Az elért eredmények ismertetése:

I. A cségyomor képzés és a thoracalis epidurdlis anaesthesia hatasa a gyomor
mikrokeringésére, a bél motilitdsara

A gasztrointesztinalis anasztomoOzisok elégtelen gydgyulasanak, szdvédményeinek
kiemelked6 jelentésége van a sebészi beavatkozdsok morbiditasaban és mortalitasaban.
Nyel6cs6 reszekciot kdvetéen a gyomorpétlas a leggyakrabban alkalmazott moédszer a
bélcsatorna folytonossaganak helyreallitasara. A miitét soran atvagjuk az arteria gastrica
sinistrat, az arteria gastroepiploica sinistrat és a gastricae breveseket. Az onkoldgiai
radikalitds és a megfelelé hosszisagu cségyomor készitése céljabol a gyomor kisgorbileti
oldalat is reszekaljuk. Mindezek a cségyomor proximalis részének vérellatasat jelentsen
csokkentik, ritkan sulyos, életveszélyes szévédmeényekhez, varratelégtelenseghez, akar a
gyomor proximalis részének necrosisahoz is vezethetnek.

Tekintettel a fenti szévédmény veszélyekre, munkank egyik fé célkitiizése az volt,
hogy megvizsgaljuk a gyomorcsovesités hatasat a cségyomor mikrocirkulacidjara.

Korébbi kiserletes és klinikai megfigyelések azt valoszinasitik, hogy a thoracalis
epidurdlis anaesthesia jotékonyan befolyasolja a gyomor-bélrendszer mikrokeringését és
motilitasat. Kisérleteinkben objektiv modszerek alkalmazésaval valaszt kerestiink azon
kérdésekre, hogy a thoracalis epidurdlis anaesthesia (TEA) milyen hatast gyakorol a
gyomor mikrokeringésére, a bélmotilitdsra, valamint a legfontosabb hemodinamikai
paraméterekre.

A Kkisérleteinket pentobarbitéllal altatott, laparotomizélt keverék kutyakon végeztlk.
Monitorizaltuk az artérids kdzépnyomast, a gyomor és a mesenterialis erek verataramlasat
(Transonic Systems Inc.), tovabba az intramucosalis pH és a bél motilitdsdnak valtozasait
(strain gauge technique). A TEA-hoz bupivacain (1 mg/kg-ot) alkalmaztunk, a cségyomor
képzést Akiyama szerint végeztik el. A cségyomor mikrocirkulacidjanak véaltozasait
ortogonalis spektralis képalkotas (Cytoscan A/R, Cytometrics, PA, USA) mddszerével
vizsgaltuk. Az Uj diagnosztikus modszer, a visszaver6dé polarizalt fény segitségével lathatdva
teszi a hemoglobin tartalmi sejteket, illetve egyéb szoveti struktirdkat. E modszer
felhasznalasaval in vivo korilmények kdzott tanulmanyoztuk a gyomor mikrocirkulacidjanak
jellegzetességeit.

Eredmények, legfontosabb kdvetkeztetések

1. Vizsgalatainkban kimutattuk, hogy a cségyomor képzes szignifikdnsan csokkenti az
intramucosalis pH-t és a vorosveértestek aramlasi sebességét a cségyomor proximalis
részében a mucosélis és a serosalis felszinen. Eredményeink egyértelmiien igazoljak,
hogy a gyomorcsovesités dramaian Kkarositja a cségyomor cranialis harmadanak
verellatasat.

2. Az epiduralis anaesthesia alkalmazasat kdvetéen a gyomor intramucosalis pH-ja és a
vorosvértestek aramlési sebessége is emelkedett. Az artérids kozépnyomas 30 %-kal
csokkent, mig a gyomor és a mesenterialis artériak vérataramlasa szignifikansan
emelkedett.

3. lgazoltuk tovabba, hogy az epiduralis anaesthesia szignifikansan fokozza mind a
vekonybél, mind pedig a gyomor motilitasat



4. Eredményeink Uj adatok arra vonatkozoan, hogy a TEA fokozza a vascularisan
karosodott cségyomor proximalis harmadanak mikrocirkulaciojat, egyben
javitja a szoveti oxigenizaciot és a belek motilitasat is. Jelen megfigyeléseink
alapjan is javasoljuk a TEA rutinszerii klinikai alkalmazasat a nyel6csé-sebészeti
gyakorlatban.

5. Kisérleteink alapjan megallapithatjuk, hogy az orthogonalis spektralis
képalkotas (OPS) modszere lehetévé teszi a mikrocirkulacio kozvetlen

megfigyeléset, a vérellatas és a viabilitas pontosabb értékelését is.
I1. A maj mikrokeringésének vizsgalata mechanikus icterusban

A) Kupffer sejt blokad hatdsa a mechanikus icterus és az endotoxin okozta
mikrocirkulaciés valtozasokra és majkarosodasra

Korabbi vizsgalatainkban igazoltuk, hogy gadolinium kloriddal (GdCls) el6idézett
Kupffer sejt (KS) blokad csokkenti az endotoxin indukalta gyulladasos véalaszreakciot
Kisérletes epeut lekotés soran. Kimutattuk tovabba, hogy a méaj Kupffer sejtek miitkbdésének
felfliggesztese csokkenti a neutrofil granulocitak aktivitasat. (Lazar G Jr és mtsai, Inflamm
Res 51(10): 511-8, 2002.) Irodalmi adatok azonban még nem &llnak rendelkezéstinkre, hogy
ezek a hatasok hogyan jellemezhet6k a maj mikrokeringési valtozasain keresztil. Mindezek
alapjan kiserleteink célja az volt, hogy megvizsgaljuk a majban az obstructios icterus
mikrokeringesre gyakorolt kovetkezmeényeit akut endotoxaemia soran, valamint a Kupffer sejt
blokad hatasat ezen kortiilmények kdzott.

A maj mikrokeringését fluoreszcens intravitalis mikroszkoppal (IVM) vizsgaltuk.
Kapillaris perfuziét, neutrofil-endothelialis interakcidt és KS aktivitast (fluoreszcens Latex
mikroszemcse-kitapadas/acinus) off-line szamitdgépes képanalizis segitségével mértiink. A
mikrokeringési paramétereket almatétt, him Wistar patkanyokban, E. Coli lipopolysaccharid
kezelt (LPS, 1 mg/tskg i.v. 2 oraval az IVM elétt,) és epeut lekotott (EUL, 3 nappal az IVM
elétt) allatokban, valamint ezek kombinacidjaban (EUL+LPS) vizsgaltuk. Tovabbi
csoportokban a GdCl; indukalta KS gatlas (24 6ras elokezelés 10 mg/tskg i.v. GdCls-dal)
hatasat mértik almatott és EUL+LPS kezelt patkanyokban. A méj mikrokeringési valtozasai
mellett (perfundalt és nem perfundalt kapillarisok aranya, leukocita — endothelsejt interakcio)
mértiik a szérum proinflammatorikus citokin szintjeit (IL-6, TNF-a), a neutrofil granulocitak
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(H&E festés, fénymikroszkap).

A KS aktivitds az EUL illetve LPS csoportban haromszor emelkedettebb volt, mint az
almutott allatokban (3,4/acinus), és 6tszor magasabb volt az EUL+LPS csoportban. Az
acinalis kapillaris perfazios rata az 4lmutott csoportban 83+3 %, az LPS-kezelt csoportban
71£3 % volt, ami szignifikdnsan csokkent az EUL valamint az EUL+LPS allatokban
(5520,5 % és 48+1 %, p<0.01). EUL csoport esetében a pericentralis véna falahoz kitapadt
leukocitdk szama megegyezett az almiitottével (115+31/mm?), azonban szignifikansan
Otszorosere emelkedett az LPS-re adott valaszreakcio soran, illetve hatszorosara az EUL+LPS
allatokban. A GdCls-dal létrehozott KS blokad nem volt hatdssal az EUL+LPS okozta
kapillaris perfuzios karosodasra, de szignifikansan, tobb mint 50 %-kal javitotta a neutrofil-
endothelialis sejt interakciot.

Kimutattuk, hogy mechanikus icterusban jelentésen fokozddik az LPS indukélta
proinflammatorikus cytokin felszabadulds (TNF-alpha, IL6) és hasonloképpen emelkedik a
méjban a szOveti myeloperoxidase (MPO) aktivitds. A Kupffer sejtek miikddésének



felfliggesztésével szignifikdnsan csokkenthet6 volt az LPS indukélta gyulladasos
valaszreakcio (TNF —alpha, IL-6, MPQO) és szdveti karosodas is.

Eredmények, legfontosabb kévetkeztetesek

1. Vizsgalataink alapjan megéllapithatjuk, hogy az epelt lekotés révén Ilétrejott
mechanikus icterus stlyos mikrocirkulacios karosodashoz vezet.

2. A Dbacterialis endotoxin jelentésen fokozza a mikrokeringesi karosodasokat és
jelentésen emeli a Kupffer sejtek aktivalodasat.

3. Az obstructios icterusban fokozodik az endotoxin okozta Kupffer sejt aktivitas,
valamint a perfzios karosodasok is.

4. A mechanikus icterus jelentésen fokozza az LPS indukalta gyulladasos
valaszrekakciot (TNF, IL-6, MPO) és szoveti karosodasokat.

5. A Kupffer sejt blokad jelentésen javitotta a maj mikrokeringesenek romlésat és
csokkentette a neutrofil endotelialis sejt interakciot.

6. Mechanikus icterusban a Kupffer sejtek muikddésének felfliggesztése szignifikansan
csokkentette az LPS indukélta fokozott gyulladasos valaszreakciot és szoveti
karosodasokat.

7. Eredményeink felvetik a ritkafoldfemmel (GdCls) kivaltott Kupffer sejt gétlas
modszerenek klinikai alkalmazhatdsagat cholestasisban szenved6 betegeknél.

B) A phosphatidylcholin hatdsa a mechanikus icterus és az endotoxin okozta
mikrocirculacios valtozasokra és maj karosodasra

Az epelti elzarodas okozta gyulladasos folyamatok kivédésére a lehet6ségek korlatozottak. A
phosphatidylcholint (PC) a méaj Kupffer sejtjei (KS) veszik fel. Korabbi in vitro
vizsgalatokban igazoltdk, hogy a PC jelentésen csokkenti az oxidativ stressz okozta
karosodasokat (FASEB J. 17: 1124-6, 2003). Mindezek alapjan érdemesnek lattuk
megvizsgalni a PC diéta hatdsat mechanikus icterus valamint endotoxaemia korulményei
kozott. A PC hatasat a fent ismertetett kisérleti protokollban vizsgaltuk.

A méj mikrokeringési valtozésai mellett (perfundalt és nem perfundalt kapillarisok
aranya, leukocita — endothelsejt interakcidé) mértik a szerum proinflammatorikus citokin
szintjeit (IL-6, TNF-a), a neutrofil granulocitdk szoveti akkumulécidjat (mieloperoxidaz
enzimaktivitas) valamint a maj szoveti karosodasat (H&E festés, fenymikroszkop).

Az allatok elsé 4 csoportja 1 hétig standard laboratoriumi diétan volt (Placebo,
SSNIFF Spezialdiaten GmbH, Soest, Germany). Az allatokat almtétt (n=6), epeut lekotott
(EUL csoport, 3 nappal a mérések el6tt, n=6) csoportokba soroltuk. A harmadik csoportban
alacsony ddzisu LPS iv. beadasaval endotoxaemiat hoztunk létre (LPS csoport, n=6) 2 6raval
a mikrokeringési mérések megkezdése el6tt. A negyedik csoportban ezen korképeket
kombinaltuk (EUL+LPS, n=6). A kisérlet masodik felében az el6z6 4 Kkisérletet
megismeételtlik, de 1 héttel a méréseket megel6zéen 1 %-os PC dus tappal etettilk az allatokat
(SSNIFF GmbH).

Eredmények, legfontosabb kévetkeztetesek
1. Az EUL joval nagyobb kapillaris perfzios karosodast okozott (63+2,8 %) mint az

endotoxaemia ©Onmagaban (73%5,2 %), a gyulladasos valaszreakciok mértéke
szignifikansan alacsonyabb volt. A leukocita aktivitas a kontroll 115+30/mm?-rél



186+33/mm?>-re illetve 548 +100/mm?-re emelkedett, a maj MPO aktivitasa 31,8+1,9
mU/mg-rol 58,2+8,7 mU/mg illetve 126,7+22,4 mU/mg-ra valtozott.

2. Amikor az LPS-t az EUL-sel kombinaltuk, az tovabbi perfizios karosodashoz
(>50 %), leukocita kitapadas emelkedéshez (731+38/mm?) vezetett. A KS-aktivitas
LPS kezelést valamint az EUL-t kovetéen szignifikdnsan emelkedett, mely a
kombinalt csoportban tovabbi fokoz6dast mutatott.

3. A PC elékezelés szignifikansan javitotta az EUL+LPS okozta perfuzids karosodast
(65+2 %), a leukocita aktivitast (178+12/mm?) és csokkentette a KS-aktivitast.
Ugyanezen csoportban a PC megelézte az MPO aktivitas, a szérum IL-6 és TNF-a,
produkcié fokozddasat és csokkentette a periportalis szoveti karosodast.

4. A PC elokezelés szignifikansan javitotta az EUL+LPS okozta perfuzids karosodast
(65+2 %), a leukocita aktivitast (178+12/mm?) és csokkentette a KS-aktivitast.
Ugyanezen csoportban a PC megelézte az MPO aktivitas, a szérum IL-6 és TNF-a,
produkcid fokozddasat és csokkentette a periportalis szoveti karosodast.

5. A PC-ben gazdag tap adasa kedvezéen befolyasolja a obstructios icterusban az
endotoxaemia okozta lokalis/szisztéméas gyulladasos reakcidkat, a perfazids
karosodast valamint szdveti karosodast. Eredményeink bizonyitjak, hogy a PC
megfelelé terdpias lehetéséget nyudjthat a cholestasis okozta gyulladasos
kovetkezményekkel szemben.

I11. Glukokortikoid hormonok altal szabalyozott mechanizmusok szerepe
kisérletes akut pancreatitis lefolyasaban

A) Az akut pancreatitis, a korszeri terapids modszerek alkalmazasa ellenére,
napjainkban is magas haléalozassal jaro6 megbetegedés. A gliikokortikoid hormonok terapias
alkalmazéasa akut pancreatitisben (AP) mai napig vita targyat képezi.

1. Vizsgalni kivantuk a glukokortikoid agonista dexamethason (DEX) és
hydrocortison (HYD), valamint a gliikokortikoid antagonista, RU-38486 (RU) kezelés lokalis
és szisztémas hatdsait a heveny, Kisérletes (taurcholsavval eléidézett) pancreatitis
pathogenezisében és lefolyasaban.

Eredmények, legfontosabb kdvetkeztetések

A glukokortikoid analog vegyuletek (hydrocortison, dexamethason) csokkentették a
szérum IL 6 és amilaz szintjét, mig az antiglikokortikoid RU 38486 ezzel ellentétesen
szignifikansan emelte. Kisérleteinkben tanulmanyoztuk a gliikokortikoid agonistak, valamint
a glukokortikoid anatagonista RU 38486 hatdsait a heveny pancreatitis extrapancreatikus
szovédményeinek (ttidd, méj) kialakulasaban. Ezen vizsgalatainkat hagyomanyos szovettani
modszerek és a szoveti ATP, myeloperoxidase (MPO) meghatarozas segitsegével végeztik.
Kimutattuk, hogy a heveny kisérletes pancreatitis jelentésen csokkenti a maj és a tlidé ATP
tartalméat es ezzel parhuzamosan jelentésen fokozza az MPO aktivitasat. A glikokortikoid
analog vegyuletek jelentésen mérsékelik a gyulladasos valaszreakcié mértékét (széveti MPO
emelkedését) és a szoveti ATP csokkentését. Az antiglikokortikoid RU 38486 azonban
fokozza a szdveti MPO aktivitds és ATP csokkenés mértékét. Vizsgalataink szerint az
antiglukokortikoid RU 38486 szignifikansan csokkenti, a glukokortikoid agonistak pedig



szignifikansan novelik a kisérleti allatok rezisztencidjat az acut kisérletes pancreatitis lethalis
hatasaval szemben.

2. Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy az endogén glikokortikoid
hormonok lényeges szerepet jatszanak a heveny Kiserletes pancreatitis altal eléidézett
gyulladésos valaszreakcié kontrolljdban és az extrapancreatikus szervek (tidé, maj)
karosodasainak mérséklésében.

B. A glukokortikoid hormonok szerepe az Arginin indukalta akut pancreatitis
lefolyadsaban az NF-xB és MIF szekrécid valtozasanak tukrében

Ezen vizsgalati sorban egy Uj Kisérletes pancreatitises modellt &llitottunk be,
melyet Kisérleti patkanyokon L-Arginin intraperitonealis adasaval hoztunk létre (a
Kisérletet megel6zéen két alkalommal, egy 6ras kihagyassal 250 mg/100 g ddzisban).
Vizsgaltuk a glukokortikoid agonista methylprednisolone (MP) és glikokortikoid
antagonista RU 38486 (RU) hatasat a kiserletes L-Arginin indukalta hasnyalmirigy
gyulladas lefolyasara, a szérum amilaz, az IL-6 koncentracid, az NF-«kB aktivacio, és a
szérum makrofag migraciot gatlo faktor (MIF) valtozasait.

Eredményeink, legfontosabb kdvetkeztetések:

1. Az L-Arginin intraperitonealis adagoldsaval jol standardizalhatd kisérletes
hasnyalmirigy gyulladas idézhet6 el6 (fokozatosan emelve a serum amylase, IL-6 és NF-
kB aktivaciot).

2. A methylprednisolone el6kezelés szignifikdnsan csokkentette a kisérletes akut
pancreatitis okozta szérum amilaz, IL-6 emelkedést és az NF-xB aktivéciot, tovabba
csokkentette a MIF produkcidt a kontroll csoporthoz képest.

3. A glikokortikoid antagonista RU jelentésen fokozta a MIF koncentraciot (8
illetve 12 draval a pancreatitisz indukcidjat kovetéen) és az akut hasnyalmirigy szérum
markereinek (amiléz, 1L-6) koncentrécidjat a kontroll és a methylprednisolonnal kezelt
allatcsoporthoz képest.

4. Vizsgélataink megerdésitik a glukokortikoid hormonok szerepét az akut
hasnyalmirigy gyulladas soran létrejové valaszreakcio kontrolljaban, melynek
magyarazatadban kulcsfontossagu szerepet tolt be a gliikokortikoid hormonok NF-
kB aktivacidé gatlasaval létrehozott hatasa. A MIF gyulladasos folyamatokban
betoltott szerepére vonatkozdan tovabbi vizsgéalatokra van sziikséeg.

A fent ismertetett eredmenyekbél szamos publikacié tortént és eléadas hangzott el
(Id. a mellékletet és az aldbbiakat). A legfrissebb eredményeinkbél még legalabb
tovabbi 3-4 publikacio megjelenése varhatd, ezek kozul kettét (Id. alabb) mar kozlés
celjabol benyujtottunk.

Abraham Sz., Szab0 A., Kaszaki J., Eder K., Duda E., Lazar Gy., Tiszlavicz L., Boros M., ifj.
Lazar Gy.:

Kupffer cell blockade improves endotoxin-induced microcirculatory inflammatory response
in obstructive jaundice (Kdzlésre benydjtva)



Paszt A., Szabolcs A., Szentpali K., Tiszlavicz L., Duda E., Lazar Gy., Takécs T., ifj. Lazar
Gy.:

Glucocorticoid-dependent mechanism in the pathogenesis of L-arginine-induced acute
pancreatitis in the rats (Kozlésre benydjtva)

Itt kell megemliteni azt is, hogy a munkaban résztvevé fiatal kutatdo az ESSR 2005. évi
kongresszusédn "‘Kupffer cell blockade ameliorates the obstructive jaundice-induced
microcirculatory inflammatory reaction in the liver” cimii eléadasat a kongresszus
tudomanyos bizottsaga "Young Investigator Award"'-dal jutalmazta.

A munkabol ezen tulmenéen a Magyar Sebészek Alapitvanyahoz benyujtott
palyazataink Kulka Frigyes, illetve Foldes Ferenc dijban részesiltek.

Lazar Gy., Kaszaki J., Abraham Sz., Wolfard A., Horvéth G., Szentpali K., Paszt A.: ,,A
thoracalis epiduralis anaesthesia javitja a gyomor mikrokeringeset kisérletes
cségyomorképzés soran”

Magyar Sebészek Alapitvanya - Tauber Alapitvany — Kulka Frigyes Dij

Paszt Attila, Rakonczay Zoltan, Kaszaki Jozsef, Szentpali Karoly, Wolfard Antal, Tiszlavicz
Léaszld, Lazéar Gyorgy: Glucocorticoid hormonok altal szabalyozott mechanizmusok szerepe
kisérletes akut pancreatitis lefolyasaban.

Magyar Sebészek Alapitvanya - Tauber Alapitvany — Foéldes Ferenc Dij
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