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Roviditések jegyzéke

ALAT:
AMI:
AP-1:
ARDS:
ASAT:
ATP:
CK:

CpG:

DAMP:

DNS:
ECM:
eNOS:
ERK:
ET:

GALT:

GSK:
Hzoz:

HE:

HMGB:

HSP:

ICAM:

alanin aminotranszferaz

akut mesenterialis ischaemia

aktivator fehérje-1

akut respiracios distressz szindroéma
aszpartat aminotranszferaz
adenozin-trifoszfat

kreatinin-kinaz

citozin-guanin dinukleotid
damage-associated molecular pattern,
veszély-asszocialt molekularis mintazat
dezoxiribonukleinsav

extracellularis matrix

endothelialis nitrogén-monoxid szintaz
extracellularis szignal-regulalt kinazok
endothelinek

gut-associated lymphoid tissue,

bélhez kapcsolddo limfoid szovet
glikogén-szintaz-kinaz

hidrogén peroxid

hematoxilyn-eosin

high-mobility group box,

nagy mobilitasu csoport

hésokkfehérje

intercellularis sejt adhézids molekula

immunglobulin-A
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IL: interleukin

iINOS: indukalhat6 nitrogén-monoxid szintaz
IP3: inozitol-triszfoszfat

LAD: left anterior descending coronary,

bal elilsé leszalld koronaria

LDH: laktat-dehidrogenaz

LPS: lipopoliszacharid

LT: leukotriének

MEK: MAPK/ERK kinaz

MODS: multiple organ dysfunction syndrome,

tobbszervi mikodészavar szindroma
MOFS: multiple organ failure syndrome,

tobbszervi elégtelenség szindréma

MPO: mieloperoxidaz

mPTP: mitochondrialis permeabilitasi tranzicios porus
NADH: nikotinamid adenin dinukleotid

NF-«xB: nuklearis faktor-kappa B

NOMI: non-occlusiv mesenterialis ischaemia

0% szuperoxid anion

OH: hidroxilgyok

PAF: thrombocyta aktivator faktor

PAMP: pathogen-associated molecular patterns,

patogén-asszocialt molekularis mintazat

PI3K: foszfatidil-inozitol-3-kinaz
PKC: protein kinaz C
PMN: polymorfonuklearis neutrophilek
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RNS: ribonukleinsav

ROS: reaktiv oxigéngyok

SERCA: szarko-endoplazmatikus retikulum Ca2+-ATPaz
SIRS: systemic inflammatory response syndrome,

szisztémas gyulladdsos valaszreakci6 szindroma

SOD: szuperoxid dizmutaz
TLR: toll-like receptor

TNF-a: tumor nekrozis faktor alfa
XDH: xantin dehidrogenaz

XO: xantin oxidaz



DOI:10.14753/SE.2015.1819

1. Bevezetés

1.1. Mesenterialis ischaemia

Az akut mesenterialis ischaemia (AMI) olyan siirgésségi sebészeti korkép, amely ,,akut
has” formajaban jelentkezik és elkiilonitendé mas életveszélyes allapotoktol, példaul az
emészttraktus perforacigjat kdvetd peritonitistél. Jelentdségét mutatja, hogy igen
gyakran halalos kimenetelii, korhazi mortalitasa a javuld szupportiv terapids lehetdségek
ellenére sem csokkent az elmult 20 év soran, irodalmi adatok alapjan ma is meghaladja
a 60-80%-ot.[1-7] Bar a gastrointestinalis betegségek hatterében csak 1-2%-ban all
AMI[1], incidenciaja a tarsadalom 6regedésével parhuzamosan novekszik.[7,8]

1.1.1. A mesenterialis ischaemia osztalyozasa

A bélischaemia nevezéktana a
mai napig nem egységes. Az Mesenterialis ischaemia
osztalyozasok egy része az
érelzarodas tipusa alapjan allit
fel csoportokat (1. abra) [9],

o o i Occlusiv Non-occlusiv
mig masok kizarélag a korkép
patogenezisére koncentralnak,
és nem veszik szamitasba az Artérids Véns Ischaemias
€nas

idébeli lefolyast. Ebben az (s colitis
esetben nem deriil ki, hogy

Klinikailag akut, vagy kronikus

korlefolyassal allunk szemben.

[10]

Akut Kronikus

1. abra Az intestinalis ischaemia osztalyozasa az obstrukcié mechanizmusa

o, e , szerint. Forras: Lock G, Acta Gastroenterol Belg, 2002. [9
Etiologiai szempontbdl fontos g 3

megkiilonboztetni  az  ér-
elzarodasra  visszavezethetd Artérids
(occlusiv) és az elsésorban elzdrodds
keringési redisztriblicio talajan
kialakulo (non-occlusiv)
formakat. Az occlusiv forman

Embolus
"

Krénikus

Mesenterialis

ischaemia Mesenterialis

beliil is alapvetden mas

vénas
betegcsoportban novekszik az | i
g p o, L Ischaemias thrombosis
artérids €s a vénas elzarodas colitis - ~
Splanchicus

valoésziniisége, tekintve, hogy varokonstrikeid
az elébbi gyakran athero- (non-occlusiv)
sclerosis talajan alakul ki, mig

az utobbi Jellemzoen Coaglﬂo_ 2. abra Az Amerikai Gastroenterologiai Tarsasag javaslata az intestinialis ischaemia
pathiékhoz tarsul. Tekintve, osztalyozasara. Forras: Brandt LJ és Boley SJ, Gastroenterology, 2000. [1]
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hogy az AMI a siirgdsségi hasi korképek kozé tartozik, igy az Amerikai
Gastroenterologiai Téarsasag sajat ajanlasaban a klinikai tiinetekre fokuszalva osztotta az
intestinalis ischaemiat harom f6 kategoriara: (1) akut mesenterialis ischaemia, (2)
kronikus mesenterialis ischaemia, mas néven intestinalis angina és (3) vastagbél
ischaemia, mas néven ischaemias colitis (2.abra)[1]. Eszerint a klasszifikacio szerint, az
akut mesenterialis ischaemianak szamos tipusa van, tobbek kozott —artérias
thromboembolia vénas thrombosis és splanchnicus vazokonstrikcid, mas néven non-
occlusiv mesenterialis ischaemia (NOMI).

1.1.2. Az akut mesenterialis ischaemia patofiziologiaja

Az artérids kozépnyomads valtozasa, a splanchnicus keringésre gyakorolt hatdsa jol
ismert jelenség a patofiziologiaban. Enyhe véraramlasi zavar esetén az ischaemias
szovetek megnovekedett oxigén extractidja még képes kompenzalni a csokkent oxigén
kinalatot, amint azonban a véraramlas 30 ml/perc/100 g szovet ala esik, vagy az artérias
kozépnyomas 40-70 Hgmm ald csokken, az oxigén felvétel aramlas-dependenssé
valik.[11,12] A jelentés mikrocirkulacios tartalék-kapacitasnak kdszonhetden azonban
az elégséges mesenterialis keringés néhany 6rdn keresztiil fennall6 alacsony vérdramlas
¢és perflzids nyomas mellett is biztositott lehet. Oxigénszegény koriilmények kozott a
mesenterialis kapillarisok jelentés része megnyilik (minddssze 20-25%-a marad zarva),
ezért jelentOs karosodas csak késébb alakul ki.[13,14]

Az intestinalis keringést a szisztémds vérnyomds direkt hatdsan kiviil autoném
idegrendszeri, endokrin és parakrin szabalyozé mechanizmusok modulaljak a szervezet
mindenkori igényeinek megfelelden. Az autondm idegrendszer egymassal ellentétes
hatasu stimulusokat kozvetit, vazokonstrikciot és vazodilataciot is képes kivaltani. A
keringé endogén ¢és exogén catecholaminok elsédlegesen a mesenterium postcapillaris
venuldin fejtik ki hatasukat; azok constrictidjan keresztiil regulaljak a splanchnicus
teriiletek vérvolumenét. A renin, az angiotensin, a vasopressin, a thromboxanok és a
leukotriének (LT) képesek olyan erds, folyamatos vazokonstrikciot fenntartani, mely
NOMI-hoz és intestinalis necrosishoz vezethet.[15]

Az intestinalis ischaemia soran fellépé csokkent lokalis oxigéntenzid az oxigén
felhasznalas és kinalat kozotti aranytalansaghoz vezet. Kisérletesen igazolt, hogy
ischaemias-reperfuzids karosodas kovetkeztében kialakult instabil oxigenizacié mellett,
lipidek enteralis adasaval az intestinalis ischaemia stlyosbithatd. Ennek oka, hogy a
lipidek mas taplalék osszetevoknél jobban novelik a metabolikus igényt, és fokozzak a
nyalkahartya oxigén sziikségletét.[16]

Az akut mesenterialis ischaemia esetében — hasonloan mas szervek/szovetek iSchaemias
karosodasahoz — elsddleges és meghatarozo szerepet tolt be a mikrocirkulacié elégtelen
miikddése. A karosodd endothelsejtek, valamint aktivaloddé monocytak, leukocytak és
vérlemezkék egyarant fontos szerepet jatszanak a szervi specificitisnak megfeleld
lokalis és szisztémas reakciok elinditasaban.
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A folyamat legsulyosabb kdvetkezménye egyrészt az érintett bélszakasz irreverzibilis
karosodasa, elhaldsa lehet, masrészt az egész szervezetet érintd stlyos szisztémas
gyulladasos valaszreakcid (SIRS) alakulhat ki, mivel rovid id6 alatt igen jelentds
mennyiségli fehérvérsejt aktivacioja kovetkezhet be.[15,17]

Az ischaemias bélben aktivalodo neutrophilek, endothelsejtek, monocytak és
thrombocytak, gyulladasos citokineket termelnek (pl.: tumor necrosis faktor alfa (TNF-
a), interleukinek (IL), thrombocyta aktivator faktor (PAF), leukotriének). Ezek
kovetkeztében az E-selectin és a hozza hasonl6 endothelialis adhézidés molekuldk up-
regulacioja jon létre.[18] Ez az alapja a mikrothrombusok lokalis kialakulasanak,
melyek a leukocyta adhézio és a thrombocyta aggregacio kovetkeztében tovabb
késleltetik a reperfuziot.[19] Tovabba a karosodott endothelsejtek csokkent NO
termelése a vazodilataciot Kkarositja, a fellépé vazokonstrikcio miatt tovabbi
szervkarosodast okozhat.[20,21]

A reperfizié soran iS mas szovetekhez hasonld folyamatokkal talalkozunk. Az
ischaemias bél reoxigenizacidjat kovetéen az endothelsejteken beliill hatalmas
mennyiségli szabadgyok képzddik. Ennek hatterében az 4ll, hogy az ischaemia soran a
xantin dehidrogendz enzim — mely nagy mennyiségben fordul elé a nem- ischaemias
sejtekben — irreverzibilisen xantin oxidazza alakul, és a reperfuzio alatt a hypoxantin
metabolizmusat katalizalva nagy mennyiségli szabadgyokot szabadit fel.[22]
Feltételezik, hogy a bél reperfuzios karosodasra valo rendkiviili fogékonysaganak egyik

oka a xantin dehidrogenaz mesenterialis endotheliumban 1évé magas koncentracioja
lehet.[23]

10
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Akut Mesenterialis Ischaemia

Erelzarodas

Yenas pangas
Vasoconstrictio

véraramlas | cytokin felszabadulast
intraluminalis nyomas| szabad gyikik termelése
oxygén felhasznalas| erpermeahilitas T

\ Sejt-aktivacio /
Leukocyta-Endothel
interakcio
Mikrocirkulacios

karosodasok Bakterialis

transzlokacio

Ischaemia-reperfazios

karosodas
Lokalis
sk Irreverzibilis
intestinalis nekrozis
SIRS/DIC

Szisztémas
valaszok Tavoli szervek
karosodasa

3. abra Mesenterialis ischaemiat kovet6 lokalis- és szisztémas karosodasok kifejlddésének patogenezise.
Forras: Vollmar B et al, Arch Surg, 2011. [34]

A reperfundalt szovetben talalhatd aktivalt neutrophilekbdl szuperoxid szabadul fel (a
NADPH oxidaz, valamint az elasztdz és kollagenaz altal katalizalt reakciokbol),
valamint a myeloperoxidaz a peroxidokbol hypochlorid iont allit el6.[24,25] Ezek a
reakciok toxikus oxigén gyokoket eredményeznek (pl.: szuperoxid, peroxid és hidroxil
gyokok), melyek lipid peroxidacid utjan karositjak a sejtmembrant.[26] A szabadda
valo toxikus oxigén metabolitok és enzimek a szomszédos sejteket €s szoveteket tovabb
karositjadk. A reperfuzid soran, karosodott endothelium kovetkezteben megnd a
kapillaris-permeabilitds, ami intestinalis oedemat ¢és intraluminalis folyadék-
akkumulaciot eredményez.[27] A sériilt intestinalis mikrocirculacié és barrier-rendszer
nem képes eliminalni a nyalkahartya karosodas kovetkeztében transzlokalodo
baktériumokat, ezért a folyamat endotoxaemiahoz, bakteriemidhoz vezet.[28,29] A
lokalis kérosodas generalizalodasa kovetkeztében kialakulo SIRS és a bakteridlis
transzlokaci6 fontos szerepet jatszanak a tovabbi akut respiracios distressz szindroma
(ARDS) és a szivelégtelenség kifejlodésében is.[30-32] A SIRS/szepszis altal okozott
sokszervi elégtelenség (multi organ failure: MOF) bizonyitottan hozzajarul az akut
intestinalis ischaemia rossz progno6zisahoz.[33,34] (3.abra)

11
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1.1.3. Az akut mesenterialis ischaemia etiologiaja
1.1.3.1. Embolias eredetii mesenterialis ischaemia

A zsigeri erek embolisatioja a
mesenterialis ischaemia leggyakoribb
oka, az esetek 30-50%-aért
felel6s.[35,36] (4.4bra) A visceralis
embolia rizikofaktorai a pitvarfibrillacio,
a falmozgéaszavarhoz vezetd myo-
cardialis infarctus és a strukturdlis
szivbetegségek (pl. jobb-bal shunt). Az
akutan bekovetkez6 embolia tiinetei
gyors progressziot mutatnak, mivel
heveny kialakulas esetén a kollateralis
vérellatds lehetdsége korlatozott. A
hirtelen  kezdet és a  gyakori
diagnosztikus  késedelem  egyarant
hozzéjérul a korkép magas
haldlozasahoz, amely egyes koz-

4. abra (A) arteria mesenterica superioron végzett i . o .
embolectomia; (B) Aorto-mesenterialis bypass. lemények szerint a  70%-ot IS

Forras: dr. Kaliszky Péter és dr. Gyurkovics Endre

képanyagabol. SE I. sz. Sebészeti Klinika. elerhetl.[37] Erdekes megfigyelés, hogy

az arteria mesenterica superior ellatasi
teriilete gyakrabban van kitéve embolisationak, mint a truncus coeliacusé vagy az arteria
mesenterica inferioré, mivel ez utobbiak eredése kevésbé hegyes szoget zar be az
aortaval.

Az embolus tipusosan az artéria colica media eredésétdl distalisan akad el, megkimélve
az ischaemiatol a duodenumot és a colon transversumot. A distal felé elsodr6do
embolus a bélrendszeren foltos jellegli necrosist eredményez.[38,39] Az embolisatiora
visszavezethetd visceralis ischaemia miatt jelentkezd betegek altalaban hirtelen fellépd,
igen erés fajdalmat panaszolnak. A fizikalis vizsgéalat soran gyakran nem taldlunk
peritonealis izgalmi jeleket és izomvédekezést. Ezek 4altaldban csak késObb, a
bélinfarctus kialakulasa utan észlelhetdk, ezért meglétiik rosszabb prognozist jelez. A
klasszikus leirds ellenére csupan a betegek egyharmada jelentkezik a tipusos tridsszal:
hasi fajdalommal, véres széklettel és lazzal.[36,40] A mesenterialis ischaemia gyanuja
idében fel kell hogy meriiljon, kivaltképpen azon paciensek esetében, akiknél
fennéllnak az atherosclerosis rizikofaktorai. A gyani esetén mindenképpen szoros
observatio ¢€s sziikség esetén gyors beavatkozas indokolt.
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1.1.3.2. Thromboticus eredetii mesenterialis ischaemia

A mesenterialis ischaemia hatterében az embolia utan az artérias thrombosis a méasodik
leggyakoribb koroki tényezd.(5. abra) A kettd koziil mégis ez szamit veszélyesebbnek,
mivel egyes szerzok szerint mortalitasa akar a 90%-ot is elérheti.[37] Ennek hatterében
az allhat, hogy thrombosis esetén az elzarodas jellemzden proximadlisabban jon 1étre,
ezért altalaban hosszabb bélszakasz érintett, bar az érintett bélszakasz hossza és az
arteria mesenterica superior occlusio magassaga kozotti dsszefiiggés igen nagy egyéni
variabilitast mutat.[39] A betegek anamnézisére jellemz6, hogy gyakran kronikus
mesenterialis ischaemiaban szenvednek, illetve fellépett mar naluk koradbban
mesenterialis angina.[35,41] Ezek hatterében altalaban az arteria mesenterica superiort
besziikit6 atherosclerotikus plakkok allnak. Figyelemfelkelto tiinet a sulycsokkenés, a
hasi fajdalom és az étel-undor, melyek nem-specifikus el6jelei lehetnek a mesenterialis
ischaemia akut epizodjanak.

A vénas thrombosis ritkabban fordul el és halalozasi rataja is alacsonyabb (20-50%).
[42,43] Legtobbszor majcirrhosishoz, vagy portalis hipertenzidhoz tarsultan alakul ki,
de az etiologiai tényezdk kozott szamos hypercoagulabilitasra hajlamositd tényezd is
szerepel, mint példaul malignus koérképek, pancreatitis, oralis fogamzasgatlok szedése,
Leiden mutacio és egyéb oroklott thrombophilias allapotok (protein C deficiencia,
prothrombin mutacio, stb.), valamint a postoperativ iddszak/allapot.[36,42,44,45] A
mesenterialis vénas thrombosissal jelentkezé betegek mintegy felének szerepel az
anamnézisében mélyvénas thrombosis, vagy pulmonalis embolia.[40,42] A felsorolt
etiologiai faktorok, valamint anamnesticus adatok jelenléte esetén feltétleniil gondolni
kell a mesenterialis vénas thrombosis lehetéségére a hasi fajdalommal jelentkezé

betegnél.

5. abra (A) Thrombendarteriectomia és (B) foltplasztika az arteria mesenterica superioron.
Forras: dr. Kaliszky Péter és dr. Gyurkovics Endre képanyagabdl. SE 1. sz. Sebészeti Klinika.
A vérrég kialakulasi sebességétol fiiggben a vénas mesenterialis thrombosisra
vonatkozoan is megkiilonboztetiink akut és kronikus format. Akut thrombosisban a
fajdalom kifejezettebb és sokkal gyakrabban alakul ki manifeszt bélinfarctus. Kronikus
thrombosisban szenvedd betegek ritkan panaszkodnak jelentds fajdalomrol. A hosszabb
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korlefolyasra valo tekintettel, naluk joval gyakrabban alakulnak ki nyel6csé- vagy
gyomor varixok.[44]

1.1.3.3. Non-occlusiv ischaemia

Artériads, vagy vénas occlusio hianyaban is felléphet mesenterialis ischaemia Gn. low-
flow allapotokban. Az AMI etiologiai kozott a NOMI diagnozisa kizarasos alapon
nyugszik, amirél akkor beszélhetiink, ha mesenterialis ischaemia all fenn és nem
mutathatd ki az ereket elzar6 egyéb akadaly (embolus, thrombus). A NOMI
patogenezisében szerepet jatszanak azon mechanizmusok, melyek a zsigeri és periférias
esetén.[12,46] A NOMI rizikofaktorai kozott (szivelégtelenség, shock, dializis) fontos
megemliteni az atherosclerosist is. Tekintve, hogy az atherosclerosis szisztémas
betegség, gyakran talalhatoak az a. mesenterica superiort, inferiort és a truncus
coeliacust szlikité plakkok, melyek mar minimalis vérnyomascsokkenés esetén gatoljak
az intestinalis rendszer megfeleld vérellatasat. Boncoldsi leletek alapjan az
érelmeszesedés mintegy 30-50%-ban ezeket az ercket is érinti.[47] A plakkok jelenléte
altalaban nem okoz panaszt vagy klinikai tiineteket, és a boncoldsi adatok alapjén is a
populacié mindossze 0,01%-ban szerepel a halalokok kozott.[48,49] Az atherosclerosis
talajan kialakuld kronikus mesenterialis ischaemia mellett kiilonbozé gyogyszerek is
okozhatnak eltérd latencidval kialakuld6 NOMI-t. Ilyen készitmények példaul a
vasopressorok, a digitalis és a kokain, amelyek elsésorban eldzetesen meglévd 1€ziok

crcr

esetén vezetnek az ischaemia manifesztacidjahoz.[35]

Az intenziv osztalyokon széles korben elterjedt invaziv hemodinamikai monitorozas és
a jobb mellékhatasprofillal rendelkezé vazoaktiv szerek egyiittes alkalmazasanak
eredménye, hogy a NOMI incidencidja mintegy 50%-kal csokkent az elmult 40
évben.[50] Az alacsonyabb incidencia ellenére a NOMI magas mortalitassal jar a
diagnosztikus nehézségek ¢és a mar kialakult NOMI kezelésének gyakori kudarca
miatt.[51]

1.1.4. A mesenterialis ischaemia diagnozisa

A mesenterialis ischaemia felismerése nehéz feladatot jelent. A gyors diagnézis fontos,
hiszen a koérisme feléllitasanak elhizédasa, és a terapia megkezdésének késedelme
rohamosan roml6 kilatdsokhoz vezethet. Az azonnali beavatkozas szerepét
hangsulyozza az a megfigyelés, miszerint a tiinetek kevesebb, mint 12 o6rai fennallasa
esetén a bél életképessége megodrzésének az esélye 100%, azonban 12 és 24 ora
elteltével ez mar csak 56%, mig 24 6ran tul csupan 18%.[52,53] A CT-angiografia
diagnosztikai pontossaga feliillmulja a mesenterialis angiografiaét, ezért jelenleg ez az
els6 valasztandd modszer az akut mesenterialis ischaemia diagnézisaban. Erzékenysége
82-96% kozott van; specificitasa 94%.[54-57] Ezen diagnosztikus modszerek legfobb
hatranya azonban, hogy id6igényesek, magas sugarterheléssel jarnak és a
kontrasztanyag hasznalata miatt renovascularis tarsbetegségek esetén kontraindikaltak
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lehetnek. Ezért egy egyszerlibb, gyorsabb és kevésbé invaziv eljaras az akut
mesenterialis ischaemia diagnosztikdjanak egyik fontos kutatasi teriilete lehet. A
mesenterialis ischaemia felismerési nehézsége ellenére biztato elérelépések torténtek a
kozelmultban az AMI leendd biomarkereinek keresésében.[58,59]

- 1-FABP (Intestinal fatty acid binding protein, intestinalis zsirsav koté fehérje):
az I-FABP egy kisméretii (15kD), vizoldékony, cytoplasmaban talalhat6 fehérje, amely
a vékony- ¢és vastagbél érett enterocytdit felépitd proteinek jelentds részét (2%-at)
alkotja. Az enterocytak a FABP 3 izoformajat expresszaljak: intestinalis FABP (I-
FABP), ileum epesav koté fehérje (I-BABP) és maj FABP (IL-FABP). Az I-FABP
egyediil a vékonybélbolyhok villusainak cstiicsan fordul eld, és normadlisan nem
mutathat6 ki a periférias keringésben.[60] Az I-FABP részt vesz az intracellularis puffer
rendszer mitkddésében, valamint a hosszl szénléncu zsirsavaknak az enterocyta apikalis
membranjardl az endoplazmatikus retikulumba torténd transzportjaban, ahol az dsszetett
zsirsavak bioszintézise torténik.[61] Pelsers és mtsai.[60] arrol szamoltak be, hogy
legnagyobb szamban a jejunumban €s a colon alsé részeiben talalhatok. Az I-FABP
amellett, hogy magas koncentraciéban van jelen az enterocytakban, igen érzékeny a
korai ischaemiara. Mesenterialis ischaemiaban, amikor a bélhamsejtek membranjanak
integritdsa megszlinik, az I[-FABP a keringésbe keriil, majd a vizeletben
koncentralodik.[62] Ennélfogva az I-FABP egy jol mérhetd, mind a periférias vérbdl,
mind a vizeletbdl kimutathaté szenzitiv markere a bélischaemianak. Tobb human
vizsgalat igazolta, hogy a szérum I-FABP szintje megemelkedik a. mesenterica superior
occlusioja esetén.[62-66] Klinikai gyakorlatban torténd alkalmazhatosagat limitalja,
hogy szérum I[-FABP emelkedésr6l nem csak a vékonybél ischaemiads karosodasa
kapcsan szamoltak be, hanem a bélrendszer mucosajat érintd non-ischaemias
megbetegedések kapcsan is.[67] Azt is figyelembe kell venni, hogy az I1-FABP vizeletbe
torténd gyors kivalasztisa (plazmafelezési ideje mindossze 11 perc) és koncentralodéasa
kovetkeztében a vizelet I-FABP tartalmanak meghatarozasa alkalmasabb lehet a
diagnosztika soran, mint a plazmakoncentracio.[62]

—>d-laktat: a laktat minden izoformaja a pirosz6ldsav lebomlasa soran keletkezik
specifikus laktdt dehidrogendzok hatasara. Az I-laktat dehidrogendz mikoddése 1-
laktatot, a d-laktat dehidrogendz miitkodése d-laktatot eredményez. Az emldsok szovetei
nem termelnek d-laktatot, az exogén forrasbol keringésbe keriild6 molekulat pedig a
szervezet csak nagyon lassan képes metabolizalni. A laktat d-sztereoizomere bakterialis
fermentacido eredménye. Kimutattak, hogy a d-laktat termelésében a gastrointestinalis
traktust kolonizald, normal flérahoz tartozé Escherichia coli, Lactobacillus, Klebsiella
és Bacteroides speciesek vesznek részt.[68] Alacsony koncentracioban egészséges
személyek vérében is kimutathatd kevés keringd d-laktat, azonban a bélnyalkahartya-
barrier sériilése, ezaltal ateresztOképességének megndvekedése esetén a molekula
szérumszintje jelentésen megemelkedhet. A zsigeri ischaemia egyik legkorabbi jelének
a permeabilitas fokozodasat tartjak, ennélfogva a plazma d-laktat szintjének emelkedése
alkalmas lehet a bélrendszer karosodott vérellatasanak monitorozasara. Ischaemia
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hatasdra a szervezet elvesziti védekezOképességét a bakteridlis tulszaporodéssal
szemben, igy a mesenterialis ischaemianak kitett bélszakasz lumenében a baktériumok
szama jelentésen emelkedik. A baktériumok proliferdcidja az anyagcseréjiik
fokozodasaval, ezaltal novekvd d-laktat termelddéssel jar egyiitt. Az emldsok nem
rendelkeznek a d-laktat gyors lebontasahoz sziikséges enzimrendszerrel, igy a molekula
gyakorlatilag valtozatlan koncentracioban keriil a portalis érrendszeren keresztiil a
periférias vérbe, melybdl ezaltal mar a betegség korai stadiumaban kimutathato.
Altalanossagban tehat a d-laktat felszaporoddsa a szisztémas keringésben intestinalis
ischaemia kovetkeztében fellépd fokozott bélfal permeabilitasra és a vastagbél
baktériumflorajanak talszaporodasara utal. A d-laktat a klinikai gyakorlatban hasznos
marker lehet a bélrendszert érinté inzultusok korai diagnosztikdjaban.[69,70] Az
eredmények értékelését nehezitheti, hogy malabszorpcids szindromak esetében az
emésztetlen, vagy részlegesen emésztett szénhidratok megnovekedett mennyisége miatt
a vastagbelet kolonizald baktériumok fermentacidja sordn is d-laktat termelddik, mely a
vérbe keriilve emelkedett plazmakoncentraciot, ezaltal fals pozitiv eredményt adhat.[71]

—>claudin-3: az egy sejtrétegbdl felépiilé intestinalis epithelium biztositja a hatart az
intraluminalis béltartalom és a steril vérkeringés kozott. Ezért a barrier funkcidért az
intracellularis tight junction struktirdk és alkotorészei feleldsek. A claudinokrol
bebizonyosodott, hogy a legfontosabb tight junction-t alkoté6 molekulak koz¢é tartoznak,
és egészséges bélham esetén nagy szamban talalhatok a szomszédos epithelsejtek
kozott.[72] A claudin csalad 24 ismert tagbol all, melyek feloszthatok porusképzé és
barrierképz6 alcsoportokra. Az epithelsejtek szovetspecifikus modon tobbféle claudint
expresszalhatnak, jellegzetes féligatereszté barriert hozva létre. A barrierképzd
claudinok alcsoportjaba tartozé claudin-3 er6sen expresszalodik az intestinalis
epithelsejtek membranjan.[73] Vizsgalatokkal igazoltdk, hogy a vékonybél
integritasanak sériilése esetén a vizeletben kivalasztott claudin-3 szintje megemelkedik.
alkalmazhatosagat a mesenterialis ischaemia kovetkeztében kialakult intestinalis tight
junction karosodas detektalasara. A vékonybélbolyhok csucsan elhelyezkedd
epithelsejtek a mesenterialis ischaemiara fokozottan érzékenyek. Az altaluk expresszalt,
tight junction-6k felépitésében részt vevo claudin-3 kiemelt szerepe abban rejlik, hogy
rendkivill szenzitiv mutatdja lehet az akut mesenterialis ischaemianak mar a korai
stidiumban is, amikor a bélfal tobbi rétege még nem érintett. Az eredmények
értekelésekor figyelembe kell azonban venni, hogy a mddszer specificitdsa alacsony,
szdmos egyéb gastroenterologiai betegség (gyulladdsos bélbetegségeket, necrotizald
enterocolitis) is jarhat tight juction vesztéssel, ezaltal a vizelet claudin-3

crer
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1.1.5. A mesenterialis ischaemia ellatasa

Mesenterialis ischaemidra gyanus esetekben elsé 1épés a betegek adekvat volumen
terapidja, mivel a visceralis ischaemiat kdvetd reperfuzi6 esetén tapasztalhato ,,capillary
leak” igen jelentds folyadék deficithez vezet. A kialakuld hypovolaemias, majd
szeptikus shock miatt a betegek egy része keringéstamogatast is igényelhet, mely soran
a visceralis ischaemia sulyosbodasanak elkeriilése érdekében, a B-agonista adrenerg
szerek (pl. dopamin) részesitend6k elényben.[35] Figyelembe véve, hogy az ischaemia
gyakran vezet bakterialis transzlokacidhoz, széles spektrumu antibiotikumok (pl.
imipenem) empirikus adasa, valamint szelektiv digestiv decontaminatio (nem felszivodo
antibiotikumok — mint példaul rifaximin, neomycin, vancomycin vagy polymixin E —
alkalmazasa a patogén mikroorganizmusok szelektiv eradikalasara) javasolt.[74] A

crer

beallitasa.[35,75]

A sebészi beavatkozds mindazon betegek esetében indikalt, akiknél bizonyitottan
fennall bélischaemia — fliggetleniil annak etiologidjatol. Az artériat érintd betegségek
megoldasara szamos technika Iétezik, koztiik nyitott sebészi ellatds, valamint
endovascularis manipuldciok. Manapsag a tendencia a stentbeiiltetéssel jard percutan
transluminaris angioplastica irdnyaba mutat, bar ennek hatékonyabb volta egyértelmiien
nem bizonyitott a stentbeiiltetés nélkiil végzett angioplasticaval szemben.[76-78]

Artérias keringési elégtelenség fellépése esetén szoba jon az embolectomia, az
angioplastica (PTA), trombendarteriectomia (TEA) foltplastica mellett és a
mesenterialis bypass miitét is. A bypass kialakithatd anterograd modon, a truncus
coeliacus feletti aortaszakaszbol (amely az atherosclerosistol éltalaban megkimélt)
kiinduléan, de megoldhaté az iliacalis erek feldl is, retrograd moédon. Néhany centrum
az elobbi technikat javasolja, mivel a retrogrdd graftok hajlamosabbak az
elzarodasra.[79,80] Akut feltaraskor — hacsak a bél nem sulyosan necrotikus — érdemes
a resectio eldtt elvégezni a revascularisatiot, és ezt kovetden ujra megvizsgalni a belek
vérellatottsagat és életképességét. A bypass graftok tipusat tekintve kiilonb6zd
lehetdségek allnak rendelkezésre. A megforditott vena saphena graftok megfelelobbek
az elhalt bélbdl szarmazo contaminatio fellépése esetén [81], mivel kevésbé hajlamosak
az infekciora, a szintetikus a. mesenterica graftok azonban idétallobbak. Bar nem
késziilt még randomizalt vizsgalat a szintetikus ¢és az endogén graftok
Osszehasonlitasara, a legmodernebb szintetikus graftok kedvezébb eredményeket
hozhatnak.[82-84] A szintetikus graftok alkalmazéasa azt az eldnyt is magaban rejti,
hogy elagazo graftok hasznalataval lehetévé valik a truncus coeliacus €s az arteria
mesenterica superior szimultan revascularizatioja egyszeri aortotomian keresztiil.

A konzervativ kezelés zaszloshajoja a szisztémas anticoagulatidé maradt. Az irodalmi
adatok alapjan a heparin korai alkalmazasa javitja a talélési esélyeket.[43,85] A heparin
készitmények adasa a postoperativ szakban is folytatandd, a vérzésveszély elmultaval.
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A hossztava anticoagulalds mind az embolia, mind a thrombosis talajan kialakult
mesenterialis  ischaemiat  kdvetden  ajanlott az  ismétlddés  rizikdjanak
mérseklésére.[35,86] Tovabba minden beteget ki kell vizsgalni hypercoagulabilitassal
jar6 allapotok, mint a beteg tovabbi ¢életvitelét befolyasold etioldgiai tényezdk iranyaba.

1.3. A bél ischaemias-reperfuzios karosodasa

Nyugalomban a gastrointestinalis traktushoz a perctérfogat 10-15%-a jut és ennck a
vérmennyiségnek a 70-90%-at a mucosa €s a submucosa haszndlja fel. Normal
kortilmények kozott a splanchnicus perfuzidt lokalis medidtorok szabélyozzak, példaul
az adenozin, a nitrogén monoxid, a prosztaglandin-E; és -I,, valamint a hisztamin. A
szisztémas keringésben jelen 1évé medidtorok szintén jelentds hatdst gyakorolnak a
perfuziora. A szimpatikus idegrendszer stimulédldsa aktivalja a splanchnicus keringésben
talalhato adrenerg receptorokat, amely vazokonstrikcidhoz vezet. A keringé mediatorok,
példaul a gastrointestinalis hormonok (gastrin, cholecystokinin, glucagon) fokozzak a
gastrointestinalis ~ vérdramlast, ezzel szemben az angiotenzin II  potens
vazokonstriktorként ismert.

A vérellatds megsziinése ischaemias karosodast eredményez, amely a metabolicusan
aktiv szovetek esetén gyorsan kialakul. A hasi szervek koziil a bélrendszert tartjak
leginkabb érzékenynek az ischaemias-reperfuzios (IR) karosodasra.[87,88] Ennek egyik
oka, hogy a mikrovillusok csucsan elhelyezkedd enterocytak rendkiviil érzékenyek az
ischaemidra. Eredetileg azt feltételezték, hogy ennek hatterében az all, hogy ezek a
sejtek a centralis arteriola oszlasanak végénél helyezkednek el, amely a kriptakhoz
képest alacsonyabb oxigén tenzioju vért tartalmaz.[89,90] Egy ujabb vizsgalat azonban
kimutatta, hogy az enterocyta ischaemids ¢érzékenysége annak differencialtsagi
allapotatol fiigg.[91]

Paradox modon a véraramlas 0jboli megindulasa olyan eseménysort indit el, amely
tovabbi sejtkarosodast eredményez, ezt nevezziik reperfuzios karosodasnak. A
reperflzids karosodas mértéke gyakran meghaladja az eredeti ischaemias inzultusét. Az
ischaemia soran lezajlott molekularis ¢és biokémiai valtozasok szabadgyokok
képzddéséhez vezetnek, amelyek a véraramlas Ujboli meginduldsakor medidljak a
tovabbi karosodasokat.[17,92] A reperftizio soran a gyulladasos folyamatok direkt
modon rontjak a splanchnicus teriileten a microvascularis perfuziot azéltal, hogy a
kapillarisokban mechanikus akadaly kialakulasat segitik (pl. a neutrophil-kitapadas és
thrombocytaaggregatio serkentése révén), vagy modositjak a parakrin vazokonstriktor
¢és vazodilatator mediatorok felszabadulasat, lokalis vazokonstrikcid iranyaba terelve a
folyamatot.

A mitochondriumok sériilése, a csokkent ATP termelés kovetkeztében meghatarozo az
IR karosodas kiterjedése és a regeneracios potencial szempontjabol.[93] A karosodas
mértékét alapvetden befolyasoljadk tovabbd az oxigén tartalmi szabadgyokok, a
vasraktarak felszabaduldsa, a mikrocirkulacios elégtelenség mértéke, a gyulladasos
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citokinek, a complement aktivacié és a sériilés helyén tapasztalhato neutrophil
granulocytas infiltracio.[94,95] Az enterocytakrol kimutattak, hogy foképpen szepszis,
endotoxémia, haemorrhagias shock ¢és trauma esetén termelnek nagy mennyiségi
citokint.[23,96-100] Bizonyitott, hogy az ischaemids-reperfuzios karosodasnak Kitett
bél mucosalis rétege szamos akutfazis-fehérje, gastrointestinalis hormon ¢és citokin
termelOddési helyévé valik, melyek tavoli szervek funkcidjara és integritasara is hatéassal
vannak.[101-104]

1.3.1. A bél ischaemias-reperfiizios karosodasaban résztvevo mediatorok

Xantin oxidaz és oxigén tartalmu szabadgyokok

A xantin oxiddz (XO) egy nagyon sokoldalti enzim, amely fontos szerepet tolt be a
purin nukleotidok katabolizmuséban. Emlésokben a xantin dehidrogenaz (XDH) XO-z4
reverzibilis és irreverzibilis modon is atalakulhat.[22] Az ischaemias peridodus alatt a
sejtek ATP készlete felhasznalodik és hipoxantin halmozodik fel. Emellett a hypoxia
triggerként hat a XDH szabadgyok termelé XO-za vald alakulasaban.[105] Az ATP
keresztiili passziv iondramlast eredményezve. K* és Mg?* aramlik ki a sejtekbél, Na,
Ca®* és viz bearamlassal egyidejiileg, ami a sejtek duzzadasihoz vezet. A
megnovekedett intracelluléris Ca®*-szint egyik fontos kovetkezménye egy calcium-
dependens proteaz aktivalodasa, amely a XDH-t XO-z4 hasitja. A reperfazio alatt a
molekularis oxigén 0jbol bejut a sejtekbe, ahol a hipoxantinnal és a XO-zal reakcioba
lépve oriasi mértékii szabadgyok termeléshez vezet, példaul szuperoxid anion (0%),
hidrogén peroxid (H,0,) keletkezik.[106] (6.4bra)

Fiziologias koriilmények kozott a szuperoxid anion karositd hatdsait a szuperoxid
dizmutdz (SOD) kivédi, mivel a O%t, H,0,-dé4 alakitja.[107] Az IR karosodés soran
azonban ezek a természetes védelmi mechanizmusok csédot mondanak. A O
Oonmagaban egy relative alacsony energiaju szabadgyok, de ez a molekula a felelés a
rendkiviil reakcidképes hidroxilgyok (OH) képzddéséért. A OH™ a sejtmembran
foszfolipidjeinek zsirsav oldallancat megtamadva lipid peroxidacion keresztiil jelentds

crcr

eredményezheti.[108,109]
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6. abra A xantin-oxidaz altal termelt szabadgyokok kialakulasanak 1épései.
Forras: Pacher P et al, Pharmacol Rev, 2006. [106]

Endothelinek

Az endothelinek (ET) wvascularis endothel eredetii, peptid szerkezetii, potens
vazokonstriktorok.[110] A harom aktiv isoforma (ET-1, ET-2 és ET-3) koziil az ET-1 a
ma ismert leger6sebb endogén vazokonstriktor anyag.[111,112] Kisérletesen az ET-
receptor antagonistdk szamottevd védelmet biztositanak a bél ischaemias-reperfuzios
karosodasa ellen.[113,114] Hatasukra csokken a mucosalis laesiok kiterjedése, n6 a
vérataramlas és a mucosalis ATP-szint, valamint a csokken a leukocyta-adhézio.[115-
117]

Polymorfonuklearis neutrophilek (PMN)

A PMN-ek jelentds szerepe az ischaemias-reperfuzios karosodas patomechanizmuséban
széles korben elfogadott.[23,24,118] Egy vékonybél-transzplantaciés modellben
submucosus venulakban lezajlo leukocyta-endothelium interakcié volt felelds.[119] A
PMN altal kivaltott hatasok és a beldliikk felszabadulé mediatorok, illetve enzimek a
gyulladasos reakcio szerves részét képezik. A leukocytakat szamos chemotacticus anyag
vonzza a karosodas teriiletére. Koziiliik a sejtes eredetii LT-B4, PAF, IL-1, TNF-a és
IL-8, valamint kiilonb6z6 sejtvonalak novekedési faktorai, illetve a plazma eredetii
komplement kaszkad elemei (C3a, C4a és C5a) emelenddk ki.
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Az emlitett vegyiiletek hatdsara az aktivalt neutrophilek szuperoxidot ¢és
hidrogénperoxidot termelnek, illetve myeloperoxidazt szekretalnak:
OCI' + H,0, —» CI' + H,O + O,

Az endothelsejt-adhéziot tobb 1épéses folyamat teszi lehetové: az L-selectin hatasara a
neutrophilek megtapadnak, majd a sejtadhézios B2-integrin receptorai upregulalodnak
¢és lassan gordiilnek (,rolling”) az érfalon. A B2-integrin ligandja az endothelialis
ICAM-1 (intercellularis adhéziés molekula-1), mely molekuldk kapcsolodasaval a
neutrophilek kitapadnak és a szovetbe migralnak.[95,120,121](7.4bra)

| Integrinek |

I— Szelektinek—’

P-szelektin CD11/CD18 ICAM-1 o
Interstitialis
tér
Szoros kapcsolat/ . .
Laza“ka{)c,s (:!at 2 .p. . Diapedezis
(5, gordiilés”) adhézio

7. abra A neutrophil granulocytak kitapadasa és szoveti migracioja 1. endothelialis selectinek upregulacioja és
kapcsolodasa a leukocytak felszinén talalhato oligoszacharidokkal; 2. integrinek aktivacidja és endothelialis
receptorukhoz (ICAM-1) vald kot6dése; 3. kilépés az érpalyabol.

Forras: Collard CD et al, Anesthesiology, 2001. [121]

Az ICAM-1 emelkedett expressziojat epithelialis és endothelialis citokinek (TNF-a, IL-
1) indukaljak, melyek termelédése IR soran fokozodik.[120,122] A folyamat
eredménye: leukostasis és ,fehérvérsejt-dugok” kialakuldsa, mely akadalyozza a
mikrokeringést. A kitapadd fehérvérsejtek komoly &aramlasi akadalyt képeznek a
kapillarisokban, mely hozzéjarul a reperfiiziéo utdni mikrokeringési elégtelenség, a no-

reflow jelenség kialakulasahoz.[123,124]

Complement rendszer

Szamos allatkisérlet és human vizsgalat foglalkozik a complement rendszer vékonybél
IR karosodasban betoltott szerepével.[125-130] A P-selectinrél kimutattak, hogy az
intestinalis nyalkahdartydn complement (C5b-9) lerakddast okoz, és ezen keresztiil vesz
részt az IR karosodas medialasaban.[131,132]

21



DOI:10.14753/SE.2015.1819

A complement kaszkad aktivalodéasa potens gyulladdsos események sorozatahoz vezet.
Fokozddik tobbek kozott az ICAM-1, a TNF-a és az IL-1 gén expresszidja, valamint
tovabbi gyulladasos citokinek is upregulalodnak.[125] Tovabba kimutattak, hogy a
complement rendszer medialja az intestinalis iNOS enzim upregulatiojat és csokkenti a
mitochondrialis SOD szintjét, valamint a Cu/Zn SOD aktivitasat.[133]

1.3.2. Bakterialis transzlokacio

A gastrointestinalis traktus a tapanyagok felszivodasan tal alapvetd szerepet jatszik az
endokrin, az anyagcsere ¢és az immunologiai homeosztazis biztositasaban. Tovabba a
bélnyalkahartya jelenti az egyetlen hatart az intraluminélis patogének és a szervezet
,belsd” steril milidje kozott. A barrierfunkcid hdromszintli fenntartdsdhoz nagyban
hozzéjéarul a normal flora (,,0koldgiai” barrier), az epithelréteg integritasa (mechanikai
barrier) és a szekretoros IgA, illetve bélhez kapcsolddd limfoid szévet (GALT, mint
immunbarrier).[134,135]

Mesenterialis ischaemia-reperfizié soran a bélnyalkahartya epithelsejtjei altal alkotott
barrier réteg sériil. Az epithelsejtek kozti szoros kapcsolatot (tight junction) felépitd
fehérjék (claudinok, zonula occludens) [128,136-138] expresszidja és lokalizacioja
valtozik, ami fokozott bélpermeabilitdst eredményez. A csokkent bélbarrier funkciot a
lokalisan felszabadult nagy mennyiségli gyulladasos citokinek (IL-1pB, IL-6, TNF-a)
tovabb  rontjak.[128,139] Az intestinalis florat koriilhatarolo, unicellularis
epithelsejtréteg kéarosoddsa esetén baktériumok keriilhetnek a véraramba, amelyek
késdbb stlyos szepszishez és sokszervi elégtelenséghez vezethetnek.[140-144] A
klasszikus definicid szerint bakteridlis transzlokacionak nevezziikk az ¢életképes
baktériumok bélnyalkahartya-barrieren vald atjutasat akar a mucosaba, akar egyéb,
extraintestinalis szovetekbe. A megfigyelés, miszerint a bélfalban olyan gyulladasos
vagy toxikus vegyiiletek képzddnek, amelyek képesek a baktériumokhoz hasonld
szisztémas gyulladasos valaszreakciot kivaltani, szélesitette a bakteridlis transzlokaciod
definicidjat. Az ujabb felfogas szerint bakteridlis transzlokacié az életképes vagy
¢lettelen baktériumok, illetve azok alkotoelemeinek (LPS) vagy toxikus termékeinek
epithelsejtrétegen torténd atjutasa.[145,146] (8. abra)

A mai napig nem tisztadzott a baktériumok szorddasanak Utja. Abban megegyezik az
irodalom allaspontja, hogy elsé 1épcsdben a mesenterialis nyirokcsomok kolonizacioja
torténik meg. Egyes szerzok foként haematogen szorodasrol beszélnek,[142,147] mig
masok a lymphaticus rendszeren keresztiil torténd terjedést tartjak elsddlegesnek.[143]
Bar a bakterialis transzlokacidé patogenezisének Iépéseit illetben eltérd hipotézisek
meriiltek fel, az ezt kdvetd események sorozata jol koriilhatarolhato klinikai korlefolyast
kovet. A mucosa kolonizacidja kezdetben a nyalkahartya helyi gyulladasat valtja ki,
amely limitalt, lokalis immunvalaszt eredményez a bélhez kapcsolodd lymphoid szovet
immunsejtjei révén. A lokalis folyamat progresszidja, valamint a baktériumok (akar
haematogen, akar lymphogen) disszeminacioja ugyanakkor intenziv stimulust jelent az
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immunrendszer szdmara, amely a szervezet gyulladdsos egyensulyanak eltolodasahoz
vezet. Az igy fellépd szisztémads gyulladasos vélasz szindroma, a potencialisan parosuld
bacteriaemiaval (szepszis) egy talzott proinflammatorikus reakciot idéz eld, amely
hosszi fennallasa esetén a tobbszervi mikodészavar (MODS — multiple organ
dysfunction syndrome), illetve tobbszervi elégtelenség (MOF — multiple organ failure)
allapotahoz vezethet.

bél lumen

e3

YR = Q\ >
W) Zf x; Y, lz/.w\ ), l/tj? i) ,LI‘).:.‘.: j

3 SH > | intestinalis

. | epithelialis

O P o /1 sejtek réteg

~
N

karosodott
sejt

mesenterialis

nyirokcsomé

aerob baktérium
\ (\_’—\
\’( \ k \ aktivalt . N
i monocyta _ proinflammatorikus
R ( A cytokinek termelése
, / S

hematogén
lymphogén szérédas

o B vérerek

\ = /"’}_\/ nyirok utak

8. abra Bakterialis transzlokacio patogenezise. Forras: Rosero O és mtsai., Orv Hetil, 2014. [74]
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1.3.3. Toll-like receptorok szerepe mesenterialis ischaemia kapcsan

velesziiletett immunitas részét képezo, transzmembran fehérjék. Feladatuk a sztereotip,
mikrobialis antigénmintazatok — azaz Pathogen Associated Molecular Pattern (PAMP) -
szelektiv felismerése.[148] Egyes, evoluciésan konzervalt mikrobialis, valamint
ujabban felismert endogén ligandjaik szelektiv megkdtését kovetden aktiv allapotba
keriilnek. Ezzel olyan jelatviteli utakat inditanak el, amelyek eredményeképpen aktivalt
transzkripcidés faktorok kapcsolddnak a sejt DNS-éhez, befolyasolva a célgének
transzkripcidjat. Az érintett gének expresszidjanak valtozasa proinflammatorikus hatast
fehérjék fokozott termelddéséhez vezet, amely a szovet/szervezet gyulladasos
egyensulyanak eltolodasat okozza.[149]

A TLR-ek kiilonb6zé immunsejtek mellett sok mas sejttipus felszinén is
kimutathatok.[148,150] Megtalalhatok neutrophil granulocytak [151], makrofagok
[152], dendritikus sejtek [153], B-limfocytak [154], membranjaban; ugyanakkor
epithelialis sejtek [155], fibroblastok [156], keratinocytak [157], sima-[158] és
vazizmok [159], valamint bizonyos neuronok[160] is expresszalnak TLR-okat
felsziniikon.

Jelen ismereteink szerint az 6sszesen 11 human-, valamint 13 féle egér TLR-receptor
specifikus ligandjaik alapjan harom csoportba sorolhatok.[161,162] (1.tablazat)

TLR-1+TLR-2 triacilalt lipopeptidek
- li liszachari
TLR-4 ipopoliszacharid LIPID
TLR-6 + TLR2  diacilalt lipopeptiQek, gon_lba _eredqtﬁ zZymosan
mycoplasma lipopeptid, lipoteicholsav
- baktériumok csillo alkoto fehérje (flagelli ,
TLR-5 aktériumo cs% loa oto fe CI"J.C( agellin) FEHERIE
TLR-11 "profilin-szer" fehérje
TLR-3 kettds szalu virdlis eredetli DNS
TLR-7 egyszalu viralis RNS
TLR-8 egyszalti viralis RNS NUKLEINSAV
TLR-9 nem-metilalt CpG DNS

1. tablazat A human toll-like receptor altipusai és exogén ligandjai. Forras: Athina S, Front. Immunol, 2013. [162]

Ujabb kutatasok soran felfedezték azonban, hogy a TLR-ek jol ismert exogén ligandjain
kiviil specifikus endogén vegyiiletek is rendelkeznek agonista hatassal, ezeket DAMP-
ként (damage-associated molecular patterns vagyis veszély-asszocialt molekularis
mintazatok) ismeri az irodalom.[163] Ezek kozott szerepel a kis molekulastlyu
hialuronsav, mely az extracellularis matrix (ECM) fontos alkotoelemeként szerepld
hialuronsavbdl hasad le UV fény-, illetve hialuroniddz enzimaktivitds hatdsara. Tovabba
a fibrinogén, fibronektin, heparan-szulfat, HMGB-1, valamint egyes hésokkfehérjék
(HSP) is képesek a TLR-ek, legfoképpen a TLR-4 receptor aktivalasara. (2.tablazat)
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Hésokkfehérje-60/-70 [164,165], HMGB-1 [166],

TLR-2 Endoplasmin[167], Hyaluronsav[168]
TLR-3 Sajat RNS[169]
Hésokkfehérje-22/-60/-70/-72 [164,165,170,171], HMGB-1 [172],
TLR-4 Endoplasmin [167], Fribrinogén [173], Heparan-szulfat [174],
Fibronektin [175], Hyaluronsav [176], Feliiletaktiv fehérje-A[177]
TLR-7/-8 Sajat RNS[178]
TLR-9 Sajat DNS[178]

2. tablazat A human toll-like receptor altipusai és endogén ligandjai. Forras: Yu L et al, J Cell Mol Med, 2010. [163]

Ez figyelemre méltd tény abbol a szempontbdl, hogy szoveti sériilés, proteolizis,
valamint IR karosodas soran az ECM sériil, alkotoéi — igy a hialuronsav, fibronektin,
heparan-szulfat — hasadnak, illetve a szovetkdzti térbe keriilnek. Tovabba a sejtkarosito
hatas — foként IR soran— a HSP-k intracelluldris mennyiségét noveli, igy a karosodott
sejtekbl a HSP-k szintén a szdvetkozti térbe juthatnak, mint a vérbdl szdrmazd
fibrinogén ¢és heparan-szulfat. Ezen folyamatok soran az ECM-be keriild emlitett
vegyiiletek pedig a TLR-ok endogén ligandjaként funkcionalva képesek meginditani az
ezeken keresztiil zajlo szignaltranszdukciot. A TLR-rdl indulo jelpalyak eredménye az
NF-kB és AP-1 transzkripcios faktorok magi transzlokacidja, aminek kovetkeztében
megnd egyes proinflammatorikus hatasu vegytiletek — igy példaul az IL-6, IL-1 és TNF-
a — szintézise.[179-181] A mechanizmus eredményeképpen a sériilt szovetekben steril,
antitest-independens gyulladas, illetve a TLR-medialt szignaltranszdukcio fokozodasa
johet létre mikrobialis fert6zottség hianyaban is.[161]

A kiilonbo6z6 szervek IR karosodasanak mértéke, valamint az adott szerv TLR-receptor
expresszidja Szoros osszefliggést mutat. A legtdbb szerv — ugy, mint, maj, agy, sziv,
vese — esetében pozitiv korrelacid igazolhatdé az IR karosodas és a TLR-kifejezddés
kozo6tt.[161,182-184] Ennek lehetséges magyarazata, hogy az IR karosodas soran,
foként az ECM sériilése kovetkeztében, annak karosodott alkotdi a TLR-receptorok
endogén agonistaiként mikodve aktivaljak a TLR-jelpalyat.[185] A TLR-
szignaltranszdukci6 eredményeként termel6d6 proinflammatorikus vegyiiletek, valamint
immunfolyamatokban 1étrejové valtozdsok a szerv gyulladasdnak fokozodasat
eredményezik. Igy a TLR-jelpalya képes lehet erSsiteni az IR soran kialakulo kezdeti
karosodast, ami mint egy circulus vitiosus tovabbi szervkarosodast hoz 1étre.[182,186]
Meglep6 azonban, hogy a bél esetében mas a helyzet. A bélrendszerben egy allando
»steady state” TLR-expresszi6 van jelen, amit az irodalomban, mint ,kontrollalt”
gyulladasos allapotot emlitenek.[187-189] Ennek a — mas szerveknél tapasztaltaktol
eltéré — megfigyelésnek a hatterében a fizioldgias viszonyok kiilonb6zdsége allhat. Mig
az agy, a sziv, a m4j, valamint a vesék allomanyéaban fiziologias koriilmények kozott
minimalis a TLR-ek kifejezddése, addig a bél esetében ezen receptorok konstitutivan
expresszalodnak. A béllumen kommenzélis florajanak allando TLR-aktivald hatasa
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ugyanis nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a szerv védelmében a kiilsd karositd
hatasokkal szemben.[188] Mesenterialis IR-t kovetéen azonban felborul az egyensuly az
intraluminalis patogének és a lokalis védekezd rendszer kozott, ami fokozott TLR-
expresszidban mutatkozik meg. A tulzott TLR-expresszid mar nem a béllumenben 1évo
patogének elleni védekezést szolgalja, hanem egy gyulladdsos valaszt indukélva az
elébb emlitett circulus vitiosus kialakulasat eredményezheti.[190,191] (9.4abra)

Karosito hatas
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9. abra A karosito lancreakcio patogenezise.
Az artalmas inger (korokozok, sériilés, ho, autoantigének) szoveti karosodast okoznak, ami DAMP molekulak
felszabadulasahoz és a TLR szignal aktivaciojahoz vezet. Ennek kovetkeztében a proinflammatorikus mediatorok
koncentracidja emelkedik, ami tovabbi szdveti karosodast és DAMP molekulak fokoz6do képzodését eredményezi
(DAMP: veszély-asszocialt molekularis mintazat). Forras: Piccinini AM et al., Mediators Inflamm, 2010. [401]

1.3.4. Szisztémas szovodmények

Az ischaemias-reperfuzids kéarosodasnak kitett bél mucosalis rétege szdmos citokin
termelddési helyévé valik, melyek tavoli szervek funkcidjara és integritasara is hatassal
vannak. A szabadgyokok robbandsszerii képzodése, a PAF és leukotriének szintjének
génexpressziojat eredményezi szamos sejttipusban.[23,192,193] Ez egy sor
proinflammatorikus citokin (IL-6, IL-1, TNF-a) és adhézios fehérje (ICAM, VCAM, E-
selectin, P-selectin) termeléséhez vezet.[194,195] A reperfizid soran visszatérd
vérarammal ezen mediatorok szisztémas disszeminacidja kovetkezik be az IR altal
karositott szervbol vald kimosodasuk miatt. Ennek kovetkeztében sulyos szisztémas
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szovédmények 1éphetnek fel.[15] Az egyik ezek koziil a szabadgyokok tavoli szervi
karosit6 hatdsa, mely a lokalis hatasok esetében tapasztaltakhoz hasonlo
mechanizmusokkal valésul meg. igy a disszeminalt ROS-ok adduktképzésiik révén
DNS-mutaciokat, lipidperoxidaciot, enzimaktivitds moédositast, valamint strukturalis
membrankarosodasokat hozhatnak létre a tavoli szervek szoveteiben is.[196,197] Ennél
sokkal fontosabb a lokalisan termelt citokinek és a PAF szisztémas hatasa, ugyanis a
keringésben valo fokozott megjelenésiikkel az immunrendszer szuprafizioldgias
stimulusahoz vezetnek.[198-200] Az immunrendszer tlzott aktivacidja a szisztémas
gyulladésos valasz szindroma (SIRS) megjelenésével a gyulladdsos egyensuly jelentds
eltolodasat eredményezi. A SIRS egy sulyos allapot, mely az IR sériilés kdveteztében
karosodott bélrendszeri epithelialis barrier elégtelensége folytan fellépd bakterialis
transzlokacioval parosulva szepszisbe progredialhat.[147] A SIRS akar onmagaban,
akar az emlitett endogén infekcid kovetkeztében szepszisként, prolongalt fennallasaval
tobbszervi elégtelenséghez (MODS/MOFS) vezethet.[201]

A MOFS egy magas mortalitasi (40-100%), rendkiviil sulyos és nehezen
visszafordithatd allapot, melyet tobblépcsds, progressziv lefolydsa soran a kiilonb6zd
szervrendszerek egymast kovetd elégtelensége jellemez. [15,202] Lefolyasa soran
altalaban a tiid0 karosodasa 1ép fel elsOként, ami akut respiracidés distressz
szindromahoz (ARDS) és akut légzési elégtelenséghez vezet. Ezt koveti az akut
tubularis necrosissal jar6 veseelégtelenség, majd a majelégtelenség. Mindez az
elektrolit-haztartas és a metabolikus egyensily megbillenését okozza. Az utolsod
lépésben, mintegy az el6zd hatasok kovetkezményeként fellépd myocardialis
elégtelenség cardiogen shockhoz vezethet.[15,203] Ett6]l némileg eltér a ,,korai MOF”
lefolydsa, amely esetében az elsddleges trauma olyan drasztikus mértékll inzultus a
szervezet szamdra, hogy a fellépd tobbszervi elégtelenség sokkal fulminansabb
korlefolyast mutat. Ebben az esetben a kiilonbozd stadiumok Osszemosodhatnak,
egyszerre-, vagy forditott sorrendben jelentkezhetnek és a myocardialis elégtelenség
sokkal hamarabb koévetkezik be.[15,203,204]

A MOFS patogenezisét az tigy nevezett ,,két csapas modell” (,,two-hit hypothesis of
MOF”) jellemzi. Ez megkiilonbdzteti az eredeti inzultust, amely lehet trauma, shock, de
akéar dialysis is. Etiologiatol fiiggetleniil, a kiilonb6zd kivaltd okok hatasara egy
megnodvekedett perctérfogat irdnti igény jelentkezik keringési centralizacié mellett,
melynek kovetkeztében aktivalodik a szimpatikus idegrendszer és a renin-angiotenzin-
aldoszteron tengely.[205] fgy a keringésregulacios szempontbdl vett ,rezervoar”
szerepli gyomor-bél rendszeri teriileten egy potens vazokonstrikcid 1ép fel, amely
mesenterialis ischaemiahoz-, majd a beteg stabilizalodasaval egyidejiileg mesenterialis
IR-hoz vezet.[205-207] Ennek keretében, a mar ismertetett mechanizmusokon keresztiil
hatalmas mennyiségli szabadgyok-, citokin és mas proinflammatorikus mediator
szintetizalodik lokalisan a bélben, majd keriil a szisztémas keringésbe a reperfuziot
kovetden. Tomeges disszemindciojuk kovetkeztében tulzottan aktivaljak, mintegy
érzékenyitik (,,priming”) az immunrendszert €és a kiilonbozo fehérvérsejteket, melynek
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eredményeként kialakul a SIRS. [199,200,208-211] A teljes test gyulladasos szindroma
allapotdban az immunrendszer a szervezetet €rd Ujabb inzultusra (infekcid, wjabb
trauma), egy talzott intenzitasi immunvalasszal reagal, melynek kovetkezménye a
MOFS kialakulasa.[15] A MOFS Kkifejlédéséhez nem feltétleniil sziikséges egy
hagyomanyos értelemben vett masodik inzultus; a SIRS- vagy szepszis tartos fennallasa
onalldan is ,,masodik csapas”-ként tud funkcionalni.[15,212] Masrészrél nem kizarolag
a keringési centralizaciohoz vezeté kezdeti inzultusok okozhatnak MOFS-ot; hiszen a
mesenterialis IR-t eredményezheti mesenterialis érocclusio is, amely igy felfoghato a
korlefolyas ,,els6 csapasa”-ként.[213-215]

Intenziv kutatasok targyat képezik az immunrendszer érzékenyités (priming)
molekularis hatterében all6 mechanizmusok. A legfontosabb szerepet két molekuldnak,
a PAF és az IL-6-nak tulajdonitjak.[15,216,217] A mesenterialis IR soran nagy
mennyiségben szintetizalodd szabadgyokok serkentik a PAF eldallitasat és IL-6
expresszidjat.[218-221] Hatasukat tekintve mindkét molekula eldsegiti az
endothelsejtek és neutrophil granulocytak kiilonb6z6 adhézids fehérjéinek kifejezését,
ezaltal a két sejt interakcidjat és a neutrophilek kitapadasat.[222,223] Emellett a PAF
hatasosan aktivélja a fehérvérsejteket, amit az 1L-6 szignifikansan potencial.[224] Igy a
PAF ¢és az IL-6 feltehetden egymassal szinergizdlva képesek kialakitani az
immunrendszer talérzékenyitésével (priming) és az aktivalt, extravazalt neutrophilek
fokozott szovetkarositd hatasaval jaré SIRS-1.[225,226] A molekularis hattér és az
immunologiai vonatkozasok minden részlete azonban maradéktalanul még nem ismert,
igy tovabbi vizsgalatok sziikségesek ezek felderitésére.

1.4. Postcondicionalas

A vékonybélszovet esetén kevés irodalmi adat all rendelkezésiinkre a postcondicionalés
(PC) hatasmechanizmusat illetden. Ismereteink  javarészt a  myocardium
postcondicionalas soran nyert informaciokon alapulnak, ezért az alabbi fejezet
jellemzden a sziven végzett vizsgalatokat foglalja 6ssze.

1.4.1. Definicio — Torténet

A postcondiciondléds alatt a szoveti véraramlas ismételt, rovid, tobb ciklusban végzett
megszakitasat értjik a reperfuzid kezdetén. Ezen ismételt ischaemias-reperfuzios
epizddokat kovetden jon 1étre a szerv szabad reperfuzioja.

A reperfizid viszonyainak véltoztatdsdval manipulald, kezdetben cardioprotectio
céljabol alkalmazott sebésztechnikai mandverek koziil az els6 modszer a fokozatos
reperfuzid volt. 1986-ban Okamoto és mtsai szamoltak be arrdl, hogy ezen eljarassal
csokkenteni lehet a postischaemias szivizomkarosodas mértékét.[227] 1989-ben Peng és
mtsai a kontrollalt reperfuzido sikeres alkalmazdsar6l publikdltdk az els6
beszamolot,[228] de az igéretes kisérletes eredmények ellenére, a klinikai gyakorlatban
ez a modszer nem valtotta be a hozza flizott reményeket.[229]
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A postcondicionalas koncepciojat elészor Vinten-Johansen fogalmazta meg a Hatter
Institute Cardioprotection témaban tartott III. nemzetkézi konferencian, 2002. A
témaban sziiletett elsd kozleményeket, melyekben a postcondiciondldst az ischaemias
precondicionalas jol bevalt cardioprotectiv hatasaval hasonlitottak Ossze, ugyanez a
munkacsoport publikalta.[230,231] Kisérletiikben kutyak bal arteria coronaridjanak
eliils6 leszallo agan (LAD: left anterior descencing coronary artery) létrehozott 1 6ras
kirekesztését 3 oras reperfuzio kovette, az egyik csoportban hirtelen felengedéssel, a
masik csoportban pedig postcondicionalassal. Az alkalmazott postcondicionalasi
algoritmus 30 masodperces reperfzios epizodokbol és 30 masodperces reocclusiokbol
allt, 3 ciklusban ismételve, tehat 3 perc Ossz-idtartamban. Egy harmadik csoport
precondicionalasban részesiilt, ahol az 1 6ras kirekesztést egy ciklusban 5 perces LAD-
lekotés, ill. 10 perces reperfuzid elozott meg. A varakozasnak megfelelden, az
ischaemias precondicionalas kb. 40%-kal csokkentette az infarctus méretét a kontroll
csoporthoz képest. A kisérlet attéré eredménye az volt, hogy a postcondicionalas ezzel
Osszehasonlithatd mértékben volt képes csOkkenteni a plazma kreatin-kinaz
aktivitdsaval jellemzett infarctus méretét. A protektiv hatast fliggetlennek talaltak a
kollateralis véraramlas mértékét6l, mely hasonld volt a harom csoportban. A szoveti
mieloperoxidaz (MPO) mérésen alapuld neutrophil granulocyta akkumulacié az
ischaemianak kitett teriileten mind a precondiCiondlt, mind a postcondiCionalt
csoportban szignifikansan csokkent a kezeletlen csoporthoz viszonyitva. Ezzel a
technikédval a szoveti neutrophil-akkumulacié pontosan meghatarozhat6é ugyan, de nem
ad informacidt ezen beliil a granulocytdk pontos lokalizacidjarol. Az sem deriil ki ebbdl
a megfigyelésbél, hogy postcondicionalas neutrophil-aktivaciot csokkentd hatas
kovetkeztében mérsékli-e a szoveti kdrosodast (neutrophil granulocyta eredetii
oxidansok ill. citokinek altal), vagy a kisebb leukocyta akkumulacié egyszeriien az
infarctusméret csokkenésének a kdvetkezménye.

Zhao ¢és munkatarsai beszdmoltak tovabba arrdl is, hogy a postcondiciondlds, a
precondicionalashoz hasonléan jotékony hatassal van a koszorterek endothel-
funkciojara  (endothelium-dependens faktorok hatasara NO-szintdz —mikodése
fokozodik, ezaltal vazorelaxacid jon 1étre).[230] A pre- és postcondicionalas egyarant
csokkenti a P-selectin expressziot a koszorterek vascularis endothelsejtjeinek felszinén,
mely indikatora a proinflammatorikus reakcio enyhiilésének. Ezen feliil a kozvetleniil
reperfundalt csoporttal 6sszehasonlitva, a szuperoxid-gyokok képzodését és ezzel egyiitt
az oxidativ stresszt is kisebbnek talaltak a postcondicionalt csoportban. A vascularis
endothelium aktivacigjanak és dysfunctiojanak csokkenésével aranyosan csokkent a
szoveti oedema mértéke mind a pre- mind a postcondicionalt allatokban.

Tovabbi érdekes felfedezés, hogy a postcondicionalds a reperfuzids arrhythmidk
el6fordulasat is képes volt csokkenteni.[232] Ezen elsé tanulmanyok potencialis
cardioprotectiv. mechanizmusokat vazolnak fel, melyek a postcondicionalas utani
csokkent oxidativ stressznek tudhatok be. Ennek pontos sejtszintli mechanizmusa
egyeldre csak részben tisztazott.
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Feltételezheté ugyanakkor, hogy mas mechanizmusok is allnak a postcondicionalas
cardioprotectiv hatasanak hatterében, mivel izolalt, perfundalt szivben,[233] ill.
neutrophil-mentes  sejtkultarakban is megjelenik.[234] Ezen neutrophil-mentes
rendszerekben szerzett tapasztalatok alatdmasztjak, hogy gyulladasos sejt-dependens,
ill. -independens folyamatok parhuzamos aktivacidjaval allunk szemben.

1.4.2. Idéfaktor

Egyik igen fontos ¢és sokat vizsgalt kérdés, hogy milyen iddintervallumon beliil
alkalmazva képes a postcondicionalas (cardio-)protectiv hatasat kifejteni. Kisérletes
eredmények arra utalnak, hogy a reperfizid elsé pillanatai kritikusak ebbdl a
szempontbol. In vivo patkany modellben, ahol 30 perces bal eliilsé leszalldo (LAD)
koszortiér lefogast 3 oras reperfuzid kovetett, 3 ill. 6 ciklusi 10 maésodperces
reperfuzids/reocclusidos postcondicionalas (1 ill. 2 perces teljes intervencios id6)
csOkkentette az infarctus méretét. Viszont az 1 perccel a reperfuzio kezdete utan- tehat
kis késlekedéssel- megkezdett postcondicionalas mar nem eredményez infarctus-
csOkkenést.[235] Ezt a megfigyelést tamasztja ala az is, hogy késve elkezdett
postcondicionalas esetén nagyobb szabadgyok- ill. malondialdehid-szint mérhet6.
Ugyanakkor a neutrophil granulocyta akkumulacio csékkenésére nincsen hatassal a
beavatkozds késése, ami vitatja a granulocytdk oki szerepét a postcondicionalas
cardioprotectiv hatasaban.[236]

Ezen eredmények alapjan a reperfizido elsé néhany perce dontd a myocardialis
reperfizios karosodds patogenezisében. A fent idézett tanulményok aladtdmasztjdk azon
koncepciot is, hogy a reperfuzid kezdeti, rovid, amde annal kritikusabb iddszakéra
iranyul6 intervencidk eredményesen enyhithetik a karosodast, mely a reperfizié késobbi
szakaszaban manifesztalodik.

1.4.3. Algoritmus

A postcondiciondlasi algoritmus 1ddbeli jellemzo6i koziil tovabbi két fontos szempontot
kell figyelembe venni: a ciklusok szamat és a reocclusios ill. reperfiizios szakaszok
hosszat.

Ugy tiinik, a ciklusok szamanak jelentdsége kisebb, mint a beavatkozas azonnali
megkezdése. Kin és munkatarsai beszamoltak arrdl, hogy patkanyokban 3 ciklus
ugyanolyan hatast ért el az infarctus-méretének csokkentésében, mint 6 ciklus
alkalmazasa.[237] Ennél fontosabb a cardio- és vasculoprotectiv hatas szempontjabol a
ciklusok iddtartama. A 30 + 30 masodperces algoritmus hatékonynak bizonyult
kutyakban ill. nyulakban.[231,236,238] Cohen és munkacsoportja viszont
szignifikansan nagyobb védelmet észlelt rovidebb (10 + 10 masodperces) ciklusokkal
izolalt nyulsziven.[239] Egy 1996-os tanulmanyban, ahol in vivo nyul modell
alkalmazaséaval arra a kérdésre keresték a valaszt, hogy koszoruér-occlusiot kovetden az
ismételt occlusiok hogyan befolyasoljak az infarctus méretét, nem talaltak szignifikans
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csokkenést.[240] Ebben a kisérletben a reperfuzios ciklusok hossza 1 perc volt.
Valoszintileg ez az 1 perces reperfuzié Suboptimalis volt a nyal szdmara a 10, vagy 30
masodperchez képest. Patkdny esetében a 30 masodperces technika cardioprotectio
szempontjabol ineffektivnek tiinik, csak a 10 ill. 15 masodperces képes csokkenteni az
infarctus méretét.[241] In vivo sertés modellben szintén ineffektiv a 30 masodperces
algoritmus, de nem ismert, hogy az ennél rovidebb vagy hosszabb ciklus lenne-e
hatasos.[242] Az elébbick alapjan gy tlinik, hogy a kisebb allatok esetében (és igy
gyorsabb keringésdinamika) rovidebb ciklushossz, mig nagyobb testli allatok és az
ember esetén hosszabb ciklushossz az eredményesebb. Ennek hatterében a sziv
méretével forditottan aranyos myocardialis metabolikus rata allhat, de a komplex
hatasmechanizmusban valdszintileg tovabbi faji kiilonbségek is szerepet jatszhatnak
(példaul eltéré6 szignal transzdukcid, a triggerek, mediatorok kiilonb6z6 idébeli
viszonyai és a kollateralis halozat faji kiillonbségei [243,244]). A szivizom metabolikus
rataja (melyet a szivfrekvencia, vérnyomas, és falfesziilés befolyasol) meghatarozoja az
infarctus kiterjedésének, és feltehetden a reperfuzio alatt felszabadulé humordlis
faktorok, hormonok, citokinek ¢és szabadgyokok mennyiségének is, ezért kiemelt
jelentdséggel birhat.[245]

1.4.4. Mediatorok, triggerek és jelatviteli utak

1.4.4.1. Adenozin

Az alapbetegség okozta ,index”-ischaemiat kovetéen alkalmazott addicionalis
reocclusiok, melyek részei a postcondicionalasnak, megvaltoztathatjak bizonyos
parakrin mediatorok (pl. adenozin, egyéb purin intermedierek, bradykinin, opioid
peptidek) felszabadulasat, vagy a reperfuzié megszakitisa miatt késleltethetik ezen
endogén vegyiiletek kimosddasat.[237,246] (10.abra)

Az ischaemia alatt az ATP bomlasabdl jelentés mennyiségli adenozin képzddik,
melynek multifaktoridlis hatdst tulajdonitanak. Bar ezek részletei egyeldre nem
pontosan ismertek, ugy tlinik, hogy szerepet jatszhat a post-condicionalas protektiv
hatasanak kialakulasaban is. Erre utal az is, hogy mind az adenozin recep-torok nem
szelektiv gatloszere, a 8-szulfenil-teofillin, mind az A,a-receptor altipus anta-gonista
ZM241385 korlatozza az infarctus csokkenését, azaz gatolja a postcondicionalés
cardioprotectiv hatasat. Philip és mtsai. arrdl szadmoltak be, hogy az adenozin
cardioprotectiv hatdsa valdsziniileg az Aza- €s az As-receptorokhoz kotott, €s nincs koze
az A; receptor altipushoz.[237,238,247]

Az adenozinreceptorokon keresztiil a késobbiekben részletezendd protektiv kindz-
utvonalak (Akt, extracellular signal-regulated kinase) aktivalodhatnak, melyek a tovabbi
folyamatokat medialjak.[248] Az endogén adenozin csokkenti a reaktiv oxigén gyokok
¢s citokinek felszabadulasat is az aktivalt koszoraér endotheliumbol és a myocytakbol.
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10. abra Postcondicionalas intracellularis jelatvileti utak.
A: adenozin, B: bradykinin, PKC: protein kinaz-C, NOS: nitrogen monoxid szintaz,
GC: guanilil-ciklaz, mPTP: mitochondrial permeability transition pore.
Forras: van Vuuren D., Cardiovasc J Afr, 2008. [246]

Ezen hatdsdhoz jarul hozzd a neutrophil granulocyta aktivacio- €s adhézid-gatlas. Az
elobbiek mellett az adenozin vazodilatator hatasa révén is fontos szerepet jatszik az IR
karosodasok kivédésében.[232,234,249]

Ezen adatokat Osszegezve, az endogén adenozin magasabb koncentracidja a
cardioprotectio triggereként hathat. PC soran az endogén adenozin kimosodasa
késleltetett, 1igy lokalis koncentracidja hosszabb ideig marad magas, ¢és
eredményesebben tudja kifejteni jotékony hatasat.

1.4.4.2. Nitrogén-monoxid

Ismert, hogy a NO szerepet jatszik a gyulladdsos valaszreakci6 gatldsdban és az
ischaemia-reperfuziora adott molekularis valaszban.[245] Kisallat-kisérletben figyelték
meg, hogy a nitrogén-monoxid-szintaz enzim endothelialis (eNOS) szintje mar 7
perccel a PC-al kombinalt reperfazio kezdete utan megemelkedik. Az enzim L-NAME-
mel (N-nitro-L-arginin-metil-észter), ill. a guanil-ciklaz ODQ-val (1H-(1,2,4)-
oxadiazolo-(4,3-a) quinoxaline-1) torténé gatlasa pedig képes blokkolni a PC kedvez6
hatasanak kifejlédését.[250]
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Fiziologias koriilmények kozott a NO a vascularis endothelium sejtjeibdl szabadul fel az
eNOS aktivitasanak koszonhetéen. A felszabadulds mértéke az IR karosodas
kovetkeztében csokken.[251] Kozvetlen bizonyiték nem all rendelkezésre ugyan, de gy
tlinik, hogy a postcondicionalas hatisara a bazalis NO-termelés megtartott marad. Ezt
bizonyitja kozvetetten, hogy PC utan csokken a felszini P-selectinek expresszidja és a
neutrophil-adhézio, valamint fokozott acetilcholin érzékenység figyelheté meg.[252]
Mindezen reakciok a magasabb bazalis NO szintre adott fiziologias valasznak
tekinthetdk.

Az NO egyrészt feltételezheten triggerként jelenik meg a PC hatdsmechanizmusaban,
és ciklikus guanozin-monofoszfaton keresztiil hoz létre cardioprotectiot. Masrészrol
medidtor szerepet is betdlt, mivel az endothelsejtekben és a cardiomyocytdkban is
expresszaloddo eNOS enzim célpontja a PC soran aktivalédd PI3-kinaz-Akt és egyéb
,reperfusion injury survival kinase” (lasd kés6bb) jelatviteli utaknak, tehat visszacsatolo
funkcidja is van.

1.4.4.3. K a7p csatorna

Yang és munkacsoportja az adenozin-trifoszfat szenzitiv K" csatorna (K+ATp) szerepét
tanulmanyozta a postcondicionalasban.[236] Ezen ioncsatorna nem szelektiv inhibitora,
az oralis antidiabeticum glibenclamid (Gilemal®) megakadalyozta a postcondicionalas
infarctus-csokkent6 hatasat. Ennél is fontosabb megfigyelés, hogy ugyanezt a hatast a
mitochondrialis K'atp csatorndk szelektiv gatloszere, az S5-hydroxydecanoate is
létrehozza, ami a mitochondriumok — precondicionalasbol is ismert — fontos szerepére
utal. A sejtmembran K'arp csatornajanak szerepe (parallel, vagy synergista)
mindazonaltal még kérdéses. Az sem tisztazott még egyeldre, hogy ez a csatorna csak a
reperfuzid els6 perceiben, vagy annak késobbi szakaszaban is aktiv-e.[245]

A mitochondrialis K*arp csatornak nyilasaval egyrészt csdkken a mitochondrialis Ca®*-
tobblet, igy kevésbé sériil ezen sejtorganellumok integritasa,[253] masrészt a csatorna
feltételezhetden ezen sejtorgenellumok alakjat is megvaltoztatja, ami az elektron-
transzport javulasat eredményezi.[254,255]

1.4.4.4. ,,Reperfusion injury survival kinases”

Jelentds szdmu vizsgalat irdnyul ezen kinazok, illetve a hozzajuk kapcsolodd komplex
jelatviteli mechanizmusok tisztazasara, szerepiik megismerésére. Ebbe a csoportba
soroljuk a PI3 kinazt, az Akt-t, a MEK-t (mitogen-aktivated protein), tovabba az ERK
(extracellular signal regulated kinase)-1 és -2-t.[256]

Az irodalom nem egységes e tekintetben, de a legvaldszinlibb, hogy a postcondicionalas
cardioprotectiv hatasa a PI3 kinaz — Akt, Gn. ,pro-survival” jelatviteli utak altal
medialt.[233,238]
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A PI3 kinaz antagonistak, a wortmannin (irreverzibilis) és a LY294002 (reverzibilis)
csokkentik a myocardialis p-Akt szinteket (markere az enzim miikodésének), ill.
megsemmisiti a postcondicionalas infarctus-csokkentd potencialjat.[233,257]

Ezen utvonal tovabbi tagjai még az eNOS illetve a p70s6K.[257] Az adenozin
valdsziniileg nem triggere a PI3 kinaz tvonalnak, egyéb molekuldk (pl. a bradykinin)
viszont felel6sek lehetnek ezen Gtvonal aktivalasaért.[258]

1.4.4.5. PKCe¢

Miér régota ismert a PKCe-izoforméjanak szerepe az intracellularis Ca®*-koncentraciok
reguléléséban.[zsg] Az enzim foszforilalja a Ca**-érzékeld receptort, amely G-fehérjéhez
kapcsoltan az IP3 felszabadulast serkenti. A foszforilalas inaktivalja a receptort, igy
megsziinik a Ca?* felszabadulasat indukalo szignal. Emellett a phospholamban fehérje
foszforilalasaval aktivalja a SERCA-pumpat, igy gyorsitva az intracelluléris Ca®*
visszavételét a sarcoplazmatikus reticulumba. A Ca®* szint csokkentése megovia a
sejteket a mar emlitett Ca®" 4ltal medialt karosodasoktol.

A PKCg aktivalédik mind precondicionalas,[260] mind postcondicionalas[261] soran,
azonban ennek pontos mechanizmusat még nem ismert. A fent bemutatott hatasa
alapjan, ez az enzim is hozzajarulhat a postcondicionalas véd6 hatasahoz a ,,reperfusion
injury survival kinase”-0k mellett.

1.4.4.6. ,,Mitochondrial permeability transition pore” (mnPTP)

A K'arp csatornak mellett a postcondiciondlds masik valoszinii effektora a
mitochondrium Oriasi, non-szelektiv csatornaja. Ischaemia alatt a csatornak zarva
vannak, majd a reperfzio els6 perceiben megnyilnak. Pontosan ez az a rovid idéablak a
reperfizié els¢ perceiben, amelyben a postcondicionalassal beavatkozhatunk a
subcellularis szintii biokémiai folyamatokba.

Az mPTP csatornak jelentdségét az adja, hogy nyitasuk az egyik kulcslépés minden, a
sejt haldlaval végzddd folyamatban, legyen szd akar necrosisrol, akar apoptosisrol.
Egyrészt felboritjak a sejt belsé homeosztazisat, masrészt az egész mitochondrium
karosodasat okozzak, és ezaltal pro-apoptoticus faktorok (pl. citokréom C), cytoplasmaba
kertiléséért felel6sek.[262,263] Szamos faktor képes nyitni a csatornakat, pontosabban
novelni a csatornak nyitasanak valoszinliségét. Legfontosabb trigger a mitochondrialis
matrix megnovekedett Ca2+-szintje, mely valdsziniileg a csatorna matrix feldli oldalahoz
képes kotddni. Ugyancsak nyitasi trigger a bels6 membran normalis
membranpotencialjanak megingasa (az angol irodalom ezt ,,permeability transition”-nek
nevezi), valamint szamos tovabbi molekula, mint példaul szabadgyokok, bizonyos
zsirsavak, a szervetlen foszfat, melyek hatasukat Ca?* jelenlétében fejtik ki.
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Léteznek a pdrus megnyilasat gatld tényezdk is, mint a sejt-szintli acidosis, tovabba
megfeleléen magas ATP-, ADP- és NADH-koncentraciok. A bivalens kationok is a
nyitast gatoljak, mivel versengenek a Ca**-mal az mPTP Ca®*-kot6 helyéért.[264] (11.
abra)

MPTP nyilik

_ IEETTETE
pH s

Receptor
PI3-K
eNOS

Postcondicionalas | rke Adenozin
mKATP

- ROS \
PKC
hf AdoR P,

pH
\ —
@ Alacsony pH-hatas

11. abra Postcondicionalas hatasa az mPTP-csatornakra.
AdoR: adenozin receptor; eNOS, endothelialis nitrogén-monoxid-szintaz;
mKatp, Mitochondrialis ATP-szenzitiv kalium-csatorndjanak; MPTP, mitochondrial permeability transition pore;
P13-K, foszfatidil-inozitol-3-kinaz; and PKC, protein kinaz C.
Forras: Michael V., Circulation, 2007. [239]

Egyre tobb ismeretanyag halmozodik fel azzal kapcsolatban, hogy a PC milyen médon
képes gatolni a mPTP-csatorndk nyilasat. A megfigyelések szerint mind a porusok
nyitasat elOsegitd reaktiv szabadgyokok mennyisége, mind az intracellularis és
mitochondrialis magas Ca?*-szint csdkkentheté.[235] A PC hatasara emelkedd NO-szint
szintén gatld hatast fejt ki az mPTP-k megnyilasaval szemben.[265]

1.4.4.7. A pH-hipotézis

Egy szerv reperfizioja esetén a szoveti pH kb. 40 masodperc alatt rendez6dik.[239] A
postcondicionalas soran ezzel szemben a lokalis acidosis hosszabb ideig all fenn, mivel
a reperfiizid ismételt megszakitasaival korlatozzuk a protonok, a tejsav és a ketonsavak
kimosodasat az ischaemizalt szovetbol. A savas pH gatolni képes az mPTP-k
megnyilasat.[266,267] Ezzel parhuzamosan a szovetek oxigén-ellatdsa mar
postcondicionalas mellett is kell6 mértékben helyreall ahhoz, hogy a ROS-termelés
megindulhasson. A szabadgyokok masodlagos messenger-ként aktivaljak a PKC-t, mely
egy ujabb kaszkadszerli eseménysorral fokozza a sejt szenzitivitdsat az adenozin
receptor agonistakra, igy pl. az ischaemia alatti anaerob metabolizmus kovetkeztében
felhalmoz6dd adenozin szamara.[255,268] Az adenozin receptorok a korabban
Ismertetett mechanizmus szerint protektiv kinazokat aktivalnak, melyek valdszintileg a
glikogén-szintaz-kinaz-3p-t  (GSK-3p) inaktivaljdk és ez  végeredményben

crer

immaron véglegesen.[269]
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Ez a folyamat néhany perc alatt végbemegy. Amennyiben a pH mar ebben az
iddintervallumban normalizalédik, a mPTP csatorndk megnyildsa a tovabbiakban nem
akadalyozhaté meg. Azért van tehat nagy jelentdsége annak, hogy a postcondicionalést
mar a reperfuzido kezdetén, késedelem nélkiil, ill. kelléen rovid ciklushosszusaggal
végezziik, hogy a savas pH ebben a kritikus idészakban fennmaradjon.[270] (12.4bra)
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intracellularis pH csokkenés

N
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v V%
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szabadgyok képzodés okctivicié Ca -talterhelés
kozvetlen DNS és . 2+
fehérje karositas Apoptozis, Ca —depenq e
proinflammatorikus proteazok aktivacio

citokinek felszabadulasa

Sejt struktura karosodas

->sejthalal

12. abra Ischemia-reperfuzi6 okozta sejt karosodas patomechanizmusa és lehetséges beavatkozasi pontok
postcondicionalas alkalmazasaval (piros nyil).
Forréas: Shoji S et al, Am. J. Physiol, 2011. [270]

1.5. A bél ischaemia-reperfizio modellezése

kozott  megkiilonboztetink  globalis  ischaemias-reperfiziés  modelleket  (pl.
haemorrhagias shock ¢és resuscitatio), visceralis és sceletalis izom ischaemias-
reperfiizios modelleket (pl. az abdominalis aorta lefogas soran tobb zsigeri szerv
valamint az als6 végtag is érintettek) és izolalt intestinalis ischaemias-reperfiizios
modelleket (pl. az a. mesenterica superior occlusioja). Az alabbiakban ezen utobbiak
kertilnek réviden bemutatdsra.
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1.5.1. In vitro modellek

Egy egész szerv, illetve az in vivo modellek komplexitisanak az egyszerisitése
érdekében sejtkulturakat is hasznalnak az ischaemia-reperfazio szovetekre gyakorolt
hatasanak vizsgalatdhoz. A vékonybél ischaemia-reperfiizios karosoddsanak in vitro
vizsgalatdhoz leggyakrabban vékonybél epithelsejteket haszndlnak. A vékonybél
egyedilallo funkcidjanak sajatossagait leginkdbb meghatarozé epithelsejtek kiilondsen
érzékenyek az ischaemiara, emiatt a bélrendszert éré karosodasok kisérletes
modellezéséhez is ezek a sejtek a leginkabb alkalmasak. Az ischaemias-reperfiizios
sériilés modellezésére tobbféle modszert dolgoztak ki:

1. Xu és mtsai.[271] a sejttenyészetet el0szor hypoxias kamraba zarjak, amelyben
az oxigén legnagyobb részét egy masik gizzal, leggyakrabban nitrogénnel
helyettesitik. Ezt kovetden a sejteket oxigéndus kdrnyezetbe helyezik vissza.

2. Matthews és mtsai.[272] az ATP szintézisét gatlo, Gn. kémiai hypoxiat
alkalmaznak. Az oxidativ foszforilaci6 blokkoldsa torténhet kémiai gatldszer
altal direkt moédon, valamint hamis Szubsztrat hozzaadasaval, amely kompetitiv
antagonistaként egyidejlileg gatolhatja az anaerob glikolizist is. A hasznalt
inhibitorok mennyiségétdl fiiggéen valtozik az ATP deplécid mértéke, ezaltal
kiilonb6zé foki ischaemias karosodas érhetd el. A reperfuzid szimuladldsa
céljabol ennél a modszernél a sejteket az ischaemias inzultust kovetéen inhibitor
mentes, gliikoz tartalmu puffer kozegbe helyezik.

3. Facundo és mtsai.[273] a sejteket hidrogén peroxiddal kezelik, a felszabaduld
oxigén szabadgyokok altal pedig direkt modon utianozzak a reperfuzios
karosodast.

1.5.2. In vivo modellek

1.5.2.1. Az a. mesenterica superior occlusio patkanymodellje

A mesenterialis ischaemia leggyakrabban hasznalt modellje, mely a patkany a.
mesenterica superior microvascularis klippel torténé occlusiojan alapul. A protokoll
szamos valtozata ismert, ezek az ischaemia és a reperfiizié id6tartamaban, a valasztott
anaestheticum tipusaban, a heparin hasznalat vonatkozasaban és a kollateralis erek
esetleges ligaciojaban kiilonboznek egymastol. A legalkalmasabb modell egy adott
kisérletben attol fiigg, hogy a feltett kérdés mely patofiziologiai folyamra iranyul. A
rovidebb ischaemias epizdédok példaul a lokalis intestinalis sériilés tanulményozasara a
legmegfeleldbbek, mig a hosszabb IR periddusok alkalmazésa a szisztémas gyulladasos
valasz és a tavoli szervkarosodas megfigyelését teheti lehetdvé.
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1.5.2.2. A truncus coeliacus feletti aorta-occlusio egérmodellje

Ez kisérletes modell, melyben a supracoeliacus aorta cross-clamping-et alkalmazzak, a
visceralis és sceletalis izomzat IR karosodasat és az ehhez tarsuld szisztémas
gyulladasos valaszt probalja reprodukalni.[274,275] Az egérmodell eldnye, hogy
egyszerre tobb jelatviteli ut pontos vizsgalatara alkalmas, tovabba génmanipulalt allat is
bevonhaté a kisérletbe.[276] Az allatok kis mérete ugyanakkor jelentds technikai
korlatot jelent, amellyel a nagyobb allatok — példaul a patkany — esetében nem kell
szamolni.

1.5.2.3. A vérzés és a resustitatio patkanymodellje

Az intestinalis IR karosodas hozzajarulasa a shockban fellépd globalis ischaemias-
reperfzids karosodashoz tarsuld szisztémas gyulladasos allapothoz jelentds figyelmet
kapott.[277-279] Ezen modellekben haemorrhagias shockhoz kapcsolodéan hoznak
létre és tartanak fenn hipotenziot kiilonbozé ideig, majd ezt kdvetden értékelik az
intestinalis karosodas hozzajarulasat a szisztémas gyulladasos valaszhoz.
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2. Célkituzeés

A mesenterialis ischaemia ma is jelentds mortalitassal jaro korkép, mely sokszor allitja
nehezen uralhat6 helyzet elé a klinikusokat. Figyelembe véve a belek rossz ischaemia-
toleranciajat, az akut ischaemias esemény még sikeres érsebészeti reconstructio utan is
az ¢érintett bélszakasz sulyos IR karosodasdhoz vezet, annak minden lokalis és
szisztémas kovetkezményével. A miitéti megoldas sziikséges a mesenterialis keringés
helyreallitasahoz és az elhalt bélszakaszok rezekalasara, ezért a postcondicionalas
idedlisan alkalmazhat6 sebésztechnikai mandver, mely képes lehet az életképesnek itélt
bélszakaszok IR karosoddsdnak mérséklésére, és a bél talélési esélyeinek javitasara.
Igaz ez kiilonosképpen az akut artérias elzarodasra, ezért kisérletiinkben - patkany a.
mesenterica superior occlusiojat 1étrehozva - ennek modellezésére torekedtiink.

. Kisérlet: Patkany vékonybél ischaemia-reperfuziéo esetén az optimalis
postcondicionalasi algoritmus tekintetében nincs egyértelmii irodalmi adat. Ezért
kisérletiink soran az optimalis postcondicionalasi algoritmus meghatarozasa
céljabol osszehasonlitottunk harom Kkiilonboz6 algoritmust.

1. Hogyan befolyasoljak a kiilonb6zd postcondicionalasi algoritmusok a
vékonybélnyalkahartya mikrocirculatiojat?

2. Milyen hatésa van a kiilonb6z6 postcondicionalasi algoritmusoknak a
vékonybélnyalkahartya antioxidans statuszanak alakulasara?

3. Mennyiben képes a postcondicionalas mérsékelni az egyes vékonybél
szakaszok lokalis karosodasat szovettani mintak alapjan, valamint

visszatiikrozddik-e a hatdsa a szeroldgiai markerek alakuldsaban?

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

5. Melyik bél-postcondicionalasi algoritmus biztositja a legerételjesebb
védo hatast?
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Il. Kisérlet: Vékonybél ischaemia-reperfizio soran a bélbarrier funkcio karosodik
és bakterialis transzlokacio jon létre. A Kkisérlet célja a postcondicionalas
vékonybél barrier integritasara kifejtett hatasanak vizsgalata volt.

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

2. Képes-e a mesenterialis  ischaemiat  kovetéen  alkalmazott
postcondicionaldas mérsékelni a bakterialis transzlokacidé mértékét a
mesenterialis nyirokcsomokban, 1épben, majban, tiiddben és vesében?

III. Kisérlet: A vékonybél ischaemia-reperfuziot egy intenziv lokalis gyulladasos
valasz jellemzi. Ezért Kkisérletiink célja a postcondicionilas vékonybél
nyalkahartya gyulladasos valasz alakulasara kifejtett hatasanak vizsgalata volt.

1. Milyen hatassal rendelkezik a vékonybél ischaemiat kovetden
alkalmazott postcondicionalas a bélnyalkahartya helyi Toll-like
receptorok expressziojara?

IV. Kisérlet: A vékonybél ischaemia-reperfuzio soran a gyulladas
generalizalodasanak kovetkeztében a tavoli szervek masodlagos karosodasa jon
létre. Kisérletiink célja a tavoli szervek allapotanak vizsgalata vékonybél
postcondicionalast kovetoen.

1. Milyen hatasa 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?
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3. Modszerek

3.1. Kisérleti elrendezés, miitéttechnika
3.1.1. Torvényi hattér

Az Aallatkisérletek soran kovettiik az 1998. évi XXVIIL. sz. allatvédelmi torvény
eldirasait, valamint betartottuk a 243/1998 (XII. 31) Kormanyrendelet szerint elvart
kovetelményeket. Kisérleteinket a 1858/000/2004 és 22.1/2408/3/2011 szamu
engedélyek alapjan, a Semmelweis Egyetem EAB altal kiallitott, allatkisérletek
végzésre feljogositd 27/2000 sz. bizonyitvany birtokaban végeztiik.

3.1.2. Allatok

Kisérleteinkhez 250-300 gramm sulyu, him Wistar patkdnyokat hasznaltunk (n=155)
(Semmelweis Egyetem, Kozponti Allathdz, Budapest). Elhelyezésiik 22-24°C-0s
hémérsékleten tortént, taplalékhoz és vizhez vald szabad hozzaférés biztositasa mellett,
melyet a miitét eldtti 12 ordban taplalékmegvonas kovetett. A miitéteket mindig azonos
idében végeztiik, hogy elkeriiljiik a cirkadian ritmus esetleges zavaro hatasait.

3.1.3. Anaesthesia

Az anaesthesia indukcidjat intraperitonedlisan adott 75 mg/ttkg ketaminnal
(Calypsol®), valamint 7,5 mg/ttkg xylasinnal (Sedaxilan®) végeztikk, majd 25
mg/ttkg/h ketamin és 2,5 mg/ttkg/h xylasin intravénds infuzios adagoldsaval tartottuk
fenn.

3.1.4. Altalianos miitéti modell

Az allatokat hanyatt fekvé helyzetben helyeztik el a mitéasztalon. Test-
hémérsékletiiket fithetd alatét segitségével tartottuk 37,5-38,5 °C kozott a miitét
iddtartama alatt.

s - » — -~
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13. abra (A) Az arteria mesenterica superior Kiperaralasa és occlusioja (B) atraumatikus microvascularis klip
alkalmazasaval.
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Az intraperitonealis anaesthesia-indukciot kovetéen tompan kipreparaltuk a jobb véna
jugularist és egy polietilén kaniilt vezettiink bele. A tovabbiakban ezen keresztiil
végeztilk az anaesthesia fenntartasat és a folyadékpotlast. Median laparotomiabol
megnyitottuk a hasiireget, izolaltuk az arteria mesenterica superiort kozvetlenill az
aortabol torténd eredésénél, majd atraumaticus microvascularis klip felhelyezésével 60
percre kirekesztettiik a keringésbOl. Az egy oras ischaemiat kovetden, a mikroklippet
eltavolitva biztositottuk a reperfiziot. (13.abra) A csoportnak megfeleld id6tartamu
reperfuziot kovetdéen vér ¢€s szOvettani mintavétellel egybekotve termindltuk az
allatokat.

3.1.5. Csoportbeosztas

Aloperalt allat csoport (SHAM)

A csoport létrehozasanak célja a miitéti trauménak, valamint a miitét 6nalld hatdsainak
regisztralasa, valamint elkiilonitése a mas csoportban latott IR okozta &artalmaktol.
Nyaki kaniil behelyezése, valamint a hasilireg megnyitadsa tortént; azonban az AMS
izolalasat nem kovette keringésbol valo kirekesztése.

IR kontroll allat csoport (IR)

Az adaptiv sebészi kezelés hianyaban kialakulé IR karosodas megfigyelésére
alkalmazott csoport.

Postcondicionalt allat csoport (PC)

Az adaptiv keringésmoduldld6 mandver hatasainak felmérésére, valamint a kifejlodo
karosodasok az IR kontroll csoportban megfigyeltekhez Osszehasonlitasara alkalmas
csoport. A postcondicionalast a csoportnak megfeleld algoritmus szerint végeztik a
reperfizio kezdetén.

3.1.6. Kisérletek részletezése

3.1.6.1. I. Kisérlet: A maximalis védo hatast biztosité postcondicionalasi algoritmus
meghatarozasa vékonybél IR esetén.

Az altalanos mitéti modell szerint végeztik a kisérletet 60 perces reperfiizios
id6intervallummal. Az 50 kisérleti allatot 5 csoportba osztottuk. (n=10/csoport). Hairom
postcondicionalasi algoritmust hasonlitottunk Ossze: PC10: hatszor 10 masodperces
reperfuzios-reocclusios valtakozd ciklusok alkalmazésa, ami Osszesen 2 percig tartott;
PC30: haromszor 30 masodperces reperfuzios-reocclusidos valtakozo ciklusok
alkalmazasa, ami 0sszesen 3 percig tartott; PC60: haromszor 60 reperfizios-reocclusios
valtakozo ciklusok alkalmazasa, ami Gsszesen 6 percig tartott. (14. abra; 3.tablazat)
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14. abra Kisérleti csoportok és postcondicionaldsi algoritmusok jellemzése

Csoport | Ischaemia Postcondicionalas Reperfazio
Aloperélt — — — (n=10)
IR 60 perc — 60 perc  (n=10)
PC-10 60 perc 6 x 10 mp 60 perc  (n=10)
PC-30 60 perc 3 x30 mp 60 perc  (n=10)
PC-60 60 perc 3 x60 mp 60 perc  (n=10)

3. tablazat Az I. kisérlet elrendezése

. Kisérletben vett mintak: azonos anatomiai helybdl vett vékonybélmintak
(duodenum, jejunum, ileum) - szdvettani feldolgozasra; vékonybélnyalkahartya kaparék
- részletes redox statusz vizsgalatara; vena mesenterica superior-bol vett vérminta - pH
mérésére; jobb szivfélbol vett vérminta - necroenzimek és gyulladasos citokinek
meghatarozasara.

3.1.6.2. Il. Kisérlet: Bélbarrier funkcié valtozas vizsgalata postcondicionalas
alkalmazasat kovetden.

GFEP-transzfektalt Escherichia coli tenyészet készitése: A kisérletet pGLO plazmidot
tartalmazé zolden fluoreszkald fehérje-termelé (GFP: green fluorescent protein)
Escherichia coli HB101 baktériumtorzzsel (NCAIM B01992; Mezbégazdasagi és Ipari
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Mikroorganizmusok Magyar Nemzeti Gytijteménye, Budapest) végeztiikk. A baktérium
elétenyésztése 0,2% L-arabindz (Sigma-Aldrich Inc.) és 100mg/L ampicillin (Sigma-
Aldrich Inc.) tartalmt Luria-Bertani agar taptalajon (LB, Difco), aerob koriilmények
kozott 37 °C-on, 24-48 oran at tortént. A kisérlethez a szelektiv taptalajon tenyésztett
baktériumot L-arabinoz és ampicillin-tartalmu Luria-Bertani levesben (LB, Difco) 1 x
10'%ml csiraszam eléréséig szaporitottuk (1 x 10 CFU/mI = 1 x 10" telepképzé
egység [colony forming wunit]/ml), a tenyészet csiraszamat spektrofotométer
segitségével, 600 nm-en mért optikai denzitds mérésével hataroztuk meg. Ennek
ellendérzése harom parhuzamos higitasi sor tagjaibol leoltott lemeztaptalajon,
csiraszdmolassal tortént.

A miitétet megeldzéen 12 o6rdval minden kisérleti allatot, oro-duodendlis katéteren
keresztiil, 1 ml 1 x 10 CFU/ ml- GFP-termeld E.coli baktérium szuszpenzioval
inokulaltuk. Az altalanos mutéti modell szerint végeztiik a kisérletet 6 6ras reperfzids
id6intervallummal. 45 kisérleti allatot 3 csoportba osztottuk. (n=15/csoport).(4.tablazat)

Csoport | Ischaemia Postcondicionalas Reperfazio
Aloperélt — — — (n=15)
IR 60 perc — 6 Ora (n=15)
PC-10 60 perc 6 x 10 mp 6 Ora (n=15)

4. tablazat Az II. kisérlet elrendezése

Il. Kisérletben vett mintik: azonos anatomiai helybdl vett vékonybélmintak
(duodenum, jejunum, ileum) - szdvettani feldolgozasra; vékonybélnyalkahartya kaparék
- részletes redox statusz vizsgalatara, mesenterialis nyirokcsomo-, 1€p-, méj-, tiido-,
vese-mintak — mikrobioldgiai analizisre; jobb szivfélbdl vett vérminta — i-FABP,
d-laktat és gyulladasos citokinek meghatarozasara.

3.1.6.3. III. Kisérlet: Vékonybél epithelialis sejtek felszini immunologiai receptor
expresszios valtozasa postcondicionalas alkalmazasat kovetéen.

Az altalanos miutéti modell szerint végeztik a kisérletet 6 Oras reperfizios
id6intervallummal. 30 kisérleti allatot 3 csoportba osztottuk. (n=10/csoport).(5.tablazat)

Csoport | Ischaemia Postcondicionalas Reperfuzié
Aloperalt — — — (n=10)
IR 60 perc - 6 ora (n=10)
PC-10 60 perc 6 x 10 6 oOra (n=10)

5. tablazat Az II1. kisérlet elrendezése
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1. Kisérletben vett mintik: azonos anatdmiai helybdl vett vékonybélmintak
(duodenum, jejunum, ileum) - szdvettani feldolgozasra; vékonybélnyalkahartya kaparék
- részletes redox statusz, gyulladdsos citokinek és TLR-2, TLR-4 mRNS
meghatarozasara.

3.1.6.3. IV. Kisérlet: Tavoli szervek vizsgalata postcondicionalds alkalmazasat
kovetoen.

Az altalanos mutéti modell szerint végeztiik a kisérletet 6 Oras reperfuzios
id6intervallummal. 30 kisérleti allatot 3 csoportba osztottuk. (n=10/csoport).(6.tablazat)

Csoport | Ischaemia Postcondicionalas Reperfuzio
Aloperélt - — — (n=10)
IR 60 perc — 6 Ora (n=10)
PC-10 60 perc 6 x 10 mp 6 Ora (n=10)

6. tablazat Az V. kisérlet elrendezése

IV. Kisérletben vett mintak: azonos anatomiai |
helybdl vett vékonybél (duodenum, jejunum, ileum)-
, maj-, tido6-, vesemintak - szovettani feldolgozasra;
jobb szivfélbol vett vérminta - gyulladasos citokinek
meghatarozasara.

3.2. Vizsgaloeljarasok
3.2.1. Hemodinamikai monitorozas

Az allatok artérids vérnyomasat és szivfrekvencidjat
a jobb oldali a. carotisha vezetett invaziv vérnyomas
mérdvel regisztraltuk (Dasy Lab VV9.00.02., National
Instruments Corporation).

3.2.2. A bélnyalkahartya mikrocirkulaci6janak
vizsgalata

A klinikai vizsgalatok és allatkisérletes kutatasok
soran a  szOveti  vizsgalatara  rutinszerlien
alkalmaznak 1ézer Doppler vizsgalati technikakat. A
Doppler elven alapuld6 moddszer, rendkiviil
érzékenyen jelzi a mikrokeringésben bekovetkezé | : SRR
akut valtozasokat, konnyen kivitelezhetd és objektiv. 15 dbra (A) A vékonybél antimesenterialis
oldalon ejtet metszés (B) a 1ézer Doppler
aramlasmérd detektor elhelyezésére.
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A vékonybél mikrokeringését a kirekesztés elott 5 percen keresztiil, majd az ischaemia
elsd és utolsd 5 percében, valamint a reperfuzid teljes iddtartama alatt felszini
mérofejjel ellatott Iézer Doppler monitor (MOOR Instruments Ltd. DRT4; kétcsatornas;
A=632.8nm; monochromaticus 2mW Helium-Neon laser) segitségével végeztiik. Az
eszkoz altal mért flux fiigg a mérdfej altal vizsgalt szovetvolumenben mozgd
vorosvértestek mennyiségétdl és atlagsebességétél. A 0,5 cm atmér6jii felszini
mérofejet a Treitz szalagtél aboralis irdnyban mért 3 cm tavolsagra, a bél
antimesenterialis oldalan ejtett 0,6 cm-es hosszanti metszést kovetden kozvetleniil a
bélnyalkahartya felszinére helyeztiik. (15.abra) Méréseink eredménye a homérsékletre,
a vorosvértest koncentraciora €s szovetvastagsagra korrigalt flux. Mindezen adatok a
mérés soran folyamatosan kovethetok. Tovabbi feldolgozas céljabol 4 masodpercenként
mért flux-ot mentettiink el. A mért értékek regisztralasa, grafikus abrazolasa GraphPad
Software (GraphPad Software Inc) alkalmazasaval tortént.

Az aramlési gorbék 0sszehasonlithatosaga érdekében a munkacsoportunk altal kordbban
mar publikalt matematikai korrekciot végeztik el,[280] mely az adott gorbére
vonatkoz6 4tlag ischaemids flux (tehat az U.n. ,biological zero” érték) minden flux-
értékbdl torténd kivonasan alapul. A tovabbiakban a kapott értékeket egy relativ skalan
abrazoljuk, ahol az ischaemia el6tt regisztralt dramlasi alapérték (baseline) felel meg
100%-nak, az ischaemia alatti érték pedig 0%-nak. [Tflux = (flux-bz)/(baseline-bz) x
100]. Ezen matematikai korrekcionak koszonhetéen a kiilonbozo allatoknal mért
aramlasi gorbék osszehasonlithatova valnak.

s Reperfiizié A reperfizidés aramlési gorbc?k 0ssze-
a0 P hasonlitdsa a gbrbe alatti teriilet

e integralja (RT, reperfuzios tertilet) €s a
o maximalis aramlasi platd (PM, plato

maximum — a reperfuzid utolso6 10
s perce) alapjan tortént. Az egyes gorbék
a0 esetében szamitott két értéket egy
s hipotetikus idedlis reperfuzidos gorbe

szazalékaban  fejeztik ki,  ahol
Tschueanda feltételezziik, hogy a reperfuzidé mar az
els6 pillanatban 100%-0s. Ez a

16. abra Az éramlasi gorbék értelmezése. A kiilonbozo
reperfuzios gorbék Osszehasonlitasa a reperfuziods teriilet (RT)
és platd maximum (PM) alapjan egy hipotetikus 100%
reperfuzios gorbével dsszevetve (RTy, PMy) teriiletaranyokkal
végezhetd el. Forras: Szijarto A et al, J Surg Res, 2006. [280]

3.2.3. Szovettani elemzés

transzformécio  konnyen, atlathato
O0sszehasonlitast és statisztikai analizist
tesz lehetévé.[280] (16.abra)

Az allatok identikus anatémiai helyr6l vett mintait 10 %-os formalinban fixaltuk 24
oran at, majd alkoholban taroltuk és paraffinba agyaztuk. A szdvettani vizsgalatokat
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hagyomanyos fénymikroszkopos elemzéssel végeztik 3-5 um vastag metszeteken,
hematoxylin-cosin (HE) festést kdvetden.

A bélbol vett szovettani mintak kiértékelése szemikvantitativ modon, az irodalomban
gyakran idézett Chiu-féle klasszifikacio[281] alapjan tortént, ami az alabbi
szempontokat veszi figyelembe:

Grade 0: nincs lathato elvaltozas

Grade 1: a villusok tetején kis subepithelialis fellazulds (Grunhagen
subepithelialis tér)

Grade 2: fellazulasok magasabb foka, elemeli az epithel réteget a lamina
propriar6l

Grade 3: epithel réteg elemelése a villusok hosszdban kovethetd, néhany
denudalt boholy, tagult kapillarisok és gyulladasos sejtek jelenléte

Grade 4: denudalt villusok, tagult kapillarisok, necrotikus teriiletek
Grade 5: lamina propria teljes destrukcioja, bevérzés, fekélyek

A tavoli szervek karosodasainak szovettani analizisénél az alabbi szempontokat vettiik
figyelembe:

Tiido: diffiz alveolaris karosodas szoveti jellemzoi, ugymint: 1. alveolusok falanak
vastagsaga, 2. alveolusok lumenének tagassaga, 3. alveolusok beltartalma (oedema,
lelokodott sejtek, tormelék, hyalinmembran), 4. gyulladdsos sejtes besziirtség, S.
pneumocyta-karosodas, 6. pangas.

Vese: tubularis, interstitialis karosodas jellemz6i, Ggymint: 1. glomerulusok allapota, 2.
a tubulussejtek integritdsa, 3. csapadék a tubulus lumenben, 4. felszivodott csapadék a
hamsejtekben, 5. levalt hamsejtek, 6. erek tagassaga (pangas).

M34j: 1. necrosis jelenléte, 2. gyulladasos sejtes besziirtség, 3. majlobulus struktirajanak
épsége, 4. szinuszoidok tagassaga (pangas).

A vizsgald patologusok a mintak jelzését, a csoportbeosztast, ill. a beavatkozas modjat
¢s idejét nem ismerték.

3.2.4. Necroenzimek

Az  alvadasgatolt  vérmintdkat centrifugaltuk (3000 rpm, 2x10 percig
szobahdmérsékleten), majd a hemolizismentes, sejtmentes feliiliszot, szérumot
elvalasztottuk a sejtes elemektdl. A mintakat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és
feldolgozasig -80 °C-on taroltuk. A spektrofometrian alapulé enzim meghatarozasokat
24 o6ran belil, standard laboratoriumi automatdn (Hitachi 747) végeztiikk. Rutin
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laboratériumi tesztek felhasznaldsaval szérum laktat-dehidrogenaz (LDH), kreatinin-
kinaz (CK), aszpartat aminotranszferaz (ASAT) és alanin aminotranszferaz (ALAT)
szintet mértiink.

3.2.5. Mucosalis oxidativ stressz vizsgalata

3.2.5.1. Bélmucosa-homogenizatum készitése

A patkanyok egyes bélszakaszainak azonositdsa utdn a duodenumot, a jejunumot és az
ileumot eltavolitottuk, majd a hosszmérés alapjan elkiilonitett bélszakaszokbdl a
béltartalmat Ovatosan kimostuk izotonias sooldattal. A tiszta bélmucosat a bél kiilsé
felszine feldl kifejtett erdteljes nyomadssal kipréselve tavolitottuk el. Az igy nyert
nyalkahartya kaparékot lefagyasztottuk és a mérésig -80 °C-on taroltuk. A méréseket
megeldzden a felolvasztott mucosa mintdkbol homogenizatumot készitettiink.

3.2.5.2. Luminometrids 0ssz-scavanger kapacitis mérés

A reakcidelegy hidrogénperoxidot, luminolt és mikroperoxidazt (SIGMA) tartalmaz. A
mérés soran a luminol szabadgyokok hatasara gerjesztett allapotba keriil és fényt bocsat
ki, amelyet luminométerrel (Lumat LB9051; Lumat Bertold) detektalni lehet.[282,283]
A fényintenzitast a gyokfogd vegyliletek csokkentik. Az eredményeket Relative Light
Unit (RLU) egységben kifejezve adtuk meg. A fényintenzitds (RLU) ardnyos a
a legérzékenyebb a redox-stditusz meghatdrozadsdban, mivel a mintdban 1évo
szabadgyokok mennyiségét nmol/l-es nagysagrendben képes kimutatni.

3.2.5.3. Redukadloképesség meghatdrozdsa

A redukaldképességet Oyaizu[284] szerint hataroztuk meg. 200 pl mintat hasznaltunk
¢és bidesztillalt vizzel 1 ml-re egészitettiik ki a térfogatot, majd 2,5 ml pH 6,6
foszfatpufferrel (0,2M) és 2,5 ml 1 %-0s K3[Fe(CN)6]-oldattal elegyitettiik, ezutan 20
percig 50 °C-on inkubaltuk. 2,5 ml 10 %-os triklorecetsav-oldat hozzdaddsa utin a
reakcidelegyet 10 percig centrifugaltuk 2500 rpm-mel. A feliilisz6 2,5 ml-ét 2,5 ml
bidesztillalt vizzel osszekeverve, majd 0,5 ml 0,1 %-0s FeCls-oldatot hozzaadva, a
kialakult szin intenzitasa 700 nm-en spektrophotométerrel (Jasco V-550) mérhetd, és
aranyos a minta redukaloképességével. Referencia vegyiiletként aszkorbinsavat
hasznaltunk. A minta redukaloképességét aszkorbinsav ekvivalensben (ASE) adtuk
meg. 1 aszkorbinsav ekvivalens az egységnyi térfogati minta (1 ml) redukaloképessége,
ha hatasa egyenértékii 1 umol aszkorbinsavval. A kapott eredmény a fehérjéhez (SH-
csoport) és a nem fehérjéhez kotott proton donor (H-donor) szummacidjaként
tekinthetd, ezért a szervezet 6ssz-antioxidans statuszarol tajékoztat.

3.2.5.4. Szabad szulfhidril (SH)-csoportok meghatarozasa

A szabad szulfhidril SH-csoporttal rendelkezd anyagok kifejezett antioxidans
tulajdonsaggal birnak. Példaként emlithet6 a fehérje lancok SH-csoport tartalma
(cisztein aminosav) és a glutation (GSH) antioxidans hatdsa. A szabad SH-csoportok
mennyiségének meghatarozasa Sedlak modszer [285] alapjan tortént, a fehérjékhez
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kotott antioxidans paraméterekrdl informal. Méréseinket spektrofotométerrel végeztiik
bélmucosa homogenizatumbol, Ellman reagenssel (5,5-ditiobisz-nitrobenzoesav,
SERVA) pH 7,4 Na-foszfat pufferben 512 nm-en.

3.2.5.5. H-donor kapacitas meghatarozdsa

A mintdkban taldlhato fehérjéket metanol (MERCK) hozzaadasaval kicsaptuk, igy
antioxidans tulajdonsagukat megsziintettiik. Eppen ezért ez a modszer a fehérjéhez nem
kotott antioxidans kapacitas mértékérdl informal. A méréseket Blois és Hatano modszer
[282,283,286] szerint 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil stabil gyok jelenlétében végeztiik. Az
aktivitas mérésének alapjat az 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) gy6k 517 nm-en
torténd detektalasa képezi. A DPPH viszonylagos stabilitasa révén megbizhatdéan
fotometralhaté molekulagyok, melynek abszorbancia maximuma 517 nm-nél mérhetd.
Az analitikai reakcioban a molekula H-atomok jelenlétében (melyet a vizsgalandé H-
donor aktivitassal rendelkezd vegyiiletek szolgaltatnak) konnyen regeneralddik, mely
folyamat eredményeként az abszorbancia csokken. Az eredményt gatlas %-ban adtuk
meg.

[Gatlas % = [Abs(kontroll) - Abs(minta)] / Abs(kontroll)x100]
3.2.6. Vena mesenterica superior pH mérés

A pH mérést a reperfazio els6 2 percében (0.,30.,60.és 120. masodpercben), kapillarisba
vett vena mesenterica superior vérmintakbol hataroztuk meg (Radiometer ABL 80).

3.2.7. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Duodenumbol, jejunumbol és ileumbdl vett mintakat fixaltuk neutral pufferolt
formalinban, majd paraffinba agyaztuk és 3 pum vastag metszetet készitettiink. A
deparaffinalt szovetet rehidraltuk, az endogén peroxidaz aktivitast 0,6% -os hidrogén
peroxidban blokkoltuk, majd 10 mM-os citrat pufferben (pH 6,0) végeztiink antigén
feltarast mikrohullamu siitével (20 perc). Mosast kdvetden - az aspecifikus kotddés
megakadalyozasara - a szOvetet 1,5%-os kecske szérummal blokkoltuk (30 perc,
szobahomérsékleten), majd aktiv kaszpaz-3 (1:200; CST 9661S, Cell Signaling
Technology), claudin-2 (1:50; 51-6100, Invitrogen), claudin-3 (1:100; 34-1700,
Invitrogen), claudin-4 (1:100; 36-4800, Invitrogen), zonula occludens-1 (1:125; 40-
2300, Invitrogen) poliklonalis antitestekkel inkubaltuk a szoveteket egy éjszakan at 4
°C-on. PBS-sel valo béséges mosast kdvetden, biotinizalt anti-nyal szekunder antitesttel
(1:200) és avidin-biotin-peroxidaz komplexszel (Vector ABC Elite kit, Vector
Laboratories) végeztiink kezelést. A peroxidaz aktivitast DAB (3,3’-diaminobenzidine-
tetrahydrochloride) kromogénnel és H,O, detektaltuk, majd hattérfestést Gill féle
hematoxylinnal ~ (Accustain, Sigma-Aldrich) végeztink. Egyidejlileg negativ
kontrollként a metszeteket primer antitest kihagyasaval festettik meg, pozitiv
kontrollként az antitestet gyartd cég altal ajanlott szovetmintakat hasznaltuk. Az aktiv
kaszpaz-3 aktivitast kvantitativ kiértékelésével, Leica Qwin Pro morfometrias szoftver
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(Leica Microsystems Imaging Solutions Ltd) segitségével tortént, mely egy adott
szintartomany teriilet-nagysagdnak meghatarozasara képes. Ezt az értéket a teljes bél
nyalkahartya teriiletére vonatkoztatjuk. Ezen hanyados kikiiszoboli az egyes mintdk
kozott fellépd egyéni teriileti kiilonbségeket, igy az egyéni értékek objektiven
Osszehasonlithatova valnak. A jejunum és ileum metszeteket 600x nagyitason keriiltek
mikrofényképezésre, és minden latdteret kiilon-kiilon értékeltiik. A teljes mintara
jellemz6 pozitivitas az egyes latoterek atlagolasat kovetéen kaptuk. A claudin-2,
claudin-3, claudin-4 és zonula occludens-1 immunreakciokat szemikvantitativ modon
elemeztiik. Minden allat duodenum, jejunum és ileum mintajabol 10-10 egy mast nem
fedod, véletlenszerlien kivalasztott nagy latotérben (HPF-high power field) 1évé villusok
kertiltek kiilon-kiilon jellemzésre. A reakciot linedris membran-pozitivitds esetén
pozitivként értékeltiik. A immunhisztokémiai reakcid eredményét a linearis membran
festddést mutatd vékonybél epithelialis sejtek szazaléka alapjan kapott értékben fejeztiik
ki az alabbi kritérium szerint: 0: nincs membran fest6dés, 1: az intestinalis epithelialis
sejtek kevesebb mint 20% pozitivak, 2: az intestinalis epithelialis sejtek 21%-40%
pozitivak, 3: az intestinalis epithelialis sejtek 41%-60% pozitivak, 4: az intestinalis
epithelialis sejtek 61%-80% pozitivak, 5: az intestinalis epithelialis sejtek tobb mint
81%-ka pozitiv.[287]

3.2.8. Mikrobiologiai vizsgalatok

A GFP-termelé E. coli baktérium tavoli szervekbe (mesenterialis nyirokcsomo, 1ép,
szovetmintakat 1ml steril fiziologias s6oldattal homogenizaltunk, és azokbol tizes alapi
higitasi sorokat készitettiink. Ezek tagjaibodl, €s az eredeti homogenizatumokbdl 200 pL
szélesztettiink L-arabinozt és ampicillint tartalmazé Luria-Bertani agarlemezekre,
melyeket aerob modon 37°C-on, 24-48 6ran at inkubaltunk. A kifejlédott fluoreszcens
telepek szamlaldsa 312 nm hulldmhosszii UV-fény segitségével tortént. A GFP-termeld
E. coli baktériumoknak egy gramm szovetmintdkra vonatkozd csiraszamat az egyes
higitasokbodl leoltott lemezeken szdmolhatd baktériumtelepek mennyis€gébdl - a higitasi
fokok figyelembevételével - szamitottuk. A kapott eredményeket CFU/g szovet
értekekként tiintettiik fel.

3.29. TLR-2 és TLR-4 mRNS meghatarozasa valés ideji (real-time) reverz
transzkripcié-polimeraz lancreakciéval (RT-PCR)

3.2.9.1. RNS izoldalas

A szovetmintdk egy részEét a mintagylijtést kdvetden azonnal folyékony nitrogénben
lefagyasztottuk és feldolgozasig -80°C-on taroltuk. A mintakbol RNeasy™ Mini Kit
(Qiagen GmbH, Hilden) segitségével RNS-t izolaltunk a gyartd protokollja szerint. A
kinyert RNS mennyiségét és mindségét NanoDrop késziilékkel végzett fotometralassal
hataroztuk meg, az RNS mintakat felhasznalasig -80°C-on taroltuk.
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3.2.9.2. Komplementer DNS szintézis

A reverz transzkripcid soran 1 pg RNS-t komplementer (C)DNS-sé konvertaltunk 20 pl
reakcio-végtérfogatban, 200 egység (U) SuperScript II RNase H- reverz transzkriptaz,
40 U RNaseOUT inhibitor és 0,5 pg oligo-(dT) primer jelenlétében (Gibco, Life
Technologies). A reakcioelegyet 20°C-on 10 percig, majd 42°C-on 45 percig és végiil
99°C-on 5 percig inkubaltuk, ezutin 4°C-ra lehiitottiik és felhasznalasig -20°C-on
taroltuk az igy eldallitott cDNS mintakat.

3.2.9.3. Valos idejii PCR

A SYBR Green alapu valés idejii PCR-eket 20 ul végtérfogatu reakcidelegyben
végeztiik, mely 10ul LightCycler 480 SYBR Green I Master mixet (Roche Diagnostics
GmbH), 10 pmol/ul molekula-specifikus szensz és antiszensz primert és 1 pl cDNS
mintat tartalmazott. A mérést Roche LC480 PCR késziiléken, 96 well platen hajtottuk
végre. A TLR-2, TLR-4 és GAPDH specifikus primerek szekvenciait, anellacios
hémérsékletiiket és a képzodo termékek hosszat a 7. tablazat tartalmazza. A kezdeti 5
perces 95°C-on végzett denaturdci6 utan a cDNS templatokat 50 cikluson [95°C, 10 mp
(denaturacid), 60°C (TLR-2 és TLR-4), 59°C (GAPDH), 10 mp (anellaci6), 72°C 10 mp
(extenzid)] keresztiil szaporitottuk fel. A detektdlas 72°C-on tortént. A PCR termékek
mindségét pozitiv és negativ kontrollok felhasznalasaval ellendriztik. A PCR
termékeink olvadaspont analizisét a kovetkezd paraméterek szerint végeztiik: 95°C 10
mp, majd 20°C/mp sebességli hiités utan 15 mp-ig 40°C-on tartottuk a mintakat. Ezt
kovetden 20°C/mp sebességl flitéssel 85°C-ra melegitettiik fel azokat.

Termék-

Gén Primer szekvencia Tan hossz

S: 5°- GCT AGG TAA AGT AGA AAC GGT AAC -3
TLR-2 60°C 110 bp
AS: 5’- TGA TTC GCT TCA CTT TCT CCA -3’

S: 5’- AAA TGG CAA TCC TTA TCA ATC ATT AG -3’
TLR-4 60°C 107 bp
AS:5’-CTG ATATCC TCTCTG TTG GTAGTT A -3’

S: 5°- CAC CAC CAT GGA GAA GGC TG -3’
GAPDH 59°C 240 bp
AS: 5°- GTG ATG GCA TGG ACT GTG -3’

7. tablazat A valos idejl polimeraz lancreakciok (RT-PCR) soran hasznalt primerek szekvenciai, anellacios
hémérsékleteik és a keletkezett PCR termékek hossza. Tan: anellaciés hdmérséklet, S: szensz, AS: antiszensz, bp:
bazispar, TLR: toll-like receptor, GAPDH: glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz.

Az eredményeket Light-Cycler 4801.5.0.3 verziészamu szoftverrel (Roche Diagnostics
GmbH) értékeltiik ki. A TLR-2 és TLR-4 mRNS expressziojat GAPDH-ra, mint bels

kontrollra normalizalva adtuk meg minden egyes minta esetében.[288]

51



DOI:10.14753/SE.2015.1819

3.2.10. Tudo6 oedema index

A szoveti mintavétel sordn a jobb tiid0 kozépsé lebenyének eltavolitasa, majd
tomegének lemérése tortént (nedves tomeg). Ezt kovetden a lebeny 48 oran keresztiil
szaritasra keriilt allandé 80°C-on (szaraz tomeg), a stlyallandosag eléréséig. Az oedema
becslése a nedves/szaraz tomegek széazalékos aranyanak meghatarozasaval tortént a
kovetkezo képlet szerint:

W/D arany = (nedves tomeg — szaraz tomeg) / nedves tomegx 100

3.2.11. Konfokalis mikroszkopia

Kisérleteinkhez a patkdnyok jejunumabdl és ileumabdl vettiink mintdkat. A
bélszakaszokat Shandon Cryomatrixba agyaztuk (Thermo Fisher Scientific), és 10-12
um vastagsagu fagyasztott metszetet készitettlink. A metszeteket poli-L-lizinnel
(Sigma-Aldrich) bevont targylemezekre vettiik fel. A mintakat 4% pufferelt formalinban
5 percig fixaltuk. A metszeteket foszfat pufferelt sdoldatban (PBS) rehidraltuk, majd az
aspecifikus antitest kapcsolatok megakadalyozasara 20 percig 5% kecske szérum, 0,1%
marha szérum albumin (BSA) és 0,1% Tween-20 elegyével inkubaltuk. A
targylemezeket az anti-TLR-2 ¢és anti-TLR-4 (1:100; SC-10739 és SC-30002, Santa
Cruz Biotechnology) primer antitestekkel 60 percig inkubaltuk, amit tovabbi 60 perces
Alexa-Fluor 488 kapcsolt, nyul specifikus masodlagos antitest (1:200; A-11008, Life
Technologies) kovetett. Az epithelialis sejtek vizualizalasara anti-citokeratin antitestet
(1:200; MAB3224, Merck) ¢és biotinilalt kecske anti-egér IgG masodlagos antitestet
(1:200; BA-1000, Vector Labs) alkalmaztunk. A kotOhelyeket detektalasara Alexa-
Fluor 555 Streptavidin (1:200; S-32355, Life Technologies) hasznaltunk. Az
ellenanyagokat 1% BSA és 0,1% Tween-20 tartalmi PBS-sel higitottuk. A sejtmagokat
4' 6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI) festettiik. A metszetekre vizoldékony Aqua-
Poly/Mount-tal (Polysciences Inc) fedtiik, majd 4°C-on taroltuk. A metszetekrdl Bio-
Rad Radiance 2100 Rainbow (Bio-Rad Laboratories) konfokalis 1ézer pasztazod
mikroszkoppal tobb sikban felvételeket készitettiink. A képeket ImageJ-vel dolgoztuk
fel, az illusztraciokat Adobe Photoshop CS5.1 (Adobe) szoftverrel allitottuk Ossze.

3.2.12. Enzimhez kapcsolt immunszorbens (ELISA) vizsgalatok

A bélnyéalkahartya mintdkat homogenizaltuk homogenizacids puffer (0,05% natrium
azid, 0,5% Triton X-100 és proteaz inhibitorokat tartalmazo PBS) segitségével pH 7.2
és 4°C. A homogenizatumot 12000 g 10 percen at 4°C centrifugaltuk. A feliiluszot
hasznaltuk IL-6 és TNF-o méréshez. A fehérje koncentraciot Bradford modszer szerint,
Protein Assay kit (Bio-Rad Protein Assay Kit | 500-0001) felhasznalasaval tortént. A
nyalkahartya mintak IL-6, TNF-0, a szérum mintak IL-6, TNF-a, I-FABP szinteket
patkany specifikus szendvics ELISA modszerrel mértiik kereskedelmi forgalomban
kaphato kit segitségével (Quantikine® Rat IL-6 és TNF-o Immunoassay kit, R&D
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Systems; R6570 TSZ Scientific). A szérum d-laktat koncentraciot egy kolorimetrias
reakcié elven alapul6 kit hasznalataval végeztilk (MAKO058, Sigma-Aldrich).

3.2.13. Statisztikai elemzés

Az eredményeket atlag + standard deviacié (SD) —ként fejeztiik ki. Az adatok normalis
eloszlasat Kolmogorov-Smirnov teszttel ellendriztiikk. A csoportok kozotti varianciat
Levene-féle statisztikai analizissel végeztiikk. A csoportok kozotti statisztikai kiilonbség
meghatarozasahoz egy utas ANOVA-t hasznaltunk és Scheffe post hoc tesztet. A
szOvettani ¢s immunhisztokémiai vizsgalatok sordn kapott pontszamok statisztikai
elemzését non-parametrikus Kruskall-Wallis tesztel végeztiik, tovabba a csoportok
paronként post hoc analizishez Mann-Whitney U tesztet alkalmaztunk. A kiilonb6z6
csoportok szovettenyészet eredményét Chi-négyzet probaval hasonlitottuk Ossze.
p<0,05 valosziniiségi értéket fogadtunk el szignifikansnak (SPSS Statistics 20.0
software, IBM Corporation).
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4. Eredmények

4.1. 1. Kisérlet eredményei
4.1.1. Haemodinamikai paraméterek

A kisérlet kezdetén (baseline) az allatok artérias kozépnyomasa (mean arterial pressure;
MAP) 90 és 95 Hgmm koz6tt ingadozott. Az aloperalt csoport esetében a MAP nem
mutatott szignifikdns ingadozast a vizsgalt iddszakban, tehat konstansnak mondhat6. A
mesenterialis ischaemianak kitett kisérleti csoportok artérias kdzépnyomasa az arteria
mesenterica superior occlusiojat kovetéen emelkedett 10-15 Hgmm-rel, ami az
ischaemia vége felé kozeledve folyamatosan csdkkent. Az IR csoportban szignifikdns
MAP esés volt tapasztalhato a reperfuzio kezdetén, ami nem valtozott szignifikdnsan a
reperfuzio ideje alatt. A reperfizio 60. percében mind a harom postcondicionalt csoport
artérias kozépnyomdsa emelkedett és megkozelitette az ischaemia el6tti értéket. A PC-
10 és PC-30 csoportok tekintetében az MAP szignifikdnsan magasabb értéken
stabilizalodott a reperfuzid végére az IR-csoporthoz képest. A harom postcondicionalt
csoport artérias kozépnyomas értékei kozott nem volt statisztikailag kimutathatd
kiilonbség. (17.abra)
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17. abra Artérias kozépnyomas valtozasok az 6t kisérleti csoportban. *: p<0,05 vs. IR-csoport.
Forras: Rosero O et al, J Surg Res, 2014. [334]
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4.1.2. Mikrocirkulacio

A csoportok Osszehasonlitdsa sordn a reperfizidos goOrbe alatti teriilet integraljat
(reperfuzids teriilet: RT) és az aramlas utolsé 10 percében mért aramlasi platd
maximumot (PM) értékeltiikk. A kordbban emlitetteknek megfeleléen, a matematikai
transzformécion atesett aramlasi adatokat egy képzeletbeli idedlis, maximalis
reperfuzids gorbe szazalékaban tiintettiik fel a tiblazatban.(8.tablazat)
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18. abra Vékonybél nyalkahartya mikrocirkulacié mérés. Forras: Rosero O et al, J Surg Res,2014. [334]

A diagramon lathato, hogy a kezdeti alaparamlas soran nem mutatkozik jelentds
kiilonbség a kisérleti csoportok kozott, majd az ischaemia kovetkeztében az 4dramlas
fokozatosan a biologiai zérd szintjére, azaz az elérheté nulla-pontra csokken. (18.abra)
Az aloperalt csoportban, az allatok aramlési gorbéje az alapdramlashoz képest a
vizsgalat id6tartama alatt nem valtozott. A reperfuzid kezdetén mind a négy AMS
kirekesztésen atesett csoportban hirtelen aramlas-emelkedés figyelhetd meg, mely
kezdetben eléri a 100%-ot, majd az elsd 5-10 percet kdvetden, a gorbék szétvalnak. Az
IR csoportban az aramlas fokozatos csokkenése figyelhetdé meg, a PM a reperfuzio
kezdeti értekhez képest koriilbeliill 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 hyperaemidval stabilizaloédik, mely a vizsgalat egész idétartama
alatt fennall. A PC-10 PM értéke szignifikansan magasabb a PC-30 és PC-60
csoportokhoz képest. Az RT tekintetében mind a harom postcondicionalt csoport értéke
szignifikdnsan magasabb az IR-csoporthoz képest. A postcondicionalt csoportok kozott
a PC-10 RT értéke a legnagyobb ¢&s szignifikdnsan magasabb a masik két
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postcondicionalt csoporthoz képest. Viszont nem volt szignifikdns kiilonbség az RT
paraméter tekintetében a PC-30 és PC-60 csoportok kozott (p=0,657).

Vizsgalt
paraméter

RT (%) 99,7+£35 | 76,8+5,1 11 | 115947 +1,* | 103,9 £ 3,4 **§§ 100,3 £ 2,7 ** 8§

PM (%) | 963£32 |685+109 1| 120,3+7,6 1% | 107,8+ 5,1 1F,%x§ | 103,6 % 5,5 t1,*§

8. tablazat Mikrocirkulacios vizsgalt paraméterek.
RT=reperfizios teriilet; PM=platé6 maximum; {1: p<0,01 vs. Aloperalt csoport;
**: p<0,01 vs. IR-csoport; §: p<0,05 vs. PC-10 csoport; §§: p<0,01 vs. PC-10 csoport

4.1.3. Vékonybél szovettan

A HE festett szovettani metszeteken az aloperalt csoportban kozel ép szoveti szerkezet
volt lathatd6 mindharom vizsgalt bélszakasz esetében. Az ischaemia-reperfiizionak Kitett
csoportok szovettani képe jelentds kiilonbséget mutat az aloperalt csoporthoz képest.

g

e £t CATS, o = 3R ON A 0 :

) 19. abra Reprezentativ H-E festett jejunum metszetek, 20x nagyitas.
A) Aloperalt csoport; B) IR-csoport; C) PC-10 csoport; D) PC-30 csoport; E) PC-60 csoport.
Forras: Rosero O et al, J Surg Res, 2014. [334]
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A duodenum metszetek tekintetében nem volt statisztikailag kimutathat6 kiilonbség az
IR- és a postcondiciondlt csoportok kozott. A harom bélszakasz koziil az ileum
szenvedte a legjelentésebb karosodast. Az IR-csoportban a jejunum és ileum metszetek
denudalt oedemas villusokat abrazoltak, elsésorban a bolyhok felsé harmadat érintd
teljes destructioval és necrotikus teriiletekkel, melyet kapillaristagulat is kisért. Ehhez
képest a mesenterialis ischaemia végén alkalmazott postcondicionalds jelentdsen
csokkentette az IR-csoportban latott vékonybél szoveti karosodast. A harom
postcondicionalt csoportban megtartottabb szoveti szerkezet volt megfigyelheté. A PC-
60 csoportban erés subepithelialis fellazulast, a hamréteg kiilonb6z6 mértéki
elemelkedését lattuk elsdsorban, valamint kisebb foku kapillaristagulatot joval kevesebb
necrosis mellett. A PC-30 és PC-10 csoportokban a szoveti kép ennél is kedvezébbnek
mutatkozott. A subepithelialis fellazulasok kisebb mértékiieck voltak — a PC-10
csoportban ritkédn volt megfigyelhetd- és a villusok oedemaja is enyhébb fokban alakult
Ki. (19.abra)

A kiértékelés soran az irodalomban széles korben hasznalt Chiu-féle klasszifikacio[281]
alapjan pontoztuk a karosodas mértékét a szdmszerli Osszehasonlithatdsadg biztositasa
érdekében. A jejunum és ileum bélszakaszok pontértékei alapjan a PC-10 (p<0,01) és a
PC-30 (p<0,05) csoportok szignifikansan kisebb mértékii szoveti karosodast mutattak az
IR kontroll csoporthoz képest. A PC-60 csoportban tapasztalt jejunum és ileum szoveti

karosodds mértéke nem mutatott statisztikai kiilonbséget az IR-csoporthoz képest
(p=0,165; p=0,054).(20.4bra)
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20. abra A Chiu-féle klasszifikacio pontértékei bélszakaszok szerint.
*: p< 0,05 vs. IR-csoport; **: p< 0,01 vs. IR-csoport. Forras: Rosero O et al, J Surg Res, 2014. [334]
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4.1.4. Plazma LDH és CK valtozasok

A 60 perces mesenterialis ischaemidra és 60 perces reperfuziora kitett csoportokban
jelentés emelkedés volt tapasztalhaté mind az LDH mind a CK tekintetében, az
aloperalt csoporthoz képest (p<0,05). Az IR-csoporthoz képest a PC-10 és PC-30
csoportban mért LDH és CK emelkedéshez szignifikansan alacsonyabb volt. Mig a PC-
60 csoportban csak a CK esetében lattunk szignifikans csokkenést. A postcondicionalt
csoportok kozott a plazma LDH koncentracio szignifikansan magasabb volt a PC-30
(p<0,05) és PC-60 (p<0,01) csoportokban a PC-10 csoporthoz képest. (21.abra)

un ESHAM EIR mPC 10 mPC 30 mPC 60
1000 f +
200 T

800
1. 88
700 T

600

Laktat-dehidrogenaz Kreatin-kinaz

21. abra Szérumban mért laktat-dehidrogenaz-, kreatinin-kinaz szintek.
+: p< 0,05 vs. Aloperélt csoport; 11: p< 0,01 vs. Aloperalt csoport;
*: p< 0,05 vs. IR-csoport; **: p< 0,01 vs. IR-csoport; §§: p< 0,01 vs. PC-10 csoport.
Forras: Rosero O et al, J Surg Res, 2014. [334]

4.1.5. Bélnyalkahartya antioxidans statusz

A nydalkahartya-kaparékbol végzett antioxidans vizsgalatok arrol szolgaltatnak
pillanatnyi informéciot, hogy milyen az antioxidans-prooxidans egyensuly a vizsgalt
rendszerben, esetiinkben az egyes bélszegmensek nyalkahartydjaban. 60 perces
ischaemia és 60 perces reperfuzid hatdsara mindhdrom vizsgélt bélszakaszban jelentds
oxidativ stressz alakult ki. A kovetkezOkben az ileum nyalkahartya-kaparékban mért
antioxidans szinteket mutatjuk be részletesen, mivel ezen bélszakasz karosodasa
bizonyult legsulyosabbnak. A duodenumban és jejunumban mért értékek a kisérd
tablazatban keriiltek feltiintetésre. (9.tablazat)
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4.1.5.1. Luminometrids 0ssz-scavanger kapacitds

A relative light unit (RLU)-ban kifejezett luminometrias Ossz-scavenger kapacitas
forditottan aranyos a mintaban jelenlévé antioxidansok mennyiségével. Az ileum
luminometrids vizsgélata alapjan, mindhdrom PC csoportban szignifikdnsan csokkent a
szabadgyokok mennyisége az IR-csoporthoz képest. A 6x10 masodperces
postcondicionalasi algoritmus kifejezettebb csokkenést eredményezett, ami a masik két
postcondicionalasi algoritmus alkalmazasdhoz képest statisztikailag szignifikansnak
bizonyult. Tovabba a PC-60 csoportbol szarmazé ileum nyalkahartya kaparékba mért
szabadgyok koncentracid szignifikansan magasabb volt a PC-30-csoportban mértekhez
képest. (22.abra)
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22. abra Vékonybél nyalkahartya — luminometrids dssz-scavenger kapacitas (ileum).

+1: p<0,01 vs. Aloperalt csoport; **: p<0,01 vs. IR-csoport;

§§: p<0,01 vs. PC-10 csoport; #: p< 0,01 vs. PC-30 csoport
4.1.5.2. Redukdloképesség
A redukalo képesség, mely a szdvet teljes antioxidans képességérdl informal €s aranyos
a minta antioxidans tartalmaval, aszkorbinsav ekvivalensben (ASE) keriilt megadasra.
Az aloperalt csoportban mutatkozik legmagasabbnak a redukald képesség. Az IR-
csoportban kifejezett csokkenés lathatd, mely PC segitségével mérsékelhetd. Ebben az
esetben szamottevo kiilonbség mutathato Ki a harom postcondicionalasi algoritmus kozt:
mig az 60 és 30 masodperces ciklusok nem javitottak jelentdsen az ileum nyalkahartya
redukald képességét az IR-csoporthoz képest, a 10 mdasodperces ciklusok hatdsara
szignifikans javulas jott 1étre. (23.4bra)
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23. abra Vékonybél nyalkahartya — redukalo képesseg (ileum).
T: p< 0,05 vs. Aloperalt csoport; 11: p<0,01 vs. Aloperalt csoport; *: p< 0,05 vs. IR-csoport

4.1.5.3. Szabad szulfhidril (SH) —csoportok

A fehérjékhez kotott antioxidans tulajdonsadg vizsgalatnal csak a 10 masodperces
postcondicionalasi algoritmus eredményezett szignifikans javulast az IR-csoporthoz
képes. A PC-30 és PC-60 csoportokban alkalmazott postcondicionalasi algoritmus nem
mérsékelte az ischaemia-reperfizié indukalta szabad szulfhidril csoporttal rendelkez6
fehérjék csokkenését. (24.abra)
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24. abra Vékonybel nyélkahartya — szabad SH-csoportok (ileum).
T: p< 0,05 vs. Aloperalt csoport; *: p< 0,05 vs. IR-csoport
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4.1.5.4. Hidrogén-donor aktivitds

A moddszer a fehérjéhez nem kotott antioxidans kapacitas mértékérdl informal. Bar az
IR-csoporthoz képest statisztikailag szignifikans javulas nem mutathatd ki egyik
postcondicionalasi  technika alkalmazasaval sem, egyfajta javuld tendencia
megfigyelheté mindharom csoport esetében. (25.abra)
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25. abra Vékonybél nyélkahér,tya H-donor kapacités (ileum).
T1: p<0,01 vs. Aloperalt csoport

Osszefoglalva az antioxidans vizsgalatok eredményét, azt tapasztaltuk, hogy 60 perces
ischaemia és 60 perces reperfizid hatasara mindharom vizsgalt bélszakaszban jelentds —
bar kiillonboz6 mértéki — oxidativ stressz alakult ki. Mind a harom vizsgalt
postcondicionalési protokoll képes volt az oxidativ stresszt szignifikans modon
csokkenteni az igen érzékeny luminometrias mérések alapjan, de a 10 masodperces
ciklusok alkalmazasa csokkentette legkifejezettebben. A  spektrofotometrias
paraméterek  tekintetében mutatkozik bizonyos mértékli eltérés az egyes
bélszakaszokban kifejtett hatds tekintetében. A 10 masodperces ciklusokat alkalmazo
postcondicionaldsrol elmondhato, hogy védd hatasa Gsszességében itt is statisztikailag
szignifikdnsan jelenik meg a kontroll csoporttal szemben. A 30- és 60-masodperces
ciklusok esetében, a legsulyosabb karosodasnak kitett ileum esetében szignifikans
javulas nem volt kimutathat6, bar a javul6 tendencia itt is megfigyelhetd és a masik két
bélszakasz esetében helyenként statisztikailag is szignifikéans.
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Luminometrias 6ssz-scavenger kapacitas (RLU%) ( ARSeél /ugkfalr(;]lr(ne?:lslséi?e)
Duodenum Jejunum Ileum Duodenum | Jejunum lleum
1491 6167 4905 838 968 757
SHAM
+ 264 + 344 + 249 + 127 + 100 + 130
IR 171830 175868 5772379 659 523 432
+ 4353 +F + 4187 1t + 21347 + + 165 +86 1 | =115+t
PC-10 7632 37399 1853117 780 886 627
+ 232 §7,** + 1663 T1,** + 71617 +,** +92 + 188 ** | +£124*
19563 45120 2139374 712 729 563
PC-30 + 654 71,%*,8§ + 1303 +1,**,8§ + 23804 11,%*,8§ + 68 =75 7H*% | £79 7
PC-60 26983 50346 2317532 682 687 507
+ 1746 TF,*%,88,9 | £3226 F1,%*,§§,9 | = 89743 f+,%*,8§,0¢ + 87 + 78 T1,*¥* | £86 7

Szabad szulfhidril csoport (mmol/l)

Hidrogén-donor aktivitas

(gatlas %)

Duodenum Jejunum lleum Duodenum | Jejunum lleum

SHAM| 1,162+ 0,46 0,83 + 0,01 0,57 +0,19 74,9 St 78,11

’ ’ ’ ’ ’ ' + 5,82 +1,91 +5,56

68,2 67,4 65,8

IR 0,583 +0,15 F 0,59 £0,15 ¥ 0,32+0,11 %

+888 | 6831 |£6417t

PC-10 | 1,03%0,21 ** 0.8+0,17 * 0.45 + 0,06 * 804 97 73,36

- o v £242% | £129% | +£4.13

PC-30 | 0,825+0,11 %% | 0,731+0,12 0,38 = 0,08 80,34 7945 | 7268

’ ’ ’ ’ ’ : £2,05% | £1,58%* | +3.15

PC-60 | 0,703 +0,16 § 0,671£0,18 F 0.31 % 0,08 + 80,3 77,91 72,5

LLI2% | £3,11% | +£4,69

9. tablazat Vékonybél nyalkahartya antioxidans statusz.
T: p< 0,05 vs. Aloperalt csoport; T1: p<0,01 vs. Aloperalt csoport; *: p< 0,05 vs. IR-csoport;
**: p<0,01 vs. IR-csoport; §§: p<0,01 vs. PC-10 csoport; #: p< 0,01 vs. PC-30 csoport

4.1.6. A mesenterialis vér korai pH-valtozasai

A v. mesenterica superiorbdl vett vérmintdkbol végeztiink pH-meghatarozast a
reperfuzid korai fazisaban (0., 30., 60., és 120. masodpercében). Az arteria mesenterica
superior ideiglenes kirekesztésen atesett csoportok vénas pH értékei szignifikdnsan

alacsonyabbak az daloperalt csoport értékeihez képest. Az 4aloperalt csoport pH
értékeiben nem figyeltiink meg jelentds valtozast a mért idépontokban.
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A Kkezdeti (0.) idopontban mért vénas pH nem mutatott kiilonbséget az ischaemian
atesett csoportok kozott. A 30. masodpercben szignifikans kiillonbség mutatkozott a PC-
10 ¢és a tobbi kisérleti csoport kozott. Az reperfuzid elsé percének végén, a PC-10
csoport szignifikansan alacsonyabb pH értékei tovabbra is fenn allt. Tovabba az IR- és
PC-60 csoportok pH értékei szignifikansan gyorsabban 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 normalizaldédasat az IR-
csoporthoz képest. Az utols6 mérésben a PC-10 csoport szignifikansan alacsonyabb pH
értékeket mutatott a PC-30 csoporthoz képest. Szembetiind, hogy 6x10sec
postcondicionalast kdvetden, a pH emelkedés joval lassabb iitemil, annak ellenére, hogy
a reperfuzié elején az IR-csoporttal kozel azonos értékrdl indul. Az IR- és a PC-60

csoport kdzott nem volt statisztikailag kimutathato kiilonbség a pH értékek tekintetében
(p=0,057). (26.4abra)
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26. abra Vena mesenterica superior pH-janak alakulasa a reperfuzio kezdetén.

**: p<0,01 vs. IR-csoport; §§: p<0,01 vs. PC-10 csoport; dd: p<0,01 vs. PC-60.
Forras: Rosero O et al, J Surg Res, 2014. [334]

4.1.7. Korai szérum IL-6 és TNF-a szintek

Az interleukin-6 (IL-6) és tumor necrosis faktor-a (TNF-o) szérum koncentraciok
meghatarozasat, mint a szisztémas gyulladasos valasz korai markereinek és a tavoli
szervi hatasok elokészité-vizsgalataként végeztiik el. A diagramon lathat6, hogy az
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ischaemia-reperfuziora kitett csoportok szérum IL-6 és TNF-a szintje jelentésen
emelkedet az aloperalt csoporthoz képest. Mind a harom vizsgalt postcondicionalasi
IR-csoporthoz képest. A szérum TNF-a tekintetében a PC-10 csoport szignifikansan
alacsonyabb szintet mutatott a PC-30- és PC-60- csoportokhoz képest. (27.abra)

pngslol ESHAMBIREPC 10@PC30mPC 60
i
400 [
350

300

250 2288

F1.%% §§

i
I

200

150

100

50

Interleukin-6 Tumor nekrozis faktor-a

27. abra Szérum Interleukin-6 és Tumor necrosis faktor-o valtozasok.
T1: p<0,01 vs. Aloperalt csoport; **: p<0,01 vs. IR-csoport; §§: p<0,01 vs. PC-10 csoport.
Forras: Rosero O et al, J Surg Res, 2014. [334]

4.2. 11. Kisérlet eredményei
4.2.1. Vékonybél szovettan

A vizsgalt harom vékonybél szakasz tekintetében az aloperalt csoport HE festett
metszetein ép szoveti szerkezet volt lathatd. A duodenum, mely a vizsgalt harom
vékonybél szakasz koziil a legenyhébben karosodott, minimalis subepithelialis
fellazulasokat mutatott mindkét ischaemia-reperfiizidnak kitett kisérleti csoport mintain.
Az IR- és PC-csoport kozott nem volt statisztikailag kimutathato kiilonbség a duodenum
elvaltozasok tekintetében. Ezzel szemben az IR-csoportban kifejezet szovettani
valtozasok voltak megfigyelheték a jejunum ¢és ileum esetén, ahol sok helyen denudalt
bolyhok valamint a villusok oldalara is kiterjed6 sulyos epithelialis fellazulasok kiilon-
kiilon mértékben jellemezték a szovettani képet. A postcondicionalt csoport joval
enyhébb képet mutatott kis- és kozépfoku subepithelialis fellazulasokkal. (28.4bra)
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28. abra Reprezentativ H-E festett jejunum metszetek (scale bar: 50um).
A) Aloperalt csoport; B) IR-csoport, nyil mutatja a denudalt villus-t; C) PC-csoport.
Forras: Rosero O et al, Biomed Res Int, 2014. [73]
A metszetek kiértékelése soran hasznalt Chiu-féle klasszifikacio [281] alapjan, a
postcondicionalt csoportban latott szdvettani elvaltozasok szignifikansan enyhébbek
voltak mind a jejunum (p<0,01 vs. IR), mind az ileum (p<0,05 vs. IR) tekintetében az
IR-csoporthoz képest. (29.abra)

N
5

ESHAM ®BIR OPC
4,5

Chiu-féle klasszifikacio

Duodenum Jejunum Ileum

29. abra A Chiu-félg: klasszifikacié pontértékei bélszakaszok szerint.
+1: p<0,01 vs. Aloperalt csoport; **: p<0,01 vs. IR-csoport.
Forras: Rosero O et al, Biomed Res Int, 2014. [73]
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4.2.2. Aktiv kaszpaz-3 immunhisztokémia

Az apoptozis egyik jellegzetes markerének kimutatasara aktiv kaszpaz-3 festés
végeztiink. Az aktiv kaszpaz-3 reakcio értékelését digitalis morfometria segitségével
hataroztuk meg. Az aloperalt csoport vékonybél metszetein minimalis szamu aktiv
kaszpdz-3 pozitivitdst (nuclearis és/vagy cytoplasmaticus) mutatd intestinalis
epithelialis sejt volt megfigyelhetd. Ezzel szemben szignifikdnsan magasabb szamban
voltak lathatoak aktiv kaszpaz-3 pozitiv fest6désii sejtek a mesenterialis IR Kitett
csoportokban. A postcondicionalt csoport jejunum ¢és ileum metszetein szignifikdnsan
csOkkent az aktiv kaszpaz-3 festddés az IR-csoporthoz képest.(30. abra)

ESHAM EIR @PC
in)

I

16

14

12

10

Jejunum Tleum

Aktiv kaszpaz-3

30. dbra Aktiv kaszpaz-3 immunhisztokémia: A) Aloperélt csoport, B) IR-csoport, C) PC-csoport (nyilak mutatjak az
apoptotikus sejteket, scale bar: 50 um). D) Aktiv kaszpaz-3 kvantitativ kiértékelés morfometrias software
hasznalataval. 11: p<0,01 vs. Aloperalt csoport; **: p<0,01 vs. IR-csoport.

Forras: Rosero O et al, Biomed Res Int, 2014.
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4.2.3. Tight junction sejtkapcsolé fehérjék immunhisztokémia

A claudin-3, -4 és zonula occludens-lexpresszidja linearis membranoSus reakciot
mutatott. A claudin-2 fehérje expresszidja részben linearis membranoSus, részben
granularis intracytoplasmaticus reakciot adott. Az aloperalt csoportban gyenge reakciot
figyeltiink mind a harom vizsgalt vékonybél szegmens claudin-2 fest6dés tekintetében.
Claudin-2 pozitivitast féleg a bélbolyhok cryptaiban lokalizalodott és inkabb a
cytoplasmaban helyezkedett el granularis jelleggel (A). Az ischaemia-reperfiiziora kitett
csoportokban magasabb claudin-2 festédés volt lathato (B, C). Az IR-csoport jejunum
¢s ileum metszetei szignifikansan erésebb immunpozitivitdst mutattak a
postcondicionalt csoporthoz képest.

A claudin-3 reakci6 az aloperalt csoportban erés linearis membran pozitivitast adott a
crypta-villus tengely mentén talalhaté epithelialis sejtekben, nem volt jelentds
kiilonbség a harom vizsgalt vékonybél szakasz kozott (D). A mesenterialis ischaemia-
reperfuzid jelentés claudin-3 expresszid csokkenést okozott a jejunum ¢&s ileum
epithelialis sejtekben (E, F). A postcondicionalas szignifikansan enyhitette a claudin-3
festddés csokkenés mind a jejunum mind az ileum tekintetében.

Az aloperalt csoportban gyenge claudin-4 immunpozitivitas detektaltunk a harom
vizsgalt bél szegmensen, a reakcid féleg a villusok csticsan talalhato epithelialis sejtek
cytoplasmajaban volt lathato (G). A 60 perces ischaemia és 6 ora reperfuzid szamottevo
claudin-4 expresszi6 emelkedést okozott a duodenum, jejunum és ileum bolyhok
csucsan talalhato epithelialis sejtekben (H, 1). Az IR- és PC-csoport kozott nem volt
statisztikailag kimutathatd kiilonbség az epithelialis sejtek claudin-4 membran
expresszioja tekintetében.

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 duodenum-, €s jejunum- ¢és ileum-
vékonybél szakaszok kozott (J). Az ischaemia-reperfuzid végén vett jejunum ¢€s ileum
mintdkban jelentdsen alacsonyabb zonula occludens-1 expresszid volt megfigyelhetd
(K). Azonban a postcondicionalt csoport jejunum és ileum metszeteiben (L)
szignifikansan er6sebb immunpozitivitas volt lathat6 az IR-csoporthoz képest.

(31.abra, 10.tablazat)
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CLAUDIN-2

CLAUDIN-3

CLAUDIN-4

ZONULA
OCCLUDENS-1

(scale bar: 20 um). Forras: Rosero O et al, Biomed Res Int, 2014. [73]

Vekonybel Ig;ze;éﬁ‘ Claudin2 | Claudin-3 | Claudin-4 | 20012
SHAM 0,06 +0,2 5 02+0,4 3,73 +04
DUODENUM | |R 2,27 £ 0,4+ 4,67+04F 1,405 t+ 347+0,5
PC 2,06+ 0,24+ 47404t 1,13 0,3 +1 3,4+05
SHAM 02+04 487+0,3 02+04 353405
JEJUNUM IR 3,47+0,5 1 1,33+0,5 + 22404+ | 1,330,611
PC 2,93 40,6 ,* 4,6+ 0,5** 18406+ | 3+05+*
SHAM 0,13+0,3 493+0,2 0,27+0,4 3,73 +,04
ILEUM IR 3,6+0,51F 12+04 Tt 2,53+05%F | 1,13£0,3 +F
PC 3,06£0,5t1,*% | 4407 t1,** 22404+ | 2440555+

10. tablazat Intestinalis epithelialis sejtek kozdtti kiildnbdz0 tight junction fehérjék expresszidja szemikvantitativ
kiértékelése. T: p<0,01 vs. Aloperalt csoport; *: p<0,05 vs. IR-csoport; **: p<0,01 vs. IR-csoport
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4.2.4. Bélnyalkahartya antioxidans statusz

4.2.4.1. Luminometrids 0ssz-scavanger kapacitds

A kemilumineszcencia intenzitasa aranyos a vizsgalt mintaban 1év0 szabadgyokok
bélszakaszok nydalkahartya homogenizatumban 1évé szabadgyok koncentracio az
aloperalt csoporthoz képest. A mesenterialis ischaemia végén alkalmazott
postcondiciondlds szignifikansan csokkentette az IR-csoporthoz képest a szabadgyok
koncentraciot a jejunumbol és ileumbdl szarmazd mintak tekintetében. A duodenum
esetén ez a kiilonbség nem volt szignifikans (p=0,091). (11.tablazat)

4.2.4.2. Redukaloképesség

A globalis antioxidans stituszra utald redukald képesség értéke csokken az ischaemia-
reperfiizi6 sordn. Azonban a postcondiciondlt csoport szignifikdnsan magasabb
értekeket mértiink az IR-csoporthoz képest mindharom vizsgalt vékonybél szakasz
tekintetében. A duodenum ¢s ileum esetében a postcondicionalt és az aloperalt csoport
redukald képessége nem mutatott statisztikai kiilonbséget. (11.tablazat)

4.2.4.3. Szabad szulfhidril (SH) —csoportok

A fehérjékhez kotott antioxidans tulajdonsag vizsgélatndl a postcondicionalas
szignifikdnsan mérsékelte a mesenterialis ischaemia-reperfuzié okozta szabad
szulfhidril csoport csokkenést. Tovabba a postcondicionalt és az aloperalt csoport kozott
nem detektaltunk szignifikans kiilonbséget. (11.tablazat)

4.2.4.4. Hidrogén-donor aktivitds

A fehérjéhez nem kotott antioxidans tulajdonsdg meghatdrozas soran is kimutathato
mindhdrom vizsgalt bélszegmens esetében az ischaemia-reperfizid antioxidans
kapacitas csokkend hatdsa. A véltozas a jejunum és az ileum tekintetében a
legerételjesebb. A postcondicionalas azonban szignifikdnsan mérsékelte a hidrogén-
donor aktivitas csokkenést a duodenum, jejunum ¢és ileum esetében is. (11.tablazat)
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Vizsgalt paraméter SHAM IR PC

+ + +
Luminometrids dssz- Duodenum 243+9 288+ 10§t 280 +9 7
scavenger kapacitas Jejunum 259+ 12 325+ 14 ¥F 302 £93 §,**

0,
(RLU%) lleum | 290£13  357£12+F 332492 4%
Duodenum | 274 +20 267 £25 306 £ 29*
Redukalo képesség : *%
(ASE/ gramm fehérje) Jejunum 284 +27 250131  318+£18 1,
lleum 280 £+ 22 245 £22 7 292 + 25 **

Duodenum | 1,68 0,1 1,48 +0,11 1,82 +0,1%*

Szabad szulfhidril csoport Jejunum 1,81 40,1 1,40£0,1 T+ 2,04£03 **

(mmol/l)
lleum 1,37+0,1 1,17+02Ff 1,57+0,1 **
Duodenum 89 £ 6,1 81+£7,2 05 £4,0%*
Hidrogén-donor aktivitas . o5
(gatlis %) Jejunum 99 +4.7 71+ 6,6 86 £8,1 17,
lleum 78 = 6,8 58+£94 1t 69+7,7%*

11. tablazat Vekonybél nyalkahdrtya antioxidans statusz. T: p< 0,05 vs. Aloperalt csoport;
T1: p<0,01 vs. Aloperalt csoport; *: p< 0,05 vs. IR-csoport; **: p<0,01 vs. IR-csoport

4.2.5. Mikrobiologiai vizsgalatok

Az aloperalt csoport nyirokcsomo, 1ép, maj, tiid6 és vese szdveti homogenizatumok
nem mutattak GFP-termelé E.coli baktérium kolonizaciét. Azonban a mesenterialis
iIschaemia-reperfuzion atesett csoportokban GFP-termel6 E.coli valtozé mértékben volt
tenyészhetd a kiilonb6zd szoveti mintdkban. A postcondiciondlds szignifikdnsan
csokkentette a tavoli szervekbe (nyirokcsomo, 1ép, méj, tiidé és vese) vald bakteridlis
transzlokacié megjelenését, valamint jelentdsen csokkentette a pozitiv mintdk atlagos
csiraszamat is. (12., 13. tablazat)

Kisérleti . . 2
csoport mncs 1ép maj tiido vese
SHAM 0/15 0/15 0/15 0/15 0/15
IR 14/15 13/15 12/15 10/15 9/15
(93 %) (86 %) (80 %) (67 %) (60 %)
PC 6/15 ** 5/15 ** 5/15 * 3/15 * 3/15 *
(40 %) (33 %) (33 %) (20%) (20 %)

12. tablazat GFP-termel6 E.coli baktérium tavoli szervekbe vald transzlokacids incidencidja.
*: p< 0,05 vs. IR-csoport; **: p<0,01 vs. IR-csoport (mncs=mesenterialis nyirokcsomo)
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Igfg;i:i mncs 1ép maj tiidé vese
SHAM - - - - -
IR 1498 +£ 76 1362 £ 92 1306 £+ 89 1113 +£128 | 1080+ 101
PC 1197 £ 60 ** | 1140 £ 77 ** | 1068 £ 71 ** | 930 £ 25 * 910 £33 *

13. tablazat Tavoli szervekbdl izolalt GFP-termeld E.coli baktérium atlagos csiraszama.
Az eredményeket telepképz6 egység (CFU)/gramm szovet koncentracioba tiintettiik fel.
*: p< 0,05 vs. IR-csoport; **: p<0,01 vs. IR-csoport (mncs=mesenterialis nyirokcsomo)

4.2.6. Szérum I-FABP és d-laktat

A szérum |-FABP koncentracio szignifikansan emelkedet a reperfuzié hatodik orajaban
az IR- és PC-csoportban az aloperalt csoporthoz képest. Azonban a postcondicionalt
csoport szérum [-FABP koncentracidja statisztikailag alacsonyabb értéket mutatott az
IR-csoporthoz képest. A mesenterialis ischaemia-reperfuzié jelentés szérum d-laktat

koncentraci6 emelkedést okozott, az 4loperalt csoporthoz képest az IR- és PC-
csoportokban. A postcondicionalas szignifikansan mérsékelte az IR-csoportban mért d-

laktat koncentracio emelkedést. (32. abra)

A) B)
100 . 30
: il [ L.
90 - i i
: 25 & T
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70 E 1T’:k* L -i-**
. 20 — T
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0 - ; L0 ;
(g/mh)  gAM R PC (ghl)  gHAM IR PC

32. abra Szérum I-FABP (A) és d-laktat (B) koncentracid véaltozasok mesenterialis ischaemia-reperfuziot kovetden.
+: p< 0,05 vs. Aloperalt csoport; T1: p<0,01 vs. Aloperalt csoport; **: p<0,01 vs. IR-csoport
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4.3. 111, Kisérlet eredményei
4.3.1. Mucosalis TLR-2 és TLR-4 mRNS expresszios mintazat

A 60 perces mesenterialis ischaemia és 6 oras reperfizio jelentés TLR-2 és TLR-4
mRNS expresszio emelkedést okozott az IR- és postcondicionalt csoportok vékonybél
mintdin, az aloperalt csoporthoz képest ez a kiilonbség szignifikdnsnak bizonyult,
kivéve a jejunum TLR-2 mRNS expresszi6 esetében ahol a kiilonbség csak
tendenciaban figyelhet6 meg. A postcondicionalas alkalmazasa szignifikansan
csokkentette a jejunum és ileum TLR-2 és TLR-4 mRNS expressziojat az IR-csoporthoz
képest. (33.abra)
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33. 4bra Bélnyalkahdrtya homogenizatumbol meghatarozott Toll-like receptor-2,-4 mRNS valtozas.
T1: p<0,01 vs. Aloperalt csoport; **: p<0,01 vs. IR-csoport

4.3.2. Vékonybél TLR-2 és TLR-4 fehérje expresszios valtozasok vizsgalata
konfokalis mikroszkopiaval

A tovabbi TLR-2 és TLR-4 expresszios valtozasok jellemzésére dupla
immunfluoreszcencia modszerrel jeldltiik a jejunum és ileum mintdk TLR-2 vagy TLR-
4 ¢és citokeratin fehérjéit. Az intestinalis epithelialis sejtek szelektiv jelolésére
hasznaltuk a citokeratin fehérje festését. Az aloperalt csoportban minimalis TLR-2 és
TLR-4 fehérje expressziot detektaltunk. Ezzel szemben intenzivebb TLR-2 és TLR-4
expresszio volt lathatd az ischaemia-reperfuziora kitett csoportokban, ezen fehérjék
foleg az intestinalis epithelialis sejtek apikalis részen voltak megfigyelhetok. Az
ischaemia-reperfuzionak Kkitett csoportok Osszehasonlitasa soran, a postcondicionalt
csoport TLR-2 és TLR-4 immunpozitivitdsa jelentdsen alacsonyabb volt az IR-
csoportban detektalthoz képest. (34. abra, 35. dbra)
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TLR-2 Cytokeratin Osszevont

34. abra Reprezentativ jejunum TLR-2 (z61d) és Citokeratin (piros) konfokalis mikroszkopos kép, a nyilak az IR-
csoport er6s immunpozitivitasat mutatjak, az 6sszevont képen a TLR-2 és a citokeratin egyszerre jelenik meg.
(scale bar: 10um)
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35. abra Reprezentativ jejunum TLR-4 (z61d) és Citokeratin (piros) konfokalis mikroszkopos kép, nyilak az IR-
csoport erés immunpozitivitast mutatjak, az 6sszevont képen a TLR-4 és a citokeratin egyszerre jelennek meg.
(scale bar: 10um)

4.3.3. Mucosalis IL-6 és TNF-a koncentraciok

A jejunum ¢és ileum  nyalkahartya  homogenizdtumban  meghatarozott
proinflammatorikus citokinek hasonl6 valtozasokat mutatott mindkét vizsgalt vékonybél
szegmensen. Az aloperalt csoporthoz képest a mesenterialis ischaemia-reperfuzio
szignifikansan emelkedett IL-6 és TNF-a szinteket okozott. Az IR-csoporthoz képest az
ischaemia végén alkalmazott postcondiciondlési algoritmus szignifikansan csokkentett a
jejunum és ileum IL-6 és TNF-a koncentraciokat. (36.abra)
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36. 4bra Jejunum ¢s ileum nyalkahartya interleukin-6 és tumor necrosis faktor-o koncentraciok.
T1: p<0,01 vs. Aloperalt csoport; **: p<0,01 vs. IR-csoport

4.4. 1V. Kisérlet eredményei
4.4.1. Tavoli szervek szovettana

A tavoli szervek tekintetében a #idd esetében diffuz alveolaris karosodas, az alveolaris
szeptumok megvastagodasa, helyenként parcialis atelectasia valamint oedema volt
megfigyelheté a IR-csoport metszetein. Ezzel szemben, joval enyhébb
falvastagodasaval, mérsékeltebb gyulladidsaval a postcondicionélt csoport szdvettani
metszetei sokkal jobban emlékeztettek az aloperalt csoport ép szovettani
képére.(37.4bra)

*" .:,v**

r. B e 4

A

37. abra Kisérletes csoportok reprezentativ tiidé szovettani képe. A) Aloperalt csoport, B) IR-csoport, C) PC-csoport.
Forras: Onody P et al, Magy Seb, 2012. [437]

Az IR-csoportbol szdrmazd mdj metszetein kiterjedt elvaltozdsok mutatkoztak. Itt

extenziv, foként periportalis-midzonalis necrosis, periportalis bevérzések, gyulladasos

infiltracié és szinuszoidalis tagulat abrazolddott, mely sériilések a postcondicionalt

csoportban joval enyhébben jelentkeztek.(38.abra)
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38. abra Kisérletes csoportok reprezentativ méj szovettani képe. A) Aloperalt csoport, B) IR-csoport, C) PC-csoport.
Forras: Onody P et al, Magy Seb, 2012. [437]

A vese tekintetében csupan kismértékii szoveti karosodasra utald jeleket talaltunk. A

fiziologias képet mutatd aloperalt csoport metszeteivel szemben az IR-csoportban

fokozodott a sejtek eosinofilidja, valamint kismértékili szoveti dezorganizacio alakult ki,

mely elvaltozasok jelei a postcondicionalt csoport esetében nem mutatkoztak. (39.abra)

39. dbra Kisérletes csoportok reprezentativ vese szovettani képe. A) Aloperalt csoport, B) IR-csoport, C) PC-csoport.
Forras: Onody P et al, Magy Seb, 2012. [437]

4.4.2. Szoveti karosodast jelzo szérum paraméterek

Az egyes csoportok szérummintainak necroenzim-aktivitasértékei jellegzetes
kiilonbséget mutattak amik a szOvettani elvaltozasokkal jol korrelalnak. A laktat-
dehidrogenaz, kreatin-kinaz, alanin-aminotranszferaz és aszpartat-aminotranszferaz
necroenzimek jelentdsen emelkedtek az ischaemia-reperfiziora kitett csoportokban. Az
IR-csoporthoz képest a postcondicionalas szignifikdnsan csokkentette a vizsgalt szérum
necroenzim szinteket, kivéve a szérum alanin-aminotranszferaz koncentracid
tekintetében ahol a kiilonbség csak tendencidban volt megfigyelhetd (p=0,24). Az IR-
csoport szérum kreatinin szintje az aloperalt-csoporthoz képest szignifikansan
emelkedet. Ezzel szemben a postcondiciotnalt csoportnal nem volt kimutathatd szérum
kreatintin koncentraci6é emelkedés.(14. tablazat)
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Vizsgalt Aloperalt IR-csoport PC-csoport
parameter
LDH (U/l) 364 + 72 799 + 407 445 + 168*
CK (Ul 521139 1093+740  534+176*
ASAT (U/l) 78 £19 270 + 76 164 + 124*
ALAT (U 345 194+ 116 148 + 121

Kreatinin (pmol/l) 31£5

51+£12 31 £16*

14. tablazat Vizsgalt kisérleti csoportok szérum necroenzim és kreatinin koncentracio valtozasok.
*: p<0,05 vs. IR-csoport

4.4.3. Tiido oedema index vizsgalata

A tiidé nedvességtartalmanak kiszdmitdsa soran az aloperalt csoport eredményeihez
képest az IR-csoportban szignifikinsan magasabb (p<0,01) értékeket mértiink. A
postcondicionalés alkalmazésa szignifikansan csokkentette a tiidé nedvességtartalmat az
IR-csoporthoz képest (p=0,013). (40.abra)

%

70 {
60 |
50 |
40 |
30 |
20 |

10 |

N

SHAM

IR PC

40. abra Kisérleti csoportok tiidd interstitialis szovetének nedvességtartalma.
+: p<0,05 vs. Aloperalt csoport; t1: p<0,01 vs. Aloperalt csoport; *: p<0,05 vs. IR-csoport
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4.4.4. Szérum IL-6 és TNF-a szintek

A szisztémas gyulladast jellemz6 markerek IL-6 és TNF-a koncentracioja az aloperalt
csoporthoz képest szignifikansan emelkedett a mesenterialis ischaemia-reperfiizionak
Kitett csoportok szérumaban. Mindkét proinflammatorikus citokin tekintetében az IR-
csoporthoz képest a postcondicionalas

koncentraciojukat.(41.4bra)

szignifikdnsan  csokkentette

pg/mL
500 100
T Tt mSHAM ®mIR @PC
450 90

400 1

350 |

300

250 |

200
150 |
100

501

0,
Interleukin-6

Tumor nekrozis faktor-o

41. bra Szérum Interleukin-6 és Tumor necrosis faktor-a valtozasok.
11: p<0,01 vs. Aloperalt csoport; **: p<0,01 vs. IR-csoport.
Forras: Onody P et al, Magy Seb, 2012. [437]
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5. Megbeszélés

A vékonybél mesenterialis ischaemia talajan kialakuld ischaemias-reperfuzios
karosodasa napjainkban is életveszélyes, siirgsségi korkép.[37] A kimenetelt
alapvetden a gyors felismerés és megfelelé kezelés hatarozza meg. Az akut artérias
occlusiora (embolisatio vagy thrombosis) visszavezethetd — és egyben a leggyakrabban
eléforduld [35,36]- vékonybél keringészavarok esetében a kezelés dontéen sebészi. A
bizonytalan és szegényes tlinetek miatt a mesenterialis infarctus diagndzisa gyakran
késik, ami fokozddo bélkarosodast von maga utan. Az elhalt bélszakaszok resectiojat, az
embolus vagy thrombus eltavolitasat €s az érpalya reconstructiojat kovetéen megindulod
véraramlas (reperfiizio) - bar kétségteleniil elengedhetetlen a tulélés szempontjabol - az
ischaemia kovetkeztében karosodott bél allapotat paradox modon tovabb rontja.[92,289-
291] Az igy létrejovo ischaemias-reperfuzids karosodas ismételt bélresectiokat tehet
sziikségessé, ami tovabb rontja a beteg talélési esélyeit.[292,293] Az IR karosodas
mérséklése jelentds €és egyeldre nem megoldott klinikai problémat okoz.

Az IR karosodas mérséklésére szamos modszert teszteltek jelent6sebb siker nélkiil,
[294-300] mig érdemi valtozast a Murry altal k6zolt precondicionalas[301] hozott. Ezt
kovetden szerteagazd kutatdbmunka indult és hatalmas eldrelépés tortént mind az
ischaemids-reperfiiziés korallapotok patomechanizmusanak megértésében, mind a
potencidlis kezelési lehetdségek vizsgalatdban. Ennek ellenére igazan hatékony
modszerek csak korlatozott szamban ismertek és ennél is kevesebb alkalmazhatd a
mindennapi klinikai gyakorlatban.

A precondicionalas leirasat kovetden mintegy 10 évnek kellett eltelnie, mig Hotter és
mtsai ezen kezelésnek a vékonybél IR karosodasdra gyakorolt hatasait
feltérképezték.[302] Azota mas tanulmanyok 1is sziilettek, melyek szintén a
precondicionalas hatasos voltat igazoltak.[303-306] A precondicionalas IR
karosodasokat mérsékld hatékonysaga vetette fel ezen korképekben a postcondicionalas
esetleges védo hatasanak lehet6ségét. Az eddig ismert Osszehasonlitd vizsgélatok a
postcondicionalas hatékonysagat alatamasztottak, de igen kevés tanulmany sziiletett a
modszer alkalmazhatosagar6l a mesenterialis teriiletet érintd IR karosodasok
esetében.[307-309]

Figyelembe véve, hogy arteria mesenterica superior occlusio esetén csak Kis
szazalékban tervezett, dontd tobbségében azonban nem tervezett, akut miitéti
beavatkozassal (embolectomia, trombectomia) és kontrollalt koriilmények kozott
l1étrehozott ischaemiaval allunk szemben, az IR karosodas mérséklésére csak olyan
beavatkozasok johetnek szoba, melyek a reperfizido kezdetén alkalmazva képesek
védohatasukat kifejteni. Az ischaemias precondicionalas ennek megfeleléen nem
alkalmazhatoé [310], bar a vizsgalatabol nyert ismeretek hozzajarulnak az egész
kérdéskor teljesebb megértéséhez.
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A postcondicionalas, melyet Vinten-Johansen irt le 2002-ben [230], talan az egyik
legtobbet vizsgalt és legigéretesebbnek tiing protektiv stratégia vékonybél esetében. Mar
az elsé vizsgalatok fényt deritettek arra, hogy a reperfuzid kezdetén alkalmazott
sebésztechnikai mandver akar a precondicionalassal egyenértékli karosodas-csokkenést
képes Dbiztositani.[231] Sebészi megoldast igénylé korképekr6él 1évén szo, a
postcondicionalas invazivitasa nem jelent problémat, tehat idealisan alkalmazhato. A
postcondicionalast sziv esetében vizsgaltdk legtobbet, de szamos mas szervben is
alkalmasnak talaltak az IR  karosodas mérséklésére.[311-316] Maga a
hatasmechanizmus csak részben tisztazott és nem kelléen ismertek az esetleges szervi
specificitasok sem.

Bar az alapmechanizmus azonos, maga az IR karosodas igen eltér6 megjelenésii lehet az
egyes szervekben, szovetekben. A bélrendszer érintettsége esetén példaul jellemzo az
igen kifejezett oxidativ stressz és a barrier funkcio karosodasa kovetkeztében kialakulo,
csak ezen szervrendszerre jellemzd, bakteridlis transzlokacio.[23,29] Vékonybél
karosodas esetén, a hatalmas szekrécios feliiletet jelentd mucosa gyorsan képes a
szervezet szamara kritikus mennyiségli gyulladasos citokinek termelésére.[23,317,318]
Ezen molekulék a szisztémas keringésbe keriilve révid idén beliil generalizalt gyulladést
idéznek  el6, melynek  tartds  fennallasa  tavoli  szervek  karosodasat
okozhatja.[28,196,319] E hatasok mérséklése érdekében a postcondicionalas jotékony
hatast lehet, mivel a bélre vonatkozoan is igaz, hogy a sejtszintii karosodasok
szempontjabol a reperfuzio elsé percei birnak dont6 jelentdséggel.[266,269]

Tekintve, hogy a postcondicionalas a vékonybél ischaemias-reperfiizios karosodasara
gyakorolt hatasaval egyelére igen kevés kozlemény foglalkozik, célul tiztik ki e
hatdsmechanizmus vizsgalatait patkany arteria mesenterica superior occlusios
modellben. Az el6z6ekben bemutatott kisérletek a postcondicionalas a reperftizio korai
szakaszaban manifesztalodo lokalis és a késoéi szakaszaban jelentkezd tavoli szervi
karosodasokra kifejtett hatasat vizsgaltak.

Ismert, hogy a postcondicionalas hatasossagat alapvetéen harom tényezé hatarozza
meg: 1) az ischaemia vége és az elsd reocclusio kozott eltelt idO, 2) a reocclusids
ciklusok szama, valamint 3) az egyes reocclusiok €s az intermittald reperfiziok
id6tartama.[235,240]

Bar a rendelkezésre allé irodalmi adatok kiillonbozoek, konszenzus latszik a tekintetben,
hogy az ischaemia vége és az elsé reocclusio kozti idGintervallumnak révidnek kell
lennie. In vivo patkdnymodellben leirtak, hogy a postcondicionalas infarctust csokkentd
hatasa nem érvényesiil abban az esetben, ha az elsé reocclusié 10 mésodperc helyett,
csak 1 perc elteltével szakitja meg a reperfiiziot. Ebben az esetben a szoveti szabadgyok
terhelése és plazma malondialdehid koncentracio nem mutatott kiilonbséget a kontroll
csoporthoz képest.[235] Nyulaknal a postcondicionalas védd hatdsa abban az esetben
fejlodik ki, ha a mandvert a reperfizié kezdetétdl szamitva 30 masodpercen beliil
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kezdik, de nem hatasos a PC sem akkor, ha 60 masodperces, sem akkor, ha 10 perces
reperfuzié utan kezdik az elsé ciklust.[236,238] A legtobb tanulmanyban 60
masodpercen beliil megkezdett PC-t tartanak hatdsosnak, azonban néhany kozlemény
beszamol az infarceralt teriiletek csokkenésérol abban az esetben is, ha a
postcondicionalas elsd reocclusios ciklusat a reperfuzid 60. masodperce helyett csak
180 masodperc elteltével kezdték.[266,320-322] Az elsé postcondicionalasi kisérletek
kudarca valdszintileg annak tudhaté be, hogy a PC-t még ennél is sokkal hosszabb i1d6
mulva, 5 perces reperfuziot kovetden kezdték meg.[323]

Vékonybél IR modellben, az index ischaecmiat kovetd 3 perccel kezdett
postcondicionalas esetében a bélnyalkahartya karosodas nem mérséklddik, a mandver
szabadgyok csokkentd hatdsa nem érvényesiilt, és jelentésen magasabb plazma
malondialdehid és proinflammatorikus citokin koncentraciot mértek, mint abban a
csoportban ahol a postcondicionalést az ischaemiat kdvetéen 30 masodperccel kezdték
meg.[307,324] A postcondicionalasi ciklusok szama ugy tlinik, hogy tag hatarok kozott
valtoztathatd anélkiil, hogy befolydsolnda a mandver eredményességét. Kin és
mtsai.[235] leirtak patkany myocardialis IR modellben, hogy 3 postcondicionalasi
ciklus alkalmazasaval azonos infarctus csokkenté hatas érheté el mint 6 ciklussal.
Hasonl6 modellben, de nyulak esetében Yang és mtsai.[236] 4 és 6 postcondicionalasi
ciklus alkalmazasaval azonos védd hatast értek el. Izolalt egér sziv modellben is
bizonyitottak a 3 és 6 postcondicionalasi ciklus hasonld védo hatasat.[237]
Mindazonaltal nem teljesen indifferens a postcondicionalasi ,,stimulus” eréssége sem:
tal kevés ciklus és/vagy az ischaemia/reperfiizié tal rovid idétartama a ciklusokon beliil,
meghitsithatja a necrosis-csokkentd hatas kifejlodését. Sertéseknél a bal koszoruér 60
perces occlusidja esetén a 30 masodperces postcondicionalasi ciklusok szdmanak 4-rol
8-ra [325] emelését talaltak sziikségesnek ahhoz, hogy a védelem kialakulhasson.
Patkdny bérlebeny 6 Oras ischaemidt kovetden alkalmazott 6x15 masodperces
postcondicionaldsa nem okozott jelentds kiilonbséget a kontroll csoporthoz képest,
viszont a ciklus idOtartamat megnovelve (6x30 masodperc) jelentdsen csokkent a bor
necrotikus teriilete. A postcondicionalasi ciklus tovabbi névelése (6x1 perc) nem
fokozta a mandver védo hatasat, ellenkezdleg: a 6x30 masodperces ciklusokhoz képest
kisebb védelmet biztositott.[315] Tehat a tal sok ciklus és/vagy tal hossza
ischaemias/reperfizios epizodok is rontjak a mandver hatékonysagat. Tal hosszu
reocclusids ciklusok alkalmazasakor a PC soran elszenvedett ,.extra vagy additiv”
ischaemia limitalja a protektiv hatast.[323]A felsoroltak csak kiragadott példak annak
bemutatdsdra, hogy még nem alakult ki egységes vélemény a megfeleld
postcondicionaldsi algoritmust illetden, és az ellentmondasok feloldasa kiilonb6zd
kisérleti elrendezésben végzett vizsgalatoktol aligha varhato.

Az eddig publikalt tanulmanyok vékonybél IR esetében is igazoltak a postcondicionalas
hatékonysagat. Elsdként Santos és mtsai. irtak le patkany modellben a
postcondicionalds vékonybél IR-t mérsékld hatasat. Vizsgéalatuk soran 30 perces
mesenterialis ischaemiat hoztak 1étre az arteria mesenterica superior occlusidjaval, ezt
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relative hosszll postcondicionalasi ciklusok kovették (3x2 perc) amik képesek voltak
jelentdsen enyhiteni a szovettani elvaltozasokat.[309] Késobb, Liu és mtsai. hosszabb -
60 perces - index ischaemiat kovetd rovidebb (3x30 mdasodperces) postcondicionalasi
ciklusok alkalmazasaval szamoltak be a postcondicionalas szabadgyok csokkentd
hatasar6l.[307,324] Sertés vékonybél autotranszplantacios modellben 6 ora hideg
ischaemiat kovetéen alkalmazott 3x30 masodperces postcondicionaldsi ciklusok
fokoztak az endogén szdveti scavenger funkciot és csokkenték a lipidperoxidéaciod soran
keletkezett malondialdehid szoveti koncentraciojat.[326] Azonban Bretz és mtsai. [327]
nyul modellt hasznalé vizsgalatdban a 45 perces jejunum szegmentalis ischaemiat
kovetden alkalmazott 4x30 masodperces postcondicionalas nem csokkentette a 2 oras
reperfizido végén a bélnyalkahartya necrosisat, sem a szoveti oedema mértéket. Ezzel
szemben Chu és mtsai.[328] tanulmanyaban a 45 perces patkany mesenterialis
ischaemia utédn végzett 3x30 masodperces postcondiciondlds csokkentette a 60 perces
reperfiizio végén a bélnyalkahartya apoptozis intenzitdsat. (15.tablazat)

Hivatkozas K1§erletl Kisérleti modell I.S Cbaemlas R.elierfuzms Algoritmus P,u bl.
allat ido (perc)  ido (perc) éve
Santos et _
al[309]  Patkany  AMS occlusio 30 60 3x120 2007
Liu et ) )
al.[307,324] patkany AMS occlusio 60 60 3x30 2009
Bretz et , Jejunum szeg.
al.[327] nydl ischaemia 45 120 4x30 2010
Chu W et )
al F328] patkany  AMS occlusio 45 60 3x30 2010
Liy
all[32§i patkany AMS occlusio 60 60 3x30 2010
. . 60-360 perc
Ferencz et _ \
al [3226] ser(cs thiif;iy‘f:ié‘éﬁ hideg 180 3x30 2010
' g ischaemia
Wi
al-[gnsgt] patkany AMS occlusio 60 120 3x30 2012
Cheng et .
aI.[Sgl] patkany AMS occlusio 30 60 3x30 2013
Sengul | et ] . 3x10
al[332]  Ppatkdny  AMSocclusio 30 120 g 2013
6x10
Sajat munka . 2011
[333,334] patkany AMS occlusio 60 60 3x30
’ 360 2014

15. tablazat Mesenterialis ischaemiat kovetden alkalmazott postcondicionalas hatisossagat vizsgalo kisérleti
tanulmanyok

Az irodalomban talalhato vékonybél postcondicionalast vizsgald tanulmanyok, igen
eltéré algoritmusok alkalmazasaval tudtak védo hatasat igazolni, tovabba a hasznalt
kisérleti allatok, alkalmazott kisérleti modellek és az ischaemias valamint a reperfizios
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id6 periodusok sem mindig azonosak, ezért nem lehetséges a kiilonbozo
postcondicionalasi algoritmusok hatasossaganak kdzvetlen 6sszehasonlitasa.

Ezt athidalva jelen kisérletiinkben azonos koriilmények kozott vizsgaltunk harom
postcondicionalasi algoritmust: egy rovid dinamikus (6x10 masodperces), egy kdzepes
(3x30 masodperces) és egy hosszabb ciklustat (3x1 perces), annak érdekében, hogy
megallapitsuk, hogy melyik a legalkalmasabb a vékonybél IR karosodasanak
mérséklésére patkany modell esetén.

Az ischaemiés-reperfizidos karosodds sulyossagat meghatarozo egyik igen jelentds
faktor a mikrocirkulacio alakulasa. A reperfuzid kezdetén képz6dé nagymennyiségii
szabadgyok aktivalja a leukocytdkat és részben indukéljdk az endothel sejtek adhézids
molekulainak (CD11b, CD18, ICAM, VCAM, E-selectin, P-selectin) expressziojat, ami
fokozott leukocyta kitapadashoz vezet.[335,336] A reperfundalt szovet postcapillaris
venulaiban a fehérvérsejtek keringése lelassul, helyenként teljes aramlasi akadalyt
képezve. A jelenség ,no-reflow”-ként illetve ,reflow-paradox”-ként valt ismertté az
irodalomban.[337,338] A mikrocirkulaciés elégtelenség képes prolongalni az
ischaemias id6t és novelni az irreverzibilisen karosodo teriiletek kiterjedését, valamint
fontos kiindulési pontja a szisztémas valaszt generald sejtes reakcioknak is. Szamos, az
IR patomechanizmusaban résztvevé faktor, az érintett érszakaszra hatva fejti ki karosito
hatésat, ezért a mikrocirkulacio alakuldsa a karosodas stlyossaganak, illetve a vizsgalt
beavatkozas effektivitdsdnak fokmérdje lehet.

Kisérletiinkben 60 perc mesenterialis ischaemiat valasztottunk, tekintve, hogy ezen 1d6
periddus elég hosszunak bizonyult jol mérhetd és reprodukalhatdo bél nyalkahértya
karosodas létrehozasara.[339] Az elsd kisérletsorozatban az egy ora ischaemiat egy
rovid - egy oras - reperfizios 1d6 kdvette, hogy a postcondicionalas elsdsorban lokalis
hatasait vizsgaljuk.[340] Ez az elsé tanulmany mely lézer Doppler flowmeter
segitségével vizsgalta a mucosalis keringés alakulasat ischaemia-reperfuziot és
kiilonbdz6 postcondicionalasi algoritmusokat kovetden. Az eredmények alapjan az
arteria mesenterica superior 60 perces occlusiojat kovetéen mind a harom
postcondicionalt csoportban szignifikansan javult a nyalkahartya mikrocirkulacidja az
IR-kontroll csoporthoz képest. A harom postcondicionalasi algoritmus hatasaban mégis
jelentds kiillonbség mutatkozott: a 3x1 perces- ¢€s a 3x30 masodperces ciklusu
postcondicionalds mintegy helyreéllitotta a vékonybél nyalkahartya mikrocirculatiojat
oly modon, hogy mar a reperfuzié kezdetén elérte a kirekesztést megel6z6 kiindulési
értéket és a vizsgalt reperfuzié ideje alatt ezen érték 100%-a kornyékén stabilizalodott.
A 6x10 masodperces postcondicionaldsi ciklusokat kovetden ehhez képest a
mikrocirculacid hyperaemids statuszban stabilizalodott.

Human alkar IR modellben kimutattdk, hogy 20 perces ischaemia végén alkalmazott
3x10 masodperces postcondicionalasi ciklusok képesek a reperfuzio alatt az
endothelialis funkciot megdrizni és a kontroll csoporthoz képest magasabb aramlési
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ratat biztositani az alkaron.[341] Gyurkovics és mtsai. patkany als6 végtagi IR
modellben is leirtak a postcondicionalas hatasara 1étrejovo keringés javulast a reperfuzid
alatt. Tanulmanyukban az alkalmazott 6x10 masodperces postcondcionalasi algoritmus
a reperfuzio alatt az alaparamlashoz képest is magasabb keringési értékeket
eredményezet, ami a postcondicionalasnak az endothelialis funkciora kifejtett protektiv
hatasaval és a ,,no-reflow” jelenség kivédésével magyarazhato.[311]

A mikrocirkulacioé mellett kovettiik az allatok szisztémas keringési paramétereit is, mely
a gastrointestinalis traktus esetében meghatarozé lehet a lokalis keringés alakulasa
szempontjabol. Az SMA leszoritasa minden vizsgalati csoportban mintegy 10-15
Hgmme-el emeli meg az artérias kézépnyomast, mely a kontroll csoportban hirtelen
csokkent a reperfuzi6 kezdetén és a reperfiizi6 ideje alatt szamottevéen nem valtozott. A
postcondicionalt csoportokban a reperfuzié altal okozott csokkenés lassabb, majd a
MAP az ischaemia el6tti érték kozelében stabilizalodott. Ez részben magyarazhatja az
IR kontroll csoporthoz képest kedvezébb mikrocirkulécios értékeket, de nem ad
magyarazatot a harom postcondicionalt csoport kozotti kiilonbségre, mivel ezek
vérnyomasgorbéi gyakorlatilag egyiitt mozognak.

Patkany vékonybél ischaema-reperfizios modellben Wen ¢és mtsai. leirtdk az IR
indukalt bélmucosa JAK/STAT szignal transzdukcios utvonal aktivalédasat, ami végso
soron fokozott vazokonstriktor molekula (endothelin-1 ¢és tromboxan-A2) szintézist
indukalt. Kisérletiikben a 60 perces arteria mesenterica superior occlusidjat kdvetden
alkalmazott 3x30 masodperces postcondicionalas csokkentette a 2 oras reperfiizio végén
a plazma ET-1 és TX-A; koncentraciokat, és ezaltal mérsékelte a kontroll csoportban
tapasztalt vazokonstrikciot.[330] Izolalt patkany sziv ischaema-reperfizios modellben
leirtdk az eNOS expressziojanak fokozodasat €s a bazéalis NO-termelés emelkedését
postcondicionalast kovetden.[233,250] Ezek a valtozasok szintén felelések lehetnek a
kedvez6bb lokalis mikrocirkulacioért, mivel képesek az NO/ET aranytalansag
helyreallitasara, illetve a fehérvérsejtek kitapadasanak csokkentésére.[251] A NO
trigger és effector szerepet egyarant betolthet a postcondicionaléds soran. Mint effector, a
»reperfusion injury survival kinase” utvonal célpontjaként szerepel, mely a PC
medialasaban résztvevd f6 jelatviteli ut. [235] A postcondicionalasi algoritmusok
hatasaban megfigyelt mikrokeringési kiilonbségek megértéséhez figyelembe kell
venniink, hogy mivel az L-argininbdl torténé NO szintézise egy oxigén fliggd folyamat
ezért valosziniitlen, hogy a postcondicionalas alatt 1étrejové additiv ischaemia
serkentené az NO szintézist. Kostic és mtsai. izolalt tengerimalac sziv modellben azt
figyelték meg, hogy rovid ischaemids periddusokat kdvetden jelentdsen emelkedet a
plazma NO koncentracidja.[342] Ezt a jelenséget endolthel dependens aramlas indukalta
NO felszabadulasnak nevezték.[343] A vazokonstriktorok csokkent expresszidja és a
tobb rovid ciklus soran felszabadulé magasabb NO koncentracié a kapillarisokban
kialakulé stasis ellen hat, ami a magasabb szisztémas vérnyomas mellett részben
magyarazhatja a harom PC csoport kozotti kiilonbséget.
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Az NO-val szinergista hatast fejt ki a postischaemias szovetekben jelenlévé adenozin,
mely PC hataséara késleltetetten mosddik ki a szovetekbdl. Kézenfekvonek tiinik, hogy
ez a késleltetd hatds rovidebb ciklushosszak alkalmazéasaval hatékonyabb és a
kritikusnak szamito elsé percekben tobb aktiv metabolit jelenlétét biztositja.

Az adenozin, receptorahoz kotddve egyrészt protektiv kindz-utak aktivalasaban vesz
részt,[248,344] masrészt csokkenti a neutrophilek kitapadasat és aktivalodasat[345,346]
valamint a citokin- és szabadgyok termelést, és vazodilataciot is 1étrehoz.
[232,234,249,255]

A hyperaemia természetesen nem feltétleniil szamit kedvezd jelenségnek, mivel a
tulzott oxigénkinalat még tobb lehetdséget teremt a reaktiv szabadgyokok kialakuldsara,
melyek a karosodas potencirozasara képesek. A bélnyéalkahartya esetében ez a kérdés
kiilonosen fontos, mivel igen nagy mennyiségben tartalmaz xantin dehidrogenaz
enzimet, mely az ischaemids szdvetben irreverzibilisen xantin oxidazza alakul és
molekularis oxigén jelenlétében a hipoxantinnal reagalva oriasi mennyiségli szabadgyok
termelésre képes a reperfuzid kezdetén.[22,105] Ez magyarazhatja a bélnyalkahartya
fokozott esend6ségét az IR karosodassal szemben.

A reperfizié inicidlis fazisban tapasztalhatd nagy mennyiségli ROS felszabadulast
tartjak tobbek kozott a szovetkarosodasért felelds egyik legfontosabb faktornak. A ROS
termelés csticsat a reperfuzio kezdetétdl szamitott elsd €s a hetedik perc kozé teszik, bar
a szabadgyok-asszocialt karositd hatasok joval késébb is detektalhatok.[347,348] Kin és
mtsai. kimutattak patkany sziv IR modellben, hogy az ischaemiat kdvetden azonnal
elkezdett postcondicionalas (6x10 masodperces ciklusokkal) képes csokkenteni ezen
korai szabadgyok-termelés mértékét, azaltal, hogy fokozatosan juttatja oxigénhez a
szoveteket a reperfuzio elsé perceiben, valamint mérsékli az infarceralt teriileteken a

crer

A vékonybél egyes szegmenseibdl szarmazo nyalkahartya kaparékbol végzett
fehérjéhez kotott (szabad szulfhidril SH-csoportok) és fehérjéhez nem kotott (H-donor
valamint a minta teljes redukaloképességének mérése soran azt tapasztaltuk, hogy az
oxidativ stressz mérséklddott a postcondicionalds hatasara, az IR-kontroll csoporthoz
képest a postcondicionalt csoportok magasabb antioxidans kapacitast mutattak.

Li és mtsai. tanulmanyukban hasonld iranyt antioxiddns valtozast tapasztaltak a
postcondicionalt csoportban. Kisérletiikben 1 6ra mesenterialis ischaemiat kdvetden
alkalmazott 3x30 masodperces postcondicionalasi algoritmus fokozta kiilonbozd
mucosalis antioxidans hatasii fehérjék expresszigjat. Az aldoz-reduktdz enzim
expresszidja 3,2-szeresére, az aldehid-dehidrogenaz expresszdja 4,6-szorosara
emelkedett az IR-kontroll csoporthoz képest.[329] Spectrofotometrias méréseink soran
jelentés kiilonbséget figyeltink a harom postcondicionalasi algoritmus kozott. A
vékonybél ileum szegmense esetén csak a 6x10 masodperces postcondicionalasi
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ciklusok javitottak szignifikans modon az antioxidans statuszt. Ezt a megfigyelést
egyrészt az ileum duodenumhoz és jejunumhoz képest korlatozottabb kollateralis
rendszere miatti sulyosabb karosodasa magyarazhatja.[297,349] Masrészt amennyiben
feltételezziik, hogy a reperfuzio elsé perceiben a kisebb ,,oxigén-terhelés” hatarozza
meg a késobbi szabadgyOkds karosodds mértékét, ez szintén magyarazatot adhat a
hosszabb  postcondicionalasi  ciklusok  mérsékeltebb  hatdsossagara.[235] Az
érzékenyebb luminometrias mérések ugyanakkor igazoljak mind a harom
postcondicionalasi protokoll protektivitasat, mely a duodenumban és a jejunumban még
kisebb kiilonbséget mutat az antioxidans kapacitas tekintetében. A bélnyalkahartya
redox statuszt jellemzé eredményeink jol korrelalnak azon tanulmanyokkal, melyek a
malondialdehid koncentracid, valamint a lipidperoxidacidé mértékének szignifikans
csOkkenését tapasztaltdk postcondiciondlds hatisara és ebbdl kovetkeztettek a ROS
termel6dés csokkenésére.[307,326,330]

A reperfuzié elso perceiben létrehozott mérsékeltebb oxigén ellatds a nagy mennyiségli
xantin-ozidaz jelenlétét ¢és az ebbdl eredd korai szabadgyok-termelést képes
csokkenteni. Ez természetesen direkt és indirekt mdodon is kedvezden hat a masodlagos
szabadgyok-termeld folyamatokra, de nem feltétleniil az egyetlen mechanizmus, mely
képes ellensulyozni a mikrocirkuldcidban tapasztalt, tartosan fenndlld hyperaemia
kedvezotlen hatasat. Valoszinlinek latszik, hogy a postcondicionalas olyan molekularis
mechanizmusokat is aktival, melyek tobb tamadéasponton képesek visszaszoritani a
szabadgyokok képzodését. Egyik lehetséges effector ebben az esetben is a NO, mely a

crer

korabban emlitetteknek megfeleléen képes csokkenteni a neutrophilek adhézidjat a P-
selectinek down-regulacidjan keresztiil.[350] Ez azt eredményezi, hogy a lokalis
leukocyta infiltratio és gyulladdsos reakcidé mérséklddik, és az ebbdl eredd,
exponencialisan fokozddo szabadgyok termelés is szamottevden csokken. A reperfizio
elsd ordjanak végén vett mintdk mar a kiilonb6z6 hatasok 6sszegzddéseként megjelend
allapotot tiikrozik. A korabban emlitettek alapjan az adenozin ebben a vonatkozésban is
a NO-hoz hasonld hatast fejthet ki a gyulladasos folyamatokra, gétld hatdsanak
koszonhetéen. Ugy tiinik, hogy ezen subcellularis protektiv mechanizmusok
aktivalasaban a 6x10 masodperces PC ciklusok hatékonyabbak, mivel ebben a

csoportban mérhet6 a legkedvez6bb antioxidans statusz 1 oras reperflziot kovetden.

A postcondicionalt allatokban szignifikansan csokkent a szoveti destrukcido mértéke,
mely hozzajarul a leukocyta infiltratio, illetve lokalis gyulladds mérséklodéséhez is.
Kisérletiink eredményei koziil ezt mind a szdvettani metszetek, mind a szérum
necroenzim mérések alatimasztjak. A harom PC csoportban a szdvettani metszetek
Chiu-féle klasszifikacio alapjan szamitott szdvetkarosodas csokkenésének mértéke
korrelalt a szérumban mért CK- ¢és LDH-aktivitds szignifikdns csokkenésével.
Tendencidjaban itt is megfigyelhetd a 6x10 és a 3x30 masodperces postcondicionalés
kedvezdbb volta, de csak az LDH esetén volt kimutathaté szignifikdns kiilonbség a
harom csoport kozott.
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A Kkisebb szoveti karosodas szorosan Osszefiigg a karositd szabadgyokok
csokkentésével, az antioxidans védelmi vonal megérzésével, valamint a protektiv
jelatviteli utak postcondicionalas altali aktivalasaval. A postcondicionalas — a
hatasmechanizmusaval kapcsolatos kezdeti elképzelések szerint- egy ,,mentd
kinazokbol” (reperfusion injury salvage kinases — RISK) allo ttvonalat aktival, mely
képes az IR karosodds soran fellépd necrosis kivédésére. Mara ez az elképzelés
talhaladotta  valt, mivel nem sikeriilt egy specifikus kinaz-sor jelenlétét
igazolni.[233,258,351,352] Sokkal valdszinlibbnek tiinik, hogy a precondicionalashoz
hasonldan, a postcondicionalas esetében is a mitochondriumok a protektiv hatas végso
effektorai.

A kapcsolat egyik lancszeme az ischaemids szovetben kialakuld savas pH, mely az
egész utvonal szempontjabol dontd jelentéségii. Az irodalmi adatok alapjan a szoveti
acidosis megsziinéséhez mintegy 40 masodperces reperfuzid sziikséges.[239] Kelléen
rovid postcondiciondlasi ciklusok alkalmazédsaval a pH normalizalédasa késleltethetd
azaltal, hogy lassitjuk a felhalmozodott tejsav, ketonsav és protonok kimosodasat. A
karosodott szovetben ennek a minimalis késleltetésnek is igen komoly jelentdsége lehet,
mert a leginkdbb meghatdrozo korai percekben képes a teljes sejtdestructiohoz vezetd
molekularis utak kezdeti [épéseit gatolni.[266] A PC altal fenntartott savas pH gatolja az
mPTP csatorndk megnyildsat arra a néhany masodpercre, mig a szabadgyokok altal
aktivalt PKC ttvonal és a késleltetetten kimosddd adenozin receptorialis hatasa
végleges gatlast nem eredményez.[269] Izolalt nyulsziv preparatumon mutattak ki
eldszor, hogy a postcondicionalas elhuzodova teszi a szoveti pH normalizalodasat és
amennyiben ezt alkalizalassal rendezték, az egyben a PC protektiv hatasat is
gatolta.[239] Sertésben igazoltak ugyanezt az elméletet — forditott elrendezésben: a
reperfuzid soran acidoticus oldat hozzdadasadval mesterségesen fenntartott savas pH
segitségével a postcondicionalashoz hasonld védelem indukalhato.[353] Az mPTP-
csatorndk nyitdsdnak gatldsa szamos fajban az egyik Ilényeges Osszetevdje a
postcondicionalas altal nyujtott védelmi mechanizmusnak.[354,355] Az mPTP-
csatornat gatld cyclosporin-A-val végzett human vizsgalatban arrél szamoltak be, hogy
a reperfizio soran adva képes védoé hatast indukalni.[356,357] Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy az mPTP-csatornak megnyilasa emberben is fontos eleme — ¢és
potencialis gatlasi pontja — az IR karosodas kialakulasanak.[358]

A vena mesenterica superior vérének pH-jat illetden méréseink igazoltak, hogy a PC
képes szamottevéen lassitani a pH normalizalodasat a kontroll csoporthoz képest, ahol
szembetlind volt az egy perc alatt bekovetkezd jelentés pH-emelkedés. Ez arra utal,
hogy a 3x1 perces ciklusok nem lehetnek képesek a rovidebb ciklusokhoz hasonld
alacsony pH fenntartasara, mely magyarazhatja a harom protokoll hatasossagaban
tapasztalt kiilonbségeket. Figyelembe véve azonban, hogy a 3x1 perces
postcondicionalasi ciklusok is szamottevéen csokkentették az IR karosodast, az is
kézenfekvonek tlinik, hogy a védé hatas nem kizardlag a pH hipotézisen alapul.
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Tobb szerzd pozitiv korrelaciot talalt a bélnyalkahartya karosodés stlyossaganak foka
¢s a plazma IL-6 és TNF-a szintje kozott, ezért megvizsgaltuk, hogy milyen hatassal
van a postcondicionalas ezen fontos korai gyulladasos citokinek szérumszintjeire.[359]
Ebben a vonatkozasban minden vizsgalt PC algoritmus esetében szignifikansan kisebb
volt a szérum citokin koncentracié a kontroll csoporthoz képest, koziiliik azonban a
rovidebb ciklushosszakkal végzett PC esetében volt az IL-6 és TNF-a szérum
koncentracio emelkedése a legkisebb mértékii. A szovettani elvaltozasokat és a szérum
citokin koncentraciokat figyelembe véve a hosszabb postcondicionalasi ciklusok
alkalmazasa nem feltétlentl csGkkentette kell6 mértékben a lokalis karosodast ahhoz,
hogy az igen jelentds citokin termelésre képes vékonybélmucosa ne inditson el mégis
sulyos generalizalt gyulladasos valaszreakciot. Ez a kérdéskor csak hosszabb
reperfuzids periddusok bevezetésével és a tavoli szervhatdsok részletes elemzésével
tisztazhato.

Kisérletiink eredményei Osszességében arra utalnak, hogy ebben a modellben a
dinamikusabb, révidebb periddusokbol allo, 6x10 masodperces postcondicionalas
hatasara alakult ki er6teljesebb védelem az ischaemids-reperfuzidos karosodassal
szemben. Erre alapozva a tovabbi vizsgalatoknal ezt az algoritmust hasznaltuk.

A mesenterialis ischaemia-reperfazio altal okozott karosodasok jellemzésére egy
hosszabb reperfiizids idéablakot kdvetden is végeztiink méréseket, ezzel lehetdvé téve a
lokalis és szisztémas valaszreakciok kifejlddését. Az intestinalis florat koriilhatarolo,
unicelluléris epithelsejtréteg sejtkdzotti kapcsold  strukturdin keresztiil gatolja a
lehetdvé teszi a tapanyagok felszivodasat. Ez a kettdsség az enterocytak funkcidjaban a
paracellularis tér tight junction strukturdkon keresztiil torténd szabalyozéasaval érheto el.
A claudinok olyan transzmembran fehérjék, melyeket zonula occludens horgonyzé
fehérjék kapcsolnak a cytoskeleton aktin filamentumaihoz.[360] A szervezet epithelialis
sejtjei képesek szervspecifikusan tobbfajta porus- és/vagy barrier-képz6 tulajdonsaggal
rendelkezé claudin fehérjét expresszalni, ezzel egyediilallo féligateresztd hatarokat
képezve.[361] Human vizsgalatok eddig 24 fajta claudint térképeztek fel, ezek koziil a
claudin-1, -2, -3, -4, -5 és -7 tipusokat irtak le a bélrendszerben.[362-366] A
gastrointestinalis epithelsejtek claudin expressziés mintazata, és ezzel egyidejiileg a
paracellularis tér permeabilitdsa egy dinamikusan valtozd folyamat, amit tobb fajta
stimulus képes befolyasolni, ezek koziil fontos megemliteni a citokinek, a
szabadgyokok, valamint a lumindlis baktériumok ¢és metabolikus termékeik
szerepét.[136,137,367]

Jelen vizsgalatban a claudin-2, claudin-3, claudin-4 és zonula occludens-1 fehérjéket
immunfestettik a vékonybél epithelialis tight junction struktarak integritasanak
jellemzése céljabol. Tobb tanulmany is Osszefliggésbe hozta a claudin-2-es expresszidjat
a paracellularis permeabilitds fokozddasaval, ami az altala képzett kation és viz
csatornaknak koszonhetd.[368-370] Ezzel szemben a claudin-3-at és claudin-4-et
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inkabb barrier képz6 fehérjeként jellemzik, mivel jelenlétiik a paracellularis rezisztencia
novekedésével van Osszefiiggésben.[137,371,372] Tovabba egy patkany ileum
iIschaemia-reperfuzido modellben kimutattak hogy a claudin-4 fontos szerepet jatszik az
intestinalis epithelialis réteg fiziologias helyreallitasahoz sziikséges epithelsejtek
apikalis iranya migracioban.[136] A tight junction struktarak cytoskeletalis
szabalyozéasa a transzmembran fehérjék €s az aktin cytoskeleton kapcsolatan keresztiil
zajlik, ami zonula occludens horgonyzo6 fehérjék kozvetitésével torténik.[373] Madara
és mtsai.[373] kimutattdk, hogy a zonula occlundens-1 fehérje down-regulacidja a
bélpermeabilitas fokozodasaval hozhatd Osszefiiggésbe. Kisérletiinkben a mesenterialis
iIschaemia-reperfuzio jelentds tight junction fehérje expresszio valtozasokat okozott. Az
immunhisztokémiai analizis eredményei alapjan a claudin-2 és claudin-4 jelenléte
fokozodik, mig a claudin-3 és zonula occludens-1 fehérjék expresszidja csokken az
ischaemia-reperfuzio kovetkeztében. Ezen valtozasok Osszecsengenek az irodalomban
leirtakkal, ahol tobb tanulmény is kiemelte a porusképzé fehérjék fokozott expresszidjat
ischaemia-reperfuziot kovetden. [136,374,375] Grootjans és mtsai.[128] beszamoltak az
intestinalis epithelialis zonula occludens-1 expresszio csokkenésérél egy human
ischaemia-reperfuzi6 modellben. Az ischaemia-reperfuzié soran képzodott jelentOs
mennyiségli  szabadgyok, valamint proinflammatorikus  citokin  szolgéalhat
magyarazatként a tapasztalt sejtkozotti kapcsolat valtozasara. A szabadgyokok okozta
membranlipid peroxidacié befolyéasolja a claudinok elhelyezkedését a tight junction
felépiilése soran, tovabba a claudinok extracellularis térszerkezetét biztosito diszulfid-
hidak érzékenyek a kornyezet redox allapotara.[137,376,377] Mindemellett a
mesenterialis ischaemia-reperfiizié soran képz6dott szabadgyokok aktivaljak az NF-kB
dependens proinflammatorikus citokin termelést.[378] A proinflammatorikus citokinek
képesek a kiilonbozd tight junction fehérjék génexpresszidjat megvaltoztatni, ezzel a
tight junction struktirdk permeabilitasanak fokozodasat okozva.[367] In vitro
vizsgalatok alapjan a TNF-a és IL-6 hatdsara emelkedik a claudin-2 és csokken a zonula
occludens-1 membran kifejezodése.[379-381] A kisérletiink IR-csoportjaban megfigyelt
valtozasok (claudin-2 expresszio fokozodas és claudin-3, zonula occludens-1
csokkenés) a postcondicionalas hatasara mérséklodik, aminek hatterében a kedvezobb
nyalkahartya redox allapot, valamint a kisebb mucosalis és plazma TNF-a és IL-6
koncentraci6 allhat.

Az intestinalis nyalkahartya allapotanak tovabbi jellemzésére meghataroztuk a plazma
I-FABP és d-laktat koncentraciokat. Az I-FABP egy cytoplasmaticus fehérje mely
kizarolag a gastrointestinalis traktust béleld enterocytdkban szintetizalodik és ezen beliil
a Vvékonybél villus csucsan 1évé enterocytdkban taldlhatdé a legmagasabb
koncentracioban.[60,61,382] A vékonybél karosodasa esetén az I-FABP a szisztémas
valamint Grootjans és mtsai. human jejunum IR modellje alapjan lathato, hogy az
ischaemia id6tartam 30 percrdl 45 percre emelésével a hisztopatologiai elvaltozasok
stulyossaga ndé ¢és ezzel parhuzamosan a plazma I-FABP koncentracido is
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emelkedik.[128,383] Kisérletiinkben a mesenterialis IR okozta vékonybél karosodas
jelentds plazma I-FABP koncentraci6 emelkedést eredményezett. Az ischaemia végén
alkalmazott postcondicionalads alacsonyabb plazma I-FABP koncentracioval és
kedvezdbb szovettani képpel parosult.

A plazma d-laktat koncentraciot is meghataroztuk mint a vékonybél integritas fokanak
leirasara alkalmas paramétert.[58] A d-laktat a gastrointestinalis traktusban talalhato
baktériumok metabolizaciés terméke. A bél IR karosodasa soran a luminalis
baktériumok elszaporodasa elleni védekezés csokkenése, €s a nyalkahartya barrier
funkci6 karosodasa, lehetové teszi a megnovekedet baktérium volumen €s anyagcsere
termékeik keringésbe vald bejutasat, ami emelkedett plazma d-laktat koncentraciot
eredményez.[384] Guzman és mtsai. patkany vékonybél IR modelljében is jelentdsen
emelkedet a plazma d-laktat koncentracidja 30 perces arteria mesenterica superior
occlusiot kovetden.[359] Kisérletiink soran jelentésen emelkedik a plazma d-laktat
koncentracidja az IR-csoportban, viszont a postcondicionalt csoportban szignifikansan
alacsonyabb d-laktat koncentraciot detektaltunk, ami jol korrelal a bél permeabilitasat
meghatdroz6 tight junction fehérjék expressziés mintdzatdval. Sun és mtsai. egy
patkany cardiopulmonaris bypass modellben szamottevd vékonybél karosodast irtak le,
ami a cardiopulmonaris bypass fennallas idejét ndvelve tovabb sulyosbodott.
Tanulmanyukban a plazma d-laktat koncentracidja a vékonybél karosodassal
parhuzamosan emelkedett, tovabba negativ korrelaciot figyeltek a plazma d-laktat
koncentraci6 ¢és az ileum nyalkahartya ZO-1 és occludin tight junction fehérjék
expresszioja kozott.[385]

A bélnyalkahartya karosodédsaval parhuzamosan kifejlddé barrier permeabilitas
fokozo6das esetén nagy mennyiségli baktérium keriilhet a véraramba, azaz a baktériumok
transzlokalodhatnak. Ennek vizsgalata egy specifikus GFP-termeld E.coli
baktériumtenyészet oro-duodenalis inokulalasat kovetden tortént. A jelolt baktériumok
Ujratenyésztése a reperfizid végén vett mintdkbol kizdrja a véletlen kontaminécio
lehetdségét, €és bizonyitja a bakteridlis transzlokacid gastrointestinalis eredetét. Az
kisérletlinkben hasznalt GFP-termelé E.coli bakteriumtorzset egyéb bakterialis
transzlokacids vizsgalatokban is alkalmaztak, mivel konnyli a mintdkbol szelektiven
visszatenyészteni és kvantifikalni, tovabba intravitalis mikroszkop segitségével in vivo
is kovethet6. [386-389] Az inokulalt baktérium enteroinvaziv tulajdonsaganak hianyat a
SHAM operalt csoportbol szarmazo mintak negativ tenyésztési eredményei bizonyitjak.
A mesenterialis ischaemia-reperfizio jelent6s bakterialis transzlokaciot eredményezett,
foleg a mesenterialis nyirokcsomokban és a Iépben volt nagy csiraszamban tenyészthetd
a jelolt baktérium. Berg RD.[390] szerint ezek a szervek a gastrointestinalis traktusbol
transzlokalodott baktériumok elsd ,,allomasai” a szisztémds tovabbterjedés el6tt, ami
magyarazhatja a magasabb baktérium koncentraciot.[387,391,392] A postcondicionalt
csoportban alacsonyabb bakterialis transzlokdcios rata volt megfigyelhetd, valamint a
pozitiv mintak atlagos csiraszama is alacsonyabb volt az IR-csoportban tapasztalthoz
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képest. Ezen eredmények is megerdsitik a postcondiciondlds bélnyalkahartya
integritasara kifejtett protektiv hatasat.

Annak dacédra, hogy az ischaemia-reperfuzios karosodas Osszetett és multifaktorialis
eredetll, a velesziiletett immunrendszer fontos szerepet jatszik a gyulladasos ,,lavina”
elinditasaban.[186] A Toll-like receptorok (TLR-2 és TLR-4) a legfébb Gram-pozitiv és
Gram-negativ baktériumérzékelok, ami egy erésen konzervalt sztereotip mikrobialis
antigénmintazat (PAMP) felismerésével torténik.[393,394] A legujabb kutatasok szerint
endogén molekulak (Ggynevezett karosodassal Osszefiiggé molekularis mintazatok
IDAMPY/) is képesek TLR-medialt valaszt indukalni.

Fiziologias koriilmények kozott a DAMP-molekuldk nincsenek kozvetlen érintkezésben
az immunrendszerrel. Sejtkdrosodas esetén képzddnek és szabadulnak fel, (példaul
HMGB-1[395-397], HSP-60[398], HSP-70[399]) vagy az extracellularis matrixX
bomlastermékei (példaul hyaluronsav fragmentumok, heparan-szulfat, biglycan [174]).
De nem csak a sériilt vagy apoptotikus sejtekbdl szabadulnak fel DAMP-molekulak.
Irodalmi adatok alatdmasztjak, hogy apoptotikus sejtek kornyezetében a makrofagokbol
IS HMGB-1 szabadul fel, ami fontos TLR-2 ¢és TLR-4 aktivalo hatassal
rendelkezik.[400] A TLR-2 és TLR-4 aktivalasa egy olyan szignal transzdukcios
proinflamatorikus citokin indukcidjat eredményezi, ezzel fontos szerepet jatszva a
gyulladasos reakciok elinditasaban.[401,402] Az ischaemia-reperfiizié soran keletkezd
nagy mennyiségli szabadgyok, a novekvd koncentracidban kialakulo DAMP-
molekulakkal egyiitt aktivalja a TLR-2-t és TLR-4-et, aminek hatasara tovabbi DAMP-
molekuldk szabadulnak fel, ezzel egy pozitiv visszacsatoldsi hurkot képezve, melynek
eredménye egy tulzott gyulladasos valaszreakcié kialakulasa.[402-406] Olyan
szervekben mint a maj [407], a sziv [408], a vese [409] vagy az agy [410], ahol a TLR-2
¢és TLR-4 expresszidja minimalis, a TLR-antagonistdk hasznalata alkalmas terapias
modszernek bizonyult az IR-karosodas mérséklésére. Azonban a felsorolt szervekkel
ellentétben, a bélben folyamatos ,,steady-state” TLR-2 és TLR-4 expresszio van jelen,
ami létfontossagii az intestinalis epithelialis sejtek homeosztazisaban.[188] A
bélrendszerben az alacsony DAMP koncentraci6 és kovetkezményes TLR szignalizaciod
folyamataiban és a normalis immunvalaszban. Cairo és mtsai. leirtak, hogy TLR-2
stimulus szilikséges az intestinalis epithelialis sejtek fiziologias barrier funkcidjdhoz, a
tight junction struktrak mikodésében részt vevd zonula occludens-1 indukcidja
révén.[411] TLR-2 -/- és TLR-4 -/- knockout egereken kimutattak, hogy ezen
receptorok hidnya csokkentette a bél ischaemids tolerancidjat, valamint ezekben az
allatokban sulyosabb bélkarosodas és magasabb foku bakteridlis transzlokécid volt
megfigyelhet6.[188,411-416] Ungaro és mtsai. tanulmanya szerint a TLR-4 antagonista
alkalmazdsa egér colitises modellben csokkentette a bél gyulladasat, ugyanakkor
karositotta a vastagbél nyalkahartya regeneralodasat, valamint a baktériumok elleni
lokalis immunvalaszt. A TLR-4 antagonista alkalmazdsa tovabba mérsékelte a
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bélproliferaciot és regeneraciot eldsegité prosztaglandin E2, ciklo-oxigendz-2 és
amfiregulin szinteket.[417] Ezek az eredmények azt tamasztjak ald, hogy egy teljes
TLR-2 ¢és/vagy TLR-4 blokad alkalmazasa nem célravezetd mddszer a bél ischaemia-
reperfuzid karosodasanak mérséklésére, inkabb felveti annak a terapids modszernek a
fontossagat, mely a helyi TLR-2 ¢és TLR-4 expresszids egyensuly megorzésére
torekszik, és nem a receptorok gatlasara.

Sok tanulmany tdmasztja ala az ischaemia-reperfuzio kapcsolatat a fokozott TLR-2 és
TLR-4 expresszioval, az NF-kB nukledris transzlokacidval és végsd soron az IL-6 és
TNF-0 szintek emelkedésével.[190,191,417] Kisérletsorozatunkban a 60 perces
mesenterialis ischaemia és a 6 oOra reperfuzid jelentds TLR-2 és TLR-4 mRNS
expresszid emelkedést okozott. Az immunhisztokémiai eredmények is erds TLR-2 és
TLR-4 immunpozitivitdst mutattak az ischaemia-reperfizionak Kitett csoportok
intestinalis epithelialis (citokeratin pozitiv) sejtjeiben. Mindemellett a nyalkahartya IL.-6
¢s TNF-a koncentracidja is jelentdsen emelkedett, ami irodalmi adatok alapjan szoros
kapcsolatban van a TLR-2 és TLR-4 aktivacioval.[190,418] Az ischaemiat kdvetden
alkalmazott postcondicionalas megfelel6 sebésztechnikai modszer lehet a mesenterialis
IR soran kialakuld ongerjesztd gyulladdsos parakrin hurok kialakuldsdnak gatlaséra.
Erre enged kovetkeztetni, hogy a postcondicionalt csoport kevesebb apoptotikus epithel
sejtet ¢és Osszességében enyhébb hisztopatologiai eltéréseket mutatott, valamint
alacsonyabb szabadgyok koncentracio ¢és jobb antioxidans 4allapot jellemezte a
csoportot. Ezek a valtozdsok biztositjdk a kedvezdbb szoveti kornyezetet a
postcondicionalast kovetéen, ami képes kozvetleniil befolyasolni a TLR-0k
aktivitasat.[403,404] Ezzel 6sszhangban az RT-PCR és a konfokalis mikroszkopia
alacsonyabb TLR-2 és TLR-4 expressziot mutatnak a postcondicionalt csoportban az
IR-csoporthoz képest. A mesenterialis IR-karosodasra adott kedvezObb valaszt az
alacsonyabb proinflammatorikus citokinek is megerdsitik, melyek szintje Grotz és
mtsai.[33] alapjan jol tikkrozi az IR karosodas lokalis intenzitasat.

A helyi gyulladasos valasz generalizalt gyulladdsos valassza fejlddhet, és allanddsithatja
a masodlagos szoveti karosodast. A tobbszervi elégtelenséget (MOF) megel6zd
szisztémas gyulladdsos valasz (SIRS) jellemzésére a plazma IL-6 és TNF-a
koncentracioit hasznaltuk, tekintettel arra, hogy ezen proinflammatorikus hatasa
citokinek fontos szerepet jatszanak a gyulladas fenntartasaban. Irodalmi adatok szerint
az IL-6 szérumszintje jelent6sen emelkedik mesenterialis IR karosodast[128,217], hasi
miitétet[419], valamint traumat[420] kovetden, és az IL-6 szérumkoncentraci6 a MOF
stlyossagaval egyenesen-, mig a prognodzissal forditottan korrelalt.[421] Rosenbloom
€s mtsai.[422] majtranszplantaciot kovetden mutattak ki a plazma IL-6 szintjének
koncentracidemelkedése kulcsszerepet jatszik az akut fazis regulacioban [423], azonban
tartosan emelkedett szintje a szisztémas gyulladasos valasz fokozodasat valtja Ki.[15]
Ebben jelentds szerepet jatszik, hogy képes a PMN- és endothelsejtek aktivaciojara,
valamint sejtadhézios fehérjék (E-selectin, P-selectin, ICAM-1, CD 18, CD 11b)
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expresszidjanak fokozasara, melynek kovetkeztében jelentésen ndvekszik a keringésbol
kilépett aktivalt neutrophil granulocytak szama.[223,424] A PMN-sejtek szovetkarositd
hatdsdhoz az IL-6 azzal is hozzajarul, hogy a neutrophil granulocytdkban
antiapoptotikus jelatviteli utakat aktival, minek kdvetkeztében a tGlélési szignalban
részesiild sejtek hosszabb ideig vannak jelen a szovetekben.[425] Az IL-6 citokin
szisztémas gyulladasos marker szerepének széleskorii elfogadottsagaval szemben a
TNF-o esetében nem teljesen egybehangzdak az adatok. Rosenbloom és mtsai. [422]
szerint a TNF-a nem alkalmas a kialakuld6 MOF sulyossaganak becslésére, mig mas,
karosodast kovetden.[426,427] Ezzel ellentétben mas kozlemények a TNF-a etiologiai
és biomarker szerepérél szamolnak be mesenterialis IR-t koveté lokalis-, valamint
szisztémas karosodasok, illetve MOF 1étrejottében.[290,428] Yamamoto és mtsai.[290]
patkanykisérletiik sordn a TNF-o-nak foként a lokalis bélkarosodasok eldidézésében
betoltott szerepét vizsgaltak mesenterialis ischaemiat kovetéen. Kisérletikkben a magas
plazma- és szoveti TNF-a koncentraciohoz kifejezett endotoxémia, magasabb ASAT
szérum-enzimaktivitas értékek, stlyosabb szoveti karosodasok, valamint - a
bélnyalkahartya barrierjének sériilésébdl adodéan — luminalis exsudatum tarsult. Ezek
az elvéltozasok TNF-o inhibitor alkalmazasakor jelent6sen mérséklddtek. Hasonlo
eredményekre jutottak Yao és mtsai., akik enyhébb tavoli szervkarosodast tapasztaltak a
TNF-o  inihibitor kezelés hatdsdra. Ennek hatterében a TNF-a tovabbi
proinflammatorikus citokin indukcidés hatdsa és a PMN sejtek aktivacioja all.
Kisérletiinkben az ischaemiat kovetéen alkalmazott postcondicionalas sikeresen
mérsékelte a plazma IL-6 és TNF-a koncentraciokat.

A szisztémas gyulladdsos vélasz hosszt ideig torténd fennalldsa soran kialakulo
tobbszervi elégtelenség elsd ,,aldozata” 4ltalaban a tiidd. A kéarosodas jelei az alveolaris-
¢és interstitialis oedema [429], a tiidészovet PMN-infiltracidja [319], valamint a
vascularis ellenallas novekedése [32]. A karosodas létrejotte a proinflammatorikus
citokinek hatasara kialakult fokozott PMN- és endothel sejtek kozti interakciora,
valamint az aktivalt neutrophilek altal termelt szabadgyok indukalta stresszre vezethetd
vissza.[429,430] Kisérletiink tiidé szovettani képei is ezt a fajta karosodast tiikrozik,
tovabba a fokozott tiiddoedemat jellemzé ,,Wet/dry-ratio” is jol mutatja a mesenterialis
IR-karosodas okozta masodlagos tiidod elvaltozast. A tobbszervi elégtelenség szindroma
folyamataként veseelégtelenség is kialakul. Aldenir és mtsai.[431] a mesenterialis
iIschaemia-reperfuzio soran kialakult vesekarosodas hatterében fokozott oxidativ stresszt
talaltdk. Kisérletiik soran 1 6ras a. mesenterica superior kirekesztést és 6 ora reperfuziot
kovetden a vese redukalt glutation tartalma 40%-kal csokkent, valamint emelkedett a
malondialdehid koncentracio, amely tiikr6zi a fokoz6do lipidperoxidaciot. Tovabba a
proximalis tubulussejtek arginaz aktivitasanak drasztikus visszaesésér6l szamoltak be.
Kisérletiinkben a mesenterialis ischaemia-reperfuzid hatasara jelentds hisztopatoldgiai
elvaltozasok voltak megfigyelhetdk, emellett a szérumkreatinin koncentracio is
emelkedett. A vékonybél postcondicionalas a vesére, mint tavoli szervre kifejtett
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kedvezd hatdsa a kevésbe stlyos szovettani elvaltozasok és az alacsonyabb szérum
kreatinin koncentraci6 alapjan kijelenthetd. A mesenterialis ischaemia-reperfiizio okozta
majkarosodast a szovettani elvaltozasok és az emelkedett necroenzim szintek jol
tikrozik. Horie és mtsai.[432] vizsgalata alapjan ezen elvaltozasok a maj NO-
produkcidjanak zavara talajan alakulnak ki, tekintve hogy az NO csokkenti az endothel
és PMN-sejtek interakcidjat[433], és gatolja a leukocitak aktivaciojat[434]. Tovabba
leirtdk, hogy az IR sordn keletkezd nagy mennyiségli szabadgyok a konstitutiv NO-
szintézis zavarat okozza, aminek kovetkeztében az NO hatdsai nem tudnak megfeleld
mértékben érvényesiilni, igy fokozott PMN-infiltraci6, valamint gyulladas alakulhat ki,
melynek kovetkeztében a neutrophilek kifejthetik szovetkarositd hatasaikat.[435,436] A
postcondicionalt csoportban tapasztalt kedvezobb kép hatterében a kisebb mértékii
szabadgyok képzddés, valamint alacsonyabb proinflammatorikus citokin szintek
allhatnak.[437]

Kisérletsorozatunk sordn harom postcondicionéaldsi  protokollt hasonlitottunk
kozvetleniil 0ssze. Vizsgaltuk a postcondicionalas vékonybél nyalkahartya
gyakorolt hatdsat arteria mesenterica superior occlusio talajan kialakul6d ischaemiés-
reperfiizios karosodas esetén. Az optimalis postcondiciondldsi algoritmus megtalélasat
kovetden, egy hosszabb reperfuzids periddust valasztva, vizsgaltuk ennek az egyszerii
sebésztechnikai mandvernek a lokalis immunitds és nyélkahartya barrier funkciora
kifejtett hatasat. Tovabba vizsgaltuk a vékonybél ischaemiat kovetden alkalmazott
postcondicionalds szerepét a szisztémads gyulladasos valaszreakcio és a tavoli szervek
karosodasanak mérséklésében. Ezzel megerdsitve €s magyarazva azt a szemléletet, mely
szerint a reperfuzio kezdeti fazisaban torténé eredményes kozbelépéssel
befolyasolhaté/mérsékelhetd a késobbi folyamatok sulyossaga.
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6. Kovetkeztetések

A vizsgalatok tervezésénél feltett kérdésekre az aldbbi valaszok adhatok:

1.

10.

A vizsgalt postcondiciondldsi algoritmusok hatdsira a  bélnyalkahartya
mikrocirkulacidja jelentésen javul a reperfizio ideje alatt. A 6x10 masodperces
algoritmus hatasara a legkifejezettebb a mikrocirkulaci6 fokozodasa.

. 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
kapacitas és a hidrogén-donor aktivitas javulnak. Viszont az ischaemiat kovetéen
alkalmazott 6x10 masodperces algoritmus minden vizsgalt antioxidans paraméter
szignifikans javulasat eredményezte.

A szdvettani mintdk elemzése alapjan mind a harom vizsgalt postcondicionalési
algoritmus csokkentette az IR soran létrejovo intestinalis morfoldgiai kdrosodast. A
szérum laktat-dehidrogendz ¢és kreatin-kindz koncentraciok jol tiikrozik a
postcondicionalas szovetkarosodast mérséklo hatasat.

A vizsgalt postcondcionalasi algoritmusok koziil csak a 6x10 masodperces és a 3x30
masodperces algoritmusok mérsékelték a reperfuzio elsd perceiben a lokalis pH
normalizalodas sebességét. A 3x60 madasodperces ciklusok nem befolyasoltak a
lokalis pH alakulésat a vizsgalt idépontokban.

A harom vizsgalt postcondicionalési algoritmus koziil a 6x10 masodperces ciklusok
biztositottak a legerdteljesebb védd hatast patkany arteria mesenterica superior
occlusidja esetén.

A vékonybél ischaemia-reperfuzidt kdvetden alkalmazott postcondicionalds hatdsara
a bél barrier funkciot biztositod tight junction fehérjék expresszidja megtartott, és a
bél permeabilitasat fokoz6 claudin-2 expresszidja mérseklodik.

. A postcondicionalas csokkentette a bakteridlis transzlokaciot €s a pozitiv mintdk

atlagos csiraszdmat.

A vékonybél ischaemiat kovetden alkalmazott postcondicionalds mérsékli az IR-
kontroll csoportban tapasztalt TLR-2 és TLR-4 fokozott expresszidjat, €s az
alapallapothoz kozeli TLR-2 és TLR-4 expressziot eredményez.

A postcondicionalds képes a mesenterialis IR karosodas kovetkeztében létrejovo
maj-, tiid6é- és vesekarosodast mérsékelni.

A mesenterialis ischaemiat kdvetden alkalmazott postcondicionalas jelentésen

crer

ezaltal képes lehet a szisztémas gyulladasos valaszreakcid kialakuldsat gatolni.
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7. Uj megallapitasok

1. Kisérletiink eredményei arra utalnak, hogy kisallat mesenterialis IR modellben a
dinamikusabb, rovidebb peridodusokbol allo, 6x10 mp-es postcondiciondlas
hatasara alakult ki erdteljesebb védelem az IR karosodassal szemben.

2. Mesenterialis IR soran alkalmazott postcondicionalas mérsékli a bél barrier-
funkcid vesztést és csokkenti a bakterialis transzlokacié mértékét.

3. A vékonybél IR soran végzet postcondicionalas mérsékli az intestinalis
epithelialis sejtek TLR-2 és TLR-4 overexpresszidjat, ami fontos szerepet jatszik
a lokalis gyulladasos valaszreakcio kialakulasaban.

4. Mesenterialis ischaemia esetén, a postcondicionalas alkalmas sebésztechnikai

mandver a vékonybél IR okozta mdasodlagos tiidd, maj és vese karosodas
mérséklésére.
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8. Osszefoglalas

Bevezetés: A vékonybél ischaemias-reperfizios (IR) karosodasa napjainkban is magas
mortalitassal jaro korkép, mely az arteria mesenterica superior occlusidja vagy keringési
redisztribucié soran jelentkezik leggyakrabban. Az ischaemia soran a bélfal
permeabilitasa fokozodik, emiatt, valamint a kovetkezményes bakterialis transzlokacio
révén nagy mennyiségli endotoxin keriill a szisztémas keringésbe. Az ischaemids
karosodast a reperfuzio tovabb sulyosbitja lokalis és tavoli szervi szovodményeket
okozva. Ebben a folyamatban a toll-like receptorok, mint a természetes immunvalasz
részei, fontos szerepet jatszanak. A postcondicionalds, mely a reperfuzidé kezdetén
alkalmazott rovid alternald reperfuzios-reocclusios ciklusokat jelent, megfelel
sebésztechnikai manéver lehet a mesenterialis IR karosodas mérséklésére. Célkitiizés:
A kisérletsorozat célja a leghatékonyabb postcondicionalasi algoritmus meghatarozasa
volt patkanyvékonybél IR modellben. Tovabba vizsgaltuk a postcondicionalas lokalis,
valamint tavoli szervekre kifejtett hatasat. Anyagok és modszerek: Négy kiilon kisérlet
soran vizsgaltuk a postcondicionalas hatasait him Wistar patkanyokon, az arteria
mesenterica superior leszoritasaval létrehozott vékonybél IR- modellben. A
postcondicionalas hatasat aloperalt és IR-kontroll csoportokkal szemben vizsgaltuk. Az
elsd kisérletben harom postcondicionalasi algoritmust (6x10-; 3x30-; 3x60-masodperc)
hasonlitottunk 6ssze 60 perc ischaemia és 60 perc reperfuziot kovetden. Vizsgaltuk a
bélmucosa mikrocirkulacios és redox valtozasait, a vena mesenterica superior pH
kovetkez6 harom kisérletben a 60 perc ischaemidt 6 oOra reperfuzié kovette, a
postcondicionalast 6x10 masodperces ciklusokkal végeztiik. Vizsgaltuk az intestinalis
epithelialis sejtek kozotti tight junction struktirakat, a preoperativan inokulalt
specifikus E.coli baktérium transzlokaciojat, a Toll-like receptor-2,-4 mucosalis
expressziot €s a tavoli szervek masodlagos karosodéasat. Eredmények: A harom
vizsgalt postcondicionalési algoritmus koziil a rovidebb 6x10 mdasodperces alternalo
ciklusokkal értiik el a legnagyobb protektiv hatast. Ez az algoritmus szignifikansan
javitotta a mucosalis mikrocirkulaciot, mérsékelte az oxidativ stresszt, javitotta az
antioxidans statuszt, lassitotta a pH normalizalodasi sebességét a reperfizio korai
fazisaban, tovabba szignifikansan csokkentette a necroenzimek és proinflammatorikus

crer

csOkkenését, mérsékelte a Toll-like receptorok overexpresszigjat ezaltal csokkentve a
proinflammatorikus citokinek koncentracidjat, valamint mérsékelve a tavoli szervek
(maj, tidé és vese) masodlagos karosodasat. Megbeszélés: A postcondicionalas
alkalmas sebésztechnikai modszer lehet a vékonybél tulélési esélyének javitasara arteria
mesenterica superior occlusioja soran kialakuld ischaemias-reperfuziés karosodas
esetén. A lokalis strukturdlis karosodds mérséklésével parhuzamosan csokkenti a

gyulladésos folyamat generalizalodésat és a tavoli szervek karosodasat.
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9. Summary

Introduction: The ischemia-reperfusion (IR) injury of the small intestine is still
nowadays associated with high mortality rates. It occurs most commonly as the result of
circulatory redistribution failure or occlusion of the superior mesenteric artery. During
ischemia the intestinal barrier function decreases leading to bacterial translocation and
to the permeation of great amounts of endotoxin into the systemic circulation. The
ischemic injury is furthermore aggravated by the reperfusion causing the failure of local
and distant organs. In this process the toll-like receptors, as part of the innate immune
response, play a pivotal role. Postconditioning (PC), which is the application of short
alternanting cycles of reperfusion and reocclusion at the onset of the reperfusion, may
be a suitable surgical method to reduce mesenteric IR-injury. Aim: The experiment
series were aimed to identify the most effective PC algorithm in rat small intestine IR.
Further aims of the study were to examine the effects of PC on local and distal organs
integrity. Materials & Methods: We investigated the effects of PC in four separate
experiments, using a rat small intestine IR-model. This consisted of the dissection and
the atraumatic occlusion of the superior mesenteric artery. The effects of PC were
compared to the results of the SHAM-operated- and IR-control experimental groups. In
the first experiment three different PC algorithms (6x10-, 3x30-,3x60-seconds) were
compared following 60 minutes of ischemia and reperfusion. We characterized the
intestinal mucosa redox state, described the changes in the mucosal microcirculation
and measured the pH of blood samples taken form the superior mesenteric vein.
Furthermore inflammatory cytokines and necroenzyme concentrations were evaluated.
In the following three experiments 60 minutes of ischemia were followed by 6 hours of
reperfusion, the applied PC algorithm consisted of 6 alternating cycles of 10-10 seconds
reperfusion/reocclusion. We examined the tight junction of intestinal epithelial cells, the
translocation rates of a previously inoculated specific E.coli bacteria, the expression
changes of mucosal Toll-like receptor-2,-4 and the secondary injury of distant organs.
Results: Among the examined PC protocols, the shorter algorithm of 10-10 seconds
cycles, provided the greatest protective effects. It improved the mucosal
microcirculation, reduced the free radical stress, enhanced the antioxidant status, slowed
the pH normalization rate during the early phase of the reperfusion and significantly
reduced the serum proinflammatory and necroenzyme concentrations. The use of PC
significantly reduced the IR induced intestinal barrier function failure, the
overexpression of Toll-like receptors-2,-4 and the concomitant increase of
proinflammatory cytokines. Finally the application of PC at the onset of the reperfusion
significantly decreased the injury of distant organs like liver, lung and kidney.
Conclusion: PC may be a suitable method to improve the overall survival of the small
intestine following mesenteric arterial occlusion and concomitant ischemia-reperfusion
injury. PC reduces the local structural damage, while simultaneously attenuating the
generalization of the inflammatory processes and the injury of the distant organs.
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