szdveti sériiléseket
okozhat, mint maga az iszkémias karosodas (Yasue és mtsai, 1988). A reperflzids fazisban
csokken a mezenterialis véraramlas, novekszik az érellenallas és fokozdodik a fehérvérsejtek
szabadgyoktermeld kapacitasa (Wolfard €s mtsai, 1999). A reaktiv oxigéngyokok (ROS)
emelkedett szintje kozponti szerepet jatszik az emlitett iszkémia-reperfizios karosodasban
(Boros és mtsai, 1991). Mas endogén vegyiiletek, mint példaul a vérlemezke-aktivalo faktor
(Carter és mtsai, 1996), ET-1 (Wolfard és mtsai), hisztamin (Kaszaki és mtsai, 1994), tumor
nekrozis faktor-o (TNF-a) (Yao és mtsai, 1995) és kiilonb6z6 interleukinok (Tamion és mtsai,
1997) szintén fontos szerepet toltenek be a szoveti karosodas kialakulasaban. Ennél is
fontosabb, hogy az iszkémia-reperfiizio aktivalhatja a komplement rendszert antigén

fliggetlen gyulladasos utvonalakon keresztiil (Riedemann és mtsai, 2003).

Annak bizonyitasara, hogy a NOMI kortanaban a komplement rendszer aktivalodasa,
ezen beliil is a C5a anafilatoxin kdzponti szerepet jatszik, kisérleteinkben komplement C5a
gatlo kezelést alkalmaztunk: egy ujonnan kifejlesztett mesterséges peptid, a 17 aminosavbol
allo (ASGAPAPGPAGPLRPMF) acetil-peptid-A (AcPepA) hatasait vizsgaltuk a NOMI

szovédményeire. Korabbi in vitro vizsgalatok igazoltak, hogy az AcPepA koncentraciofiiggd
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hatékonynak bizonyult C5a dependens sokk modellekben - Kisérletes endotoxin sokkban

jelentdsen javitotta a kezelés nélkiil letalis inzultus tGlélési aranyat (Okada és mtsai, 2011).

1.3. Allatmodellek a NOMI kértandnak kutatdsdra

Nagy klinikai jelentdsége ellenére a NOMI-ra vonatkozd ismereteink jorészt
esetmegfigyelésekbdl gylijtott adatokbodl szarmaznak. A NOMI kdvetkezményeit szamos nagy
allatmodellben, legtobbszor kisérletes PT 1étrehozasaval is vizsgaltak, amely a NOMI akut
kovetkezményeinek tanulmanyozasara alkalmas. Kisérletes PT soran a perikardium
kiilonb6z6 folyadékokkal lehet feltolteni (vér, dextran vagy fiziologias sooldat), de ekkor a
NOMI soran kialakuld valtozasok, keringési zavarok korélettana csak korlatozottan
vizsgalhatd. Az intézetiinkben kidolgozott sertés PT modellben jol reprodukalhatd méodon
igazoltuk, hogy PT alatt a szignifikansan csokkend perctérfogat mellett jelentsen
megemelkedik a szivfrekvencia. Kimutattuk, hogy a tamponad megsziintetését kovetden
vérnyomascsokkenés, valamint a vénas visszadramlas tartos karosodasa alakul ki (Erces és
mtsai, 2013), a PT megsziintetése utan a perctérfogat és a szivfrekvencia normal szintre tér
vissza. A roml6 makrohemodinamikai valtozasok ebben a modellben jol nyomon
kovethet6ek, azonban a szplanchnikus teriilet mikrokeringési valtozasai tovabbra sem voltak
feltarva és ezek az allatmodellek a NOMI hosszu tava kovetkezményeinek tanulmanyozasara

sem voltak alkalmasak.

2. CELKITUZESEK

1. Feltételezésiink szerint a kisérletes PT lehet6séget kinalhat a NOMI korélettananak
vizsgalatara. FElsddleges célunk az volt, hogy jellemezzik a PT vékonybél
mikrokeringésre kifejtett hatdsait és a 1étrejott gyulladasos reakciot kisérletes nagy allat
modellben.

2. Feltételeztiik, hogy a komplement C5a faktor gatlasa kedvezden befolyasolja a NOMI
karos kévetkezményeit. Célkitiizéseink szerint megvizsgaltuk a C5a antagonista kezelés
akut hatasait a NOMI altal okozott mikrokeringési és gyulladasos szovédményekre.

3. Kovetkezd célunk egy megbizhatd ragesaldo modell kidolgozésa volt, amely alkalmas a
NOMI okozta lokalis és szisztémdas kovetkezményeinek megfigyelésére. Feltételeztiik,

hogy az aorta részleges okkluzioja ragcsalokban véraramlas csokkenést okoz a zsigeri
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teriileten és ez egy megfeleld allapot lehet a NOMI kés6i makro- és mikrokeringési,
valamint gyulladasos kovetkezményeinek vizsgalatara.
4. Céljaink kozé tartozott az AcPepA kezelés késoi hatasainak vizsgalata a NOMI-t kovetd

keringési és gyulladasos folyamatra klinikailag relevans idékorlaton beliil.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Kiseérleti allatok

Kisérleteinkhez him, Sprague-Dawley patkanyokat ¢és vietnami torpesertéseket
hasznaltunk, a vizsgalatokat a NIH irdnyelvei (Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals) és a tudomanyos célokra felhasznalt allatok védelmérdl szold6 2010/63 szamu EU
direktiva szerint végeztiik a Szegedi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga

jovahagyasaval (engedélyszam: V/148/2013).

3.2. Kisérleti protokoll

Az 1. tanulmanyban a kisérleteket mindkét nemti (n=19, atlagosan 2443 kg stlyn)
vietnami torpesertéseken végeztiik, amelyeket 12 6rds éhezést kovetden instrumentaltunk. A
miitétek el6tt az allatok vizet ad libitum fogyaszthattak. Az anesztéziat ketamin (20 mg/ttkg)
és xylazin (2 mg/ttkg) intramuscularis kombinacidjaval indukaltuk, majd fenntartasat
folyamatos propofol infizidval (50 pl/min/kg) végeztik. Az endotrachedlis intubaciot
kovetden az allatokon mechanikus 1¢legeztetést alkalmaztunk, a 1égzési volumen 9+2 ml/kg
volt. A légzési frekvenciat ugy allitottuk be, hogy a kilégzés végi szén-dioxid (ETCO,) és a
parcialis artérias szén-dioxidnyomas (PaCO,) 35-45 Hgmm tartomanyban legyen. Altatast
kovetden hanyattfekvo helyzetben az allatokat fiitOpadra helyeztiik és a testhdmérsékletiiket
36 és 37 °C kozott tartottuk. Az allatok Ringer-laktat infaziot kaptak (10 ml/kg/h) a kisérlet
alatt. A jobb oldali artéria femoralist és véna jugularist kaniilaltuk az artérias kdzépnyomas
(MAP) ¢és a perctérfogat (CO) termodilucios (PiCCO, Pulsion Medical Systems,
Németorszag) méréséhez, valamint folyadékpdtlas és gyodgyszeres kezelés céljabol. Median
laparotomiat kdvetéen az AMS gyokét preparaltuk, amely koré a mezenterialis véraramlas
mérése céljabol ultrahangos aramlasméro fejet (Transonic Systems Inc., Ithaca, NY, Amerikai

Egyesiilt Allamok) rogzitettiink. A kisérletek soran az allatokat folyamatosan monitoroztuk,



artérias vérgaz ellendrzések rendszeresen torténtek (Cobas b121; Roche Diagnostics GmbH,

Bécs, Ausztria). A mutét utan 30 perc nyugalmi szakasz kovetkezett.

Az éllatokat véletlenszertien 3 kisérleti csoportba osztottuk. Az 1. csoport (almiitott,
n=6) kontrollként szolgalt. A protokoll megfelelt a 2. (n=7) és 3. (n=6) csoportnal
alkalmazottal, azzal a kiilonbséggel, hogy itt nem hoztunk létre PT-ot. Mindharom csoportban
bal oldali lateralis thoracotomia utan a perikardiumba dohanyzacsko-6ltésen keresztiil vékony
kaniilt helyeztiink el, majd rogzitettiik. Intraperikardialisan beadott kolloid oldattal (100-150
ml 6% hidroxi-etil keményit6) PT-ot hoztunk 1étre, mialatt az MAP-t 40 és 50 Hgmm ko6zott
tartottuk. A tamponad 60 percig tartott, majd a folyadék lebocsatasat kovetden az allatokat
tovabbi 180 percig obszervaltuk. A harmadik csoport a tampondd 45. percében C5a
antagonista kezelést kapott (4 mg/kg 5 ml bolus fiziol6gids séoldatban, intravéndsan a
jugularis vénan keresztiil). Az AcPepA-t egyiittmiikddd partneriink allitotta eld és bocsatotta
rendelkezésiinkre (Biologica Co. Ltd. Nagoya, Japéan). A kontroll és a kezeletlen tamponados
csoportok 0,9%-0s NaCl oldatot kaptak azonos protokoll szerint. A tamponad kezdete jeloli a
0. percet, vérmintakat vettlink a kontroll periddusban, valamint a 75, 150, és 240. percekben,
amelyekbdl meghataroztuk a HMGB-1 ¢és a big-ET (az endothelin prekurzora) szintet. A
kisérletek végén vékonybél biopsziat vettiink az ileumb6l a mieloperoxidaz (MPO) aktivitas
mérésere.

A 2. ¢és 3. tanulmanyban patkanyokat alkalmaztunk kisérleteinkhez. A 2.
tanulmanyban natrium-pentobarbitdl anesztéziat (50 mg/kg intraperitoneélisan) kovetden a
patkdnyokat hanyattfekvd helyzetben fiit6padra helyeztiik, tracheostomiat végeztiink a
spontan 1égzés eldsegitésére. A jobb oldali véna jugularist kaniilaltuk folyadékpotlas (Ringer
laktat infaz16,10 ml/kg/hr) és gyogyszeres kezelés celjabol. Kaniilaltuk a bal oldali artéria
femoralist a MAP ¢és a szivfrekvencia (HR) mérése céljabol. A jobb artéria carotis feldl
termisztor katétert (PTH-01; Experimetria Ltd., Budapest, Magyarorszag) vezettiink az aorta
ascendensbe termodilicios CO mérés céljabol (SPEL Advanced Cardiosys 1.4, Experimetria
Ltd, Budapest, Magyarorszag). Median laparotomiat kovetéen az aorta abdominalis
proximalis részét kipreparaltuk a rekeszizom és az AMS eredése kozott, majd egy szilikon
érleszoritd katétert helyeztiink az ér koré. A mitétet kovetéen 30 perc nyugalmi szakasz
kovetkezett. A kontroll idépontban, 30 perccel a PAO indukcidja utdn, kdzvetlen a PAO
megsziintetése eldtt, valamint a 90. és 120. percben mértik MAP, a CO, HR és az AMS

aramlas értékeit.



Az éllatokat véletlenszerlien osztottuk 2 kisérleti csoportba. Az elsd csoportnal (n=7)
PAO-t valtottunk ki egy 6ran keresztiil. A cél az volt, hogy a MAP-ot folyamatosan 30 és 40
Hgmm kozott tartsuk. A 2. csoport (n=6) almutottként szolgalt.

A 3. tanulmanyban natrium-pentobarbital anesztéziat kovetden a patkdnyokat
hanyattfekvo helyzetben fiitopadra helyeztiik. Kaniilaltuk a bal oldali artéria femoralist MAP
¢s a HR mérése céljabol. Median laparotomiat kovetéen az aorta abdominalis proximalis
részét kipreparaltuk a rekeszizom és az AMS eredése kozott, majd egy szilikon érleszoritd
katétert helyeztiink az ér koré. A miitétet kovetden 30 perc nyugalmi szakasz kovetkezett. A
kontroll id6pontban, 30 perccel a PAO indukcioja utan, kozvetlen a PAO megsziintetése elott,

valamint a 90. és 120. percben mértik MAP, a CO, HR és az AMS aramlas értékeit.

Az éallatokat véletlenszeriien osztottuk 3 kisérleti csoportba. Az elsé csoport (n=8)
almitottként szolgalt, mig a 2. (n=8) és a 3. (n=9) csoportnal PAO-t valtottunk ki egy 6rdn
keresztiil. Az elsd és a masodik csoportnal az AcPepA vivOanyagat (1 ml fizioldgias sdoldat)
a farokvénaba adtuk intravénasan, mig a 3. csoportndl AcPepA kezelést (4 mg/kg 1 ml
fiziologias sdoldatban) alkalmaztunk 15 perccel a PAO vége el6tt. A kontroll idépontban, 30
perccel a PAO indukcidja utan, kozvetlen a PAO megsziintetése el6tt, valamint a 90. percben
mértik az MAP ¢és HR értékeit. A megfigyelési id0 leteltével a femoralis katétert
eltavolitottuk, a sebet pedig szuturaval zartuk. Az allatokat azonnal kizartuk a kisérletbdl, ha a

hatso végtag tartos iszkémia tlineteit észleltiik.

Az allatokat Ujra altattuk 24 ora elteltével a mar leirt médon, majd a spontan légzés
megkonnyitésére tracheostomiat hajtottunk végre. A jobb oldali véna jugularist kaniilaltuk
folyadékpotlas (Ringer laktat infzi6,10 ml/kg/hr) és gyogyszeres kezelés céljabol. A MAP és
HR mérése céljabol kanitilaltuk az bal arteria carotis communist. A jobb arteria carotis feldl
termisztor katétert (PTH-01; Experimetria Ltd., Budapest, Magyarorszag) vezettiink az aorta
ascendensbe termodilicios CO mérés céljabol (SPEL Advanced Cardiosys 1.4, Experimetria
Ltd, Budapest, Magyarorszdg). A median laparotomia sebét ujra kinyitottuk, majd a
mezenterialis véraramlas mérésére ultrahangos aramlasmérd fejet (Transonic Systems Inc.,
Ithaca, NY, USA) helyeztiink az AMS koré. A kisérletek 2. napjan a miitétet kovetd 30 perc
nyugalmi szakasz utan minden csoportnal kontroll makrohemodinamikai (MAP, CO, AMS
aramlas) méréseket végeztiink, valamint 5 cm-re proximalisan a coecumt6l a vékonybél
nyalkahartya mikrokeringését OPS technikaval vizsgéaltuk. A kisérletek végén a véna cava

inferiorbdl vérmintakat vettink HMGB-1 és ET-1 plazmaszint meghatarozasdhoz. Szovettani

7



mintakat vettiink az ileumbdl a leukocita akkumulécid szovettani vizsgélatanak céljabol, majd

az allatokat pentobarbitallal tulaltattuk.

3.3. A mikrokeringés in vivo monitorozdsa intravitilis videomikroszkopidval

Mind a sertés, mind a patkdny modellben a vékonybél nyalkahartya
mikrokeringésének vizsgalata orthogondlis polarizacids spektralis (OPS) technikéval tortént
(Cytoscan A/R, Cytometrics, Philadelphia, Pennsylvania, USA), amellyel a nyalkahartya
felszini 200 um-es mélységében levo kapillarisokban keringd vorosvértestek tehetok lathatova
kontrasztanyag alkalmazasa nélkiil. Az ileum megnyitasat kovetéen a nyalkahartya
mikrokeringésér6l S-VHS videofelvételek késziiltek (Panasonic AG-TL 700, Matsushita
Electric Ind. Co. Ltd, Osaka, Japan), melyeket off-line analizaltunk (IVM Pictron, Budapest,

Magyarorszag) és meghataroztuk a vordsvértestek atlagos aramlasi sebességét (RBCV; pm/s).

3.4. Vazoaktiv és gyulladdsos medidtorok plazmaszintiének meghatdrozdsa

Sertések esetében a véna jugularisbol, mig patkanyok esetében a véna cava inferiorbol
5 ml-es vérmintakat vettiink EDTA-t tartalmazé polipropilén csévekbe, majd 1200 g-vel 4
C°-on 15 percig centrifugdltuk. A plazmamintdkbol, amelyeket felhasznalasig -70 C°-on
taroltunk, és HMGB-1 (mindkét modellben), big endothelin (big-ET; sertések esetén) és ET-1
(patkanyok) plazma koncentracioit hataroztuk meg ELISA modszerrel (Biomedica Kft,
Ausztria). A HMGB-1 potens proinflammacios citokin, amely szarmazhat a nekrotikus sejtek
magjabol vagy aktiv szekrécid utjan fehérvérsejtekbdl. A HMGBI plazma koncentracid
meghatarozasadra nagy szenzitivitasu és specificitastt 1épcsds szendvics ELISA modszert

hasznaltunk (Shino-Test Corporation, Kanagawa, Japan).

3.5. A teljes vér szuperoxid gyok produkcigjanak és a mieloperoxidaz enzimaktivitds

meghatdrozdsa

Sertés modellben a teljes vér szabadgyok termelé kapacitast Zimmermann és
munkatarsai altal 1991-ben leirt kemiluminometrias modszerrel detektaltuk.
hataroztuk meg. A sertések terminalis ileumabol szdrmaz6 szovetminta homogenizalasa utan,
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az lledék MPO aktivitasat fotometrids modszerrel (UV-1601 spektrofotométer, Shimadzu,

Japan) hataroztuk meg (Kubler, 1996).

3.6. Fehérvérsejt infiltracio meghatarozdsa

A fehérvérsejt infiltraciot szovettani vizsgalattal hatdroztuk meg. A kisérletek végén az
ileumbol szovetmintat vettiink, amit 6 %-os formalinban fixaltunk, paraffinba agyaztunk, 4
um vastag szeletekre vagtuk és hematoxilin- eozinnal festettiik. Az ileum nyalkahartyajat
infiltral6 leukocitdk szamlalasa metszetenként legalabb 20 latotérben tortént 400x-0S

nagyitason.

3.7. Az ér- és szovetkdrosodds in vivo vizsgadlata

Ragcsald modelliinkben az ileum nyalkahartya karosodas mértékét in vivo szovettani
vizsgalomodszerrel, fluoreszcens konfokalis pasztazd lézer endomikroszkopia (CLSEM;
Fivel, Optiscan Pty. Ltd., Australia) segitségével hataroztuk meg. Az ileum lumenét a
coecumtdl proximalisan 5 cm-re megnyitottuk, a nyalkahartyat feltartuk. A mucosa
mikrovaszkularis szerkezetét fluoreszcein isothiocianat-dextran (FITC-dextran; 150 KDa, 20
mg/mL oldat fiziologias sdban, Sigma Chem., 0,3 ml iv) adasa utan vizsgaltuk. Az eszkoz
objektivét a vékonybél nyalkahartyara helyeztiik €s 5 perccel a festék beadasa utan (1
scan/kép, 1024 x 512 pixel és 475 x 475 um képenként) konfokalis képeket készitettiink. A
nyalkahartya szerkezeti valtozasait akridin orange (Sigma-Aldrich Inc, St. Louis, MO, USA)
felszini alkalmazasa utan vizsgaltuk. A PAO csoportban nem éatfedd, kiilonallo teriileteket
vizsgaltunk és ezeket hasonlitottuk 0Ossze a kezelt és kontroll csoportok adataival

szemikvantitativ kiértékeld mddszert alkalmazva.

3.8. Statisztikai analizis

Az adatok kiértékelését statisztikai szoftver csomag segitségével végeztiik (SigmaStat for
Windows, Jandel Scientific, Németorszag), nem parametridss moddszereket alkalmazva. A
csoporton beliili eltéréseket Friedman probaval vizsgaltuk, ezen beliil a kontroll értéktdl vald

eltérést Dunn probaval teszteltiik. A csoportok kozotti kiilonbségek meghatarozasa Kruskal—



Wallis és Dunn prébaval tortént. A grafikonokon a median értéket €s az interquartilis

félterjedelmet abrazoltuk. A szignifikancia szintet p < 0,05-nél hataroztuk meg.

4. EREDMENYEK
4.1. A kisérletes PT jellegzetes tiinetei

Kisérletes PT modelliinkben az alacsony perctérfogattal jaro allapot kozvetlen
hemodinamikai hatdsai nagy részletességgel és idobeli felbontéassal vizsgalhatok. A tamponad
alatt 1 oran at 40-50 Hgmm kozott tartottuk a MAP-ot, ezen iddszak alatt a CO 65%-kal
csokkent, amely jelentés HR emelkedéssel jart egyiitt. A csokkendé CO eredményeként
kialakulé redisztribuciét a szignifikansan lecsokkent AMS dramlés is jelezte. A tamponad
megsziintetését kovetden a perctérfogat €s a szivfrekvencia is normalizalédott a MAP jelentds
csokkenése ellenére. A perikardialis folyadék eltavolitdsat kovetden az AMS aramlas

visszatért a kiinduldsi tartoményba.

A vékonybél nyalkahartyajaban heterogénen oszcillald6 mikrokeringés volt
detektalhatd, ezért a vorOsvértest aramlasi sebesség sulyozott atlagat szamitottuk ki. Az
almiitott sertések esetében a vorosvértest aramlasi sebesség a gyors dramlési fazisokban nem
valtozott a kisérlet sordn, azonban a kezeletlen tamponados csoport egyedeiben a tamponad
végére szignifikdnsan csokkent mikrokeringés volt kimutathatd mind a kontroll értékekhez,
mind az almitott csoport adataihoz képest. A PT csoportndl a lassti aramldsi fazisok

iddtartama szignifikdnsan emelkedett a kisérlet 240. percére.

A PT soran a big-ET (az ET-1 stabil prekurzora) jelentdsen, 4-5-szorosére emelkedett
a tamponadot kovetden. Jelentds emelkedés volt megfigyelhet6 a HMGB-1 szintben is. A
tamponadot kisér6 NOMI kovetkeztében az ileum nyalkahartyajat érintd gyulladas alakult ki,
amelyet a szovetek kozott akkumulalodo fehérvérsejtek mennyiségét jellemz6 széveti MPO
enzim aktivitdsdnak emelkedése is igazolt. A tamponadot kovetden emelkedett szuperoxid

termel6dést mértunk.

4.2. AcPepA kezelés hatdsa kisérletes PT-ben

A C5a antagonista kezelés hatasara az AMS aramlés szignifikdns emelkedését idéztiik

eld. Ezzel parhuzamosan a tamponadot kdvetd obszervacios idoszak végére az AcPepA-val
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kezelt csoportnal szignifikansan emelkedett mikrokeringés volt mérhet6 mind a kontroll
értékekhez, mind a kezeletlen PT csoport értékeihez képest a gyors dramlasu szakaszokban.
Kimutattuk, hogy a tamponad hatasara megnétt lassu dramlasi szakaszok hosszat a kezelés a

kisérlet végére csokkentette.

Az AcPepA kezelés jelentdsen csokkentette az emelkedett Big-ET és a HMGB-1
szintet. Hatasara jelentdsen mérséklodott a szoveti MPO aktivitasa. Cba antagonista
kezeléssel a tamponadot kovetd emelkedett szuperoxid termelddést szignifikansan

csokkentettik.

4.3. A kisérletes PAO jellegzetes tiinetei

Kisérleteinkben a PAO alatt a MAP egy o6ran keresztiil 30 ¢s 40 Hgmm kozti
értekeken volt. 30 perccel a PAO vége utan a CO szignifikdnsan magasabb értéket ért el az
almiitott csoporthoz és a kontroll értékekhez képest is. A PAO-t kdvetéen 30 perccel a MAP
szignifikdnsan megemelkedett majd fokozatosan visszatért a kontroll értékekre a megfigyelési
iddszak alatt. Az SMA aramlas szignifikansan csokkent a PAO alatt, majd szignifikdnsan
alacsonyabb értékeken is maradt a kisérletek végéig a kontroll értékekhez és az almiitott

csoporthoz képest is.

Huszonnégy oraval a PAO-t kovetéen a MAP értékekben nem tudtunk sem csoporton
beliil, sem csoportok kozott kimutatni szignifikdns kiilonbséget. A mitéti beavatkozas
fokozott HR-t eredményezett a masodik napra, azonban a pulzusszam a PAO-n atesett
patkdnyok esetében még az almitott allatok megemelkedett értékeihez képest is

szignifikdnsan magasabb volt.

A CLSEM technika alkalmazasaval végzett in vivo vizsgalatainkkal kimutattuk, hogy
a PAO szignifikans szoveti karosodast okozott a kontroll csoporthoz képest. A mikroerek

struktaraja szintén jelentds karosodast szenvedett.

PAO utan 24 oraval szignifikdnsan megemelkedett a gyulladasos mediatorok
(HMGB-1 és TNF-a) koncentracidja, valamint az ET-1 szintje. A kisérletek masodik napjan

szignifikansan emelkedett fehérvérsejt akkumuldciot mértiink.

11



4.4. AcPepA kezelés hatdsa kisérletes PAO-ban

Az elsé napon nem volt szignifikans kiillonbség a MAP értékek kozott az aloperalt
patkanyoknal. A MAP szignifikdnsan magasabb volt a PAO-t kovetden 30 perccel a kontroll
csoporthoz képest. Az AcPepA kezelés nem befolyasolta ezeket az értékeket €s az almuitott

csoporton beliil sem alakult ki jelentds valtozas az 1. napon.

Az AcPepA kezelésen atesett patkanyokban a HR emelkedése nem ért el szignifikans
mértéket az almitdttekhez viszonyitva. A kezelt csoportoknal az AMS aramlas nem valtozott
a kontroll értékekhez képest. A kezeletlen csoport esetében ugyanakkor jelentds AMS
aramlasemelkedés volt megfigyelhetd az almitott csoporthoz képest. A CSa gatld kezelés
szignifikansan csokkentette az emelkedett CO-t. A mésodik napra mind a szerozalis, mind a
nyalkahartydban mért RBVC szignifikdnsan csokkent az almiitott csoporthoz képest. Az
AcPepA kezelés szignifikansan magasabb RBVC értékeket eredményezett.

A C5a gatlo kezelés csokkentette a nyalkahartya karosodasat, valamint szignifikdnsan
befolyasolta a mikroerek struktirdjaban létrejott valtozasokat. Az AcPepA szignifikansan
csOkkentette az emlitett gyulladdsos medidtorok és az ET-1 szintjét, valamint redukélta az

emelkedett fehérvérsejt akkumulaciot is.

5. MEGBESZELES

Sertéseken végzett vizsgalatainkban a NOMI soran 1étrejové akut hemodinamikai
valtozasokat figyeltik meg. A tamponadot kovetden a makrohemodinamikai paraméterek
koziil a csokkent MAP, valamint a szignifikansan emelkedd HR volt a meghataroz6. E
valtozasokat kifejezett gyulladdsos folyamat kisérte, amely soran vazoaktiv ¢és
proinflammacioés mediatorok szabadultak fel. A szisztémas keringéssel parhuzamosan a
splanchnicus teriilet mikrokeringése is romlott, amelyet a szoveti MPO aktivitas novekedése

kisért, jelezve ezzel a neutrofil leukocita akkumulaciot.

A tamponad megsziintetését kovetden a MAP csokkent, de a CO kompenzalt volt és
nem volt kiilonbség a kontroll csoporthoz képest. Ez a megnovekedett HR-nak volt
kdszonhetd, amely a szivizom fokozott terhelésére utal. Az AcPepA kezelést kovetéen a MAP
a kontroll értékek szintjére emelkedett a CO-hoz hasonléan, azonban a HR emelkedése nem
volt megfigyelhetd. Utdbbi valtozas jelentdsége igen fontos, ha figyelembe vessziik azt a
tényt, hogy a szivizom keringése a diasztolés fazis alatt biztositott, a szisztolé¢ alatt pedig
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majdnem teljesen megall. A HR ndvekedésével a szisztolés fazis hossza nem valtozik, viszont
a diasztolés szakaszé rovidiil. Az alacsonyabb HR mellett megtartott CO-nal jobb a szivizom
oxigén ellatasa. Feltételezhetd, hogy ezeket a valtozasokat a csokkent ET felszabadulds
eredményezte AcPepA kezelés utan. Kimutattak, hogy nem szelektiv ET receptor antagonista
fokozza a CO-t és csokkenti a periférias ellenallast szivelégtelenségben szenvedd betegeknél
(Lischer és mtsai, 2000). Az AMS aramlas a tamponad alatt lecsokkent, jelezve ezzel az
ellatasi teriilet vérellatasanak csokkenését, azonban a tamponddot kdvetden a véraramlas
visszatért a kontroll értékekre és nem volt szignifikdns kiilonbség az almiitott csoporthoz
képest. A kezelt csoportndl az AMS dramlas szignifikdnsan emelkedett a tamponadot
kovetden, majd fokozatosan visszaallt a kontroll értékekre a kisérlet végéig. Ez a korai
aramlasemelkedés feltehetéen a vazokonstriktor ET-1 relativ hidnyanak is koszonhetd
(kimutattak, hogy az ET-A receptor gatlasa képes javitani a zsigeri keringést hasonld

koriilmények kozt (Wolfard és mtsai 1999)).

A kés6i hemodinamikai valtozasokat patkanyokon végzett kisérleteink soran figyeltiik
meg, ezek hasonldak voltak a szisztémas gyulladasos valaszban leirt valtozasokhoz. A NOMI
indukciojat kovetd napon, annak ellenére, hogy a MAP a normal tartomédnyban volt, a HR és a
CO szignifikansan megemelkedett. Ez kompenzacids mechanizmus részeként értelmezhetd, a
szisztémas gyulladas kezdeti szakaszaban az oxigén kereslet megemelkedik a fokozott
anyagcsere rata kovetkeztében. A fokozott oxigén igény kielégitéséhez az oxigénszallitas is
novekszik a CO emelkedésével, azonban a sejtek oxigenizacidja nem javithatd a megfelelden
mitkddé mikrokeringés nélkiil. A rossz kapillaris perfuzid6 nem teszi lehetévé az oxigén
felhasznalast a latszolag emelkedett oxigénszallitas ellenére sem. Mindkét modell esetében a
mikrokeringés jelentds karosodast szenvedett, melyet a bélnyalkahartya csokkent RBCV-e
jelzett. Ez azt jelenti, hogy a normadl, vagy emelkedett AMS aramlas ellenére kimutathato
mikrocirkulacios karosodas volt jelen a bélfalban (Tao és mtsai, 1995). Az AcPepA-val kezelt
csoportokndl a vékonybélben mért RBCV szignifikdnsan nagyobb volt. A jobb
mikrokeringési paramétereket azonban nem emelkedett CO és AMS aramlas mellett mértiik,
amely az oxigén felhasznalas javulasat jelezheti. A C5a gatld kezelés utan mért alacsonyabb
ET-1 értékek szintén hozzdjarulhattak a mikrokeringés javuldsdhoz. A fokozott ET-1
felszabadulas fontos szerepet jatszhat az intenziv gyulladasos valaszreakci6 kialakulasaban, a
komplement rendszer aktivaldddsa mellett. Az ET-1 felszabadulas, a kifejezett
vazokonstriktor hatds miatt hozzéjarul a mikrokeringés zavardhoz, valamint befolyasolja a

citokinek felszabadulasat is. Az AcPepA-val kezelt csoportnal, a mikrokeringés javulasa
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valoszinlileg tobb tényezOn alapul, amelyhez a csokkent ET-1 felszabadulas és leukocita
aktivacio is hozzajarul.

Mind a sertésekben, a tamponadot kovetd korai szakaszban, mind a patkdnyok
esetében - az inzultust koveté napon - magasabb HMGB-1 szinteket mértiink, melyet az
AcPepA kezelés szignifikdnsan csokkentett. Ezek az eredmények korrelalnak egy endotoxin
sokk modellben mért adatokkal, ahol az AcPepA kezelés hatdsat vizsgaltak (Okada ¢és mtsai,
2011). Ezeket az eredményeket magyarazhatja a CS5SL2 nagy affinitasi CS5a receptor
mukodése. Korabban jelatvitelhez nem kapcsolt ugynevezett ,,scavenging” C5a receptornak
gondoltdk, amelynek feladata a C5a megkdtése. A kozelmultban megjelent kutatasok
eredményei bizonyitottak, hogy a C5L2-nek fontos szerepe van a gyulladasos folyamatok
kialakulasaban és a komplement C5a rajta keresztiil kozvetlentil képes szabalyozni a HMGB-
1 kibocsajtast (Wang €és mtasi, 1999). A HMGB-1 fontos proinflammacids citokin, ,,alarmin”,
amely hatékonyan aktivdlja a neutrofil granulocitdkat és citokin termelésiiket fokozza. A
C5L2 receptor jelentdségét mutatja, hogy a C5L2 gén kilitése egereknél nagyobb tualélési
aranyt eredményezett coecum ligacidé-punkcioval kivaltott szepszis modellben a vad tipushoz

képest (Rittirsch és mtsai, 2008).

A fentieket sszefoglalva, eredményeink azt igazoljak, hogy a komplement rendszer
korai aktivacidja, ezen belill is a C5a fontos szerepet jatszik a NOMI alatt bekovetkezd
szisztémas hemodinamikai és mikrokeringési zavar kialakulasdban. A NOMI kezelési
lehetségei limitaltak, korai diagnozis esetén az egyetlen hatékony lehetdség az AMS-ba
juttatott vasodilatator kezelés, de a beavatkozas eredményességét a technikai és személyi
feltételek korlatozzak. A CS5a gatldo kezelés a gyulladdsos folyamat mérséklése mellett

hatékonyan befolyasolhatja a NOMI hemodinamikai kovetkezményeit is.
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6. A TEZIS FONTOSABB MEGALLAPITASAI

1. Torpesertéseken a kisérleti PT szisztémdas gyulladasos aktivaciot és mikrokeringés

karosodast okoz a szplanchnikus teriileten, amely lehetdséget biztosit a NOMI

crer

2. A komplement C5a faktor antagonista AcPepA kezelés javitja a zsigeri mikrokeringést
¢és csokkenti a PT akut gyulladasos kdvetkezményeit. A komplement aktivacid szerepet

jatszhat a NOMI kovetkeztében kialakul6 révidtava mikrokeringési zavarban.

3. Az ujonnan kialakitott PAO ragcsalé modell alkalmas a NOMI hosszua tava, klinikailag

relevans hemodinamikai és gyulladdsos szovédményeinek vizsgalatara.

4. A Kkisérletileg létrehozott NOMI kovetkeztében romlik a bél mikrokeringése,
gyulladdsos aktivacido és ezaltal masodlagos nyalkahartya karosodas jon létre. A
komplement Cb5a faktor antagonista AcPepA kezelés javitja a mikrokeringést és
csokkenti a NOMI gyulladasos szovodményeit. Mindezek alapjan megallapithato, hogy
a komplement rendszer aktivacidja kozponti szerepet jatszik a NOMI szubakut, karos

kovetkezményeiben is.

15



7. KOSZONETNYILVANITAS

Koszonetemet szeretném kifejezni Boros Mihaly Professzor Urnak, a Sebészeti
Mitéttani Intézet vezetdjének tudomdanyos munkam iranyitasaért. Nagyra értékelem
tdmogatasat, amellyel lehetdvé tette, hogy a vezetése alatt allo intézetben tudomanyos munkat

végezhessek.

Kiilonleges halaval tartozom témavezetéimnek, Varga Gabriellinak és Erces

Danielnek akik személyesen iranyitottak és vezetettek be a kisérletes kutatas rejtelmeibe.

Kiilon koszonettel tartozom Kaszaki Jozsef Tanar Urnak, aki tudomanyos
didkkorosként elinditott a kutatd palyan. K6szondm a Sebészeti Miitéttani Intézet technikai

személyzetének is a munkdm sordn nyujtott segitségiiket.

Szeretném kifejezni halamat Németh Gabor Tanar Urnak, a SZTE-AOK Sziilészeti és
Nogyogyaszati Klinika vezetdjének, hogy tamogatott és lehetdséget adott a tudomanyos

munka végzésére klinikai munkam mellett.

Végiil szeretném megkdszonni a sok segitséget Dr. Suranyi Andreanak, klinikai

tudomanyos munkéim témavezetdjének.

Jelen kutatadsi eredmények megjelenését az NKFI-116861 és az OTKA-K104656 szamu
projektek, valamint a GINOP-2.3.2-15-2016-00015 I-KOM TEAMING: "Az intercelluldris
kommunikacio szerepe a hatarfeliiletek (bor, béltraktus) gyulladdsos és immunoldgiai

betegségeiben" projekt tamogatja.

16



