Zarojelentés

A vékonybél autotranszplantaciot megelézé6 ischémias prekondicionélas
pathomechamizmusanak vizsgalata kisérletes modellben

Bevezetés

Az International Intestinal Transplant Registry 2004-es adatai szerint a vékonybel
transzplantacion atesett betegek 5 éves tulélése 68%. Az eredmények a tobbi viszceralis szerv
tényez6 neheziti: az egyik a bél fokozott immunogenitasa, a masik a bélszoévet rendkivili
érzékenysége az ischemias/reperfizios (I/R) hatasokra. Az ischémia alatt termel6dé oxigén
eredetii szabadgyokok (Oxygen Free Radicals; OFRs) a reperflzié alatt ugrasszeriien
felszaporodnak. Igy az endogén védelem inszufficiensé valik, kialakul az oxidativ stressz
allapota membrankarosodassal, permeabilitdsi zavarokkal, bakterialis transzlokacioval, a
transzportfolyamatok és az enzimmiikddés karosodasaval. A sejtek redox statuszanak
megvaltozésa a szignaltranszdukcids folyamatok kéros kisiklasat eredményezi.

A szervtranszplantacio egyik f6 kovetelménye a szerv parenchymajanak és
vaszkulatdrajanak minél jobb megoérzottsege, mely a szerv funkcidjat biztositani képes a
keringés helyredllitasat kovetéen is. Barmely szerv atlltetésekor elkerilhetetlen a szerv
kilénb6z6 idétartamu meleg és hideg ischémidja, majd ezt kdvetdé reperfazidja. A I/R-s
karosodds csokkentésenek, a szoveti metabolizmus lassitasanak egyik moddja a
szervkonzervalas. Ennek sikerességét a konzervald oldat és a hideg tarolas idejének optimalis
megvalasztasa befolyasolja. A bél szamara optimalis konzervalo oldat és a még karosodas
nélkil toleralhaté maximalis hideg ischémias id6 nem kerilt meghatarozésra az irodalomban.

Az elmult 20 évben a szovetek ischemids prekondicionalasanak (IPC) kivaltasa az
endogén adaptacid U lehetoségeit fedte fel. Ennek kivaltasara olyan révid I/R-s periédusokat
alkalmaznak, amelyek nem okoznak szOvetkarosodast, de aktivaljak az endogén védelmi
rendszert, s igy a szOvet jobban ellenall a késobbi, tartésabb ischémias behatassal szemben. A
kutatasok dont6é tobbségét myocardiumon végeztek. Az intracellularis jelatviteli folyamat
kaszkadrendszerének aktivalodasa korai és késoi védelmet hoz létre. A korai védelemért a
mitokondridlis ATP-fuggé kalium csatorndk kinyilasa a felelés. A késéi vedelem
kialakulasaban az IPC-t koveté 0, védé fehérjék szintézise jatszik szerepet. A vékonybél
transzplantaciot megel6z6 IPC hatdsanak kimutatasara keveés irodalmi adat all rendelkezésre.

A hypophysis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptidet (Pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide; PACAP) els6ként birka hypothalamusbol izolaltak. A kutatasok
késébb Kkimutattdk, hogy a PACAP-nak nem csupan neuroprotektiv hatdsa van. A 38
aminosavbol all6 PACAP-38 fizioldgiasan termelddik a teljes gasztrointestinalis traktusban és
ismert a vékonybél szekrécioban és motilitasban kifejtett kozponti szerepe. A vékonybél I/R
modellekben a PACAP-38 hatasat eddig még nem vizsgaltak.



Sajéat kutatési eredmények

Kutatasaink kdzéppontjaban a vékonybél transzplantacioval szorosan 6sszefliggd, a
bél anatomiai és élettani sajatossagaibol kdvetkezo 1/R-s tulerzékenységének tanulmanyozasa,
ill. ennek mérséklésére iranyuld vizsgalatok allnak. A kisérleteket allatmodellen végeztiik
(kutya, patkany) a PTE Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga engedélyével (BA02/2000-
29/2001).

A vékonybél ischémiés prekondicionaldsanak korai hatésa

Korébbi eredményeink alapjan felmertlt a kérdés, hogy milyen médon lehetne névelni
az /R karosodasokkal szembeni védelmet. Allatmodelloen az a. mesenterica superior
occlusidjaval kulonbdzé ciklusa IPC-t alkalmaztunk a bélgraft autotranszplantacidja elétt.
Kimutattuk, hogy az endogén adaptacio indukalasa a hideg konzervalast kdveté oxidativ
stressz kialakulasat csokkenti, életképességét kedvezobbé teheti egy kovetkezmeényes
transzplanticidra. A vizsgalt paraméterek kozil a malondialdehid (MDA) koncentrécidja a
kontroll értéket csak kis mértékben haladta meg, mely a karosodas merséklodeset jelezte. Az
endogén scavenger redukalt glutation (GSH) szintje szignifikdnsan emelkedett valamennyi
csoportban 2 és 3 draval az IPC utan (p<0.05). A szuperoxid dizmutdz (SOD) aktivitasa
meghaladta a kontroll értéket a prekondicionalast kdvetéen. Ez az emelkedés szignifikans volt
az IPC-t koveto 3. drara (p<0.05). Ezek az eredmeények alatdmasztottdk a veékonybel szovet
prekondicionalasaval kapcsolatos hipotézisiinket. Mely szerint az IPC a vékonybélben is
fokozza az oxidativ stresszel szembeni védelem kialakulasat. Biokémiai meréseink jé alapot
szolgaltattak a prekondiciondlds mechanizmusanak molekuléris bioldgiai mddszerekkel vald
meghatarozasahoz.

Tovabbi megerdésitését szolgalta a prekondicionalési kaszkad beinduldsanak az a tény,
hogy az altalunk alkalmazott IPC protokoll az NF-kB aktivacigjat véaltotta ki. Vizsgaltuk az
NF-kB transzkripcids faktor aktivalodasadt ELISA maodszerrel kilonbdz6 idétartamu és
ciklusszamu prekondicionalasi protokoll révén. Kimutattuk, hogy az 1 perc ischémia és 1 perc
reperf(zié képes kivaltani mind a citoplazmélis (total NF-kB), mind a nuklearis NF-kB
aktivaciot. Ez az indukcid valamennyi prekondicionalasi protokoll esetén bifazisos aktivaciot
mutatott. R&mutattunk arra is, hogy vekonybél prekondicionalés kivaltotta NF-kB aktivacio
esetén, mas szervekhez hasonloan is érvényes a ,minden vagy semmi torveny”. Ezzel
megerositettik bélszdvetnél a Goto altal szivizomnal leirt kiiszbhipotézisét.

A vékonybél ischémiés prekondicionaldsanak kesdi hatasa

A kisérleti allatokon az elsé6 nap IPC-t alkalmaztunk 4 ciklusban (1 ciklus 5 perc
ischémiabdl és 10 perc reperflzidbdl allt). 24 éra mualva elvégeztik az autotranszplantaciot.
Eredményeink szerint az IPC késoi hatasa okozta a legkisebb szbveti oxidativ karosodast. Az
IPC kés6i hatdsainak vizsgalatakor kimutattuk a szdveti hé shock protein 72 (HSP-72)
indukciojat immunhisztokémiai modszerrel.

PACAP hatasa a belszovet meleg ischémia/reperfizios karosodasara

I/R-s modellben a reperfuzid ideje alatt bélus, majd folyamatos intravénas PACAP-38
kezelést adtunk az allatoknak. A biokémiai vizsgalatok I/R csoportokban emelkedett MDA
koncentraciot mértink a reperflzio végére. Ez az emelkedés szignifikans volt a 3 ora
ischémia utan (p>0,05). Ezzel parhuzamosan a GSH koncentracié és SOD aktivitas
szignifikans csokkenését mértiik. Ezzel szemben a reperflzié soran PACAP-38-al kezelt
csoportokban csokkent a lipidperoxidacio a reperfizio vegére. A GSH koncentracié és SOD
aktivitas jobban meg6rzodott a kontroll értékhez képest. Megallapitottuk, hogy I/R



kdvetkeztében sulyos oxidativ kdrosodas Iép fel a bélszovetben. Ezt a kdrosodast csokkentette
a reperfuzi¢ alatt adott intravénas PACAP-38 kezelés.

A kontroll és a PACAP-38-al kezelt aloperalt csoportok kdzott nem volt Iényeges
kilénbség a szoveti szerkezet tekintetében. Az 1 dras ischémia csak enyhe karosodast okozott
a bélstrukturaban. 2 6ras ischémia a mucosalis réteg destrukcidjat okozta, mely a reperfuzié
végére tovabb fokozddott. Ezzel szemben, ha a 2 dras ischémiat kdveté reperfuzio alatt
PACAP-38 kezelés tortént a vékonybél szoveti szerkezete kevésbé karosodott. 3 éras
ischémia a struktira durva karosodasat okozta, a reperfizio végere a mucosalis réteg teljes
mértékben destrualodott. Ezt a PACAP-38 adésa szignifikansan csokkentette, melyet mind a
mucosalis réteg (boholystruktira), mind a muscularis réteg szerkezeti megorzottsége jelzett
(p<0.05).

Immunhisztoldgiai vizsgalatokkal és Western blot technikaval kimutattuk, hogy a
vekonybél 1/R-ja a MAP kindzok kozll a foszforilalt ERK1/2 szintjét csokkenti, mig a
JNK1/2 és a p38 MAP kinaz aktivitasat fokozza. A kontroll mintdkhoz keépest ez egy fokozott
apoptozis indukciot jelent. Fenti modellben a PACAP-38 intravénas perfazidja védelmet
jelentett a programozott sejthalal jelatviteli folyamatanak beindulasa tekintetében, melyet a
MAP kindzok aktivitasanak valtozasa jol jelzett.

A PACAP-38-al végzett bevezeto kisérletek utan tervezzik a PACAP hatasanak
vizsgalatat vékonybél konzervalasi és autotranszplantacios modellekben.



