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1. BEVEZETES

A vékonybél transzplantacidé (SBTX) egy lehetséges életmentd megoldas lehet a intestinalis
funkcidézavarban szenvedd paciensek szdmara. A legijabb immunszupressziv kezelési
lehet6ségek jelentds mértékben javitjak ugyan az SBTX klinikai kimenetelét, a kedvezodtlen
graft talélés elsésorban azonban nem az immunologiai reakciokra, hanem a hypoxias és/vagy
az ischemia/reperfuzios (IR) karosodasra vezetheté vissza. Mind a meleg, mind a hideg
ischemias (pl.: SBTX) periodust sulyos biokémiai és mikrokeringési kovetkezmények
jellemzik, amelyek befolyasoljak a rendkiviil sériilékeny mucosa barrier integritasat. Ezek a
valtozasok a bél permeabilitas novekedésétol kezdve, a bél eredetii endotoxin és intraluminalis
halalt is okozva. Az SBTX hosszu tava kovetkezménye tovabba a denervacio kovetkeztében
kialakulo vékonybél motilitas zavar is. A vékonybél IR okozta karosodas szamos stlyos
kovetkezménye jelentés mértékben csokkenthetd ischemias prekondicionalas (IPC) altal, amely
eljaras soran rovid, atmeneti ischemias és reperfizios periodusokat alkalmaznak a végsé
ischemias inzultus el6tt.

A mikrokeringési valtozasok (a mikrovaszkularis vérellatds zavara és a gyulladdsos reakciok)
kritikus modon befolyasoljak a nyalkahartya barrier integritasat IR soran, ezért a célunk az volt,
hogy megvizsgaljuk az IPC hatasat a fenti folyamatokra SBTX soran is. Az els6é tanulmanyban
a lokalis, intestinalis IPC kovetkezményeit vizsgaltuk meg részletesen nagyallat modellben,
amelyben a tapcsatorna beidegzédése sokkal jobban hasonlit a human enteralis beidegzésre,
mint kisebb laboratoriumi allatfajok esetében. Kimutattak, hogy az IPC mechanizmuséban a
nitrogénmonoxid (NO) fontos mediator, és a szintéziséért felelds izoenzimek koziil a neuronalis
NO szintetaz (nNOS) a dominans NOS izoforma a gastrointestinalis traktusban. A fentiekre
alapozva masodik tanulmanyunkban igazoltuk az nNOS jelentéségét az intestinalis IPC
védémechanizmusaban mesenterialis IR soran, szelektiv nNOS inhibitor 7-nitroindazol (7-NI)
alkalmazasaval. Az IPC pozitiv hatasai kozil kimutattuk az NO fokozott termelését, az
intramucosalis pH (pHi) rendez6dését, a polimorfonuklearis (PMN) leukocyta akkumulacio és
a hizosejt degranulacio csokkenését, valamint a morfologiai karosodas mérséklését.

2. A KUTATAS FO CELKITUZESEI

Elsddleges célunk az volt, hogy Osszehasonlitsuk az IPC hatasait a hideg és meleg IR
kovetkeztében 1étrejovo valtozasokra a reperfizid korai szakaszaban altatott kutydkon.
Vizsgaltuk (1) a lokalis intestinalis mikrokeringési, gyulladasos és mikrovaszkularis perfuzios
reakciokat, (2) a denervacioval Osszefiiggd lehetséges mechanizmusokat, (3) a hizosejtek

szerepét €s (4) a morfoldgiai karosodasokat.



Kutatasaink tovabbi célja az volt, hogy megvizsgaljuk az nNOS lehetséges szerepét a lokalis
intestinalis IPC altal indukalt védémechanizmusban altatott kutyakon vékonybél IR modellben.
E célbol, az nNOS specifikus szelektiv gatloszerével, 7-NI-vel végeztiink elokezelést az IPC
elott. Vizsgaltuk (1) a makro és mikrokeringési valtozasokat, (2) a leukocyta akkumulaciot, (3)
a hizosejt aktivaciot, (4) a vékonybél motilitast, (5) a lokalis NO produkciot, valamint (6) a
strukturalis karosodast.
3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Kisérleti protokollok
Vizsgalataink két allatkisérletes tanulmanyra épiiltek, a kisérleteket mindkét esetben nagyallat
modellen végeztiik, n6- és himivaru kiiltenyésztett keverék kutyakon, melyek atlagsulya: 12,2-
17,3 kg kozott mozgott. Mindkét tanulmanyban a vékonybél IPC makro- és mikrokeringési,
morfologiai, valamint biokémiai valtozasait vizsgaltuk, az 1. tanulmanyban vékonybél
autotranszplantaciot (hideg ischemiat) kovetden, mig a 2. tanulmanyban vékonybél IR (meleg
ischemia) sordn (1. tablazat).
3.1.1. Az 1. tanulmany kisérleti protokollja
Az elsd és a masodik csoport allatain ortotopikus vékonybél autotranszplantaciot végeztiink,
amely sordn az intestinalis graftot 60 perc hideg ischemianak tettiik ki, amelyet 240 perc
reperfuzid kovetett (SBTX csoport; n=5). A masik kisérleti csoportban a hideg ischemia el6tt
60 perccel, 3 ciklusban, 5 perc ischemia/ 10 perc reperfuzido IPC protokollt alkalmaztunk
(IPC+SBTX csoport; n=5). A harmadik csoport allatain almiitétet végeztink (n=5). A
reperfiizié soran oranként vizsgaltuk fluoreszcens intravitalis videomikroszkopiaval (IVM) a
mesenterium venulaiban a leukocyta-endothelsejt interakciokat. A hideg ischemia el6tt és a
reperfiziot kovetéen oOranként ortogonalis polarizacios spektralis  képalkotas (OPS)
modszerével vizsgaltuk a bélbolyhok mikrokeringési valtozasait [funkcionalis kapillaris
denzitas (FCD); vorosvértest aramlasi sebesség (RBCV)], valamint a morfologiai eltéréseket
(epithelium vastagsag, epithelsejt karosodas). A kisérletek elején és végén vett szovetmintakbol
meghataroztuk a hizosejt degranulacié mértékét.
3.1.2. A 2. tanulmany kisérleti protokollja
(meleg ischemiat) kovetd 120 perces reperfuzié kovetkezményeit vizsgaltuk (IR csoport; n=7).
A masik két csoportban az IR-t megel6z6en 3 ciklusban, 5 perc ischemia/ 5 perc reperfuzié IPC
protokollt alkalmaztunk (IPC+IR csoport; n=6). A harmadik csoportban az allatok az IPC el6tt
7-NI (5 mg/kg) kezelésben részesiiltek (IPC+IR+7NI csoport; n=6). Az IR ¢és IPC+IR
csoportokban a kutyakat a 7-NI oldoszerével (DMSO és fiziologias sdoldat 75% -os keveréke)
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kezeltik el6 ugyanabban az id6pontban. A kisérletek soran vett vérmintakbol és
szovetmintakbol késobb meghataroztuk a plazma nitrit/nitrat (NOx) szintjét, a NOS ¢és a
myeloperoxidaz (MPO) enzimaktivitast, valamint a hizosejt degranulacio és a bélnyalkahartya

karosodas mértékét.

1. tablazat Az 1. és 2. tanulmany soran alkalmazott beavatkozasok és a vizsgalt paraméterek

listaja
1. tanulmany | 2. tanulméany

Vékonybél transzplantacio +
Ischemia iddtartama 60’ 60’
Ischemias prekondicionalés 3x5°/10° 3x5°/5°
Reperfuzi6 idétartama 4h 2h
Perctérfogat mérés +
Arteria mesenterica superior véraramlas mérés + +
PMN leukocyta-endothelsejt interakcié meghatarozas +
(IVM)
Vorosvértest aramlas meghatarozas (OPS) +
Intramucosalis pH meghatarozas +
Vékonybél motilias meghatarozas +
Plazma nitrit/nitrat szint mérés +
Myelopoeroxidaz enzimaktivitds mérése +
Ileumban a nitrogénmonoxid szintetaz aktivitas mérés +
Morfologiai valtozasok meghatarozasa (villus csucs; +
OPS)
Morfologial valtozasok meghatarozasa (szovettan: Chiu- +
skala, villus magassag)
Hizosejt degranulacio meghatarozasa (szovettan) + +

3.2. Hemodinamikai paraméterek mérése, vérgdaz analizis, pHi meghatdrozdsa (1. és 2.
tanulmany)

Az artérias és vénas nyomast mindkét tanulmanyban Statham jelatalakito késziilékkel, az SMA
véraramlasat ultrahangos aramlasmérd jelatalakitoval mértiik. Az 1. tanulmanyban a

perctérfogatot termodilicidos modszerrel hataroztuk meg. A 2. tanulmanyban artérids



vérgazokat és az intramucosalis pCO»-t (szilasztik ballonkatéter alkalmazasaval) mértiik, a pHi-
t az el6bbi adatok alapjan, a Henderson-Hasselbalch egyenlettel szamoltuk ki.

3.3. Mikrokeringési mérések (1. tanulmdany)

Intravitalis videomikroszképia (IVM)

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

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

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

Paraméterek: Kitapado leukocytak (,,sticking™): kitapadt PMN leukocytdk szama/mm?
endothelsejt feliilet. ,,Rolling” leukocytak: gordiilést mutatd6 PMN leukocytak szama/
,honadherent” PMN leukocytak szdma.

Ortogonalis polarizdcios spektralis képalkotas (OPS), Cytoscan A/R, (Cytometrics, PA, USA)
Kiértékelés: off-line IVM szoftver (Pictron Kft., Budapest, Magyarorszag)

Paraméterek: FCD (perfundalt kapillarisok hossza és a vizsgalt teriilet hanyadosa), RBCV,
epithelium vastagsag

3.4. Vékonybél motilitas mérése (2. tanulmany)

A bélmotilitas regisztralasa a terminalis ileum korkords izomrétegére varrt nytlasmérd bélyeg
neurogén funkciojanak jellemzésére a motilitasi indexet hataroztuk meg (a motilitas gorbe alatti
teriiletet az 1d6 fiiggvényében).

3.5. A plazma NOx szint mérése (2. tanulmany)

15., 60. és 120. percében vett vérmintakbol hataroztuk meg a Griess reakcio alapjan.

3.6. A NOS enzimaktivitds mérés (2. tanulmdny)

A NOS enzimaktivitast vékonybél biopsziakbol hatiroztuk meg a 3[H]-L-arginin - 3[H]-L-
citrullin enzimatikus konverziéja alapjan. A Ca®'-dependens és Ca2*-independens NOS
aktivitast a reakcidelegyben a Ca®*- kalmodulin jelenléte, vagy hidnya alapjan allapitottuk meg.
3.7. Az MPO enzimaktivitas mérése (2. tanulmdany)

Az MPO enzimaktivitast Kuebler metodikéja alapjan a vékonybél mucosajabol hataroztuk meg.



3.8. 4 hizosejt degranuldcio meghatdarozasa (1. és 2. tanulmdany)

A hizosejt degranulacio mértékét (MC%) az intakt (iMC) és a degranulalt (AMC) hizoésejtek
szamanak aranyabdl hataroztuk meg [MC% = dMC / (dMC+iMC)], alcian kék-safranin O
szOvettani festéssel.

3.9. Morfologiai valtozasok meghatarozasa (2. tanulmany)

Metodika: hematoxylin-eosin szdvettani festés

Paraméterek: vékonybél nyalkahartya karosodas mértéke: villus magassdg €s a teljes
nyalkahartya vastagsag szazalékos aranya, valamint villus magassag és a crypta magassag
szazalékos aranya; Villus cstcs karosodas: modositott Chiu-skala

3.10. Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai analizisét a SigmaStat statisztikai szoftverrel (SigmaStat 13.0 version for
Windows, Jandel Scientific, Erkrath, Németorszag) végeztiik. A kiértékelés soran nem-
paraméteres teszteket alkalmaztunk. Az adatok eloszlasanak (Shapiro—Wilk teszt) megfeleléen
az alabbi vizsgalatokat végeztiik: (1) a csoporton beliili eltéréseket Friedmann probaval és Dunn
post hoc teszttel vizsgaltuk, (2) a csoportok kozotti eltéréseket Kruskal-Wallis probaval
vizsgaltuk, az ezek kozotti eltérést Dunn probaval teszteltiik.

4. EREDMENYEK

1. Tanulmany

4.1. Az IPC dltal kiviltott makrokeringési reakciok az SBTX-t kivetien

Az SBTX csoportban szignifikans perctérfogat csokkenés volt mérhetd a reperfuzio alatt
valamennyi vizsgalati idopontban a kiindulasi értékekhez, valamint az almiitott csoporthoz
képest is. Az SBTX el6tt alkalmazott IPC hatasara szignifikans javulas volt megfigyelhet6 a
reperfuzid 60. és 240. percében. A kiindulasi értékhez képest az SMA véraramlas szignifikans
csokkenése volt megfigyelheté az SBTX csoportban a reperfizié egész idétartama alatt. Az
IPC az almiit6tt csoporthoz hasonlo, szignifikansan magasabb SMA véraramlast eredményezett
az SBTX-t koveto reperfuizid alatt.

4.2. Az IPC dltal kivaltott mikrokeringési gyulladdsos reakciok az SBTX-t kovetden
Technikai okok miatt nem lehetett IVM vizsgalatot végezni az SBTX el6tt, ezért a kiindulasi
értékek hianyoznak. Szignifikansan tobb leukocyta-endothelsejt interakciot figyeltiink meg az
SBTX csoportban, mint az almiitdtt csoportban: reperfiizio soran egy egyenletes, kb. 70%-0s
elsédleges (rolling) és egy emelkedé szami masodlagos (sticking) leukocyta-endothelsejt
interakci6 fokozodast detektaltunk a mesenterium posztkapillaris venulaiban. Az IPC mind a

rolling, mind a sticking leukocytak szamat szignifikansan csokkentette.



4.3. Az IPC dltal kivaltott mikrokeringési reakciok az SBTX-t kovetoen

Az SBTX-t kovetd reperfuzié a villusok arteriolaiban és venulaiban enyhe RBCV csokkenést

okozott a kiindulasi érték és az almitott csoporthoz képest. Ebben a paraméterben az IPC-t

kovetden nem mértiink szignifikans kiilonbséget az [PC+SBTX ¢s az SBTX csoportok kozott.

A villusok Kkapillaris perfuziojat az FCD-vel jellemeztiik, mely szignifikansan csokkent a

reperfuzid alatt az SBTX csoportban, mig a kontroll érték kozelében stabilizadlodott az

IPC+SBTX csoportban.

4.4. Az IPC altal kivaltott enterocyta karosoddas az SBTX-t kovetoen

Az epithelium vastagsaga (az epithelium sériilés és integritas markere) szignifikansan csokkent

a reperfizio alatt az SBTX csoportban a kiindulasi értékhez, valamint az almiitott csoporthoz

képest. Az IPC+SBTX csoportban az epithelium vastagsaga ugyanakkor csak a reperfuzio 60.

percében csokkent a kiindulasi értékhez képest, majd ezt kdvetéen nem valtozott, ami Kisebb

mértéki strukturalis karosodasra utal.

4.5. Az IPC dltal kivaltott hizosejt degranuldcio mértéke az SBTX-t kdvetien

A hizosejt degranulacio kiindulési értékeiben nem volt szignifikéns eltérés a csoportok kozott.

Az SBTX csoportban a hideg ischemia onmagaban szignifikans hizosejt degranulacio

novekedést okozott a reperfiizio végén, mig az IPC alkalmazésa szignifikansan csokkentette ezt

a valtozast.

2. Tanulmany

4.6. A 7-NI hatdsa az IPC altal kivaltott makrokeringési reakciokra intestinalis IR-¢ kévetéen

Az ischemiat megel6zden, sem a 7-NI, sem az IPC hatasara nem volt kiilonbség a csoportok

kozott a vékonybél véraramlasaban. A reperfizid korai szakaszaban (5. perc) atmeneti

szignifikans véraramlas novekedést (hyperemia) tapasztaltunk mindharom csoportban, mely

fokozatosan visszatért a kiindulasi értékre.

4.7. A 7-NI hatdsa az IPC dltal kivaltott pHi-re intestinalis IR-¢ kovetden

A pHi kezdeti értékeit, sem a 7-NI, sem az IPC nem befolyasolta. A 60 perc ischemia meredek

csokkenést (P < 0.05) okozott a pHi értékében mindharom csoportban, amelyet fokozatos

emelkedés kovetett a reperfuzid alatt. A pHi értéke mindkét IPC csoportban gyorsabb

emelkedést mutatott a reperfiizio 30-60. percében, mint az IR csoportban. A reperfizid végén

azonban a pHi értéke szignifikdnsan magasabb volt az IPC+IR csoportban, mint az IR és az

IPC+IR+7-NI csoportban.

4.8. A 7-NI hatdsa az IPC dltal kivaltott vékonybél motilitasra intestinalis IR-¢ kovetden

A 7-NI vagy az IPC 6nmagéaban nem befolyéasolta a vékonybél motilitas kiinduldsi értékét,

azonban a 7-NI-vel elékezelt csoportban atmeneti motilitas csokkenést figyeltiink meg az IPC-
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t kovetden, amely az ischemia el6tt rendezédott. Az ischemia 6nmagaban nem okozott
szignifikans valtozast, de a reperfuzidé korai szakaszédban (30. perc) jelentés motilitas
novekedést regisztraltunk az IR csoportban. A reperfuzid kezdetén regisztralhatd
hipermotilitast az IPC alkalmazasa teljesen kivédte mindkét IPC csoportban, amelyekben a
reperfuzio 60. percében a kiindulasi értéknél alacsonyabb motilitast regisztraltunk. A reperfuzid
végén a motilitasi index mindhdrom csoportban normalizalddott.
4.9. A 7-NI hatdasa az IPC dltal kivaltort plazma NOx szintre intestinalis IR-z kévetden
A kisérlet ideje alatt az IR csoportban nem észleltiink szignifikans NOy plazmaszint valtozast.
Atmeneti szignifikdns emelkedést mértiink az ischemia elétt a vivéanyaggal kezelt IPC
csoportban, valamint mindkét IPC csoportban a reperfuzid 15. percében. Az IPC-indukalta
kezdeti plazma NOx emelkedést gatolta a 7-NI eldkezelés, azonban jelentés plazma NOx
emelkedést figyeltiink meg az IPC+IR+7-NI csoportban a 120 perces reperfiizio végén.
4.10. A 7-NI hatdsa az IPC dltal kiviltott ileum NOS aktivitdsra intestinalis IR-¢ kévetien
A Ca?*-independens és Ca?*-dependens NOS aktivitds kiindulasi értékeiben nem volt
szignifikans kiilonbség egyik csoportban sem. A Ca?*-independens NOS (iNOS) aktivitas
értekeiben nem volt szignifikéans eltérés a kisérlet teljes id6tartama alatt egyik csoport esetében
sem. Az IR csoportban sem mértiink szignifikans Ca?*-dependens NOS aktivitas valtozast a
kisérlet teljes idStartama alatt. Az IPC+IR csoportban szignifikins Ca?*-dependens NOS
aktivitas valtozast mutattunk ki a reperfizio 15. percében, amit az IPC+IR+7-NI csoportban
nem detektaltunk.
4.11. A 7-NI hatisa az IPC adltal kivaltott ileum MPO enzimaktivitasra intestinalis IR-t
kovetden
Az MPO enzimaktivitas kiindulasi értekeiben nem volt szignifikans kiilonbség egyik
csoportban sem. Szignifikans emelkedést mértiink azonban az IR csoportban a reperfuzio 15.
¢és 120. percében, valamint az IPC+IR+7-NI csoportban a reperfizié 15. percében a kiindulasi
értékekhez képest. Az IR csoporthoz viszonyitva a reperfizid mindkét idépontjaban
szignifikains MPO enzimaktivitas csokkenést mértiink az IPC+IR csoportban.
4.12. A 7-NI hatisa az IPC adltal kiviltott nydlkahdrtya kdrosoddsra és hizosejt
degranuldciora intestinalis IR-t kovetéen
A kisérlet kiindulasi idépontjdban sem hizdsejt degranulacid, sem nyéalkahartya karosodas nem
volt tapasztalhato egyik csoportban sem. A 60 perc SMA okkluzié a reperfiizio 15. percében
szignifikans hizésejt degranuléciot, nyalkahartya karosodast (enterocyta integritas elvesztése,
subepithelialis valtozasok) és nyalkahartya vastagsag redukciot okozott az IR és az IPC+IR+7-
NI csoportban, amely a kisérlet végére (reperfuzio 120. perc) sulyosbodott. Az IPC+IR
7



csoportban a tébbi csoporthoz képest szignifikansan kisebb mértékii hizosejt degranulacio és
szovettani karosodas volt megfigyelhetd.
5. MEGBESZELES
5.1. Az IPC enyhité hatdsai a hideg és meleg intestinalis ischemia dltal kivaltott keringési és
morfologiai karosoddsra
A vigsgalatok klinikai jelentésége
Jelen tanulmanyaink az SBTX kovetkezményeinek a vizsgalataval és befolyasolasaval
foglalkoztak, igy a sebészi beavatkozasok altal indukalt vékonybél ischemia tipusos
kovetkezményeivel. Elsé tanulmanyunkban elséként irtuk le az IPC-nek az SBT X-re vonatkozo
kedvezd mikrokeringési kovetkezményeit. A vékonybél mikrokeringését két kiilonbozé IVM
modszerrel vizsgaltuk az SBTX egy nagyallat (kutya) modelljében. A vékonybél
autotranszplantacié soran hideg graft perfuzio, graft preparalas és éranasztomozis tortént a
klinikai allapot modellezésére, valamint hogy a lehetséges immunologiai komplikaciokat
kizarjuk (azaz a megfigyelt valtozasok csak az IR-re vonatkoznak). Ebben az osszefiiggésben,
az IPC terapias lehetdségét és az nNOS szerepét vizsgaltuk meg sebészi IR modellben (2.
tanulmany).
Az intestinalis IR kétféle megjelenése tanulmanyainkban
Az 1. tanulmanyban IPC-t indukaltunk egy SBTX modellben, mig a 2. tanulmanyban az IPC
hatasat és mechanizmusat vizsgaltuk egy vékonybél IR modellben. A hideg/SBTX ¢és meleg IR
koz6tt van néhany alapvet6 kiilonbség: mint a vékonybél szegment (extrinsic) denervacidja, a
vékonybél fal, valamint az ér és nyirokérhalozat transzszekcioja, a hosszabb miitéti idétartam,
¢s egyfajta védelem az SBTX esetében (amely a graft hiitési folyamatnak koszonhet6). Habar
a vizsgalt periddus hossza a reperfuzid alatt némileg eltérd volt a két tanulmanyban, az azonos
ischemids iddtartam miatt az SBTX-re ¢és az IR-re vonatkoz6 eredményeket
Osszehasonlithatonak véljiik a tovabbiakban bemutatott szempontok alapjan.
Makrokeringési kiilonbségek
Az egyik kiilonbség az SBTX és az IR modell k6zott az SMA vérdramlas mintazata volt.
Egyrészt jellegzetes hyperemias valaszreakciot detektaltunk az IR csoportban a reperfuzid
kezdetén, mely az SBTX csoportban nem volt jelen (ugyanakkor az ischemia iddtartama
mindkét csoportban azonos volt). Mésrészt az SMA véraramlas reperfuzioé alatti csokkenése
nem volt jelentds az IR csoportban, mig SBTX csoportban a hideg ischemia sulyos véraramlas
csokkenést eredményezett. A hyperemias valaszreakcidé hianya és a reperfuzié alatti SMA
véraramlas csokkenés is magyarazhatd a béltranszplantacioval jar6 denervacioval, valamint
annak a lokalis vazoregulaciora kifejtett hemodinamikai hatasaval. Az SBTX csoportban a
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lokalis mesenterialis véraramlas és a perctérfogat valtozas hasonlo mértékii csokkenést mutatott
a reperfuzio teljes idGtartama alatt. Mivel nem volt szamottevé valtozas a szivritmusban, a
centralis vénas nyomasban ¢s az artérias kdzépnyomasban (ezek az adatok nem keriiltek
bemutatasra), az SBTX csoportban észlelt alacsony perctérfogat valdsziniileg a csokkent
szivizom kontraktilitassal magyarazhat6. Mesenterialis ischemia soran az érpalya jelentds része
érintett, igy az elézetesen ischemias splanchnikus érteriiletrdl (a mikrovaszkulaturabol) olyan
kardiodepressziv anyagok felszabaduldsa gyanithatd, amelyek tavoli hatasa karosodott
szivfunkciot eredményez (negativ inotrop hatasuk révén). EQy masik magyarazata ennek a
jelenségnek a mesenterialis mikrokeringést érinté vazokonstrikcié lehet. Erdekes modon ezek
a makrohemodinamikai valtozasok (a reperfuzio altal okozott SMA véraramlas és szivindex
csokkenés az SBTX soran) eldnydsen befolyasolhatok IPC-vel.

Mikrokeringési kiilonbségek

A mikrokeringés karosodasa az IR-nek és az SBTX-nek egyarant jellegzetes kovetkezménye
(az intravitalis mikroszkopiaval végzett vizsgalatok szerint). Eredményeink alapjan hosszatava
mikrokeringési karosodas feltételezhetd mindkét modellben. Az 1. tanulmanyban az FCD
szignifikans csokkenést mutatott, amely az IPC-t kovetden jelentés mértékben javult az SBTX
hideg ischemias modelljében. A 2. tanulmanyban a pHi, amely a mucosa oxigenizacio indirekt
mérdszama (ezaltal a mikrokeringés hatékonysaganak a becslésére alkalmas), hasonld
csokkenést mutatott. Fontos megjegyezni, hogy az IPC hasonld védelmet nyujtott mindkét
tanulmanyban, fliggetleniil az ischemia hideg vagy meleg jellegét6l, vagy a denervaciotol.

Az IR és az SBTX egyarant a PMN leukocyték altal kozvetitett reakciok markans fokozddasat
eredményezték, amely ellen az IPC mindkét modellben hasonldé mértékii védelmet nyujtott (1.
tanulmany: PMN leukocyta-endothelsejt interakcid, 2. tanulmany: MPO enzimaktivitas).
Kimutattak, hogy a csokkent PMN leukocyta infiltracio javitotta a meleg és a hideg ischemia
kimenetelét szelektin knockout egerekben. Meleg IR modelliinkben a reperfuzio 15. percében
emelkedett MPO enzimaktivitast mértiink, de ugyanezt a korai valtozast figyelték meg a hideg
ischemiat kovetd 6-24. o6ra utan patkanyokban is. Ennek ellenére gy tlinik, hogy a hideg
ischemia id6tartamanak ndvekedése fokozza az adhézios molekula dependens PMN leukocyta-
endothelsejt interakciéo mértékét. Kimutattak, hogy az IPC a PMN leukocyta szdveti infiltracio
hasonld mértékli prevencidojat eredményezte SBTX-t kovetden is. Masok ugyanakkor
megallapitottak, hogy a hideg ischemia nagyobb mértékben befolyasolja az endothelsejteket,
mint a meleg ischemia. Ebbdl a kiilonbségbdl eredhet a meleg és a hideg ischemiat kdvetd
gyulladasos valaszreakcié eltéré mértéke (makrofagok, neutrophilok, pro-inflammatorikus

cytokin-dependens mechanizmusok).



Denervdcioval osszefiiggd lehetséges folyamatok
Az SBTX soran bekovetkezd denervacid egy fontos problémat vethet fel: a vékonybél az
extrinsic (szimpatikus, paraszimpatikus) beidegzésének elvesztése (intrinsic ideg palyai
érintettlenek maradnak) hozzajarul a kialakulé vékonybél dysmotilitashoz. Masok SBTX-t
kovetden atmeneti intersticialis Cajal-sejt karosodast és megvaltozott morfologiaji
myenterikus és submucosus ganglionokat talaltak. A spontan kontraktilitasi funkcio koriilbeliil
egy honapon beliill regeneralodott, azonban a lassi hullamok frekvenciajanak
regeneralodasahoz sokkal tobb id6 (kb. 18 honap) volt sziikséges. A vékonybél dysmotilitasa
kovetkeztében a béltartalom hosszu tava pangasa hozzajarul a baktériumok felszaporodasahoz.
Mas vizsgalatokban az extrinsic denervacié motilitasi index csdkkenést okozott a proximalis
colon szakaszon, az exogén NO adasa pedig dozisfiiggd modon csokkentette a vékonybél
simaizom szegmensek spontan és a bazalis kontraktilitas aktivitasat. Jelen tanulmanyunkban az
SBTX esetében ugyan nem vizsgaltuk a vékonybél motilitasat, de az ileum atmeneti
postischemias motilitas fokozodasan kiviil pedig nem talaltunk mas eltérést a korai reperfiizios
iddszakban az IR-t kdvetden.
A hizosejt aktivdcioval kapcsolatos viltozdsok
Mindkét tanulmanyunkban hasonlé mértékii hizésejt degranulaciot tudtunk igazolni. A hizosejt
degranulacié a vékonybél IR karosodas bizonyitott velejardja patkanyban, tovabba szerepe van
a permeabilitas valtozasokban kutyaban és patkanyban is. A hizosejtek facilitaljak a
mesenterialis afferens jelatvitelt akut vékonybél ischemia soran. Mas tanulmanyokban a
hizésejt stabilizatorok (Na-kromoglykolat, ketotifén) hasznalataval csokkent a vékonybél IR
karosodas mértéke (csokkent Chiu-skala szerinti érték), javult patkdnyokban a bér lebeny
talélése az MPO enzimaktivitas csokkentésével, valamint pozitivan befolyasolta a PMN
leukocyta-endothelsejt interakciot macska és patkany bélben. A hizosejt degranulacio
szabadgyok képzodéstdl fliggd folyamat, mivel a szuperoxid dizmutaz és katalaz csokkentette
a hizosejt degranulacidt vékonybélben. A hizosejt stabilizalas novelte a patkdnyokban a talélést
vékonybél IR-t kovetden. Erdekes médon az IPC pozitiv hatdsa patkany vékonybélben és
szivben a hizdsejt eredetii mediator felszabadulasnak kdszonhetd.
A hizodsejtek szerepe a hideg IR-rel kapcsolatban mar felmeriilt mas szervek esetében is. A
hizosejteket kiilonosen a vese allograft akut rejekcidja €s maj ortotopikus transzplantacioja
soran tanulmanyoztak. A hizosejtek a pro-és antiinflammatorikus mediatorainak szekrécioja
révén befolyasoljak a tiid6 transzplantacio lefolyasat és kimenetelét is. A hizdsejtek dentritikus
sejtekre vald aktivacios hatasat a transzplantacios biologial kutatasokban vizsgaltak. A mi
tanulmanyainkban hasonld mértékii hizosejt degranulacio jelentkezett az IR-t és az SBTX-t
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kovetd valaszreakcioként, melyeket az IPC hasonld fokban csokkentett. Ezen eredmények
alapjan nem zarhatjuk ki a hizosejttel 6sszefiiggd folyamatokat az IPC mechanizmusaban.
Morfoldgiai karosoddasok

Mindkét tanulmanyunkban a mucosalis karosodas hasonlo sulyossagu volt, amely ellen az IPC
hasonlo mértékli védelmet nyujtott. A pontos mechanizmus feltarasa (necrosis vagy apoptosis)
azonban nem tartozott a jelen tanulmanyok célkitlizései kozé. Masok azonban kimutattak, hogy
mind a pHi valtozasok, mind a PMN leukocyta transzmigracio kiterjedése jol korrelal a
vékonybél szdvettani karosodas sulyossagaval és igazoltak, hogy a hidegen tarolds 6nmagaban
apoptosist indukal kiilonbozo sejttipusokban (pl.: endothelsejt, hepatocytak, vese tubularis
sejtjei) a hideg indukalta vas ion akkumuléacié révén (amely triggere a mitochondrialis
apoptotikus reakcioknak).

Az els6 tanulmany kovetkeztetései

Az IVM ¢és hagyomanyos szovettani modszerek segitségével kimutattuk, hogy a meleg IR és a
hideg SBTX uténi reperfiizié hasonlé mértéki mikrokeringés romlassal, feltiinden korai és
hasonld aranyt PMN leukocyta akkumulacioval, hizosejt degranulacioval, valamint mucosalis
kéarosodassal jar. Az adatainkat 0sszegezve kijelenthetjiik, hogy ezeket a valtozasokat az IPC
mindkét tanulmanyban hatasosan javitja. A hemodinamikai eredmények értékelése alapjan,
habar kiilonbséget mutathatunk ki a meleg és a hideg IR ko6zott (pl. a postischemias
véraramlasban), az IPC hasonloé mértékben befolyasolta azokat.

5.2. Az nNOS szerepe az intestinalis IPC dltal kivaltott védd hatds vonatkozdsdaban vékonybél
meleg ischemidt kovetéen kutyakban

Masodik tanulmanyunkban els6ként mutattuk ki az NNOS szerepét az intestinalis IPC-indukalta
védelemben, tovabba megerdsitettiik a vékonybél IPC protektiv hatasanak korabban bizonyitott
eredményeit. E védOhatds megsziinését a szelektiv nNOS antagonista, 7-NI alkalmazaséaval
bizonyitottuk a pHi, a vékonybél motilitas, a PMN leukocyta akkumulacid, a hizdsejt
degranulacié és a morfologiai kdrosodas eredményeinek vonatkozéasaban.

A mucosa kdrosodas idobeni lefolydsa a reperfiizio alatt

A vékonybél kiilonbozo strukturalis elemeinek sériilése egy meghatarozott szekvencia szerint
kovetkezik be a reperfuzio soran. Az enterocytak integritasa és a mucosa maradéka viszonylag
koran, mar a reperfizi6é korai fazisaban sériil, majd ezt koveti az idegi és izom struktirak
karosodasa. Vizsgalatunkban az intestinalis mucosa barrier IPC altal kivaltott védelme
(ktilonosen a villus csucs esetében) mar a reperfuzid 15. percében kialakult és fennmaradt a
reperfuzié 120. percéig. Patkanyon végzett vizsgalatok is igazoltak, hogy az IPC a vékonybél
mucosa kifejezett védelmét eredményezi (kiilonosen a villus csucsnal), ami az apoptosis és a
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mucosa permeabilitas csokkenésében nyilvanult meg a reperfuzié korai szakaszaban (<120
perc), és az IPC altal indukalt mucosa regeneracio fokozodasaban a reperfuzid késoi
szakaszaban. A vékonybél IPC altal kivaltott protekcid6 mechanizmusa szorosan dsszefligg az
oxidativ stresszel (MDA, TNF-a, adhézios molekula felszabadulas, endothelialis aktivacio), de
tulajdonithato NO-fiiggé mechanizmusoknak is, ugyanis masok a reperfuzié korai fazisaban
tranziens NO felszabadulast detektaltak patkany vékonybélben IR-t kdvetden és az a jelenség
IPC mellett is megfigyelhetd volt.

NOS aktivacio a reperfuzio alatt

Korabban kimutattak, hogy az intestinalis IR nemcsak csokkenti, de triggereli is az NNOS
expressziot a reperfuzid kezdetén, igy az elsé 5 percben in vitro (tengerimalacon), valamint a
reperfizid 3. 6rajaban in vivo (patkanyon) is. Az IPC hatasat az nNOS expressziora és funkciora
(ismereteink szerint) elsdként vizsgaltuk. Az nNOS-dependens NO felszabadulast
feltételeztiink az IPC-re adott valaszreakcioként, hiszen a szelektiv nNOS inhibitor 7-NI
alkalmazasat kovetden a vékonybél elfolyd vénas véréb6l NO metabolit (NOx) szint csokkenést
mértiink. A reperfuzio kezdetén az IPC-indukalta Ca?*-dependens NOS aktivitas emelkedést a
7-N1 ugyanakkor gatolta. Jelentés NOx szint emelkedést figyelhettiink meg a reperfazid késoi
fazisaban, mely feltételezésiink szerint nem-enzimatikus eredetii NO produkcioval
magyarazhat6 a postischemias vékonybélszovetben, a hypoxia miatt karosodott mikrokeringés
kovetkezményeként. Tisztazatlan maradt azonban, hogy ez a plazma NOyx emelkedés miért nem
volt hatassal a vékonybél motilitasara vagy a mikrokeringésére (lasd késébb).

Az nNOS szerepe (hasonldéan az NO szerepéhez) meglehetdsen ellentmondasosnak tiinik mind
a reperfuzid, mind pedig az IPC vonatkozasaban. Rivera és munkatarsai szerint az NNOS némi
szabadgyok képzddést indukal, ennek a NOS izoformanak talnyomorészt protektiv szerepe van
a vékonybél reperfzids karosodasaval szemben (bél simaizom kontraktilitas és PMN leukocyta
akkumulacié vonatkozasaban). Ugyanez a munkacsoport azt talalta, hogy a nitrozativ stressz
okozta karosodas a reperfizio korai szakaszaban a mucosat, a kés6i szakaszaban az enteralis
idegrendszert és az izomréteget érinti. Az nNOS gén genetikai ablacioja masutt a vékonybél IR
karosodasat rontotta (gyulladasos infiltracio, motilitas vonatkozasaban). Mindeddig az nNOS
IPC-ben betdltott szerepét ilyen Osszefiiggésben kevésbé vizsgaltak. Tanulmanyunk minden
esetre az nNOS pozitiv szerepét igazolta az IPC altal kivaltott postischemids reakciokban. Az
nNOS protektiv hatasat mas szervekben, pl. szivben is igazoltak (in vitro és in vivo), amely az
oxidativ/nitrozativ stressz csokkentésén alapult. Ez a kedvez6 hatas azonban nem volt észlehet6

nem-specifikus NOS gatloszer alkalmazasa, vagy nNOS knockout egerek esetén.
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Vékonybél motilitas valtozasok a reperfuzio alatt

Ismeretes, hogy a bél IR vérellatas-dependens és/vagy nitrozativ stressz neuronalis kdrosodast
okozhat a bélben, mely fajspecifikus és altalaban hossz ischemias id6 utan alakul ki a
reperfuzio késOi szakaszaban. Jelenlegi bélmotilitds vizsgalataink alapjan jelentds neurogén
diszfunkciot nem észleltiik a vékonybélen, azonban a reperfuzio elején egy atmeneti motilitas-
novekedést regisztraltunk. Fontos megjegyezniink azonban, hogy a 7-NI adasat kovetéen
kozvetlen dtmeneti motilitas csokkenést figyeltiink meg az IR-tdl fiiggetleniil. Ez az eredmény
azért meglepd, mert az nNOS neuronok a bélben a gatlé motoneuronokban ¢és a leszalld palya
interneuronjaiban talalhatoak. Masok kisérleteiben az nNOS altal szintetizalt NO hatasaként
motilitds csokkenést (alland6é simaizom hyperpolarizacié okozta spontan motilitds gatlas)
regisztraltak juhokban. Masfel6l nemspecifikus nNOS gatlas motilitas csokkenést okozott,
melyet alatamasztanak a munkacsoportunk korabbi kisérletei is, ahol a 7-NI kezelés a colon
motilitds csokkenésével jart szubakut bélelzdr6dasi modellben kutydkban. A reperfazio 30.
percében regisztralt motilitas-ndvekedést azonban egyik IPC csoportban sem észleltiik. Ilyen
jellegli modszerekkel masok nem vizsgaltak a bélmotilitas valtozasat a korai reperfazios
idészakban, de 60 perc szegmentalis ischemia/ 120 perc reperfiziét kovetéen motilitas-
csOkkenést mutattak ki (az intestinalis tranzit idé mérése alapjan).

Az IR-t kovetd késoi motilitas eredmények némileg ellentmondasosak. Az nNOS knockout
egereken veégzett kisérletekben a bélmotilitds nem csokkent 2 6ra ischemiat kovetéen a
reperfuzié 3. orajaban, csak 48 orat kovetden. Ugyanakkor csokkent intestinalis tranzit id6t
detektaltak nNOS gatloszer alkalmazast kovetden. Az IPC-t kdvetd IR altal indukalt motilitas-
valtozasoknak eddig csak a hossz tavi hatasat vizsgaltak. Kimutattak, hogy az IPC
helyreallitja patkanyokban a 30 perc ischemia/ 6 ora reperfuzié altal okozott motilitas-
csokkenést. Jelen vizsgalatunkban els6ként regisztraltuk, hogy az IPC kivédi az IR-indukalta
atmeneti motilitds-novekedést a reperfiizio korai szakaszédban, melyet a 7-NI kezelés nem
befolyasolt.

PMN leukocytikkal és hizosejtekkel dsszefiiggd viltozdasok

Az ischemiat kdveté mucosa/enterocyta karosodas leginkabb az intracellularis szabadgyok altal
medialt folyamat kovetkezménye, azonban a vékonybél IR jelentds gyulladasos folyamatokat
is indukal (PMN leukocyta akkumulacid, hizoésejt degranulacid), melyeket az IPC képes
meggatolni. Patkanyokban kimutattak, hogy a vékonybél IR mar koran, a reperfuzié 30-60.
percében PMN leukocyta akkumulaciot (emelkedett MPO enzimaktivitds) okoz.
Kisérleteinkben hasonld korai szimultan emelkedést figyeltiink meg mind a szdveti MPO
enzimaktivitasban, mind pedig a hizoésejt degranulacioban az ischemiat kovetd 15. percben,
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melyek IPC alkalmazasaval kivédhetok. Patkanyokon végzett kisérletekben hasonl6 korai MPO
enzimaktivitas emelkedést tapasztaltak, mely a reperfuzid 6. 6rajaban is jelen volt. E kés6i
reperfuzids reakcid6 nNOS-dependencidjat nNOS gatloszer alkalmazasaval €s knockout
allatokon végzett kisérletekkel is bizonyitottak. Cremaster lebeny modellben a 7-NI nem
befolyasolta az IPC hatasat a PMN leukocyta-endothelsejt interakciora (4h/2h IR). Jelen
vizsgalatunkban els6ként mutattuk ki az nNOS szerepét a vékonybél IPC
védomechanizmusaban az MPO enzimaktivitas csokkenésével.

A vékonybél IPC-nek ez a pozitiv hatasa a hizésejt-dependens mediatorok felszabadulasaval is
Osszefiiggésben allhat. Kisérleteinkben az IR altal indukalt hizésejt degranulécido mértékét az
IPC jelentésen csokkentette a reperfuzio soran. A 7-NI elékezelés ezt a kedvezd IPC hatast
meggatolta. Ezért feltételezhetjiik, hogy a jelen IPC modellben az nNOS csokkenti a hizosejt
degranulacié mértékét, ezaltal a vékonybél mucosa strukturalis karosodasat kedvezden
befolyasolja.

Az oxidativ karosodason kiviil az enterocytdk integritdsa nagymértékben fligg az adekvat
oxigénszallitastél is. Tanulmdnyunk bizonyitottan viszonylag csekély IR-indukalt
makrohemodinamikai valtozasokat mutatott ki, ugyanakkor markans ¢és tartos romlas alakult ki
mikrokeringésben. Kisérleteink alapjan bizonyitottnak tekinthetjiik az IPC pozitiv hatasat az IR
altal indukalt karosodasokra a vékonybél mikrokeringésben, a szoveti oxigenizacioban és a
leukocyta-endothelsejt interakcioban a vékonybél mikro-érrendszerén beliil. Ezeket a
reakciokat az IPC altal kivaltott csokkent intestinalis oxidativ stresszel magyarazzak. Jelen
vizsgalatunkban els6ként mutattuk ki, hogy a vékonybél IPC-t kdvetd mikrokeringés gyors
helyreallitasaban az NNOS-nak fontos szerepe van. Az MPO enzimaktivitas emelkedésnek és a
morfologiai karosodasnak rendkiviil korai megjelenését észleltiik a reperfuzios fazisban,
azonban a megtartott morfologiai integritas mellett a leukocyta-medialt reakciok jelentdségét
nem zarhatjuk Ki.

A masodik tanulmany kovetkeztetései

Jelenlegi vizsgalatunkban a vékonybél IPC szamos elényds hatasat mutattuk ki példaul a pHi,
a motilitas diszfunkcio, a NOS aktivités, a leukocyta akkumulécio, a hizdsejt degranulaci6 és a
mucosa karosodas vonatkozasaban. A vizsgalt paraméterek egy részét - kiilondsen az IPC altal
indukalt markans NO képzddést (NOx és cNOS enzimaktivitas vonatkozasaban), a pHi-t, a
gyulladasos és morfologiai valtozasokat - az NNOS inhibitor 7-NI elékezelés befolyasolta
illetve visszaforditotta. Ennél fogva adataink alatamasztjak, hogy vékonybélben szoros
Osszefliggés van az intestinalis NNOS enzim aktivitas és az IPC védohatasa kozott, az IR-okozta
akut gyulladasos valaszreakciok és morfologiai karosodasok csokkentése révén.
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6. AZ UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Kisérletes tanulmanyunkban IVM alkalmazasaval els6ként mutattuk ki az IPC jotékony
postischemias mikrokeringési hatasait hideg vékonybél ischemiat kdvetd reperfiizio soran,
az SBTX egy nagyallat modelljében.

2. Hasonld mértékii mikrokeringési karosodast, korai PMN leukocyta akkumulaciot, hizosejt
degranulaciot és mucosa karosodast talaltunk az IR és az SBTX modellekben. Ezek a
valtozasok IPC alkalmazasaval jelentdsen csokkenthetok voltak. Az SBTX-t kovetd korai
reperfiizidos véraramlas-valtozasok a hideg ischemia és a denervacid kovetkezményei
lehetnek.

3. Az intestinalis IR elétt alkalmazott IPC Ca?*-dependens NOS enzimaktivitas fokozodast és
akut NO felszabadulast valt ki a reperfuzio korai szakaszaban.

4. Az IPC mérsékli az IR-okozta atmeneti vékonybél motilitds-novekedést a reperfiizié korai
szakaszaban. Az IPC kivédi az IR-okozta akut gyulladdsos valaszreakciot és a vékonybél
strukturalis karosodasat vélhetéen a mikrokeringés/széveti oxigenizacid, a PMN leukocyta
akkumulaci6 és a hizésejt degranulacié kedvezo befolyasolasa révén.

5. A vékonybél IPC védo hatasaiban az nNOS altal termelt NO-nak alapvet6 szerepe lehet.
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