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Bevezetés

Az akut mesenterialis ischaemia (AMI) ,,akut has” formajaban jelentkezd
stirg6sségi  korkép. Jelentdségét mutatja, hogy igen gyakran haldlos
kimenetelti, korhazi mortalitasa a javuld szupportiv terapias lehetségek
ellenére sem csokkent az elmult 20 év soran, irodalmi adatok alapjan ma is
meghaladja a 60-80%-ot. Bar a gastrointestinalis betegségek hatterében csak
1-2%-ban all AMI, incidenciaja a tarsadalom oregedésével parhuzamosan
novekszik.

Az AMI patogenezisének kiindulopontja a magas metabolikus aktivitast
bélnyalkahartyasejtek oxigénellatasanak zavara. A perfuzid romlasa
jelentkezhet érelzarodas (thrombus, embolus) kovetkeztében, vagy
szisztémas okok (keringési redisztribiicio, sokk) miatt. A vérellatas
megsziinése rovid latenciaval ischaemias karosodast eredményez, melyet
paradox médon a véraramlas megindulasa tovabb sulyosbit. A reperfazio
ugyan egyértelmiien a tilélés zaloga, mégis olyan sejtkarositd folyamatokat
is aktival, melyek artalmas hatasa gyakorta meghaladja az eredeti ischaemias
inzultusét.

Mesenterialis  ischaemia-reperfizio (I-R) soran a bélnyalkahartya
epithelsejtjei altal alkotott barrier réteg sériil. Az epithelsejtek kozti szoros
kapcsolatot felépité fehérjék expresszidja és lokalizacidja valtozik, ami
fokozott bélpermeabilitast eredményez. Az intestinalis florat koriilhatarolo,
unicellularis epithelsejtréteg karosodasa esetén baktériumok keriilhetnek a
véraramba, azaz bakteridlis transzlokacid jon létre. A lokalis folyamat
progresszidja, valamint a baktériumok (akar haematogen, akar lymphogen)
disszemindcioja ugyanakkor intenziv stimulust jelent az immunrendszer
szamara, amely a szervezet gyulladasos egyensulyanak eltolodasahoz vezet.
Az igy fellépd, szisztémas gyulladasos valasz szindroma, a potencialisan
tarsuld bacteriamiaval (szepszis) egy tulzott proinflammatorikus reakciot
idéz eld, amely hosszl fennallasa esetén a tobbszervi miikddészavar (MODS
— multiple organ dysfunction syndrome), illetve tobbszervi elégtelenség
(MOF — multiple organ failure) allapotahoz vezethet.

A toll-like receptorok (TLR) mint a velesziiletett immunrendszer egyik
fontos alkotoi, képesek kiilonboz6 mikrobialis antigén-mintazatot (PAMP-
pathogen associated molecular pattern) felismerni. Ezen feliil a TLR-2 és -4
a gyulladasban és az ischaemia-reperfazidban betoltott szerepét az a
felismerés is erdsiti, mely szerint a karosodott szovetekbdl felszabaduld
endogén molekulak (DAMP-damage associated molecular pattern) képesek
meginditani a TLR-2 és -4 keresztil zajlé szignaltranszdukciot. A
gastrointestinalis traktus kommenzalis floranak TLR-aktivalo hatasa révén
allandé ,kontrollalt” TLR-expresszid van jelen, ami nélkiilozhetetlen a
bélrendszer védelmében a kiilsé karosito hatasokkal szemben. Mesenterialis



I-R-t kovetden felborul az egyensily az intraluminalis pathogének és a
lokalis védekezé rendszer kozott, ami fokozott TLR-expresszidt
eredményez. A tilzott TLR-expresszid6 mar nem a béllumenben 1év6
patogénekkel elleni védekezést szolgalja, hanem egy lokalis gyulladasos
valaszt indukal. A bél I-R karosodasa jellemzGen az egész szervezetre is
jelentds hatast gyakorol: a nagy mennyiségben képzddé és felszabaduld
szabad gyokok, valamint gyulladasos citokinek tavoli szerveket is képesek
karositani.

Figyelembe véve a belek rossz ischaemia-tolerancijat, az akut ischaemias
esemény még sikeres érsebészeti reconstructio utan is az érintett bélszakasz
sulyos I-R karosodasdhoz vezet. Miitéti megoldas sziikséges a mesenterialis
keringés helyreallitasahoz és az elhalt bélszakaszok rezekaldsara. A sebészi
ellatas sordn a postcondicionalds, mint egyszertien alkalmazhaté sebészeti
mandver, idealis eszk6z lehet az I-R karosodas mérséklésére. A
postcondicionalas az ischaemia-t koveté szoveti véraramlas tobb, rovid
ciklusban végzett megszakitasa a reperfazio kezdetén, mely kozvetleniil
nagyban fiiggnek az alkalmazott kezelési algoritmustdl, ezen belill a
ciklusok szdmatol és azok hosszatol.



CélKkitiizés

I. kisérlet: A maximalis véd6 hatast biztosito postcondicionalasi

algoritmus meghatirozasa vékonybél I-R esetén.

1. Hogyan befolyasoljak a kiilonbdz6 postcondicionalasi algoritmusok a
vékonybélnyalkahartya mikrocirculatidjat?

2.  Milyen hatasa van a kiilonb6z6 postcondicionalasi algoritmusoknak a
vékonybélnyalkahartya antioxidans statuszanak alakuldsara?

3. Mennyiben képes a postcondicionalds mérsékelni az egyes vékonybél
szakaszok lokalis karosodasat szovettani mintak alapjan, valamint
visszatiikr6zédik-e a hatasa a szerologiai markerek alakuldsaban?

4. Kimutathat6-e a v. mesenterica superiorban mért lokalis pH valtozas a
postcondicionalt allatokban?

5.  Melyik bél-postcondicionaldsi algoritmus biztositja a legerételjesebb
védo hatast?

11. kisérlet: Bélbarrier funkcié valtozas vizsgalata postcondicionalas

alkalmazasat koveten.

1. Hogyan befolyasolja a postcondicionalas alkalmazasa a bél barrier
funkciét meghatarozo kiilonbozo tight junction fehérjék expressziojat
mesenterialis ischaemiat kdvetden?

2. Képes-e mesenterialis ischaemiat kdvetden alkalmazott
postcondicionalds mérsékelni a bakteridlis transzlokdcid mértékét a
mesenterialis nyirokcsomokban, 1épben, majban, tiidében és vesében?

I11. kisérlet: Vékonybél epithelialis sejtek felszini immunolégiai receptor

expresszios valtozasa postcondicionalas alkalmazasat kovetéen.

1. Milyen hatassal rendelkezik a vékonybél ischaemidt kovetden
alkalmazott postcondicionalas a bél nyalkahartya helyi Toll-like
receptorok expresszidjara?

V. kisérlet: Tavoli szervek vizsgalata postcondicionalas alkalmazasat

kovetden.

1. Milyen hatdsa van a mesenterialis ischaemiat kdvetd postcondicionalas
alkalmazasanak a maj, tiid6 és vese integritasara?

2. Képes-e a bél-postcondicionalas mérsékelni a mesenterialis ischaemiat
kovetden kifejlodo szisztémas gyulladasos valaszreakciot?



Modszerek

Kisérletiinket a Semmelweis Egyetem EAB altal kiallitott 1858/000/2004 és
22.1/2408/3/2011 szamu engedély alapjan végeztiik.

Allatmodell:

A mitéteket 250-300 gramm sulya him Wistar patkanyokon végeztiik, az 1.
kisérlethez 50 allatot, a II. kisérlethez 45 allatot, a III. kisérlethez 30 allatot
és a IV. kisérlethez 30 allatot hasznaltunk. A beavatkozasokat ketamin
xylasin iv. narkoézisban végeztiik. Median laparotomiat kdvetden izolaltuk az
arteria mesenterica superiort (AMS) kozvetleniil az aortabdl torténd
eredésénél, majd atraumaticus microvascularis klip felhelyezésével 60
percre kirekesztettilk a keringésb6l. Az egy Oras ischaemidt kdvetden, a
mikroklippet eltavolitva biztositottuk a reperfuzidt. A kisérletnek megfeleld
id6tartamu reperfiziot kdvetéen vér €s szovettani mintavétellel egybekdtve
terminaltuk az allatokat.

Csoportbeosztas:

-Aloperdlt csoport (SHAM): A csoport létrehozasanak célja a miitéti
traumanak, valamint a miitét 6nalld hatdsainak regisztralasa. A hasiireg
megnyitasa tortént; azonban az AMS izolalasat nem kovette keringésbol
valo kirekesztése.

-1-R kontroll csoport (I-R): Az adaptiv sebészi kezelés hianyaban kialakuld
I-R karosodas megfigyelésére alkalmazott csoport.

-Postcondiciondlt csoport (PC): Az adaptiv keringésmodulaldé mandver
hatdsainak felmérésére, valamint a kifejlédd karosodasok az I-R csoporttal
torténd Osszehasonlitasara alkalmas csoport. A postcondicionalast a
csoportnak megfelelé algoritmus szerint végeztiik a reperfuzio kezdetén. (1.
tablazat)

Aloperalt I-R PC

Ischaemia — X X
Reperfuzi6 - X X
Postcondicionalas - - X

1. tablazat. Altalanos kisérleti csoportbeosztas

I. kisérlet: Az altalanos miitéti modell szerint végeztiik a kisérletet 60
perces reperfuzids iddintervallummal. Az allatokat 5 csoportra osztottuk
(n=10/csoport): aloperalt-, 1-R- és harom postcondicionalt-csoportra PC10:
6x10 masodperces reperfuzids-reocclusios valtakozo ciklusok alkalmazasa,
ami Osszesen 2 percig tartott; PC30: 3x30 masodperces reperfuzios-
reocclusios valtakozo ciklusok alkalmazasa, ami Osszesen 3 percig tartott;



PC60: 3x60 reperfuzids-reocclusios valtakozo ciklusok alkalmazasa, ami
Osszesen 6 percig tartott. A reperfuzio végén vett mintak: azonos anatomiai
helybdl vett vékonybélmintak (duodenum, jejunum, ileum) szovettani
feldolgozasra; vékonybélnyalkahartya kaparék - részletes redox statusz
vizsgalatara; vena mesenterica superior-bol vett vérminta - pH mérésére;
jobb szivfélbdl vett vérminta - necroenzimek és gyulladasos citokinek
meghatarozasara.

Il kisérlet: A miitétet megel6z6en 12 oraval a kisérleti allatokat, oro-
duodenalis katéteren keresztiil, 1 ml 1 x 10*° CFU/ ml- zdlden fluoreszkald
fehérje-termelé (GFP: green fluorescent protein) Escherichia coli baktérium
szuszpenzidval inokulaltuk. Az altaldanos miitéti modell szerint végeztikk a
kisérletet 6 oras reperfuzids periddussal. Az allatokat 3 csoportra osztottuk
(n=15/csoport): aloperalt-, 1-R- és PC-csoportra (6x10 masodperces
reperfuzids-reocclusios ciklusok). A reperfizié végén vett mintak: azonos
anatomiai helybdl vett vékonybélmintdk (duodenum, jejunum, ileum) -
szovettani feldolgozasra; vékonybélnyalkahartya kaparék - részletes redox
statusz vizsgalatara; mesenterialis nyirokcsomoé-, 1ép-, maj-, tiid6-, vese-
mintdk — mikrobioldgiai analizisre; jobb sziv félbol vett vérminta —
intestinalis zsirsavkoté fehérje (i-FABP), D-laktat és gyulladasos citokinek
meghatarozasara.

111. kisérlet: Az altalanos miitéti modell szerint végeztiik a kisérletet 6 6ras
reperfiziés iddintervallummal. Az allatokat 3 csoportra osztottuk
(n=10/csoport): aloperalt-, 1-R- és PC-csoportra (6x10 masodperces
reperfuzids-reocclusios ciklusok). A reperfuzié végén vett mintak: azonos
anatomiai helybdl vett vékonybélmintak (jejunum, ileum) - szdvettani
feldolgozasra; vékonybélnyalkahartya kaparék - részletes redox statusz,
gyulladasos citokinek és TLR-2,TLR-4 mRNS meghatarozasara.

IV.kisérlet: Az altalanos miitéti modell szerint végeztiik a kisérletet 6 oras
reperfuziés iddintervallummal. Az 4allatokat 3 csoportra osztottuk
(n=10/csoport): aloperalt-, 1-R- és PC-csoportra (6x10 masodperces
reperfuzids-reocclusios ciklusok). A reperfizid végén vett mintak: azonos
anatomiai helybdl vett vékonybél (duodenum, jejunum, ileum)-, maj-, tiid6-,
vesemintadk - szovettani feldolgozasra; jobb szivfélbdl vett vérminta -
gyulladasos citokinek meghatarozasara.

Vizsgalé modszerek:

-Hemodinamikai monitorozas: az allatok artérids vérnyomasat ¢€s
szivfrekvenciajat az arteria carotishba vezetett invaziv vérnyomas-mérével
regisztraltuk.



-A bélnydlkahdrtya mikrokeringésének vizsgdlata: a jejunum-ileum hataran
intraluminalisan elhelyezett laser Doppler flowméterrel monitoroztuk. A
reperfizids valtozasok az alabbi paraméterek alapjan jellemeztiik:

1. Plat6 maximum (PM): a reperfuzidé utolsé 10 perchez tartozo, stabil
aramlast mutato szakasz értékeit atlagoltuk.

2. Reperfuzios teriilet (RT): a reperfuzidhoz tartozé gorbe alatti teriilet
integraltja.

-Szovettani elemzés: A formalinban fixalt, paraffinba agyazott, azonos
anatomiai helyr6l vett mintdkat haematoxylineosin- (HE) festést kovetden
konvencionalis fénymikroszkopos elemzését végeztiik.

-Laboratériumi vizsgdalatok: A haemolysismentes, centrifugalt vérmintak
plazmajabodl, spektrofotometridn alapuld laboratériumi automataval,
rutintesztek felhasznalasaval LDH (laktat-dehidrogenaz), CK (kreatin-
kinaz), ASAT (aszpartat-aminotranszferaz), ALAT (alanin-
aminotranszferaz) enzimaktivitas szintjeit, valamint kreatinin

-Oxidativ-stressz vizsgalata: a bélnyalkahartya homogenizatumabol tortént
az alabbi mddszerek segitségével:

1. A luminometrids Ossz-scavanger kapacitds mérés soran a
hidrogénperoxidot, luminolt és mikroperoxidazt tartalmazo reakcioelegyben
a szabadgyokok jelenlétében a luminol gerjesztett allapotba keriil és fényt
bocsat ki, melyet luminométerrel detektaltunk. A mért fényintenzitas
Light Unit (RLU) egységben megjelend eredmények a hattér aktivitas
szazalékaban is kifejezhet6k (hattér %).

2. A fehérjékhez kothetd redukaldé képesség becslése a szabad —SH
csoportok Ellmann-reakcion alapuld Sedlak- médszerrel (mmol/l).

3. A H-donor kapacitas a fehérjékt6l fiiggetlen antioxidans tulajdonsagra
utal. Mérését Blois modszerrel végeztiik 1,1-difenil-2-pikril-hidrasil gyok
abszorbancia csokkenésének kimutatasan keresztil 517 nm-en. Az
eredményt gatlas %-ban fejeztiik ki.

4. Az Ossz-redukaloképesség a minta globalis redukald tulajdonsagat
jellemzi. A mérések Oyaizu-mddszer szerint végeztik. A mintdt az
aszkorbinsavhoz mint referenciavegyiilethez hasonlitva, az eredményt
aszkorbinsav ekvivalensben (ASE) fejeztiik ki.

-Vér pH-meghatdarozasa: A vena mesenterica superior-bol a reperfuzié 0.,
30., 60. és 120. mp-ében kapillariscsdbe vett vérmintakbol tortént pH-
meghatarozas klinikai vérgazanalizator gép segitségével.

-Enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgalatok: a szérum és bélnyalkahartya
TNF-a, IL-6, i-FABP, D-laktat szinteket szendvics ELISA modszerrel



mértiik kereskedelmi forgalomban elérhetd kit segitségével a gyartd ajanlasa
szerint.

-Microbiologiai  vizsgalatok: ~ a  szdvetmintdk  homogenizatumat
szélesztettink  L-arabindzt ¢és ampicillint tartalmazd Luria-Bertani
agarlemezekre, melyeket aerob mdédon 37°C-on, 24-48 6ran at inkubaltunk.
A kifejlodott fluoreszcens telepek szamlalasa 312 nm hullamhossza UV-
fény alatt tortént. A GFP-termelé E.coli baktériumok egy gramm
szovetmintara vonatkoz6 csiraszamat CFU/g szdvet értékekkeént tiintettiik
fel.

-Immunhisztokémiai vizsgalatok: a formalinban fixalt, majd paraffinban
agyazott duodenum, jejunum ¢és ileum szovetmintdk aktiv kaszpaz-3,
claudin-2, claudin-3, claudin-4, zonula occludens-1 immunfestését végeztiik
poliklonalis antitestek felhasznalasaval a gyarté ajanldsdnak megfelelGen.
Negativ kontrollként a metszeteket primer antitest kihagyasaval festettiik
meg, pozitiv kontrollként az antitestet gyartd cég altal ajanlott
szOvetmintdkat  hasznaltuk. Immunhisztokémia  kiértékelése  szemi-
kvantitativ és kvantitativ (Leica Qwin Pro morfometrias szoftver)
modszerekkel végeztiik.

-TLR-2 és TLR-4 mRNS meghatdrozdasa: A szovetmintak teljes RNS
izolalast végeztiink, majd mennyiségét ¢és mindségét fotometralassal
ellendriztik. Ezt kovetéen az RNS-t reverz transzkripcioval cDNS-sé
konvertaltunk, majd RT-PCR reakciéo soran a TLR-2 és TLR-4 mRNS
expressziot hataroztuk meg. A vizsgalatokhoz a GAPDH referencia gént
alkalmaztunk

-Tiidd oedema index: a tid6 jobb kozéps6 lebenyének tomegének (nedves
tomeg) lemérése kovetden, szaritasra keriilt allando 80°C-on (szaraz tomeg),
a sulyallandosag eléréséig. Az oedema becslése a nedves/szaraz tomegek
szazalékos aranyanak meghatarozasaval tortént.

-Statisztikai elemzés: Az eredményeket atlag + standard deviacio (SD) —ként
fejeztiik ki. Az adatok normalis eloszlasat Kolmogorov-Smirnov teszttel
ellendriztiik. A csoportok kozotti varianciat Levene-féle statisztikai
analizissel végeztiik. A csoportok kozotti statisztikai kiilonbség meg-
hatarozasahoz egy utas ANOVA-t hasznaltunk és Scheffe post hoc tesztet. A
szOvettani és immunhisztokémiai vizsgalatok soran kapott pontszamok
statisztikai elemzését non-parametrikus Kruskall-Wallis tesztel végeztiik,
tovabba a csoportok paronként post hoc analizishez Mann Whitney-U tesztet
alkalmaztunk. A kiilonb6zd csoportok szovettenyészet eredményét Chi-
négyzet probaval hasonlitottuk 0Ossze. p<0,05 valdsziniiségi értéket
fogadtunk el szignifikansnak.



Eredmények

I. Kisérlet eredményei

Haemodinamikai paraméterek: Az aloperalt csoport esetében az artérids
kozépnyomasa (MAP- mean arterial pressure) nem mutatott ingadozast a
vizsgalt iddszakban. A mesenterialis ischaemianak kitett kisérleti csoportok
MAP-értéke az AMS occlusiojat kovetden emelkedett, majd az ischaemia
végére kozeledve csokkent. Az I-R csoportban szignifikans MAP esés volt
tapasztalhato a reperfuzid kezdetén, ami nem valtozott a reperfizid ideje
alatt. A reperfuzid 60. percében mind a harom postcondicionalt csoport
artérias kozépnyomasa emelkedett és megkozelitette az ischaemia eldtti
értéket. A PC-10 és PC-30 csoportok tekintetében az MAP szignifikansan
magasabb értéken stabilizalodott a reperfuzid végére az I-R csoporthoz
képest. A harom postcondicionalt csoport artérids kozépnyomads értékei
kozott nem volt statisztikailag kimutathat6 kiillonbség.

Mikrocirkulacio: A kezdeti alaparamlads sordan nem mutatkozik jelentds
kiilonbség a kisérleti csoportok kdzott, majd az ischaemia kovetkeztében az
aramlas fokozatosan a nulla-pontra csékken. Az aloperalt csoportban, az
allatok aramlasi gorbéje az alaparamlashoz képest a vizsgalat idétartama
alatt nem valtozott. A reperfuzié kezdetén mind a négy AMS kirekesztésen
atesett csoportban hirtelen 4aramlas-emelkedés figyelheté meg, mely
kezdetben eléri a 100%-ot, majd az elsé 5-10 percet kdvetéen, a gorbék
szétvalnak. Az I-R csoportban az aramlas fokozatos csokkenése figyelhetd
meg, a PM a reperfuzié kezdeti értékhez képest koriilbeliil 70%-ra csokken,
ami szignifikansan alacsonyabb (p<0,01) a harom postcondicionalt
csoporthoz képest. A PM tekintetében a PC-30 és PC-60 csoportok kozott
nem volt szignifikans kiilonbség (p=0,317). A PC-10 csoportban az aramlas
hyperaemiaval stabilizalodik, mely a vizsgalat egész idétartama alatt fennall.
A PC-10 PM-értéke szignifikansan magasabb (p<0,05) a PC-30 és PC-60
csoportokhoz képest. Az RT tekintetében mind a harom postcondicionalt
csoport értéke szignifikansan magasabb (p<0,01) az I-R csoporthoz képest.
A postcondicionalt csoportok kozott a PC-10 RT-értéke a legnagyobb és
szignifikansan magasabb (p<0,01) a masik két postcondicionalt csoporthoz
képest. Nem volt szignifikans kiilonbség az RT paraméter tekintetében a PC-
30 és PC-60 csoportok kozott (p=0,657).

Vékonybél szovettan: A HE festett szOvettani metszeteken az aloperalt
csoportban kozel ép szoveti szerkezet volt lathatd. A duodenum metszetek
tekintetében nem volt statisztikailag kimutathatd kiilonbség az I-R- és a
postcondicionalt csoportok kozott. A harom bélszakasz koziil az ileum
szenvedte a legjelentésebb karosodast. Az I-R csoportban a jejunum és
ileum metszetek denudalt oedemas villusokat abrazoltak. Ehhez képest a
mesenterialis ischaemia végén alkalmazott postcondicionalds jelentésen



csokkentette az I-R csoportban latott vékonybél szoveti karosodast. A harom
postcondicionalt csoportban megtartottabb  szdveti szerkezet volt
megfigyelhetd. A PC-60 csoportban erds subepithelialis fellazulast, a
hamréteg kiilonb6z6 mértékii elemelkedését lattuk elsdsorban. A PC-30 és
PC-10 csoportokban a szoveti kép ennél is kedvezdbbnek mutatkozott. A
subepithelialis fellazulasok kisebb mértékiiek voltak és a villusok oedemaja
is enyhébb fokban alakult ki. A kiértékelés soran az irodalomban széles
korben hasznalt Chiu-féle klasszifikacio alkalmaztuk a szamszeri
Osszehasonlithatosag biztositasa érdekében. A jejunum ¢és ileum
bélszakaszok pontértékei alapjan a PC-10 és a PC-30 csoportok
szignifikansan kisebb mértékii (PC-10 jejunum: p=0,015 vs. I-R; ileum:
p<0,01 vs. I-R; PC-30 jejunum: p=0,02 vs. I-R; ileum: p=0,044 vs. I-R)
karosodast mutattak az I-R csoporthoz képest. A PC-60 csoportban
tapasztalt jejunum és ileum szoveti karosodds mértéke nem mutatott
statisztikai kiilonbséget az I-R csoporthoz képest (Jejunum: p=0,165 vs. I-R;
lleum: p=0,054 vs. I-R).

Plazma LDH és CK viltozdsok: A mesenterialis ischaemia-reperfuziora
kitett csoportokban jelentds emelkedés (p<0,05 vs. SHAM) volt
tapasztalhato mind az LDH, mind a CK tekintetében. Az I-R csoporthoz
képest a PC-10 és PC-30 csoportban mért LDH és CK emelkedéshez
szignifikansan alacsonyabb (p<0,01) volt. Mig a PC-60 csoportban az LDH
nem mutatott szignifikans csokkenést (p=0,21). A postcondicionalt
csoportok kozott a plazma LDH koncentracié szignifikansan magasabb volt
a PC-30 (p<0,05 vs. PC-10) és PC-60 (p<0,01 vs. PC-10) csoportokban.

Bélnyadlkahartya antioxidans statusz:

-Luminometrids ossz-scavanger kapacitdés: A mesenterialis ischaemia-
reperfizié sordn szignifikansan emelkedett a vizsgalt bélszakaszok mucosa
homogenizatumban 1évé szabadgyok koncentracid az aloperalt csoporthoz
képest. Mind a harom vizsgalat postcondicionalasi algoritmus szignifikansan
csokkentette (p<0,01) az I-R csoporthoz képest a szabadgyok koncentraciot
mind a harom vizsgalt bélszegmes tekintetében.

-Redukdloképesség: A duodenum redukald képesség értéke nem mutatott
szignifikans kiilonbséget a kisérleti csoportok kozott. A jejunum esetén mind
a harom postcondicionalasi algoritmus szignifikansan mérsékelte (p<0,01)
az I-R csoportba tapasztalt antioxidans képesség csokkenést. Az ileum
esetén csak a PC-10 csoport mutatott szignifikansan magasabb (p=0,01 vs. I-
R) mucosa redukaloképességet.

-Szabad szulfhidril (SH)-csoportok: A mesenterialis ischaemia-reperfazio
szignifikansan csokkentette a szabad szulfhidril csoport koncentraciot
mindharom bélszegmens esetén. Az I-R csoporthoz képest csak a PC-10
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csoport mutatott szignifikinsan magasabb (p<0,05) szabad szulfhidril
koncentraciot.

-Hidrogén-donor aktivitds: Mesenterialis ischaemia-reperfuzié soran
szignifikansan csokken a bélnyéalkahartya hidrogén-donor aktivitasa. Mind a
harom vizsgalt postcondicionaldsi algoritmus szignifikinsan magasabb
hidrogén-donor aktivitast mutatott az 1-R csoporthoz képest a duodenum és a
jejunum tekintetében. Az ileum esetén ez a kiilonbség nem volt
statisztikailag kimutathato.

A mesenterialis vér korai pH-valtozasai: Az AMS Xkirekesztésen atesett
csoportok vénds pH értékei szignifikdnsan alacsonyabbak az éaloperalt
csoport értékeihez képest. Az aloperalt csoport pH értékeiben nem
figyeltiink meg jelent6s valtozdst a mért idépontokban. A kezdeti (0.)
idépontban mért vénds pH nem mutatott kiilonbséget az ischaemian atesett
csoportok kozott. A 30. masodpercben szignifikans kiilonbség (p<0,01)
mutatkozott a PC-10 és a tobbi kisérleti csoport kozott. Az reperfiizid elsd
percének végén, a PC-10 csoport szignifikansan alacsonyabb (p<0,01) pH-
értékei tovabbra is fenn allt. Az I-R- és PC-60 csoportok pH értékei
szignifikansan gyorsabban (p<0,01) emelkedtek a PC-10 és PC-30
csoportokhoz képest. A reperfuzié masodik percében megfigyelt valtozasok
alapjan elmondhat6, hogy csak a PC-10 és PC-30 csoportokban alkalmazott
postcondicionalasi algoritmusok voltak képesek lassitani a véna mesenterica
pH normalizalodasat az I-R csoporthoz képest. Az utolsé mérésben a PC-10
csoport szignifikansan alacsonyabb (p<0,01) pH értékeket mutatott a PC-30
csoporthoz képest. Szembet(ind, hogy 6x10 masodperces postcondicionalast
kovetéen, a pH emelkedés joval lassabb iitemii, annak ellenére, hogy a
reperfizio elején az I-R csoporttal kozel azonos értékrdl indul. Az I-R- és a
PC-60 csoport kdzott nem volt statisztikailag kimutathato kiilonbség a pH
értékek tekintetében (p=0,057).

Korai szérum IL-6 és TNF-a szintek: Az ischaemia-reperfuziora kitett
csoportok szérum IL-6 és TNF-a szintje jelentésen emelkedet az aloperalt
csoporthoz képest. Mind a harom vizsgalt postcondicionaldsi algoritmus
szignifikansan csokkentette (p<0,01) mindkét gyulladasos citokin
PC-10 csoport szignifikansan alacsonyabb (p<0,01) szintet mutatott a PC-
30- és PC-60- csoportokhoz képest.

I1. Kisérlet eredményei

Vékonybél szovettan: A vizsgalt harom vékonybél szakasz tekintetében az
aloperalt csoport HE festett metszetein €p szdveti szerkezet volt lathato. A
duodenum, mely a vizsgalt harom vékonybél szakasz koziil a legenyhébben
karosodott, minimalis subepithelialis fellazulasokat mutatott mindkét
ischaemia-reperfuzionak kitett kisérleti csoport mintdin. Az I-R- és PC-
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csoport kozott nem volt statisztikailag kimutathat6 kiilonbség a duodenum
elvaltozasok tekintetében (p=0,71). Ezzel szemben az I-R csoportban
kifejezet szOvettani valtozasok voltak megfigyelheték a jejunum és ileum
esetén, ahol sok helyen denudalt bolyhok valamint a villusok oldalara is
kiterjedd stlyos epithelialis fellazulasok jellemezték a szovettani képet. A
PC-csoport enyhébb képet mutatott kis- és kozépfoku subepithelialis
fellazulasokkal. A metszetek kiértékelése soran hasznalt Chiu-féle
klasszifikacio alapjan, a PC-csoportban latott szovettani elvaltozasok
szignifikansan enyhébbek voltak mind a jejunum (p<0,01 vs. I-R), mind az
ileum (p<0,05 vs. I-R) tekintetében az I-R csoporthoz képest.

Aktiv  kaszpaz-3 immunhisztokémia: Az aloperalt csoport vékonybél
metszetein minimalis szamu aktiv kaszpdz-3 pozitivitast mutatd intestinalis
epithelialis sejt volt megfigyelhetd. Ezzel szemben szignifikdnsan magasabb
(p<0,01) szamban voltak lathatoak aktiv kaszpaz-3 pozitiv fest6dési sejtek a
mesenterialis ischaemia-reperfiiziéra kitett csoportokban. A PC csoport
jejunum és ileum metszetein szignifiknsan csokkent (p<0,01) az aktiv
kaszpaz-3 festddés az I-R csoporthoz képest.

Tight junction sejtkapcsolé fehérjék immunhisztokémia: Az aloperalt
csoportban gyenge reakcidt figyeltiink mind a harom vizsgalt vékonybél
szegmens claudin-2 fest6dés tekintetében. Claudin-2 pozitivitast foleg a
bélbolyhok cryptaiban lokalizalédott és inkdbb cytoplasmaticusan
helyezkedett el granularis jelleggel. Az ischaemia-reperfuziora kitett
csoportokban magasabb claudin-2 festddés volt lathat6. Az I-R csoport
jejunum és ileum metszetei szignifikansan erésebb (p=0,018; p=0,016)
immunpozitivitast mutattak a PC-csoporthoz képest. A claudin-3 reakcio az
aloperalt csoportban erds linearis membran pozitivitast adott, nem volt
jelentds kiilonbség a harom vizsgalt vékonybél szakasz kozott. A
mesenterialis I-R jelent6s claudin-3 expresszio csdkkenést okozott a jejunum
és ileum epithelialis sejtekben. A postcondiciondlds szignifikdnsan
enyhitette (p<0,01 vs. I-R) a claudin-3 fest6dés csokkenés mind a jejunum,
mind az ileum tekintetében. Az aloperalt csoportban gyenge claudin-4
immunpozitivitas detektaltunk a harom vizsgalt bél szegmensen, a reakcio
foleg a villusok csucsan talalhatod epithelialis sejtek citoplazmajaban volt
lathat6. A mesenterialis I-R szamottevd claudin-4 expresszid emelkedést
okozott a duodenum, jejunum és ileum bolyhok csticsan talalhato epithelialis
sejtekben. Az I-R- és PC-csoport kozott nem volt statisztikailag kimutathatd
kiilonbség az epithelialis sejtek claudin-4 membran expresszidja tekintetében
(duodenum p=0,11; jejunum p=0,62; ileum p=0,62). A zonula occludens-1
az intestinalis epithelialis sejtek apikalis és lateralis membranokon volt
lathatd. Az aloperalt csoport epithelialis sejtek zonula occludens-1 membran
expresszidja nem mutatott kiilonbséget a harom vizsgalt vékonybél
szegmens kozott. A mesenterialis I-R végén vett jejunum és ileum
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mintakban jelentdsen alacsonyabb zonula occludens-1 expresszid volt
megfigyelhetd. Azonban a postcondiciondlt csoport jejunum és ileum
metszeteiben szignifikansan erésebb (p<0,01 vs. I-R) immunpozitivitas.

Bélnydlkahartya antioxiddns statusz

-Luminometrids ossz-scavanger kapacitds: Az ischaemia-reperfizié soran
szignifikdnsan  emelkedett a vizsgalt bélszakaszok nyalkahartya
homogenizatuméaban 1évé szabadgyok koncentracié az aloperalt csoporthoz
képest. A postcondicionalas szignifikinsan csokkentette (p<0,01) az I-R
csoporthoz képest a szabadgyok koncentraciot a jejunum ¢és ileum esetén. A
duodenum esetén ez a kiilonbség nem volt szignifikans (p=0,09).

-Redukdloképesség: A globdlis antioxidans statuszra utalé redukalo
képesség értéke csokkent a mesenterialis ischaemia-reperfizio soran.
Azonban a PC-csoportban szignifikansan magasabb (p<0,05) értékeket
mértiink mindharom vizsgalt vékonybél szakasz tekintetében az I-R
csoporthoz képest. A duodenum ¢és ileum esetében a postcondicionalt és az
aloperalt csoport redukalé képessége nem mutatott statisztikai kiilonbséget.

-Szabad szulfhidril (SH) —csoportok: A fehérjékhez kotott antioxidans
tulajdonsag vizsgalatndl a postcondicionalds szignifikdnsan mérsékelte a
mesenterialis ischaemia-reperfuzido okozta szabad szulfhidril csoport
csokkenést (p<0,01 vs. I-R). Tovabba a postcondicionalt és az aloperalt
csoport kozott nem detektaltunk szignifikans kiilonbséget.

-Hidrogén-donor aktivitas: A fehérjéhez nem kotott antioxidans tulajdonsag
meghatarozas soran kimutathaté mindharom vizsgalt bélszegmens esetében
az ischaemia-reperfuzid antioxidans kapacitas csokkentd hatdsa. A valtozas
a jejunum és az ileum tekintetében a legerdteljesebb. A postcondicionalas
azonban szignifikansan mérsékelte a hidrogén-donor aktivitas csokkenést a
duodenum (p<0,01 vs. I-R), jejunum (p<0,01 vs. I-R) és ileum (p=0,03 vs. I-
R) esetében is.

Microbiologiai vizsgadlatok: Az aloperalt csoport nyirokcsomo, 1ép, maj,
tiidé és vese szoveti homogenizatumok nem mutattak GFP-termeld E.coli
baktérium kolonizacidt. Azonban a mesenterialis ischaemia-reperfuzion
atesett csoportokban GFP-termel6 E.coli valtozé mértékben volt tenyészhetd
a kiillonb6zé szoveti mintdkban. A postcondicionalas szignifikansan
csokkentette a tavoli szervekbe (nyirokcsomo, 1ép, maj, tiid6 és vese) valod
bakterialis transzlokacié megjelenését, valamint jelentdsen csokkentette a
pozitiv mintak atlagos csiraszamat is. (2. tablazat)
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Kisérleti csoport | Ny.cs. Lép Ma4j | Tiid6 | Vese
Aloperalt - - - - -

I-R 93% 86% 80% | 67% | 60%

PC 40%** | 33%** | 33%* | 20%* | 20%*

2. tablazat. GFP-termel6 E.coli bakterialis transzlokacio6 incidencigja.
(*): p<0,05 vs.I-R csoport; (**): p<0,01 vs. I-R csoport

Szérum I-FABP és D-laktdt: A szérum I-FABP koncentraci6 szignifikansan
emelkedet (p<0,01 vs. SHAM) a reperfuzié hatodik érajaban az I-R- és PC-
csoportban. Azonban a PC-csoport szérum I-FABP koncentracidja
szignifikansan alacsonyabb (p<0,01) értéket mutatott az 1-R csoporthoz
képest. A mesenterialis ischaemia-reperfizié jelent6s szérum D-laktat
koncentraci6 emelkedést okozott az I-R- (p<0,0lvs. SHAM) és PC-
csoportokban (p=0,02 vs. SHAM). A postcondicionalas szignifikansan
mérsékelte (p<0,01) az I-R csoportban mért D-laktat koncentracid
emelkedést.

I11. Kisérlet eredményei

Szoveti TLR-2 és TLR-4 mRNS expresszios mintdzat: A mesenterialis I-R
szignifikans (p<0,05 vs. SHAM) TLR-2 és TLR-4 mRNS expresszio
emelkedést okozott az I-R- és PC-csoportok vékonybél mintain, kivéve a
PC-csoport jejunum TLR-2 mRNS expresszio esetében (p=0,11 vs. SHAM).
A postcondicionalas alkalmazéasa szignifikansan csokkentette (p<0,01) a
jejunum és ileum TLR-2 és TLR-4 mRNS expressziojat az I-R csoporthoz
képest.

Mucosalis IL-6 és TNF-a koncentrdciok: A jejunum és ileum nyalkahartya
homogenizatumban meghatarozott proinflammatorikus citokinek hasonld
valtozasokat mutatott mindkét vizsgalt vékonybél szegmensen. Az aloperalt
csoporthoz képest a mesenterialis |-R szignifikansan emelkedett (p<0,01)
IL-6 és TNF-a szinteket okozott. Az I-R csoporthoz képest az ischaemia
végén alkalmazott postcondicionaldsi algoritmus szignifikansan csokkentett
(p<0,01) a jejunum és ileum IL-6 és TNF-a koncentraciokat.

1V. Kisérlet eredményei

Tavoli szervek szovettana: A tavoli szervek tekintetében a tiidé esetében
diffaz alveolaris karosodds, az alveolaris szeptumok megvastagodasa,
helyenként parcialis atelectasia valamint oedema volt megfigyelheté az I-R
csoport metszetein. Ezzel szemben, joval enyhébb falvastagodasaval,
mérsékeltebb gyulladasaval a postcondicionalt csoport szvettani metszetei
sokkal jobban emlékeztettek az aloperalt csoport ép szovettani képére.
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Az |-R csoportbol szarmazé maj metszetein foként periportalis-midzonalis
necrosis, periportalis bevérzések, gyulladasos infiltracié és szinuszoidalis
tagulat abrazolodott, mely sériilések a postcondicionalt csoportban joval
enyhébben jelentkeztek.

A vese tekintetében a fiziologias képet mutatd aloperalt csoport metszeteivel
szemben az I-R csoportban fokozodott a sejtek eosinofilidja, valamint
kismértékii szoveti dezorganizacié alakult ki, mely elvaltozasok jelei a
postcondicionalt csoport esetében nem mutatkoztak.

Szoveti kdrosoddst jelzG szérum paraméterek: Az egyes csoportok
szérummintiinak necroenzim-aktivitas értékei jellegzetes kiilonbséget
mutattak amik a szovettani elvaltozasokkal jol korrelalnak. Az LDH, CK,
ALAT ¢és ASAT necroenzimek jelentésen emelkedtek az ischaemia-
reperfuziéra kitett csoportokban. Az I-R csoporthoz képest a
postcondicionalas szignifikansan csékkentette (LDH: p=0,03, CK: p=0,04,
ASAT: p=0,04) a vizsgalt szérum necroenzim szinteket, kivéve a szérum
ALAT koncentracié (p=0,24). Az I-R csoport szérum Kreatinin szintje az
aloperalt csoporthoz képest szignifikansan emelkedet (p<0,01). Ezzel
szemben a postcondiciotnalt csoportnal nem volt kimutathaté szérum
kreatintin koncentracid emelkedés (p=0,48).

Tiidé oedema index vizsgdlata: A tidé nedvességtartalmanak kiszamitasa
soran az aloperalt csoporthoz képest az I-R csoportban szignifikansan
magasabb (p<0,01) értékeket mértiink. A postcondicionalas alkalmazasa
szignifikansan csokkentette a tiid6 nedvességtartalmat az I-R csoporthoz
képest (p=0,013).

Szérum IL-6 és TNF-a szintek: A szisztémas gyulladast jellemz6 markerek
IL-6 és TNF-a koncentracidja az aloperalt csoporthoz képest szignifikansan
emelkedett (p<0,01) a mesenterialis ischaemia-reperfuzionak kitett
csoportok szérumaban. Azonban, mindkét proinflammatorikus citokin
tekintetében az I-R csoporthoz képest a postcondicionalds szignifikansan
csokkentette (p<0,01) plazma koncentracidjukat.
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10.

Kovetkeztetések
A vizsgalatok tervezésénél feltett kérdésekre az alabbi valaszok adhatok:

A vizsgalt postcondicionalasi algoritmusok hatdsara a bélnyalkahartya
mikrocirkulacidja jelent6sen javul a reperfizié ideje alatt. A 6x10 mp
algoritmus hatasara a legkifejezettebb a mikrocirkulacié fokozdodasa.

A vizsgalt postcondicionalasi algoritmusok kiilonb6z6 mértékben képesek
javitani a vékonybélnyalkahartya antioxidans statuszat. A 3x30- és a 3x60
masodperces algoritmusok hatasara a vizsgalt antioxidans paraméterek koziil
az Ossz-scavenger kapacitds és a hidrogén-donor aktivitas javulnak. Viszont
az ischaemiat kovetéen alkalmazott 6x10 mp algoritmus minden vizsgalt
antioxidans paraméter szignifikdns javulasat eredményezte.

A szovettani mintdk elemzése alapjan mind a harom vizsgalt
postcondicionalasi algoritmus csokkentette az I-R soran 1étrejové intestinalis
morfologiai kéarosodast. A szérum laktat-dehidrogendz és kreatin-kinaz
koncentraciok jol tiikrozik a postcondicionalas szovetkarosodast mérsékld
hatasat.

A vizsgalt postcondcionalasi algoritmusok koziil csak a 6x10 mp és a 3x30
mp algoritmusok mérsékelték a reperfuzid elsé perceiben a lokalis pH
normalizalddas sebességét. A 3x60 mp ciklusok nem befolyasoltak a lokalis
pH alakulasat a vizsgalt id6pontokban.

A harom vizsgalt postcondicionalasi algoritmus koziil a 6x10 mp ciklusok
biztositottak a legerételjesebb védd hatast patkany arteria mesenterica
superior occlusidja esetén.

A vékonybél ischaemia-reperfiziot kovetéen alkalmazott postcondicionalas
hatasara a bél barrier funkciot biztositd tight junction fehérjék expresszidja
megtartott, a bél permeabilitasat fokozoé claudin-2 expresszidja mérséklodik.
A postcondicionalas csokkentette a bakterialis transzlokaciot és a pozitiv
mintak atlagos csiraszamat.

A vékonybél ischaemiat kdvetden alkalmazott postcondicionalas mérsékli az
I-R csoportban tapasztalt TLR-2 és TLR-4 fokozott expresszidjat, és az
alapallapothoz kozeli TLR-2 és TLR-4 expressziot eredményez.

A postcondicionalas képes a mesenterialis I-R karosodas kovetkeztében
1étrejovo maj-, tiido- és vesekarosodast mérsékelni.

A mesenterialis ischaemiat kovetéen alkalmazott postcondicionalas
jelentsen csokkentette a vizsgalt plazma proinflammatorikus citokinek
koncentraciojat, és ezaltal képes lehet a szisztémas gyulladasos
valaszreakci6 kialakulasat gatolni.
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