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Komplement C5a-antagonista-terapia hatasa
nem okkluziv mesenterialis ischaemia allatmodelljeiben

Effects of complement C5a inhibitor therapy in animal models
of non-occlusive mesenteric ischemia

NOGRADY MIKLOS!2, VARGA GABRIELLA!, SZU'CS SZILARD!, KASZAKI JOZSEF!,
BOROS MIHALY!, ERCES DANIEL!®

Szegedi Tudomanyegyetem, Szeged
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Bevezetés: A nem okkluziv mesenterialis ischaemia (NOMI) anatomiai okok nélkiil alakul ki, korai diagnosztizalasa
nehéz, terapiaja sem megoldott. Modellkisérleteinkben a komplement C5a gatlasan keresztiil a komplementaktivacio sze-
repét vizsgaltuk a korfolyamatban. Anyagok és modszerek: A NOMI rovid és hossza tava hemodinamikai és gyulladasos
kovetkezményeinek jellemzéséhez Sprague—Dawley patkanyokban (n =28) 60 perces parcialis aortaokkluziot (PAO; hasi
aorta, truncus coeliacustol proximalisan; arteria femoralis kozépnyomasa: 30—40 Hgmm), mig vietnami torpesertésekben
(n =19) 60 perces pericardialis tamponadot (artérias kozépnyomas: 40-50 Hgmm) hoztunk 1étre. A PAO, valamint a
tamponad 45. percében komplement C5a-gatlo kezelést alkalmaztunk (acetil-peptid-A; 4 mg/kg iv.). Az allatokban mo-
nitoroztuk a makro- és mikrokeringést, mértiik a leukocytainfiltraciot, a gyulladdsos mediatorok (endothelin, HMGB-1)
plazmaszintjét. Eredmények: Patkanyokban a PAO megsziintetése utan 24 oraval a C5a gatlasa csokkentette a szisztémas
gyulladasos vélasz részeként megemelkedett perctérfogatot (203,1 + 5 vs. 269,6 £ 8,1 ml/min/kg) és arteria mesenterica
superior (AMS) aramlasat, fokozta az ileum mucosa mikrokeringését (833,5 + 33,8 vs. 441,9 + 22,4 um/s). Az acetil-
peptid-A sertésekben atmenetileg novelte az AMS aramlasat és tartdsan az ileummucosa-kapillarisiramlast (648,1 + 45,4
vs. 329,8 £ 12,6 pm/s). A kezelt allatoknal alacsonyabb gyulladdsos mediatorszintet és szoveti leukocytainfiltraciot
mértiink mindkét NOMI-modellben. Kovetkeztetések: A komplementaktivacid jelentds szerepet jatszik a NOMI alatt
bekdvetkez6 makro- és mikrokeringési zavar kialakuldsaban, a C5a gatlasa a gyulladasos folyamat mérséklése mellett
befolyasolja a NOMI hemodinamikai kovetkezményeit is.

Kulcesszavak: vékonybél, komplement C5a, mikrokeringés, endothelin, high mobility group box protein-1

Introduction: Non-occlusive mesenteric ischemia (NOMI) develops without anatomical causes. Early diagnosis is chal-
lenging and treatments are of questionable effectiveness. We investigated the role of complement activation in the patho-
physiology of NOMI in animal models through the inhibition of complement CSa. Materials and methods: 60-min
partial aortic occlusion (PAO; abdominal aorta, proximal to celiac trunk; mean arterial pressure: 3040 mmHg) was
established in Sprague—Dawley rats (n = 28) and 60-min cardiac tamponade in minipigs (n = 19; mean arterial pressure:
40-50 mmHg) to observe short- and long-term circulatory and inflammatory consequences of NOMI. Macro- and micro-
hemodynamics, leukocyte infiltration, plasma levels of inflammatory mediators (endothelin, HMGB-1) were measured.
C5a inhibitor (Acetyl-Peptid-A; 4 mg/kg iv) was administered at the 45th min of PAO or tamponade, respectively.
Results: Twenty-four hours after PAO systemic inflammatory response increased cardiac output and superior mesenteric
artery flow (SMAF). C5a inhibition reduced the elevated cardiac output (203.1 £ 5 vs 269.6 + 8.1 ml/min/kg) and SMAF
and increased ileal microcirculation (833.5 + 33.8 vs 441.9 + 22.4 um/s). In pigs, after the tamponade, C5a inhibition
reduced the immediate hemodynamic disturbances, temporarily increased SMAF and permanently the ileal microcircu-
lation. The Acetyl-Peptid-A treatment reduced leukocyte infiltration and plasma levels of inflammatory mediators in both
NOMI models. Conclusions: Complement activation plays central role in the macro- and microcirculatory disturbance
during NOMI. C5a inhibition reduces the inflammatory activation and influences the hemodynamic consequences of
experimental NOMI.
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Réviditések: AcPepA = acetil-peptid-A; AMS = arteria mesenterica superior; CO = thermodilutios perctérfogat;

ET = endothelin; HMGB-1 = high-mobility group box protein-1; HR = szivfrekvencia; MAP = artérias kdzépnyomas;
MPO = mieloperoxidaz; NOMI = nem okkluziv mesenterialis ischaemia; OPS = orthogonalis polarizacids spektralis;
PAO = parcialis aortaokkluzid; PT = pericardialis tampondd; RBCV = virdsvértestek atlagos dramlasi sebessége

Bevezetés

Nem okkluziv mesenterialis ischaemia (NOMI) az arteria
mesenterica superior (AMS) vagy mas splanchnicus vero-
éragak fizikai elzarodasai nélkiil alakul ki. Az érintett te-
rilleten a bélfal karosodasa valtozd mértékii lehet, akar
gangraena kialakulasa is el6fordulhat. A korkép magas
mortalitas, a jelenlegi terapids lehetdségek mellett el-
éri az 50-70%-ot.):2 Fontos problémat jelent, hogy leg-
gyakrabban nem specifikus tiinetek jelentkeznek, nehezen
diagnosztizalhat6, még modern képalkotd eljarasok segit-
ségével is, ezért vagy egyaltalan nem, vagy csak a folya-
mat késdi szakaszaban keriil felismerésre, amikor a stilyos
szovédmények — peritonitis, szepszis — mar bekovetkezhet-
tek.! Elsédlegesen ritkan alakul ki, ezekben az esetekben
a betegek altalaban iddsek, kronikus szivelégtelenségben
szenvednek. Gyakrabban jelentkezik szovodményként ala-
csony perctérfogattal jaro allapotok soran, de szivsebészeti
beavatkozasok alatt az extracorporalis keringés miatt kiala-
kulé gyulladasos reakcid és az alkalmazott vazopresszor-
terdpia is hozzajarulhat a NOMI kialakulasahoz.3

A NOMI létrejottében kiemelkedd jelentséggel bir az
AMS ellatasi teriiletén kialakulo reaktiv vasoconstrictio. A
splanchnicus teriiletre nyugalmi allapotban a perctérfogat
25%-a esik, ezért amennyiben a létfontossagu szervek (koz-
ponti idegrendszer, vese, sziv) vérellatasa csokken, a kerin-
gés atszervezOdése, redisztribucidja jon létre. Ilyenkor az
AMS aramlasa lecsokken a rezisztenciaerek vasoconstric-
tiojanak kovetkeztében. A feltételezések szerint e folyamat-
ban fontos szerepet jatszhat a komplementrendszer aktiva-
cidja, kiilonosen a képzodo CSa-fragmentum. A komplement
C5a simaizom-kontrakcidt okoz, amellyel kdzvetleniil is
hozzéjarul a mikroperfuzio csokkenéséhez. Mediatorok fel-
szabadulasanak (hisztamin, tromboxan-A2) szabalyozasan
keresztiil ugyanakkor kdzvetett modon is szerepet jatszik
az egyes szervek vérataramldsanak csokkenésében,* és a
szisztémas, artérids hipotenzio kialakuldsaban is.’ Kemo-
taktikus hatdsa révén neutrophilgranulocyta-akkumulaciot
valt ki, citokinek és reaktivoxigén-szarmazékok termelését
fokozza, amellyel a gyulladasos folyamat stilyosbodasahoz
is hozzajarul.o8

A komplement C5a szerepét a NOMI kortanaban az ace-
til-peptid-A (AcPepA) mesterséges, 17 aminosavbol allo
(ASGAPAPGPAGPLRPMF), szelektiv C5a-antagonista
peptid segitségével vizsgaltuk. In vitro vizsgalatok igazol-

tak, hogy az AcPepA koncentraciofiiggd modon kotédik a
bi kisérletek soran hatékonynak bizonyult C5a-dependens
endotoxinsokk-modellekben is, ahol jelentésen javitotta a
kezelés nélkiil letalis inzultus talélési aranyat.!0

Nagy klinikai jelentésége ellenére a NOMI-ra vonat-
kozé ismereteink jorészt esetmegfigyelésekbdl, valamint
az érelzarodassal kivaltott (okkluziv, az AMS teljes, mes-
terséges elzarasaval létrehozott) mesenterialis ischaemia
allatmodelljeibdl gytjtott adatokbol szarmaznak. Utobbiak
azonban csak korlatozottan hasznalhatok a NOMI soran ki-
alakuld valtozasok, keringési zavarok korélettananak meg-
ismeréséhez. Mivel a nemzetkozi irodalomban nem talal-
tunk megfeleld kisallatmodellt, kidolgoztunk egy eljarast
a részleges aortaleszoritassal kivaltott NOMI tanulmanyo-
zésara, patkanyokban. E modell alkalmas a NOMI kés6i
hatasainak vizsgalatara is.!! Egy tovabbi, nagyallatmodel-
liinkben igazoltuk, hogy a pericardialis tamponad altal ki-
valtott valtozasok alkalmasak a NOMI akut hemodinamikai
és gyulladasos kovetkezményeinek részletes vizsgalatara.l2

Jelen tanulmanyunk célja a komplement C5a koroki
szerepének és a korai gatlas hatékonysaganak vizsgalata
volt, a NOMI altalunk mar validalt allatkisérletes modellje-
inek alkalmazasaval, kiilonds figyelemmel a révid és hosz-
szl tav hemodinamikai és gyulladasos kovetkezményekre.

Anyagok és modszerek

Kisérleteinkhez 28 him, Sprague—Dawley patkanyt (300 g)
és 19 vietnami torpesertést (mindkét nem; 24 + 3 kg) hasz-
naltunk. A vizsgalatokat a NIH iranyelvei (Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals) és a tudomanyos cé-
lokra felhasznalt allatok védelmérdl szold 2010/63 szamu
EU-direktiva és a 40/2013 (II/14.) kormanyrendelet sze-
rint végeztilk a Szegedi Tudomanyegyetem Munkahelyi
Allatkisérleti Bizottsaga jovahagyasaval (engedélyszam:
V/148/2013).

Patkany részleges aortaokkluzioja —
sebészeti beavatkozasok

A kisérlet 0. napjan natrium-pentobarbital anesztéziat
(50 mg/kg ip; pentobarbital sodium salt C-II; Sigma-Ald-



Nem okkluziv mesenterialis ischaemia allatmodelljeiben alkalmazott komplement C5a-inhibitor-kezelés

223

rich Inc, St. Louis, Missouri, Amerikai Egyesiilt Allamok)
kovetéen az allatokat hanyatt fekvé helyzetben fiitépadra
helyeztiik és kaniilaltuk a bal oldali arteria femoralist az
artérias kozépnyomas (MAP) és a szivfrekvencia (HR)
mérése céljabol. Median laparotomiat kovetden az aorta
abdominalis proximalis részét kipreparaltuk a rekeszizom-
tol distalisan és a truncus coeliacus eredésétdl proximali-
san, majd egy 2 mm atmérdji szilikonkatéterbdl (Silastic
Medical Grade Tubing, Dow Corning Corporation, Mid-
land, Michigan, Amerikai Egyesiilt Allamok) kialakitott
érleszoritot helyeztiink az ér koré. A miitétet kdvetéen 30
perc nyugalmi szakasz kovetkezett, amely alatt az allatok
intraperitonealis folyadékpodtlasban részesiiltek (Ringer
laktat; 10 ml/kg/h). A vizsgalatokat kdvetden a laparotomia
sebét két rétegben suturaval zartuk. Az arteria femoralisbol
a kaniilt eltavolitottuk. Az ér lekotését kovetden a bemet-
sz€s helyén a bért Donati szerint zartuk. Ezt kdvetéen az
anesztéziat megsziintettiik, az allatok szoros megfigyelés
mellett obszervacios ketrecbe keriiltek, ahol ad libitum fo-
lyadékot és a posztoperativ 10. oraig taplalékot kaptak. A
posztoperativ fajdalom csillapitasara 40 mg/kg ddzisban
intraperitonealisan adagolt metamizolt (Algopyrin 1 g/2 ml
injekcid, Sanofi-Aventis Zrt., Budapest, Magyarorszag) ad-
tunk, sziikség esetén (a fajdalom szubjektiv tiineteit mutatd
allatoknal: pupos testtartas, viselkedésmintazat) 20 mg/kg
dozisban egyszeri ismétlést alkalmaztunk (almtott: n = 2;
PAO: n=3; PAO + AcPepA: n=2).

Az allatokat ujra elaltattuk 24 ora elteltével a mar leirt
moédon, majd a spontan 1égzés megkdnnyitésére tracheo-
stomiat hajtottunk végre. A jobb oldali vena jugularist ka-
niilaltuk folyadékpotlas (Ringer laktat infizio, 10 ml/kg/h)
és gyogyszeres kezelés céljabol. A MAP és HR mérése
céljabol kaniilaltuk a bal arteria carotis communist. A jobb
arteria carotis feldl termisztorkatétert (PTH-01; Experi-
metria Ltd., Budapest, Magyarorszag) vezettiink az aor-
ta ascendensbe thermodilutiés perctérfogat (CO) mérése
céljabol (SPELL Haemosys; Experimetria Kft., Budapest,
Magyarorszag). A median laparotomia sebét ujra kinyitot-
tuk, majd a mesenterialis véraramlas mérésére ultrahangos
aramlasmérd fejet (Transonic Systems Inc., Ithaca, New
York, Amerikai Egyesiilt Allamok) helyeztiink az AMS
koré.

Patkany részleges aortaokkluzioja —
kisérleti csoportok és protokoll

Az allatokat véletlenszeriien osztottuk harom kisérleti cso-
portba. Az els6 csoport (n = 8) almiitottként szolgalt, mig
a masodik (n = 8) és a harmadik (n = 9) csoportnal PAO-t
valtottunk ki egy oran keresztiil, amelynek soran a szilikon-
katéterbdl (Silastic Medical Grade Tubing, Dow Corning
Corporation, Midland, Michigan, Amerikai Egyesiilt Alla-
mok) kialakitott tourniquet részleges megszoritasaval az ar-
teria femoralisban mért kozépnyomast 3040 Hgmm kozott
tartottuk. Az almiitott csoport esetében a mitéti beavatko-
zasok ¢és a kisérleti protokoll megegyezett a masik két cso-

portban alkalmazottakkal, azzal a kiilonbséggel, hogy nem
keriilt megszoritasra az aorta koré vezetett tourniquet. Az
els6 €s a masodik csoportnal az AcPepA vivanyagat (1 ml
fiziologias sooldat) a farokvénaba adtuk iv., mig a harma-
dik csoportnal AcPepA-kezelést (4 mg/kg 1 ml fiziologias
sooldatban iv.) alkalmaztunk 15 perccel a PAO vége elbtt.
A kontrollidépontban (0. perc), 30 perccel a PAO induk-
cidja utan (30. perc), kozvetleniil a PAO megsziintetése
el6tt (60. perc), valamint a 90. percben mértilk a MAP és
HR értékeit. A megfigyelési id6 leteltével az arteria femo-
ralis katétert eltavolitottuk, a sebet pedig suturaval zartuk.
Az allatokat azonnal kizartuk a kisérletbdl, ha a vizsgalat
alatt vagy azt kdvetden az arteria femoralis kaniilalasanak
szovédményeként hatsé végtagi ischaemia kialakuldsat
(cyanosis) vagy a végtag merevségét, mozgasképtelenségét
figyeltiik meg (PAO: n = 2; PAO + AcPepA: n = 1). A tar-
tos senyvedés elkeriilése érdekében ezekben az esetekben
a kisérlet terminalasra keriilt (Na-pentobarbital; 120 mg/kg
iv; pentobarbital sodium salt C-II; Sigma-Aldrich Inc., St.
Louis, Missouri, Amerikai Egyesiilt Allamok).

A PAO-t kovetd napon, a miitétet kovetd 30 perc nyu-
galmi szakasz utan, a PAO megsziintetését kovetd 24. ora-
ban minden csoportnal makrohemodinamikai (MAP-, CO-,
AMS-aramlas) méréseket végeztiink, valamint 5 cm-re
proximalisan a coecumtdl a vékonybél-nyalkahartya mik-
rokeringését orthogonalis polarizacios spektralis (OPS)
technikaval vizsgaltuk. A vizsgalatokat kdvetéen a vena
cava inferiorbol vérmintakat vettink HMGB-1 és ET-1
plazmaszint meghatarozasahoz. Szdvettani mintakat vet-
tiink az ileumbo6l (coecumtol proximalisan 3 cm-re, 1 cm
hosszusagban kimetszve) a leukocytaakkumulacié szovet-
tani vizsgalatanak céljabol, majd az allatokat Na-pento-
barbitallal (120 mg/kg iv; pentobarbital sodium salt C-II;
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, Missouri, Amerikai Egyesiilt
Allamok) talaltattuk.

Sertés pericardialis tamponadja —
sebészi beavatkozasok

A Kkisérleteket vietnami torpesertéseken végeztiikk (n = 19;
24 + 3 kg; mindkét nem), amelyeket a miitétet megel6z6en
12 éran at éheztettiink, és vizet ad libitum fogyaszthattak.
Az anesztéziat ketamin (20 mg/kg; CP-ketamin 10% injek-
ci6o A.U.V. 25 ml; Produlab Pharma B.V., Raamsdonksveer,
Hollandia) és xylazin (2 mg/kg; CP-Xylazin 2% injekcio
A.U.V 50 ml; Produlab Pharma B.V., Raamsdonksveer,
Hollandia) im. kombinacidjaval indukaltuk, majd fenntar-
tasat folyamatos propofolinfuziéval (50 pl/min/kg; Pro-
pofol 2% MCT/LCT; Fresenius Kabi Deutschland GmbH,
Bad Homburg, Németorszag) végeztiik. Altatast kdovetden
az allatokat hanyatt fekvd helyzetben flitépadra helyeztiik
és a testhdmérsékletiiket 36-37 °C kozott tartottuk. Az
endotrachealis intubaciot kovetden az allatokon mechani-
kus Iélegeztetést alkalmaztunk (Harvard Apparatus, South
Natick, Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok). A
1égzési térfogatot (10 + 2 ml/kg) és a 1égzésszamot ugy al-
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litottuk be, hogy a pCO, értékét vérgazellendrzés mellett
a 35-40 Hgmm-es tartomanyban tartottuk. A bal oldali ar-
teria femoralist és vena jugularist kaniilaltuk a MAP ¢és a
CO thermodilutiés (PiCCO Plus, PULSION Medical Sys-
tems AG, Miinchen, Németorszag) méréséhez, valamint
folyadékpotlas és gyodgyszeres kezelés céljabol. Az allatok
Ringer laktat infuzidt kaptak (10 ml/kg/h) a kisérlet teljes
id6tartama alatt. Median laparotomiat kdvetden az AMS
gyoOkét preparaltuk, amely koré a mesenterialis véraramlas
mérése céljabol ultrahangos aramlasmérd fejet (Transonic
Systems Inc., Ithaca, New York, Amerikai Egyesiilt Alla-
mok) helyeztiink. A pericardialis tamponad létrehozasa cél-
jébol bal oldali lateralis thoracotomia utan a pericardiumba
dohéanyzacskodltésen keresztiil vékony kaniilt (K31 naso-
gastricus szonda, Laboratori Don Baxter S.p.A., Trieszt,
Olaszorszag) helyeztiink el, majd rogzitettik. A mitét utan
30 perc nyugalmi szakasz kovetkezett.

Sertés pericardialis tamponadja —
kisérleti csoportok és protokoll

Az éllatokat véletlenszer(ien harom kisérleti csoportba osz-
tottuk. Az els6 csoport (almiitott, n = 6) kontrollként szol-
galt. Az alm{it6tt csoport esetében a miitéti beavatkozasok
és a kisérleti protokoll megegyezett a masodik (n = 7) és
harmadik (n = 6) csoportnal alkalmazottal, azzal a kiilonb-
séggel, hogy itt nem hoztunk 1étre pericardialis tampona-
dot. A masodik és harmadik csoportban intrapericardiali-
san beadott kolloidoldattal (120 = 30 ml 6% hidroxi-etil
keményitd) pericardialis tamponadot hoztunk létre, mialatt
a MAP-ot 40-50 Hgmm ko6zott tartottuk. A tamponad 60
percig tartott, majd a folyadék lebocsatasat kdvetden az
allatokat tovabbi 180 percig obszervaltuk. A harmadik cso-
port a tamponad 45. percében C5a-antagonista (AcPepA-)
kezelést kapott (4 mg/kg bolus, 5 ml fiziologias séoldat-
ban iv. a vena jugularison keresztiil). Az AcPepA-t egyiitt-
mitkodo partneriink allitotta el és bocsatotta rendelkezé-
siinkre (Biologica Co. Ltd., Nagoja, Japan). A kontroll és
a kezeletlen tamponados csoportok 0,9%-o0s NaCl-oldatot
kaptak azonos protokoll szerint. A tamponad kezdete jelo-
li a 0. percet, vérmintakat vettiink a kontrollperiodusban
(-90. és 0. perc), valamint a 75., 150. és 240. percekben,
amelyekbdl meghataroztuk a HMGB-1- és a big-ET-szin-
tet. Hemodinamikai monitorozast folyamatosan végeztiik.
A kisérlet minden 30. percében thermodilutios perctérfo-
gat mérése €s a hemodinamikai adatok rogzitése tortént.
Az ileum mucosa mikrokeringését a coecumtdl proxima-
lisan 5, 10, illetve 15 cm-re vizsgaltuk harom idépont-
ban (=30. perc, 60. perc, 240. perc). A kisérletek végén
vékonybél-biopsziat vettiink az ileumbo6l az MPO-akti-
vitds mérésére. (A coecumtdl proximalisan 20 cm-re, az
antimesenterialis oldal fel6l 2 cm legnagyobb szélesség-
ben, €k alakban kimetszve.) A mintavételeket koveten az
allatokat Na-pentobarbital adasaval talaltattuk (120 mg/kg
iv.; pentobarbital sodium salt C-II; Sigma-Aldrich Inc., St.
Louis, Missouri, Amerikai Egyesiilt Allamok).

Hemodinamikai méromodszerek

Patkanyok esetében a MAP-, a CO-, HR- és az AMS-aram-
las értékeit szamitogépes adatgyljté rendszerrel (SPELL
Haemosys; Experimetria Kft., Budapest, Magyarorszag)
rogzitettiik. A sertések monitorozasa soran a MAP, a CO és
a HR adatainak mérésére PICCO Plus (PULSION Medical
Systems AG, Miinchen, Németorszag) rendszert hasznal-
tunk, az AMS-aramlast szamitogépes mérdrendszerrel vizs-
galtuk (SPELL Haemosys; Experimetria Kft., Budapest,
Magyarorszag).

A mikrokeringés funkcionalis és
strukturalis vizsgalata képalkoto
modszerrel

Mind a sertés-, mind a patkdnymodellben a vékonybél-nyal-
kahartya mikrokeringésének vizsgalata OPS-technikaval
tortént (Cytoscan A/R, Cytometrics, Philadelphia, Pennsyl-
vania, Amerikai Egyesiilt Allamok), amellyel a nyalkahér-
tya felszini 200 pm-es mélységében levd kapillarisokban
kering6 vorosvértestek tehetdk lathatova kontrasztanyag al-
kalmazasa nélkiil.!> Az ileum megnyitsat kovetden a nyal-
kahartya mikrokeringésérdl vizsgalatonként harom darab
latotérrdl, egyenként 30 s hosszisaghi S-VHS videofelvétel
késziilt (Panasonic AG-TL 700, Matsushita Electric Ind.
Co. Ltd., Oszaka, Japan), amelyeket off-line analizaltunk
(IVM Pictron, Budapest, Magyarorszag) és meghataroz-
tuk a vordsvértestek atlagos aramlasi sebességét (RBCV;
pum/s).

Vazoaktiv és gyulladasos mediatorok
plazmaszintjének meghatarozasa

Sertések esetében a vena jugularisbol, mig patkanyok ese-
tében a vena cava inferiorbol 5 ml-nyi vérmintakat vettiink
EDTA-t tartalmazo polipropilén csdvekbe, majd 1200 G-vel
4 C°-on 15 percig centrifugaltuk (Hettich Universal 32 R,
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Németorszag). A plaz-
mamintakat felhasznalasig —70 C°-on taroltunk. A big en-
dothelin (big-ET; sertések esetén) és az endothelin-1 (ET-1;
patkanyok)  plazmakoncentracioit ~ ELISA-moédszerrel
(Big-endothelin ELISA és Endothelin ELISA, Biomedica
Medizinprodukte GmbH, Bécs, Ausztria) hataroztuk meg.
A high-mobility group box protein-1 (HMGB-1) plazma-
koncentracié6 mérésére nagy szenzitivitast €s specificitasu
1épcsds szendvics ELISA-modszert hasznaltunk (HMGB-1
ELISA Kit II, Shino-Test Corporation, Kanagawa, Japan).

Fehérvérsejt-infiltracio meghatarozasa

Patkanyok esetében a fehérvérsejt-infiltraciot szovettani
vizsgalattal hataroztuk meg. A PAO-t kdvetd napon, a kisér-
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letek végén az ileumbdl teljes vastagsagl szdvetmintakat
vettiink minden csoportban, amelyeket 6%-os formalinban
fixaltuk, paraffinba agyaztuk és beldliik 4 pm vastag met-
szeteket készitettiink. Hematoxilin-eozin festést kdvetden
az ileum nyalkahartyajat infiltralé leukocytak szamlalasat
400-szoros nagyitason végeztiik. A szamolast vak mddszer-
rel ugyanaz a személy végezte (Sz. Sz.).

A sertések terminalis ileumabol szarmazo szovetmintak
mieloperoxidaz (MPO) enzimaktivitasa, a szovetbe akku-
mulélodott neutrophilgranulocyta-aktivaciot jellemzi, ame-
lyet Kiibler modszere alapjan hataroztunk meg.'* Az MPO
enzimaktivitasat a minta fehérjetartalmara vonatkoztatva
adtuk meg.

Statisztikai analizis

Az adatok kiértékelését statisztikai szoftvercsomag segitsé-
gével végeztik (SigmaStat for Windows, Jandel Scientific,
Németorszag), nemparametrids modszereket alkalmazva.

A csoporton beliili eltéréseket Friedman-probaval vizsgal-
tuk, ezen beliil a kontrollértéktdl vald eltérést Dunn-pro-
baval teszteltik. A csoportok kozotti kiilonbségek meg-
hatarozasa Kruskal-Wallis- és Dunn-probaval tortént. A
grafikonokon a median értéket és az interkvartilis fél ter-
jedelmet abrazoltuk. A szignifikanciaszintet p < 0,05-nal
hataroztuk meg.

Eredmények
Hemodinamikai valtozasok

A patkanyokon végzett kisérleteink soran a PAO alatt a
MAP-ot egy oran keresztiil 30 és 40 Hgmm kozti értékeken
tartottuk. 30 perccel a PAO vége utan a MAP szignifikansan
magasabb értéket ért el az almitétt csoporthoz képest. Az
AcPepA-kezelés nem befolyasolta ezeket az értékeket és az
almiitott csoporton beliil sem alakult ki jelentds valtozas az
elsé napon (1A4. abra).
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1. abra. Az artérias kdzépnyomas (A), a szivfrekvencia (B) valtozasai és perctérfogatértékek (C; 24 oraval a parcialis aortaokkluzio
megsziintetését kovetden) patkanyban az almiitott (fehér oszlop), a parcialis aortaokkluzids (PAO; sziirke oszlop) és a PAO + AcPepA
(savozott fehér oszlop) csoportokban. Az oszlopgrafikonon a medidn értéket és a szoras jellemzésére a 25 és 75 percentilis értékeket
tiintettiik fel. * p <0,05 csoporton beliili szignifikans valtozast mutatja a kontrollértékhez képest; * p < 0,05 az almiitdtt csoporthoz
képest; # p < 0,05 PAO + AcPepA csoport szignifikans valtozasa a PAO-csoporthoz képest
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2. abra. Az arteria mesenterica superior véraramlasa patkanyban,
az almitott (fehér oszlop), a parcialis aortaokklizios (PAO; sziirke
oszlop) és a PAO + AcPepA (sévozott fehér oszlop) csoportokban
24 oraval a PAO megsziintetését kovetden. Az oszlopgrafikonon
a median értéket és a szoras jellemzésére a 25 és 75 percentilis
értékeket tlintettiik fel. * p < 0,05 az almiitott csoporthoz képest

Huszonnégy oraval a PAO megsziintetését kdvetden,
a MAP-értékekben nem volt szignifikans kiilonbség a
kontrollértékekhez képest és a csoportok kozott. A mitéti
beavatkozas fokozott HR-t eredményezett a masodik nap-
ra, azonban a pulzusszam a PAO-n atesett allatok esetében
még az almitott allatok megemelkedett értékeihez képest
is szignifikansan magasabb volt. Az AcPepA-kezelésen
atesett allatokban a HR emelkedése nem ért el szignifi-
kans mértéket az almiitdttekhez viszonyitva (1B. dbra).
A kezelt csoportoknal az AMS-aramlas nem valtozott a
kontrollértékekhez képest. A kezeletlen csoport eseté-
ben ugyanakkor jelentds AMS-aramlasemelkedés volt
megfigyelhet6 az almiitétt csoporthoz képest (2. abra). A
C5a-gatld kezelés szignifikansan csokkentette az emelke-
dett CO-t (IC. dbra).

Akut pericardialis tamponad sertésmodelliink esetében
a hemodinamikai értékeket PICCO monitorral regisztral-
tuk. A tamponad alatt, 1 6ran at 40-50 Hgmm ko6z6tt tartot-
tuk a MAP-ot, amely id6szak alatt a CO 65%-kal csokkent,
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3. abra. Az artérias kozépnyomas (A), a szivfrekvencia (B) és a perctérfogat (C) valtozasai sertésekben, az almiitott (fehér oszlop), a
pericardialis tamponad (PT; sziirke oszlop) és a PT + AcPepA (savozott sziirke oszlop) csoportokban. Az oszlopgrafikonon a median
értéket és a szoras jellemzésére a 25 és 75 percentilis értékeket tiintettiik fel. * p < 0,05 csoporton beliili szignifikans valtozast mutatja
a kontrollértékhez képest; X p < 0,05 az almiitétt csoporthoz képest; #p < 0,05 PT + AcPepA csoport szignifikans valtozdsa a PT-

csoporthoz képest
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4. abra. Az arteria mesenterica superior véraramlasanak valtozasai sertésekben, az almiitott (fehér
oszlop), a pericardialis tamponad (PT; sziirke oszlop) és a PT + AcPepA (savozott sziirke oszlop) cso-
portokban. Az oszlopgrafikonon a median értéket és a szoras jellemzésére a 25 és 75 percentilis érté-
keket tiintettiik fel. * p < 0,05 csoporton beliili szignifikans valtozas mutatja a kontrollértékhez képest

jelentés HR-emelkedéssel. A tamponad megsziintetését ko-
vetden a perctérfogat és a szivirekvencia is normalizalodott
a MAP jelentds csokkenése ellenére (34-C. dbra).

A csdkkend CO eredményeként kialakulo redisztribu-
ciot jelezte a szignifikansan csokkent AMS-aramlas, amely
a pericardialis folyadék eltavolitasat kovetden visszatért a
kiindulasi tartomanyba (4. abra).

A komplement C5a-gatld AcPepA-kezelés hatasara a
CO rendezddése mellett a MAP elérte a kontrollértéket a
tamponadot kdveté idészak alatt. A HR jelentdsen csok-

kent, amelyet az AMS aramlasanak emelkedése kisért (34—
C. és 4. dbra).

Viltozasok a biokémiai paraméterekben

PAO utan 24 odraval szignifikdnsan megemelkedett a
gyulladasos mediator HMGB-1 koncentracidja, amelyet
a CSa-gatlo kezelés csokkentett. Az ET-1 szintje szintén
emelkedett, amit az AcPepA-kezelés szignifikansan csok-
kentett (1. tabldzat).

1. tablazat. A parcidlis aortaokkluzié (PAO) és a komplement C5a-gatld AcPepA-kezelés hatasa a plazmaendo-
thelin- és -HMGB-1-szintre patkanyokban 24 6raval a PAO megsziintetését kovetden

Almiitstt PAO PAO + AcPepA
Endothelin Median 5,77 8,9 523 #
(fmol/ml) 25p;75p 5,11; 6,1 8,34; 9,87 3,8,5,8
HMGB-1 Median 0,66 2,84% 0,89 #
(ng/ml) 25p:75p 0,24; 0,87 2,68; 3,23 0,17; 1,96

* p < 0,05 szignifikans eltérés az almit6tt csoporthoz képest.
#p < 0,05 PAO + AcPepA csoport szignifikans valtozasa a PAO-csoporthoz képest.

2. tablazat. A pericardialis tamponad (PT) és a komplement C5a-gatld AcPepA-kezelés hatasa a plazma big-

endothelin- és HMGB-1-szintre sertésekben

—90. perc 0. perc 75. perc 150. perc 240. perc
Big-endothelin-szint (fmol/ml)
T Median 0,21 2,11 4,54 *x 5 *x 4,8 *x
25p;75p 0,02; 0,4 1,03; 3,67 3,8;5,7 4,03; 5,5 2,66; 5,35
Median 0,05 0,81 0,93 # 1,08 # 1,17#
PT + AcPepA
25p;75p 0,04; 0,07 0,48; 0,87 0,14; 1,11 0,4; 1,38 0,77; 1,44
. Median 0,01 1,136 0,99 0,77 0,95
Almitott
25p;75p 0; 0,011 0,3; 1,98 0,31; 1,68 0,35; 1,19 0,31; 1,58
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2. tablazat. A pericardialis tamponad (PT) és a komplement C5a-gatld AcPepA-kezelés hatasa a plazma big-

endothelin- és HMGB-1-szintre sertésekben (folyt.)

—-90. perc 0. perc 75. perc 150. perc 240. perc
HMGB-1 szint (ng/ml)
T Median 1,28 2,04 3,7 *X 3,5 %X 4,8 *x
25p;75p 0,2;2,7 1,34;2,98 3,25;4,4 2,8;5,5 3,2;5,6
Median 0,25 0,82 1,49# 1,36 1,76 #
PT + AcPepA
25p;75p 0,08; 0,77 0,53; 1,57 0,98; 2,48 0794; 2,7 1,19; 3,02
. Median 0,78 1,95 1,29 1,34 1,25
Almtott
25p;75p 0,01; 1,41 1,03;2,43 0,95; 1,62 1,03; 1,64 1,0; 1,5

* p < 0,05 csoporton beliili szignifikans valtozas a kontrollértékhez képest.

X p < 0,05 szignifikans eltérés az almitott csoporthoz képest.

#p <0,05 PT + AcPepA csoport szignifikans véltozasa a PT-csoporthoz képest.

Sertés pericardialis tamponadja soran az ET-1 stabil
prekurzor big-ET jelentdsen, négy-Gtszordsére emelke-
dett a C5a-gatld kezelést nem kapott csoportban a tampo-
nadot kovetden. Jelentds emelkedés volt megfigyelhetd a
HMGB-1 szintjében is (2. tablazat).

Szoveti leukocytainfiltracio

Patkanyokban a PAO megsziintetését kovetéen 24 oraval az
ileumbol vett szovetmintdkban szignifikdnsan emelkedett
fehérvérsejt-infiltracid volt megfigyelhetd a PAO-n atesett
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5. abra. A szoveti leukocytainfiltracio mértéke patkanyban (A) az almutétt (fehér oszlop), a parcialis aortaokkluzids (PAO; sziirke osz-
lop) és a PAO + AcPepA (savozott fehér oszlop) csoportokban 24 draval a PAO megsziintetését kdvetden. Sertésileumban mért szoveti
mieloperoxidaz enzimaktivitas (B) valtozasai az alm{it6tt (fehér oszlop), a pericardialis tamponad (PT; sziirke oszlop) és a PT + AcPepA
(savozott sziirke oszlop) csoportokban. Az oszlopgrafikonon a median értéket és a szoras jellemzésére a 25 és 75 percentilis értékeket
tiintettiik fel. * p < 0,05 csoporton beliili szignifikans valtozast mutatja a kontrollértékhez képest; * p < 0,05 az almuitétt csoporthoz ké-
pest; # p < 0,05 PT + AcPepA csoport szignifikans valtozasa a PT-csoporthoz képest
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6. abra. A patkany vékonybélmucosajaban mért atlagos vords-
vérsejt-aramlasi sebesség valtozasai az almiitott (fehér oszlop),
a parcialis aortaokkluzidés (PAO; sziirke oszlop) és a PAO +
AcPepA (savozott fehér oszlop) csoportokban 24 o6raval a PAO
megsziintetését kovetden. Az oszlopgrafikonon a median értéket
¢és a szoras jellemzésére a 25 és 75 percentilis értékeket tiintettiik
fel. Xp < 0,05 az almiitdtt csoporthoz képest; # p < 0,05 PAO +
AcPepA csoport szignifikans valtozasa a PAO-csoporthoz képest
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csoportnal az almiitdtt csoporthoz képest. Az AcPepA-
kezelés szignifikansan csokkentette a fehérvérsejtes beszii-
r6dés mértékét a vékonybélfalban (54. dbra).

Sertések esetében a tamponadot kisér6 NOMI kovet-
keztében az ileum nyalkahartyajat érint6 gyulladas alakult
ki, amelyet a szovetek kdzott akkumulalodo fehérvérsejtek
mennyiségét jellemzd szoveti MPO-enzim aktivitasanak
emelkedése is igazolt. Az AcPepA-kezelés hatasara a szo-
veti MPO-aktivitas jelentdsen csokkent (5B. abra).

A vékonybél-nyalkahartya mikrokeringési valtozasai

Patkanyok esetében a PAO megsziintetése utani 24. éraban
a nyalkahartya mikrokeringését az OPS-felvételek alap-
jan szignifikansan csokkent atlagos RBCV jellemezte az
aloperalt csoporthoz képest. Az AcPepA-kezelés hatasara
a vékonybél-nyalkahartya RBCV-értékei a mikrokeringés
jelentds javulasat mutattak 24 oraval az inzultust koveten
(6. dbra).

A NOMI kovetkeztében kialakult akut mikrokeringési
valtozasokat a sertés pericardialistamponad-modelljében
tudtuk vizsgalni. Az atlagos RBCV-ben egyértelmii kiilonb-
ség alakult ki a kisérlet végére az AcPepA-kezelés hatasara,
a mikrokeringés mind a kontrollértékhez, mind a kezelést
nem kapott csoporthoz képest is szignifikansan felgyorsult
(7. dbra).
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7. abra. A sertés vékonybélmucosajaban mért atlagos voros-
vérsejt-aramlasi sebesség valtozasai az almiitott (fehér oszlop),
a pericardialis tamponad (PT; sziirke oszlop) ¢és a PT + AcPepA
(savozott sziirke oszlop) csoportokban. Az oszlopgrafikonon a
median értéket és a szOras jellemzésére a 25 és 75 percentilis ér-
tékeket tiintettiik fel. * p < 0,05 csoporton beliili szignifikans val-
tozast mutatja a kontrollértékhez képest; * p < 0,05 az almiitott
csoporthoz képest

Megbeszélés

Sertéseken végzett vizsgalatainkban a NOMI soran létre-
jovoé korai, akut hemodinamikai valtozasokat figyeltiik
meg. A tamponadot kdvetden a makrohemodinamikai para-
méterek koziil a csokkent MAP, valamint a szignifikansan

emelked6 HR volt a meghatarozo. E valtozasokat kifeje-
zett gyulladasos folyamat kisérte, amely soran vazoaktiv és
proinflammacidés mediatorok szabadultak fel. A szisztémas
keringéssel parhuzamosan a splanchnicus teriilet mikro-
keringése is romlott, amelyet a szoveti MPO-aktivitas no-
vekedése kisért, jelezve ezzel a neutrophilleukocyta-akku-
muléciot.!310

A tamponad megsziintetését kovetéen a MAP csokkent,
de a CO kompenzalt volt, €s nem volt kiilonbség a kont-
rollcsoporthoz képest. Ez a megndvekedett HR-nek volt
kdszonhetd, amely a szivizom fokozott terhelésére utal. Az
AcPepA-kezelést kovetden a MAP a kontrollértékek szint-
jére emelkedett a CO-hoz hasonloan, azonban a HR emel-
kedése nem volt megfigyelhetd. Utdbbi valtozas jelentsége
igen fontos, ha figyelembe vessziik azt a tényt, hogy a szi-
vizom keringése a diasztolés fazis alatt biztositott, a szisz-
tolé alatt pedig majdnem teljesen megall. Az alacsonyabb
HR mellett megtartott CO-nél jobb a szivizom oxigénella-
tasa. Elképzelhetd, hogy ezeket a valtozasokat a csékkent
ET-felszabadulas eredményezte az AcPepA-kezelés utan.
Kimutattak, hogy a nem szelektiv ET-receptor-antagonista
fokozza a CO-t és csokkenti a periférias ellenallast sziv-
elégtelenségben szenvedd betegeknél.!” Az AMS-aramlés a
tamponad alatt lecsokkent, jelezve ezzel az ellatasi teriilet
vérellatasanak csokkenését, azonban a tamponadot kove-
tden az aramlas visszatért a kontrollértékekre és nem volt
szignifikans kiilonbség az almiitdtt csoporthoz képest. A
kezelt csoportnal az AMS-aramlas szignifikansan emelke-
dett a tamponadot kdvetden, majd fokozatosan visszaallt a
kontrollértékekre a kisérlet végéig. Ez a korai aramlasemel-
kedés feltehetden a vasoconstrictor ET-1 relativ hianyanak
is koszonhetd. Ezt tamasztja ala, hogy korabbi vizsgalatok
igazoltak, hogy hasonlo koriilmények kozott az ET-A re-
ceptor gatlasa képes javitani a zsigeri keringést.!®

A kés6i hemodinamikai valtozasokat patkanyokon
végzett kisérleteink soran figyeltik meg, ezek hasonldéak
voltak a szisztémas gyulladasos valaszban leirt valtozasok-
hoz, amely miatt 1ényeges kiilonbségeket figyeltiink meg
a sertésekben mért akut valtozasokhoz képest. A NOMI
indukcidjat kovetd napon, annak ellenére, hogy a MAP a
normaltartomanyban volt, a HR és a CO szignifikansan
megemelkedett. Ez kompenzaciés mechanizmus részeként
értelmezhetd; a szisztémas gyulladas kezdeti szakaszaban
az oxigénkereslet megemelkedik a fokozott anyagcsererata
kovetkeztében. A fokozott oxigénigény kielégitéséhez az
oxigénszallitas is novekszik a CO emelkedésével, azon-
ban a sejtek oxigenizacidja nem javithato a megfeleléen
miikodé mikrokeringés nélkiil. A rossz kapillaris perfu-
zi6 nem teszi lehetdvé az oxigénfelhasznalast a latszolag
emelkedett oxigénszallitas ellenére sem. Mindkét modell
esetében a mikrokeringés jelentds karosodast szenvedett,
amelyet a bélnyalkahartya csokkent RBCV-je jelzett. Ez
azt jelenti, hogy a normalis vagy emelkedett AMS-aram-
las ellenére kimutathaté mikrocirkulacios karosodas volt
jelen a bélfalban.!> Az AcPepA-val kezelt csoportoknal a
vékonybélben mért RBCV szignifikansan nagyobb volt. A
jobb mikrokeringési paramétereket azonban nem emelke-
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dett CO- és AMS-aramlas mellett mértiik, amely az oxigén-
felhasznalas javuldsat jelezheti. A CS5a-gatld kezelés utan
mért alacsonyabb ET-1-értékek szintén hozzajarulhattak a
mikrokeringés javulasahoz. A fokozott ET-1-felszabadulas
fontos szerepet jatszhat az intenziv gyulladasos valasz-
reakcid kialakulasaban, a komplementrendszer aktivaloda-
sa mellett. Az ET-1-felszabadulas, a kifejezett vasoconst-
rictor hatas miatt hozzajarul a mikrokeringés zavarahoz,
valamint befolyéasolja a citokinek felszabadulasat is.!®1
Az AcPepA-val kezelt csoportnal a mikrokeringés javula-
sa valosziniileg tobb tényezon alapul, amelyhez a csokkent
ET-1-felszabadulas és leukocytaaktivacio is hozzajarul.

Mind a sertésekben — a tamponadot kovetd korai sza-
kaszban —, mind a patkanyok esetében — az inzultust ko-
vetd napon — magasabb HMGB-1-szinteket mértiink,
amelyet az AcPepA-kezelés szignifikansan csokkentett.
A HMGB-1 fontos proinflammacids citokin, ,,alarmin”,
amely hatékonyan aktivalja a neutrophil granulocytakat
és citokintermelésiiket fokozza. Eredményeink korrelal-
nak egy korabbi endotoxinsokk-modellben mért adatokkal,
ahol az AcPepA-kezelés hatasat vizsgaltak.!” A korabban
jelatvitelhez nem kapcsolt tigynevezett ,,scavenging” C5a
receptornak gondolt C5L2 receptorrdl a kozelmultban meg-
jelent kutatasok eredményei bizonyitottak, hogy fontos
szerepe van a gyulladasos folyamatok kialakulasaban €s a
komplement C5a rajta keresztiil kdzvetleniil képes szaba-
lyozni a HMGB-1-kibocsatast. A C5L2 receptor jelentdsé-
gét mutatja, hogy a C5L2 gén kiiitése egereknél nagyobb
tulélési aranyt eredményezett coecum ligatio-punctidval
kivaltott szepszismodellben a vad tipushoz képest.2°

A fentieket 6sszefoglalva, eredményeink azt igazoljéak,
hogy a komplementrendszer korai aktivacidja, ezen beliil
is a C5a fontos szerepet jatszik a NOMI alatt bekovetkezo
szisztémas hemodinamikai és mikrokeringési zavar kiala-
kulasaban. A NOMI kezelési lehetdségei limitaltak, korai
diagnozis esetén az egyetlen hatékony lehetéség az AMS-
be juttatott vasodilatator kezelés, de a beavatkozas eredmé-
nyességét a technikai és személyi feltételek korlatozzak. Az
intravénasan alkalmazhato C5a-gatlo kezelés a gyulladasos
folyamat mérséklése mellett hatékonyan befolyasolhatja a
NOMI hemodinamikai kdvetkezményeit is.

Tamogatas: NKFI-116861; NKFIH-K116689; OTKA-
K104656; TAMOP 4.2.4. A/2-11-1-2012-0001; GINOP-
2.3.2-15-2016-00015
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