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1. BEVEZETES

A mesenterialis ischaemia a mai napig magas mortalitassal jar6 megbetegedés. A
vékonybél a mesenterialis ischaemia-reperfusio kapcsan sériilést szenvedhet: példaul
vékonybél transplantatio, aorta- és szivsebészeti beavatkozasok, hypovolaemias shock,
mesenterialis infarctus vagy enterocolitis necrotisans neonatalis kovetkeztében is.

A mesenterialis ischaemia-reperfusios kéarosodasok multifaktoridlis eredetliek, mely
folyamatban jelentds szerepet jatszhatnak a szabadgyokok, a nitrogén-oxid és a leukocyta
adhesidos molekuldk. A szabadgyokok termelésében részt vehetnek a xantin-oxiddz
enzimrendszer tagjai, az aktivalédott neutrophil leukocytak és endothel sejtek is.

Ismert tény a mesenterialis ischaemia-reperfusio pathomechanismusa sordn kialakulo
karosodasok -a karosodas mértékétdl fliggden- apoptotikus folyamatokat indithatnak be,
ugyanakkor kevés adat all rendelkezésre, hogy védoéfaktorok -E-vitamin (jol ismert
antioxidans), allopurinol (a xantin-oxidaz gatloszere) és ischaemids praeconditiondlds-
jelenlétében, hogyan valtozik ez a folymat a vékonybél transplantatio teriiletén.

Az ischaemias praeconditiondlds endogén adaptacidos mechanizmusa fokozza a szervek
ischaemia-reperfusios karosodéassal szembeni tolerancidjat. Szamos szervnél -sziv, maj,
vazizomzat, vékonybél- kimutattdk az ischaemias praeconditionalas védohatasat. Az irodalmi
adatok azonban ellentmonddsosak atekintetben, hogy melyik a leghatékonyabb vékonybél
praeconditionalasi modszer

A transplantatio sikerességét nagymértékben befolyasolja a szovetek jo vérellatasa. A
mesenterialis ischaemia-reperfusio komplex folyamata tobb teriileten jelentds valtozast indit
el a bél mikrokeringésében is.

Ezen kutatdsi teriileten beliil egyik fontos kérdés az, hogy a voOrdsvérsejtek
deformabilitasat, filtralhatésagdt mennyire karositja az ischaemia-reperfusio folyamata
kapcsan kialakulhatd mikrokeringési zavar, hiszen ismert, hogy a rigid, karosodott
membrannal rendelkezd vorosvérsejteknek a capillarisokon vald 4thaladasi képessége
csokken.

Mig az el6zdekben felvetett kérdéskor vizsgalata nagy- €s kislaboratoriumi allatokon is
torténhet, addig a vékonybél transplantatio immunolédgiai folyamatainak kutatdsa jelentds
részben kislaboratériumi allatokon -egér, patkany- torténik.

Szamos  genetikailag modositott  congenikus, transgenikus és  knock out
egértorzs biztosit lehetdséget a folyamatok tisztdzasara. A kiilonbozd részletek a széles
korben hozzaférheté immunolédgiai, molekuléris bioldgiai modszerekkel, poly-monoklonalis
antitestek alkalmazasaval vizsgalhatok.

A koltség-haszon arany is a kisallat modellek alkalmazasa esetén a legkedvezdbb,
Osszehasonlitva nagy laboratériumi allat modellekkel.

Meg kell viszont emliteni az egér modellek egyik hatranyat, hogy specialis mikrosebészeti
tapasztalatot és gyakorlatot igényelnek a mikro-ér-anastomosisok miitéti nehézségei miatt.

Fontos tehat az egyszeri, gyorsan kivitelezhetd kisérletes transplantatiés modell
kialakitasa is, amely bar mikrosebészeti alapismereteket igényel, mégis konnyen elsajatithato,
megtanulhato legyen.

Ezért e mikrosebészeti transplantatios technika elsajatitasdhoz ¢és biztonsagos
alkalmazasdhoz a mikrosebészeti alapok megtanulasa és tanitasa is kiemelkedd jelent6ségii
momentum.

A bél transplantatio kapcsan a korabbiakban emlitett és felmeriilhetd szamos kérdés
vonatkozdsdban -harom laboratériumi allatfajon- az aldbbiakban megfogalmazott céllal
végeztiik kutatdsainkat, keresve azokra a valaszt, idével akar a klinikumban torténd
alkalmazhatdsagra valo tekintettel is.



2. CELKITUZESEK

1. Keverék kutyakon végzett vizsgalatok sordn:

A mesenterialis ischaemia-reperfusio okozta kéarosodasok vizsgalatahoz egy kettos, izolalt
jejunum-segment modell kidolgozdsa, az ellatd mesenteridlis ag szelektiv leszoritasi
lehetdségével.

A jejunum-segment modellen fénymikroszkopos vizsgélatok végzése, kiilonds tekintettel a
vékonybél nyalkahartydban a 30 perces ischaemia-reperfusio kapcsan kialakuld apoptosis
1d6beni lefolyasanak vizsgalatara.

A jejunum-segment modellen megallapitani, milyen ischaemids praeconditionalasi
iddtartamok hatasosak. A praeconditiondlds befolyasolja-e az ischaemia-reperfusio kapcsan
kialakul6 apoptosist a bélfal nyalkahartydjaban?

Az E-vitamin ¢és az allopurinol feltételezett védéhatasanak igazolasa. E célbdl megvizsgalni,
hogy befolyasolja-e az E-vitamin és az allopurinol az ischaemia-reperfusio kapcsan kialakuld
apoptosist a bélnyalkahartyaban?

Az arteria mesenterica superior teljes leszoritasat kdvetd ischaemia-reperfusios torténések
kapcsan haemorheologiai mérdmodszerrel a vorosvérsejt deformabilitas valtozasok kovetése,
idébeni lefolyasanak vizsgalata a mikrokeringésben bekovetkezd valtozasok jelzésére.

I1. Outbred patkanyokon végzett vizsgalatok sordn:

A mesenterialis ischaemia-reperfusio kapcsan a lokalis és szisztémas keringésben kialakuld
egyes haemorheologiai paraméterek valtozasainak vizsgdlata 1Gjabb mérdmaddszerek
alkalmazasaval a mikrokeringésben bekovetkezo valtozasok kimutatasara.

II1. Inbred egereken végzett vizsgalatok soran:

Eranastomosis nélkiili Gn. ,,avascularis” vékonybél transplantatios modell megvaldsitasa
mikrosebészeti modszerrel.

Az ,avascularis” vékonybél transplantatumok ¢életképességének vizsgalata szovettani
modszerekkel.

A mikrosebészeti alapoktatas tematikdjanak tovabbfejesztése transplantatios kutatasokhoz.



3. A MESENTERIALIS ISCHAEMIA-REPERFUSIO OKOZTA KAROSODASOK
VIZSGALATA JEJUNUM-SEGMENTEKEN - I. KISERLETI MODELL

3.1 ANYAG ES MODSZER
3.1.1. Kisérleti allatok, anaesthesia
Vizsgalataink az ,Allatok védelmérdl és kiméletérdl” szold 1998. évi XXVIIL. Torvény
eléirasainak betartasaval, a Debreceni Egyetem Allatkisérleti Tudomanyetikai Bizottsag
engedélyeivel torténtek (engedély szamok: 56/1997/ATEB, 24/1998/ATEB, 22/1999/ATEB).
Kisérleteinket 6sszesen 6tvenegy, 18-24 kg testtomegl (23,4+2,63kg) keverék kutyan végeztiik.
A Kkisérleti 4llatok altatasat intramuscularisan adott Primazin (2%-os xylazinum
hydrochloricum, 1 mg/ttkg) ¢és SBH-Ketamin (10%-os ketaminum hydrochloricum,
10 mg/ttkg) kombinalt narcosist alkalmazva végeztiik.
Valamennyi kisérletbe bevont 4allaton ugyanazt az altalunk kidolgozott kettds
vékonybél segment modellt alakitottuk ki, majd ezen a modellen torténtek a tovabbiakban az
ischaemia-reperfusios karosodasok kimutatasat €s azok kivédését szolgalod vizsgalatok.

3.1.2. Miitéti modszer a kettds, izolalt jejunum-segment megvalositasahoz

Median laparotomiat kovetden a vékonybeleket eldemeltiik, majd két 15 cm hossza
jejunum-segmentet alakitottunk ki a hozzajuk fut6 érellatas biztonsagos izolalasaval. Ezutan a
bélfalat harom helyen atvagtuk azért, hogy csak a mesenterialis ellatd erek biztositsdk a
segment vérellatasat.

Ezt kovetéen mindharom atmetszés helyén end-to-end bélanastomosist készitettiink
-tehdt a segment kozepén és két szélén- PDS (polydioxanone) 3/0 varr6fonallal a
gastrointestinalis traktus folytonossaganak helyredllitdsa céljabol. Ezéltal két olyan egyenld,
15 cm hosszu jejunum-segmentet alakitottunk ki, amelynek a vérellatasat csak a mesenterialis
éragak biztositottak, mert a szomszédos bélszakaszbdl nem kaphattak semmilyen keringést. Az egyik
segmenten -a leszoritas nélkiili kontroll vizsgalatokat-, a masik segmenten az erek atraumatikus
leszoritasat kovetden az ischaemia-reperfusios vizsgalatokat kivantuk elvégezni.

Ezt kovetden az egyik jejunum-segmentet ellatd arteria dgat 30 percre atraumatikusan
leszoritottuk a kiilonbozd, 6sszehasonlito jellegli vizsgalatok soran

3.1.3. Kisérleti csoportok a reperfusios karosodasok idobeni lefolyasanak meghatarozasara

A 24 fenti modon operalt 24+2,63kg testsulytl allatot nyolc, egyenként 3-3 allatot
tartalmazo csoportba osztottuk. Minden csoportban az ischaemia-reperfusios vizsgalatra
alkalmazott jejunum-segment ellatd ereit atraumatikusan 30 percre leszoritottuk.

Majd a leszoritott ér felengedését kdvetden csoportonként kiilonb6zo reperfusios ideji
vizsgalati peridodus kovetkezett 30 perc, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 6ras id6tartammal. A reperfusios
1dok letelte utan szovettani mintavétel tortént az ischaemia-reperfusios jejunum segmentbol
¢s a leszoritas nélkiili kontroll jejunum-segmentbdl.

3.1.4. Kisérleti csoportok a kiilonb6z6 idétartamu ischaemias praeconditionalas
vizsgalatara

15 fenti mdédon operalt allatot -atlagos testsulyuk 22+1,38 kg- 6t kisérleti csoportra
osztottunk, csoportonként 3-3 allattal.

Az ép kontroll csoportban a kettds, izolalt jejunum-segmenten semmiféle beavatkozas
nem tortént.

A leszoritott kontroll csoportban a kettds izolalt jejunum-modellen az I/R vizsgalatra
alkalmazott bélszakasz ellato ereit a miitétet kdvetd 10 perces stabilizacids fazis letelte utan
atraumatikusan 30 percre leszoritottuk, majd az ezt kovetd 4 Oras reperfusiot kdvetden
szovettani mintavétel tortént mind a leszoritott, mind a leszoritatlan ép bélszakaszbol.

A praeconditionalas 1. csoportban a vizsgalt bélszakaszt ellatdo ereket 3x5 percen



keresztiil praeconditionaltuk (5 perces ischaemias iddszakaszok kozott 1 perces reperfusios
iddtartamok), ezt kovette a 10 perces felengedés-stabilizacidé fazisa. Ezutan kovetkezett a
30 perces leszoritas, és 4 oras reperfusio alkalmazasa.

A praeconditionalds II. csoportban a vizsgalt bélszakaszt ellatd ereket 3x3 percen
keresztiil praeconditionaltuk (3 perces ischaemias iddszakaszok kozott 1 perces reperfusios
iddtartamok), ezt kovette a 10 perces felengedés-stabilizacido fazisa. Az el6zd csoporthoz
hasonldan a 30 perces leszoritast 4 o6ras reperfusio kovette.

A praeconditionalas III. csoportban a vizsgalt bélszakaszt ellaté ereket 15 percen
keresztiil praeconditionaltuk (15 perces ischaemias iddszakasz reperfusios idétartam nélkiil),
ezt kovette a 10 perces felengedés-stabilizacio fazisa. Az el6zd csoportokhoz hasonloan a
30 perces leszoritast 4 6ras reperfusio kovette.

A beavatkozdsok befejezéseként szdvettani mintavétel tortént, mind a praeconditionalt
csoportokbdl, mind a leszoritas nélkiili, ép kontrollként szolgald jejunum-segmentekbdl.

3.1.5. Kisérleti csoportok a praeconditionalas, valamint az allopurinol és az E-vitamin
elokezelés vizsgalatara

12 kisérleti allatot -atlagos teststly 23+1,26 kg- 4 csoportra osztottunk csoportonként 3-3
allattal. A kisérleti csoportokban a kordbban leirt kettds, izolalt jejunum-segmentet alakitottuk
ki.

A leszoritott kontroll csoportban a vizsgalt bélszakaszt ellatd ereket a miitétet kovetd
stabilizacios fazis letelte utan atraumatikusan 30 percre leszoritottuk, majd 4 o6rés reperfusio
kovetkezett.

A praeconditionalas 1. csoportban a vizsgalt bélszakaszt ellatd ereket 3x5 percen
keresztiil praeconditionaltuk (5 perces ischaemids id6szakaszok kozott 1 perces reperfusios
id6tartamok), ezt kovette a 10 perces felengedés-stabilizacié fazisa. Ezutan kovetkezett a
30 perces leszoritas, és 4 6ras reperfusio alkalmazasa.

Az allopurinol csoportban 50 mg/ttkg allopurinolt juttattunk az elézéleg kipreparalt vena
jugularis externdba a miitét kezdete eldtt, és csak ezt kovette a hasi feltards és a kettds
jejunum-segment kialakitisa a korabban leirt miitéti modszer szerint.

Az E-vitamin csoportban 25 mg/ttkg E-vitamint adtunk intramuscularisan a miitét kezdete
elott, s ezt kovette a jejunum-segmentek kialakitdsa, a mesenteridlis ellatd erek
30 perces leszoritasa és a 4 dras reperfusio.

A mitét befejezése szovettani mintavétel volt, mind a leszoritott, mind a leszoritas nélkiili
kontroll jejunum-segmentekbdl.

3.1.6. Morphologiai vizsgal6 modszerek
3.1.6.1. Makroszkdpos vizsgalatok

A vizsgalati id6tartam leteltével a szdvettani mintavételt megeldzden a kisérleti allatok
hastiregét attekintettiik, az anastomosisokat megvizsgaltuk. Ezt kdvetden a vékonybél lumenét
megnyitottuk, tartalmat megtekintettilk, majd a mikroszképos vizsgalatokra teljes
keresztmetszetet biztositd szovetmintdkat vettiink ki mind a praeconditionalt csoportokbol,
mind a leszoritott, mind a leszoritas nélkiili, ép kontrollként szolgal6 jejunum-segmentekbdl.

3.1.6.2. Mikroszkopos vizsgalatok
A jejunum-segmentek készitése soran, az anastomosisok elkezdése el6tt mindig tortént
szovettani mintavétel a bélfalbol az 6sszehasonlitod vizsgalatok szamara.

3.1.6.2.1. Hagyomanyos szovettani vizsgalatok
A szovettani mintdkat 7%-os pufferolt formalin oldatban fixaltuk, majd paraffin
beagyazast végeztiink. Ezutan az 5 vastagsagi metszeteket haematoxylin-eosinnal festettiik.



3.1.6.2.2. Immunhisztokémiai vizsgalat apoptosis kimutatasara

Az apoptosis kimutatdsat immunhisztokémiai modszerrel, Apoptag Kit (in situ apoptosis
detection kit, Oncor, Biomarker Ltd.) segitségével végeztiik. Az apoptosissal elhalo sejtek
TUNEL technikaval valtak lathatova. A vizsgalatot a gyartd leirdsa szerint végeztiik.
Apoptosis soran a sejtmagban aktivalédé endonukledzok a DNS allomany feltordelésével
okozhatjak az egyik szal torését (nick). A DNS molekula 3’OH végének digoxigeninnel jelolt
nukleotidokkal torténé megjelolését jelenti a TdT-mediated X-dUTP nick end labeling
(TUNEL) technika.

3.1.6.2.3. Az apoptotikus sejtek szamolasa a reperfusios karosodasok iddbeni
lefolyasanak meghatarozasara

A kisérlet elsé szakaszaban, amikor az optimalis reperfusios idétartamot hataroztuk meg,
a csoportok kozotti Osszehasonlitdst -tekintettel a nagymennyiségli szovettani metszetre-
egyszerli modszertan alapjan végeztiikk. Negyvenszeres nagyitasnal ocular micrometer alatt
10-10 latétérben megszamoltuk a TUNEL pozitiv sejteket. A statisztikai analizist SPSS 10.0
software alkalmazésaval, egyiranyat ANOVA on ranks (Dunn’s method) teszt segitségével
végeztiik (p<0.05).

3.1.6.2.4. Apoptotikus index szamitasa a  Kkiilonboz6é idotartamu ischaemias

praeconditionalas, valamint az allopurinol és az E-vitamin elokezelés vizsgalatara

A pontosabb 0Osszehasonlitds érdekében apoptotikus indexet szdmoltunk: a pozitivan

festddo sejtmagok szdmat elosztottuk a bélbolyhok szamaval. Metszetenként 50 bélboholy

vizsgalata tortént. A statisztikai analizist SPSS 10.0 software alkalmazasaval Student-féle
t-teszt segitségével végeztiik (p<0.05).

3.2. EREDMENYEK
3.2.1. Makroszkopos vizsgalatok eredményei

Valamennyi kisérletbe bevont allat talélte a miitétet, a hasiiregben korosat nem talaltunk,
az anastomosisok tartottak, varratelégtelenséget nem észleltiink.

A mintavétel sordn, amikor megnyitottuk a bélfalat, fehér szinii, nyalkds, a
nyalkahartyahoz szorosan hozzitapadd kis mennyiségli, tormelékes bevonatot, lepedéket
talaltunk a vékonybél lumenekben a reperfusiot kovetd 30. percben, valamint az 1. és 2.
ordjaban vett mintakban. Hasonldan kis mennyiségii lepedéket talaltunk a reperfusio 12. és
24. 6rajaban vett mintakban is.

Viszont a reperfusio 4., 6. és 8. drajaban a mintavétel sordn a nyalkahartya felszinén,
ahhoz szorosan hozzatapadd nagy mennyiségii fehér lepedéket, sejttormeléket talaltunk, ami
ugy nézett ki, mintha a teljes nyalkahartya levalt volna a felszinrél. Ezt a réteget nem
tavolitottuk el.

3.2.2. Mikroszképos vizsgalatok eredményei
3.2.2.1. Hagyomanyos szdvettani vizsgalatok eredményei a reperfusios karosodasok
idobeni lefolyasanak meghatarozasara

A haematoxylin-eosinnal festett metszetekben a bélnyalkahartya felszinén minimalis
sejttormeléket talaltunk a reperfusidt kovetd 30. percben, az 1. és a 2. oras mintakban.
A metszetek nagy részében a villusok csucsi teriiletén subepithelialis tér volt lathato,
komolyabb nyalkahartya karosodas nélkiil. Szamos lobsejtet, foként lymphocytakat talaltunk
a bélbolyhok felsé zondjaban. A bélfal szerkezete megtartott volt.

A reperfusio 4., 6. és 8. ordjaban vett mintdk ¢ép nyalkahartyat mutattak, de szamos
teriileten a villusok cstcsi részén subepithelialis tér (Gruenhagen-féle tér) alakult ki,
nyalkahartya elemelkedéssel a bélbolyhok csucsi részén. Lobos nyalkahartya és tunica



propria volt lathaté, féként lymphocytakat talaltunk. A bélfal mélyebb rétegeinek szerkezete
megtartott volt, kdrosodast nem talaltunk

A reperfusio 8., 12. és 24. 6rajaban a bélfal mélyebb rétegei nem mutattak karosodast. A
kontroll mintdkban normal nyalkahartya szerkezetet lathattunk. Eltérést, gyulladdsos valasz
sejtes elemeit nem talaltunk.

3.2.2.2. Az immunhisztokémiai vizsgalat eredményei a reperfusios karosodasok
idobeni lefolyasanak meghatarozasara

A reperfusio 1. és 2. ordjanak végén vett mintdkban mar tobb apoptotikus sejtet
szamoltunk, melyek a basalis és apicalis részen is megtalalhatdak voltak.

Az apoptotikus aktivitas a vizsgalt mintakban fokozatosan emelkedett, a maximumat a

4 és 6 oras reperfusios ido letelte utan lattuk. Ezt kovetéen a TUNEL pozitiv apoptotikus

sejtek szdma nagy mértékben csokkent a reperfusiot kdvetd 12., 24. 6raban. Szamuk megfelel
az épp kontroll mintdkban lathatdé szdmoknak. Eredményeinket az I. tabldzatban foglaltuk
Ossze.

I. tablazat: Az apoptotikus aktivitas vizsgalatdnak eredményei a reperfusios karosodasok
idébeni lefolyasanak kimutatasara

Reperfusios TUNEL pozitiv Apoptotikus sejtek elhelyezkedése
mintavételek ideje | apoptotikus sejtek szama
Ep kontroll 0,7+0,57 a bélbolyhok basalis és apicalis régidjaban
30 perc 2,96+0,61" a bélbolyhok basalis és apicalis régidjaban
1 ora 340,74" a bélbolyhok basalis és apicalis régidjaban
2 bra 6+1,17° a bélbolyhok apicalis régiojaban
a bélbolyhok cstlicsan, a basalis régioban,
4 ora 14,2+1,31° _
a basalisan elhelyezkedd cryptakban
i a bélbolyhok csucsan, a basalis régidban,
6 6ra 16£1,05 .
a basalisan elhelyezked6 cryptakban
8 ora 3,834+0,79" a bélbolyhok basalis és apicalis régidjaban
12 6ra 0,8+0,61 a bélbolyhok basalis és apicalis régidjaban
24 ora 0,83%0,59 a bélbolyhok basalis és apicalis régidjaban

#p<0,05 vs Ep kontroll, one way ANOVA on ranks (Dunn’s method)

3.2.2.3. Hagyomanyos szovettani vizsgalat eredményei a kiilonb6zo idotartamu
ischaemias praeconditionalas, az allopurinol és az E-vitamin el6kezelés kapcsan
A haematoxylin-eosinnal festett metszetekben minden csoportban kozel hasonlo
eredményt kaptunk, gyakorlatilag nem volt kiilonbség.

Mind a 3x5, 3x3 ¢és az 1x15 perces praeconditionalas-, illetve az allopurinol és az E-
vitamin kezelés vizsgalati csoportjaiban vett mintadkban a bél lumenben vastag sejttortmeléket
figyeltiink meg a mucosa felszinén. Lobos nyalkahartya ¢és tunica propria volt lathaté foként
lymphocytékkal. Gyakran latszott kiterjedt subepithelialis tér nyalkahartya elemelkedéssel a
bélbolyhok apicalis részén is. A bélfal mélyebb rétegeinek szerkezete megtartott volt,
karosodast nem talaltunk.




3.2.2.4. Az immunhisztokémiai vizsgalat eredménye a Kkiilonbozé idétartamu
praeconditionalt, az allopurinol és az E- vitamin elokezelés kapcsan

A leszoritott kontroll csoportban az apoptotikus index értéke 2,76+1,19 volt.

A kiilonboz6 idétartamu praeconditionalasok koziil csak a 3x5 perces praeconditionadlds
alkalmazasa soran kaptunk szignifikansan emelkedett apoptotikus index értéket a leszoritott
kontroll csoporthoz viszonyitva, mely 6,75+£1,2 volt. Ezért a kiilonb6zd ischaemids
praeconditionalasi modszerek koziil a 3x5 percest valasztottuk ki
az ischaemia-reperfusio kapcsan mar jol ismert védohatasu szerrel vald 6sszehasonlitashoz.

Az allopurinol (50 mg/ttkg) elokezelt csoportnal az apoptotikus index értéke /7,2+3,1
volt. A bél nyélkahartya felszinén a sejttormelék nagyobb mennyiségben volt lathatd. A
leszoritott kontroll csoporthoz és a praeconditionalt csoporthoz viszonyitva is szignifikans
emelkedést kaptunk a nyalkahartya apoptotikus index értékeiben.

Az E-vitamin elokezelés alkalmazasa utan volt a legmagasabb az apoptotikus index értéke
12,243,225, amely mind a leszoritott kontroll (p=0,002), mind a praeconditionalds I.
csoporthoz viszonyitva is szignifikans volt. Apoptotikus sejteket talaltunk a bélbolyhok
apicalis és basalis teriiletein is. A nyalkahartyan beliil TUNEL pozitivitast epithelialis és
lobsejtek sejtek egyarant mutattak. A lument vastagon bevonta a sejttormelék (I1. tablazat).

II. tablazat: Az apoptotikus index értékei a kiilonb6z6 idotartamu ischaemias
praeconditionélés, az allopurinol és az E-vitamin el6kezelés kapcsan

Kisérleti Leszoritott | Praeconditionalas | Praeconditionildas | Praeconditiondlds | Allopurinol | E-vitamin
csoportok kontroll L. csoport II. csoport II1. csoport elokezelt elokezelt
csoport (3x5 perces) (3x3 perces) (1x15 perces) csoport csoport
Apoptotikus
index:
TUNEL pozitiv | 2,76+1,19 6,75+1,2% 3,85+1,25 2,81+1,3 11243,1* 7 | 1224325
sejtmagok /
50 bélboholyra
szamolva

*p=0,014, #p=0,005,+p=0,002 vs Leszoritott kontroll; *p<0,05 vs Pracconditionalés I. csoport, Student-féle t-teszt

3.3. MEGBESZELES

Az ischaemia-reperfusio kapcsan fellépo karosodasok tobb tényezore vezethetok vissza:
reaktiv oxigén intermedierek, leukocyta adhesidés molekuldk, nitrogén oxid, de a folyamatban
szerepet jatszd Osszes faktor még ma sem ismert.

Az ischaemia-reperfusio soran a szabadgyokok legfontosabb forrasat az aktivalt
neutrophil granulocytak mellett a xantin oxiddz/dehidrogendz rendszer mikodése jelenti. A
szovetek koziil a bél tartalmaz legnagyobb mennyiségben xantin-dehidrogenaz enzimet,
amely az ischaemia hat4sara a xantin oxidazza alakul. Ez a folyamat leggyorsabban a bélben
megy végbe. Anoxia sordn a sejtben az ATP defoszforilalodik, az AMP koncentracidja
fokozodik. Igy a hypoxias sejtben mind a xantin-oxidaz, mind annak egyik szubsztratja jelen
van. Reperfusio-reoxigenizacid soran a masik szubsztrat, a molekularis oxigén is megjelenik
¢és a xantin-oxidaz a molekularis oxigént szuperoxid gyokké €és hidrogénperoxidda redukalja.

Granger szerint a vékonybélben a legnagyobb xantin-oxiddz enzimaktivitds a villusok
apicalis részében mutathato ki, ezért a szabagyokok okozta karosodasok intenzivebbek ezen a
terilleten. Mindez magyarazhatja hogy, miért taldltunk olyan intenziv karosodéast a
nyalkahartyaban, és miért ilyen nagy az apoptotikus sejtek szama a reperfusio 4. és 6. 6rajaban.

Egyértelmii irodalmi adatok nem alltak rendelkezésre a mesenterialis ischaemiat kdvetden
kialakuld apoptosis idoben lefolyasara, ezért vizsgaltuk ezt munkank soran.




Az apoptosis aktiv fehérjeszintézist igényld folyamat, melynek végbemeneteléhez 1d6
szlikséges, ez lehet a magyardzata, miért volt alacsony az apoptotikus sejtek szama a
reperfusiot kovetd 30. percben, és 1., valamint 2. 6rajaban vett mintakban.

A reperfusio 4. és 6. oraiban vett mintakbol késziilt metszeteken volt a legmagasabb
az apoptotikus sejtek szama, vagyis modelliinkben a 30 perces ischaemia, 4, 6 6ra reperfusio a
legalkalmasabb idé periodus az apoptosis folyamatanak vizsgalatara.

Az apoptotikus sejtek szama alacsony volt a reperfusio 8., 12., 24. orajaban vett
mintakban, tehat a folyamat mar lecsengett, tovabbi vizsgalatok szdmara nem alkalmasak.

Az irodalom nem egységes a kiilonboz0 iddtartamu praeconditiondldsi modszerek
alkalmazasa kapcsan sem. Yellon leirja, hogy kiilonb6zd allatfajoknal mas molekularis
mechanizmus érvényesiilhet az ischaemids praeconditionalds soran. A patkany, a nyul, a
kutya és a sertés szivizom praeconditionalasa soran eltéréseket talaltak.

Kisérleteinkben a fenti tények ismeretében is vizsgaltuk a kiilonb6z6é praeconditionalasi
protokollok hatékonysagat €s az apoptosisra kifejtett hatasat. Eredményeink azt mutatjak, hogy
praeconditionadlds hatasdara novekszik az apoptotikus sejtek szama a bélfalban. Kiilondsen a 3x5
perces modszer ndvelte szignifikdnsan a TUNEL pozitiv sejtek szamat a kontroll csoporthoz
viszonyitva. A 3x3 perces modszer szintén emelte az apoptotikus sejtek szamat, mig az 1x15
perces praeconditionalds nem okozott valtozast az apoptosisban kisérleti modelliinkben.

Elozetes feltételezésiink az volt, hogy a pracconditionalas csokkenteni fogja az ischaemia-
reperfusio kapcsan kialakuld apoptosis mértékét, mivel az ischaemids praeconditionalas
védelmet biztosit az ischaemia-reperfusio kapcsan kialakuld karosodasokkal szemben.
Eredményeink azonban ezzel ellentétesek. Magyardzat az lehet, hogy keverék kutya
modelliinkben az alkalmazott praeconditionalasi modszerek a 30 perc ischaemia 4 oOra
reperfusio kapcsan kialakuld kérosodasokat nem tudjak kivédeni.

Feltételezhetéen a praeconditionalt sejtek magasabb intracelluldris energia szintje tette
szamukra lehetévé az apoptotikus sejthalalt.

Ferencz ¢s munkatarsai keverék kutyaban 4x5 perces ischaemias praeconditionalast
alkalmazva hasonld eredményre jutottak. TUNEL technikat alkalmazva a DNS karosodast
mutattak ki. A praeconditionalt csoportban emelkedett értékeket talaltak a kontrollhoz
viszonyitva. Az NF-xB-nek kulcsfontossagu szerepet tulajdonitottak a jelatviteli
folyamatokban ¢és az ischaemia-reperfusio kivédésére alkalmazott praeconditionalas
mechanizmuséban is, a jol ismert xantin-oxiddz, neutrophil granulocyték aktivacidja mellett.

Az allopurinol eldkezelés alkalmazasa soran is feltételezésiinkkel ellentétes eredményt
kaptunk -hasonléan a praeconditionalasnal tapasztaltakhoz-, azaz nem csokkent, hanem
emelkedett az apototikus sejtek szama a bél nyalkahartyaban. Mindez azt sugallhatja, hogy
kialakuldséban tobb faktor is szerepet jatszhat.

Az ischaemia-reperfusio soran fellépd oxidativ stressz csokkenthetd az allopurinol
elokezeléssel, amely hozzajarul a reaktiv oxigéngyokok szintjének mérséklése altal a sejtek
tuléléséhez. Mérséklodhet a sejteket érd intracellularis kalcium akkumulédcid, az ATP
felhasznalds. A t0lél6 sejtek szamanak novekedése mellett eldsegitheti az apoptotikus sejthalalt a
necrosissal szemben. Shah igazolta, hogy az ischaemia-reperfusio apoptosist okoz a bélben, de azt
is leirta, hogy ischemia-reperfusio utan a bélfalban apoptosis és necrosis egyarant kialakulhat.
Modelljében az apoptosist tartja az elsddleges sejthalal formanak szemben a necrosissal.

Nicotera az ATP szintet tartja meghatarozénak arra vonatkozdan, hogy a sejtek
apoptosissal, vagy necrosissal pusztulnak el. Ha az intracellularis ATP szint alacsony, az
apoptosist kivaltdo stimulus necrosist okozhat. Az intracellularis energia szint befolyésolja,
hogy a két sejthalal tipus koziil melyik kovetkezik be.

McKonkey az aldbbiak szerint hatdrozza meg az apoptosis/necrosis bekovetkeztének
feltételeit. Apoptosis: ATP hidny 25-50%, a Ca' szint ndvekedés 200-400 nM, kdzepes
mennyiségli szabadgyok képzddés, a caspase-rendszer aktivacidja sziikséges a folyamathoz.



Necrosis: ATP hidny 70-100%, a Ca™" szint ndvekedés >1uM, nagy mennyiségii szabadgyok
képzddés, Bcl-2 gatlas, a caspase-rendszer aktivacidja nem sziikséges a folyamathoz.

Sheu szerint az E-vitamin géatolja az NF-kB az aktivaciojat. Az NF-kB részvételét szamos
folyamatban igazoltak, példaul az ischaemia-reperfusio folyamataiban, az apoptosisban, és az
intestinalis reperfusio folyamataiban, a szisztémas gyulladasos valaszban is.

Nichols mesenterialis ischaemia kapcsdn megallapitotta, hogy ha gatoljuk az NF-kB
aktivaciojat, akkor reperfusiot kovetden az apoptosis mértéke ndvekszik a nyalkahartyaban.

A modelliinkben taladlt eredmények is magyardzatot adhatnak az irodalomban leirt
feltételezésre, mely szerint az E-vitamin az NF-kB aktivaciojat gatolva fokozhatja az
apoptosist a bél nyalkaharty4jaban az ischaemia-reperfusio kapcsan kialakulo sériilésekben.

Osszegezve kisérletei eredményeinket elmondhatd, hogy amennyiben az ischaemids
inzultus enyhébb, vagy bizonyos véddfaktorok (pl. praeconditionélas, allopurinol, E-vitamin)
vannak jelen, az ischaemids sejthalal forméja nagyobb mértékben apoptosissal torténik.
Gyulladas ¢és szovetkarosodas kisebb mértékben jon létre a szdvetekben, kedvezdbb
feltételeket biztositva a szovetregeneracio szamara.

4. MESENTERIALIS ISCHAEMIA-REPERFUSIO OKOZTA
HAEMORHEOLOGIAI ES HAEMATOLOGIAI VALTOZASOK VIZSGALATA
AZ ARTERIA MESENTERICA SUPERIOR LESZORITASAT KOVETOEN
- II. KISERLETI MODELL

Ismereteink szerint a mesenterialis ischaemia-reperfusios karosodasok és a vorosvérsejt
deformabilitas valtozasok vonatkozasadban kevés irodalmi adat all rendelkezésre, ezért
céljaink kozott szerepelt ennek a kérdéskornek a vizsgalata is.

4.1. ANYAG ES MODSZER
4.1.1. Kisérleti allatok, anaesthesia

Kisérleteinket tiz, 22-25 kg testtomegii (23,4+2,63kg) keverék kutyan végeztiik (engedély
szam: 22/1999/ATEB).

A kisérleti allatok altatasat 3.1.1. fejezetben leirtakkal megegyezden végeztiik.

4.1.2. Mitéti modszer, kisérleti csoportok
1. Ischaemia-Reperfusio [I/R] csoport (n=5): median laparotomiat kdvetden kipreparaltuk
az arteria mesenterica superiort, 30 percre leszoritottuk, majd a hasfalat 3 rétegben zartuk.
2. Aloperdlt Kontroll [AL] csoport (n=5): median laparotomiat kovetden csak 3 rétegii
hasfalzaras tortént.

4.1.3. Laboratoriumi vizsgalatok, statisztikai analysis

Laboratoriumi vizsgalatokat a mitét elétt 1 nappal (alapminta), a miitétet kdvetden
30 perc, 1, 2, 4, 6 6ra mulva, valamint az 1., 2., 3., 5. és 7. postoperativ napokon végeztiik.

A statisztikai analizist Repeated Measures, T-teszt és Mann-Whitney féle Rank-Teszt
segitségével végeztiik (p<0.05).

4.1.3.1. Vorosvérsejt deformabilitasi vizsgalatok filtrométerrel

A mintavételek Na-heparin tartalmu csévekbe (143 TU, 7 ml, BD Vacutainer® Belliver
Industrial Estate, UK) periférias vérbol, a vena saphena parva-bol torténtek.

A Na-heparinnal anticoagulalt vérmintakat 10 perc centrifugalas, valamint a plasma és a “bufty
coat’ eltavolitasa utan higitottuk foszfat pufferrel (PBS), majd ujra centrifugaltuk és eltavolitottuk a
feliiluszot. A vorosvérsejt-szuszpenziot 1:1 aranyban PBS oldattal higitottuk, majd meghataroztuk a
haematocrit értékét Janetzky-kapillaris centrifugaval (5 perc). A kapott haematocritnak megfeleléen a
mintat PBS-sel tovabb higitottuk a méréshez sziikséges 5%-0s sejtszuszpenzidé-haematocritra.



A vorosvérsejtek deformalodasi képességét a St. George’s Blood Filtrometer modszer
alapjan, filtraciés elven miikodé Carat FT-1 tipust filtrométerrel (Carat Diagnosztika Kft.,
Budapest) hataroztuk meg. A méréseket a mintavételtol szamitott 2 oran beliil elvégeztiik.

A mérések kontrollalt 22+1 °C-os kdrnyezetben torténtek. Az 5%-os vorosvérsejt-szuszpenziot 5
um atlagos porusatmérdjii polycarbonat filteren dramoltattuk at (Nuclepore™, Whatman Inc.) allando
4 vizem aramléasi nyomas mellett. A kontrollt a kalibralaskor ataramoltatott PBS oldat filtracios
sebesség értékei képezték. A minta haladasi sebességét 4 par fényforras-fotodetektor jelébdl szamitja
ki egy szoftver, és meghatarozza a kezdeti relativ filtracios sebességet (initial relative filtration rate,
IRFR), majd a betaplalt szuszpenzid-haematocrit érték alapjan kiszamitasra keriil a relativ sejt tranzit
id6 (relative cell transit time, RCTT). Mindkét paraméter dimenzid nélkiili szam. Az RCTT értékek
forditottan aranyosak a vordsvérsejtek deformabilitasaval: a filtracié soran nehezen deformalddo
sejtek lassabban haladnak 4t a filteren, igy a tranzitidé megnyulik.

4.1.3.2. Haematologiai vizsgalatok

A K;3-EDTA anticoagulanst tartalmazo csovekbe (7,5%, 2 ml, BD Vacutainer® Belliver
Industrial Estate, UK) nyert vérmintakbdl a kdvetkezd quantitativ és qualitativ haematologiai
paramétereket hataroztuk meg a Sysmex F-800 tipusu automataval (microcell counter) (TOA
Medical Electronics Co., Ltd., Japan): vorosvérsejtszam (Vvs [x10%pul]), fehérvérsejtszam
(Fvs [G/1]), haematocrit (Htc [%]), haemoglobin koncentracié (Hgb [g/dl]), atlagos
voOrdsvérsejt térfogat (mean corpuscular volume, MCV [fl]), atlagos vorosvérsejt haemoglobin
tartalom (mean corpuscular hemoglobin, MCH [pg]), atlagos vordsvérsejt haemoglobin
koncentracido (mean corpuscular hemoglobin concentration, MCHC [g/dl]), vOrosvérsejt
eloszlasi szélesség (red cell distribution width, RDW-CV [%]), thrombocytaszam (Thr
[x10°/ul]), atlagos thrombocyta térfogat (mean platelet volume, MPV [fl]).

4.2. EREDMENYEK
4.2.1. A vorosvérsejt deformabilitas valtozasai

A relativ sejt tranzit id6 (RCTT) a reperfusio els6 o6rdjaban nem mutatott jelentds kiilonbséget
az  Ischaemia-Reperfusio  csoport és az  Aloperdlt  Kontroll — csoport — kozétt.
A reperfusio 2. ordjaban azonban kismértékii, de az elsé ordhoz képest szignifikdns RCTT
novekedés latszott az Ischaemia-Reperfusio csoportban. A legjelentésebb vorosvérsejt
deformabilitas romlas a 3. postoperativ napon mutatkozott az RCTT értékek jelentds, szignifikans
novekedésével, nemcsak az Aloperdlt Kontroll csoport, hanem az Ischaemia-Reperfusio
csoportban mért 2. napi értékekhez képest is, amely az 5. napon még mindig szignifikdnsan
emelkedett és a 7. postoperativ napra a kiindulasi értékek iranyaba rendezodott.

4.2.2. A haematologiai paraméterek valtozasai

A fehérvérsejtszam a reperfusio elsd négy ordjaban fokozatos emelkedést mutatott az
Ischaemia-Reperfusio csoportban, amely a 6. orara érte el cstcspontjat. A megemelkedett
fehérvérsejtszam mind a kiindulasi, mind a kontroll értékekhez képest szignifikans (p<0,001) volt.
Meég az 1., 2., és 3. postoperativ napon is jelentdsen magasabb fehérvérsejtszamot észleltiink, amely
az 5. napra csokkenni kezdett. Az 1. és 2. postoperativ napon az Aloperdlt Kontroll csoportban is
mutatkozott az alapértékekhez képest szignifikans fehérvérsejtszam novekedés, azonban
mértékében alulmaradt az ischaemia-reperfusios csoportban lathatd valtozdsokhoz viszonyitva.

A vorosversejtszam a teljes vizsgalati periddus sordn nem mutatott szignifikans valtozast,
de az atlagértékek valtozasa alapjan elmondhatd, hogy az 1. postoperativ napra kozel 7,5%-kal
emelkedett a vOorosvérsejtszam az Ischaemia-Reperfusio csoportban, majd az els6 postoperativ
héten kismértékii csokkenést mutatott: a 7. postoperativ napon a vordsvérsejtszam a kiindulési
érték (mutét elotti alapérték) 95,47%-at mutatta. A haemoglobin szint, valamint a haematocrit
ezzel parhuzamosan valtozott azzal a kiilonbséggel, hogy az 1. postoperativ napon jelentkezd
enyhe fokl haemokoncentracidé csupan 3,81%-nyi haematocrit emelkedést jelentett, mig a 7.
postoperativ napra a kiindulasi érték 88,22%-ra csokkent.
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Az Ischaemia-Reperfusio csoportban az atlagos vordsvérsejt térfogat, az atlagos vorosvérsejt
haemoglobin tartalom- és koncentracio a postoperativ 3. és 7. nap kozott jelentkez6 vordsvérsejtszams-,
haemoglobin- ¢és haematocrit valtozasokbol adddoan csak igen kismértékben valtozott.

A thrombocyta szam az Ischaemia-Reperfusio csoportban a teljes vizsgalati periddusban alig
mutatott valtozast, az egyedi értékek variabilitdisa miatt nagy szords mutatkozott.
Az 1. postoperativ napra a kiindulasi atlagérték 90,12%-at kitevd thrombocyta szdmot mértiink,
amely a 2. és 7. postoperativ nap kozott kismértékii emelkedést mutatott, a 7. postoperativ napra
az alapértékhez képest 15,44%-0s emelkedést talaltunk. Mindezt az atlagos thrombocyta térfogat
igen kismértékii valtozasa kisérte (1. postoperativ nap: 3,64%-nyi emelkedés, 7. postoperativ nap:
4,3%-nyi emelkedés). A kontroll csoportban ilyen jellegii valtozasok sem voltak.

4.3. MEGBESZELES

A klinikai gyakorlatbol is ismert korai postoperativ iddszak szovodmény lehetdségek
szamos kisérletes modell kialakitdsat indokoltdk, amelyekben kiilonbozé iddtartami
ischaemia-reperfusids torténések vizsgalataval bizonyitottak tobb szerv vonatkozasaban is,
hogy szamos haemostaseologiai-, haematologiai- ¢és haemorheologiai paraméter mutat
szignifikans romlast az els6 harom postoperativ napon.

Szovettipustol fliggden a kiilonbozd idétartamu és kiilonbozo szoveti kiterjedésii ischaemia
¢s az azt kovet6 reperfusio eltéré mértékben ronthatja a vorosvérsejt deformabilitést.

A korai postoperativ napok torténései kiilonbozhetnek a korai reperfusio iddszakatol.
Az ischaemia utan kozvetleniil féleg metabolikus valtozasok, valamint az ischaemias szovet
reperfusidjakor dontden a xantin-oxidadz rendszer miikodésébdl felszabadulod szabadgyokok
befolyasoljak a vorosvérsejtek deformabilitasat. A szdvetkdrosodas mértékétdl fliggden a
polymorphonuclearis leukocytdk aktivaciojabol és miikodésébdl szdrmazod szabadgyokok
hatasa eredményezheti a postoperativ els6 néhany napban (domindnsan a 3. postoperativ nap)
mutatkozd vordsvérsejt-szuszpenzio filtralhatdsag csokkenést.

Irodalmi adatok szerint allatkisérletes végtagi ischaemia-reperfusios modellen akar 10, illetve
15 perces ischaemia is a felengedés utdn azonnal szignifikdns mértékben rontja a vordsvérsejt
deformabilitast és noveli a vOrdsvérsejt aggregatios készséget. A kiilonbozo szervek,
szervrendszerek vizsgalatanal nyert adatok egymassal csak elméleti szinten hasonlithatéak Ossze,
hiszen az ischaemias tolerancia jelentdsen szdvettipus fliggo, €s a vékonybél egyike az ischaemia-
reperfusio kapcséan a kialakuld karosodasokra legérzékenyebben reagélé szoveteknek.

Eredményeink alapjan gy tlinik, hogy az arteria mesenterica superior leszoritasat igényld
vékonybél miitéteket kovetd 1-3. postoperativ napon -az esetleges szovodmény lehetdségek
felmertilése kapcsan- a vérésveérsejt deformabilitas vizsgalata kiillonos -tekintettel az RCTT
mérésére- adatokat szolgadltat a vékonybél miitétet koveté allapotardl, és a miitéti
beavatkozassal egyiitt jar6 ischaemia-reperfusios karosodasok kimutatasaban jo jelz6 modszer
lehet, koran jelezve a vékonybél érintettségét.

5. HAEMORHEOLOGIAI ES HAEMATOLOGIAI PARAMETEREK VALTOZASA
A LOKALIS ES A SZISZTEMAS KERINGESBEN MESENTERIALIS ISCHAEMIA-
REPERFUSIO FOLYAMATAI SORAN PATKANYBAN - III. KISERLETI MODELL

Az haemorheologiai kisérletsorozatunkat folytatva célunk a mesenterialis ischaemia-
reperfusio sordn a szisztémds keringés mellett a lokalis keringésben kialakul6d valtozasok
vizsgalata is volt patkany eldkisérletben, tjabb mérdmodszerek bevezetésével.

5.1. ANYAG ES MODSZER
5.1.1. Kisérleti allatok, anaesthesia

Vizsgalatainkat 10 db néstény, 360.6 +46.07g testtomegli CD outbred patkanyon végeztiik
(engedély szam: 6/2006. DEMAB).
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A Dbeavatkozasokat subcutan adott Atropin (1%-0s atropinum = sulfuricum,
0,04 mg/ttkg, Paines&Byrne, Ltd.) premedikaciét kdvetden, intraperitonealis Nembutallal
(Na-pentobarbital, 35 mg/ttkg, Phylaxia-Sanofi, Ltd.) anaesthesidban végeztiik.

5.1.2. Miitéti modszer, kisérleti csoportok
1. Ischaemia-Reperfusio [I/R] csoport (n=5): median laparotomia utdn, operacios
mikroszkop (Leica Wild M650, LEICA Ltd., Germany) alatt kipreparaltuk az arteria
mesenterica superiort, majd mikrosebészeti klippekkel 30 percre leszoritottuk. A klippek
eltavolitdsa utan a reperfusio 60. percéig végeztik laboratoriumi vizsgalatainkat.
2. Aloperalt Kontroll [AL] csoport (n=5): median laparotomiat kovetden csak az arteria
mesenterica superior preparalasat végeztiik el és leszoritds nem tortént.

5.1.3. Laboratoriumi vizsgalatok, statisztikai analysis

A vérmintdkat a vena portaebol illetve a vena cava caudalisbol nyertiik.
A mintavételek soran 0.2 ml vért vettiink 1 ml-es fecskendével. A fecskendé konuszaba
felszivott Ks-EDTA (1,5 mg/ml) segitségével végeztiik az anticoagulalast.

Az Ischaemia-Reperfusio [I/R] csoportban az arteria mesenterica superior preparalasat kovetden
végeztiik az elsé mintavételt (Alap). Ezt kdveten a klippek felengedése elott €s utan 1-1 perccel (R-1;
R+1), majd a reperfusio 15. (R+15), 30. (R+30) és 60. (R+60) percében végeztiikk a mintavételeket.

Az Aloperdlt Kontroll [AL] csoportban az Ischaemia-reperfusio [I/R] csopormak
megfeleld idOpontokban vettikk a vérmintdkat, természetesen itt érleszoritds nem tortént.
A mintavételi protokoll mindkét kisérleti csoportban azonos volt.

A statisztikai analizist egyiranyt ANOVA on Ranks teszt és Mann-Whitney Rank sum
teszt segitségével végeztiik. A p<0.05 értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

5.1.3.1. Vorosvérsejt deformabilitasi vizsgalatok ektacytometerrel

A vorosvérsejtek deformabilitdsanak meghatarozasat RheoScan D-200 slit flow
ektacytometerrel (Sewon Meditech Inc., Dél-Korea) végeztiik.

Ez az automata a lézer-diffrakci6 technikdjat kombinalja a slit-flow (rés-aramlas)
rheometriaval. Az ektacytometer miikodési elve szerint a mintat egy kapillarist (d=216pum)
tartalmazd specidlis tartoba helyezziik. Ezutan a mintat az automata a kapillarisban vakum-
nyomas ald helyezi, ezaltal a magas viszkozitasi kozegben a voOrdsvérsejtek in situ
megnyulnak. Ezt kovetéen a mérdeszkoz 1ézerdiddajanak fénye athalad a mikrorésen, -
kapillarison (slit)-, igy az abban talalhato sejtek alakjanak megfeleld diffrakcios képet, mintat
kapunk. Ebbdl egy software segitségével kalkuldlja ki a késziilék az elongaciés indexet (EI),
amely egyenl6 a (L-W)/(L+W) hanyadossal, ahol az L a hossza és W a szélessége a deformalt
sejteknek, allandd nyirderd (Shear Stress [SS]) mellett.

A nyiréerd (SS) fiiggvényében abrazolva az elongécios indexet (EI), a Lineweawer-Burke
analizist alkalmazva megadhat6 a sejtek kalkulalt maximalis elongacids indexe az Elyay, €s a
kalkulalt maximalis elongéacids index feléhez tartozé nyirderd értéke az SS,,. A maximalis
elongacids index az az érték, amelynél a sejt molekuldris és strukturdlis paramétereitdl
fiiggden, adott nyirderd (SS) mellett eléri maximalis elnytjthatosagat. Tehat meghatarozott
nyirderd tartomanyban (SS: 0-20 Pa), magas viszkozitasi PVP (Polyvinylpyrrolidon)
kozegben 1ézerdiffraktogramm elemzésével méri a vordsvérsejtek deformabilitasat. A magas
viszkozitast kdzeg meggatolja a sejtek elmozdulasat a kapillarisban, viszont a ré kifejtett er6k
képesek oket deformalni.

Altalanossagban elmondhatjuk, hogy a vorosvérsejtek deformabilitasa romlik, ha az El e
értéke csokken és/vagy az SS, értéke emelkedik.

5.1.3.2. Vorosvérsejt aggregatio mérése
Kiegészitd vizsgalatként a vordsvérsejtek aggregatiojat is meghataroztuk a 30 perces
ischaemia utols6 percében a klippek felengedése eldtt (R-1), és a reperfusio végén (R+60).
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A méréseket Myrenne MAT1 aggregométer (Myrenne GmbH, Németorszag) segitségével
végeztilk. A berendezés az optikai aggregometria elvét hasznilva miikodik, amely a véren
athalad6 vagy visszaverddd, szordédo fény intenzitdsanak mérésén alapul.

5.1.3.3. Haematologiai vizsgalatok

Laboratoriumi méréseinket standard koriilmények kozott végeztiikk. Qualitativ és
quantitativ paramétereinket SYSMEX F-800 haematologiai automatan (microcell counter-
TOA Medical Electronics Corp., Ltd., Japan) mértiik. A mérések metodikaja €s a mért
paraméterek megegyeznek a 4.1.3.2. ,,Haematologiai vizsgalatok” fejezetben leirtakkal.

5.2. EREDMENYEK
5.2.1. A vorosvérsejt deformabilitas valtozasai

Nem volt szignifikans eltérés a vizsgalat id6tartama alatt a maximalis elongéacids index
(ElLnax) értékeiben a két kisérleti csoport kdzott a vena portae és vena cava caudalis mintaiban.
Az Elax értékei 0.553 és 0.560 kozotti tartomanyban voltak.

Azonban, a maximalis elongécios index érték felehez tartozod nyirderd az SSy, értékei a
reperfusiods id6szak utolsé 30 percében jelentds eltérést mutattak.

Az Ischaemia-Reperfusio [I/R] csoport vena portae mintaiban szignifikdns emelkedést
tapasztaltunk az SSy, értékeiben a reperfusio kezdete eldtt (2.25+0.44 Pa, p=0.014), és a klipp
eltdvolitasa utdn egy perccel (2.30+£0.46 Pa), 6sszehasonlitva az alapértékkel (1.87+0.25 Pa,
p=0.009). A legmagasabb SS,, ¢érték a reperfusio 30. percében (R+30) volt mérhetd
(2.43+0.65 Pa), és kissé csokkent a reperfusio 60. percére (2.38+0.56 Pa), viszont mindkét
érték szignifikansan emelkedett volt az alap és Aloperdlt Kontroll értékekhez képest
(Aloperalt Kontroll R+30: 1.7120.13 Pa, p<0.05 és 1.62+0.20 Pa, p<0.05).

Az I/R csoport vena cava caudalisbol nyert mintaiban az SSy, értékek emelkedtek a reperfusio
30. és 60. percében (2.14+0.54 Pa és 2.17+ 0.50 Pa), amely emelkedés szignifikans volt az
alapértékhez (1.80:£0.26, p<0.001) és az Aloperdlt Kontroll csoport értékeihez viszonyitva
(1.55+0.13 és 1.62+0.20 Pa, p<0.001).

5.2.2. Vorosvérsejt aggregatio valtozasai
A portalis vérmintdk aggregatios értékei magasabbak voltak az ischaemia utolsé percében
(R-1) ¢és a reperfusio végén (R+60) a vena cava mintaival 0Osszehasonlitva.
Szémszeriien kifejezve a portalis és vena cava caudalis aggregatios index hanyadosait a kdvetkezo
értekeket kaptuk: R-1 id6pontban: 1.86 (vena portae: 6.55+0.37 vs. vena cava: 3.51+£0.62); az
R+60 iddpontban a hanyados értéke: 2.36 (vena portae: 4.06+0.78 vs. vena cava: 1.72+0.16).
Megallapithato, hogy a vena portaeban a vorosvérsejtek aggregatioja fokozottabb.

5.2.3. A haematologiai paraméterek valtozasai

A haematologiai paraméterek koziil csak a szignifikans eltérést mutatdakat ismertetjiik.

Haematocrit véltozdsok: Az Aloperdlt Kontroll csoport vena portaebdl vett mintakban a
haematocrit kismértékii csokkenést mutatott, mig az Ischaemia-Reperfusio csoportban
szignifikans (p<0.05) emelkedést tapasztaltunk, mely cstcsat a reperfusio elsé percében érte el.
A vena cava caudalisbol nyert mintdk elemzése sordn hasonlo tendenciat figyelhettiink meg. A
vena portae és vena cava caudalis mintai kozott egyetlen idépontban sem lehetett szignifikans
kiilonbséget kimutatni.

Atlagos vorosvérsejt térfogat vdltozdsok: Az Ischaemia-Reperfusio csoport vena
portaebol, valamint a vena cava caudalisbol szarmaz6 mintaiban folyamatosan és szignifikansan
(p<0.05) emelkedtek az MCV értékek minden vizsgalt idépontban, mind az Aloperdlt Kontroll
csoporthoz, mind az alapértékhez viszonyitva.

Fehérvérsejtszam valtozasok: Az Ischaemia-Reperfusio [I/R] csoport portdlis mintaiban
emelkedést mutattak a fehérvérsejtszam értékei (3.45+0.56 x10°/uL), amely emelkedés
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szignifikans volt a reperfusio 30. (4.81+2.02 x10°/uL) és 60. (5.0+0.77 x10*/uL) perceiben, az
Aloperdlt Kontroll csoport értékeihez viszonyitva. (2.18£0.42 x10°/uL, p<0.001 és 2.18+ 0.14
x10*/uL, p<0.001).

Az Ischaemia-Reperfusio csoport vena cava caudalis mintaiban szintén az elébbiekkel
korrelald eredményeket kaptunk: a fehérvérsejtszam emelkedést mutatott a reperfusio 15.
percében (4.58+1.49 x 10°/uL) az alapértékhez viszonyitva (3.7 + 0.52 x 10°/uL). Tovabbi
emelkedést tapasztaltunk a reperfusio 30. és 60. percében (4.36+1.03 x 10°/uL, p<0.001 és
5.86+0.70 x 10°/uL, p<0.001), &sszehasonlitva az alap és Aloperdlt Kontroll csoport
értékeivel (2.58+0.36 és 2.05+0.82 x10°/pl, p<0.05).

Az Aloperalt Kontroll csoport esetében folyamatos csokkenést figyelhettiink meg, mely a
reperfusio 30. és 60. percében szignifikans (p<0.05) csokkenést mutatott az alapértékhez
viszonyitva.

5.3. MEGBESZELES

Eredményeink szerint a lokdlis keringésbdl (vena portae) és a szisztémds (vena cava
caudalis) keringésbdl nyert mintdkban megfigyelhettilk a vorosvérsejtek deformabilitdsdnak
romlasat és a voOrdsvérsejtek aggregatigjanak novekedését, valamint a reperfusio soran
szignifikansan emelkedett a haematocrit, az atlagos vordsvérsejt térfogat, a fehérvérsejtszam is.

Megerdsitettiik azokat a korabbi megallapitasokat, hogy a haemorheologiai paraméterekben
tapasztalt valtozasok jelentdsen befolyasolhatjdk a mikrokeringést az ischaemia utan, ami
additiv.  modon noOvelheti a  keringésbdl korabban kizart teriiletek kéarosodasat.

Modelliinkben a reperfusio 30. és 60. percében a vorosvérsejtek deformabilitasa
szignifikansan romlott, mivel az SSy, értékek emelkedtek ezen idopontokban mind a lokalis
(portalis), mind a szisztémas (cavalis) vérmintakban.

Jelen kisérletiinkben megfigyelt valtozdsok Osszhangban vannak az 4. fejezetben leirt
modelliinkben tapasztalt filtrometrids modszerrel kapott eredményekkel, miszerint a vorosvérsejt
deformabilitasa romlik mesenterialis ischaemia-reperfusio sordn. Az wujabb ektacytometrias
meéromodszerrel kapott eredmények igy megerdsitették a vordsversejt deformabilitas valtozas
kimutatdsanak jelzo értékét ischaemia-reperfusios karosodasok kapcsan.

A vorosvérsejtek deformabilitdsanak romlasdnak magyardzata lehet lokalisan kialakulo
kiilonb6zé mikrokornyezeti tényezok valtozasa, mint példaul az ionszint, a pH, az osmolaritas,
¢s az intra- és extracellularis folyadékterek megoszlasanak véltozésai, valamint az intracellularis
ATP szint csokkenése. Ezen eltérések befolyasolhatjak a vorosvérsejtek alakjat, térfogatat. A
vorosvérsejtek  deformabilitdsat csokkentheti tovabba a megnovekedett szabadgyok
koncentracio okozta lipidperoxidacio, kiilonbozo enzimekben, fehérje szerkezeti elemekben ¢€s
haemoglobin molekuldaban bekdvetkezd pathologias strukturalis valtozasok is.

A vorosvérsejtek passziv deformalhatosaganak megvaltozésa nagy szerepet jatszik a sejtek
microcapillarisokon vald atjutasaban. Az Ischaemia-Reperfusios csoportban mindkét helyrdl
szarmazd mintdkban mért szignifikans drlagos vordsversejt terfogat ndovekedés nagymértékben
hozzajarulhat a vorosvérsejtek alakjanak és abszolut térfogatdnak valtozasa altal a vordsvérsejtek
deformabilitasanak romlasdhoz. Ezt a folyamatot erdsitheti az Ischaemia-Reperfusios csoportban
a lokdlis ¢és szisztémas mintdkban mért szignifikdns haematocrit emelkedés is.

Elemezve adatainkat, a portalis vérmintakban a 30 percig tart6 ischaemia végére a
vorosversejt aggregatio mértékének fokozodasat tapasztaltuk az alapértékhez képest, ez
tovabb emelkedett a reperfusio soran a cavalis vérmintdkhoz viszonyitva. A lokalis, tehat a
vena porta vérmintdiban megkdzelitleg 2,5-szeres aggregatio fokozodast tapasztaltunk a
reperfusio végére az azonos idOpontl szisztémas, azaz a vena cava caudalis mintaihoz képest.

A vorosvérsejtek aggregatidjanak fokozodasa ismert volt acut myocardialis infarctus,
gyulladas, vagy trauma esetén. Azonban eddig nem taldltunk irodalmi adatot, hogy hogyan
valtozik ezen parameter mesenterialis ischaemia-reperfusio folyamata soran.
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Baskurt ¢s munkatarsai kisérletébdl ismert, hogy ha a vordsvérsejteket xantin oxidaz-hypoxantin
rendszer altal termelt szuperoxid anionokat tartalmazd kozegbe helyezziik, akkor ez elsdsorban a
vorosvérsejtek aggregatios készségét befolyasolja, mint a deformabilitdsukat. Ugyanez a
munkacsoport mutatta ki, hogy ischaemia-reperfusio sordn a vorosvérsejtek aggregatios készsége
fokozodik, melynek oka a sejtfelszini toltés csokkenése. Ugyanis, ha valtozik a vorosvérsejtek felszini
toltése, csokken az elektrosztatikus taszitd erd is, ami a sejteket az aggregatio irdnyaba terelheti.

A vizsgalatunkban a fehérvérsejtszam emelkedett a reperfusio 30. €s 60. percében a portalis
¢s cavalis mintdkban egyarant. Kiilonosen a polymorphonuclearis sejtek felszaporodésa bir
jelentdséggel, de a lymphocytdknak is fontos szerep jut a kdrosodds kialakuldsaban. A sejtek
rigiditdsa, viscoelasticus elemeinek csokkenése, ndvekvd chemokin és cytokin szekrécios
aktivitds, a granulumaikban tarolt proteolitikus enzimek és szabadgyokok kijutasa az érintett
szovetek destrukcidjahoz vezet. A folyamat effektivitasa epicentrumatdl tdvolodva csokken.

Az aktivalodott polymorphonuclearis leukocytak novelhetik a bélnyalkahartyaban jelentds
mennyiségben megtaldlhatd xantin-oxiddz enzimrendszer miikodése soran termelddott
szabadgyokok mennyiségét, ami fokozhatja a mar mikodo karositd folyamatok hatasait.

Osszefoglalva eredményeinket megallapithatjuk, hogy a mesenterialis ischaemia-reperfusio
soran a haematocrit, a vorosvérsejt deformabilitas és a vorosvérsejt aggregatio, a fehérvérsejtszam,
az atlagos vorOsvérsejt térfogat valtozast mutat a lokalis és a szisztémds vénas vérmintakban a
reperfusio els6 orajaban. Ezen nagyrészt haemorheologiai vizsgalatok segitséget nyujthatnak az
ischaemia-reperfusio kapcsan megvaltozo rheologiai paraméterek komplex pathomechanismusanak
megértéséhez, s olyan adatokat szolgaltathatnak, melyek segithetik a -mesenterialis ischaemias okok
miatt- esetleg kritikus allapotban 1év0 betegek klinikai kezelését, gyorsabb rehabilitaciojat.

6. ERANASTOMOSISOK NELKULI VEKONYBEL TRANSPLANTATIOS EGER MODELL
-IV. KISERLETI MODELL

6.1. ANYAG ES MODSZER
6.1.1. Kisérleti allatok, anaesthesia
A mikrosebészeti modell alkalmazasaval végzett kisérleteinknél harminchat, 20-24g
testtomegti A/J egér (22,32+1,66g) keriilt felhasznalasra (engedély szam: 6/2001. DEMAB).
Az anaesthesiat i.p. alkalmazott Nembutallal (Na-pentobarbital, 35 mg/ttkg, Phylaxia-
Sanofi, Ltd.) és subcutan adott Atropinnal (1%-os atropinum sulfuricum, 0,05 mg/ttkg,
Paines&Byrne, Ltd.) végeztiik, 15 mg/ttkg/ora fenntart6é dozissal.

6.1.2. Miitéti modszer, Kkisérleti csoportok
6.1.2.1. Donor miitétek

A beavatkozasokat A/J beltenyésztett egereken végeztiik. Donor mitétek (n=6): az
allatokon szoértelenités, Betadinos dezinficidlds €s izoldlas utan teljes median laparotomiat
végeztiink, a processus xyphoideus (mely egereknél specidlis tanyér alakia nytlvany) mellett
mind jobb, mind baloldalon a bordékig felhatoltunk olldval. Distalisan a hugyholyagra
vigydzva a symphysis pubica teriiletéig elérve megnyitottuk a hasiireget. Steril gézlapokkal
izolaltuk a mfitéti tertiletet.

A vékonybeleket nedves vattapdlcaval eldemeltiik és testmeleg fiziologids sooldattal
atitatott gézlapra helyeztiik. Kivalasztottunk egy 2 cm hosszu jejunum-segmentet a Treitz
szalagtdl 2 cm tavolsagra, és olloval eltavolitottuk. A jejunum-segmentet vékony polyethylen
katéterrel kaniilaltuk, majd a graftot lassan atmostuk. Az &tmosashoz egy porampulla
Neomycin-sulfatot (Neomycin Sulfate, (600 1U/mg), Merck, Ltd.) higitottunk fel 20 ml-re
4°C-os Ringer-laktat oldattal. A valasztott antibiotikum elonye, hogy bélben nem szivodik fel.
Az atmosast addig végeztiik, mig a moso6 folyadék fel nem tisztult. A bél segmentet hosszaban
megnyitottuk és szdmtalan apré 3x2x2 mm-es darabot készitettiink szikével. A béldarabokat
4°C-os Ringer-laktat oldatban taroltuk felhasznalasukig.
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6.1.2.2. Recipiens miitétek

A recipiens mitétek (n=30) soran medidn laparotomiat kovetden a nagycsepleszt
eléemeltiik és nedves gézre helyeztiik. Ot fészket készitettiink az omentum eliilsé lemezének
meghasitasaval. A fészkeket mindig a csepleszben futd erek kozelébe készitettiik el,
természetesen gondosan figyelve az ér sériilések elkeriilésére. Minden fészekbe -a
nagycseplesz két lemeze kozé- vékonybél darabokat helyeztiink. A fészkeket 8/0-as Prolene
(polypropylene) oltésekkel zartuk, mely egyben a fészkek jelolését is szolgalta. A hasiireget
lege artis zartuk. Az ischaemia okozta karosodasok csokkentése céljabol -hogy a béldarabokat
rovid ideig taroljuk- egy donor miitétet 5 recipiens miitét kovetett.

Hat héttel a sebészi beavatkozasok utan szdvettani feldolgozéasra mintavétel tortént. A
mitéteket és a szOvettani mintavételt azonos napszakban végeztiik, hasonld koriilmények
kozott (9:00 és 11:00 kozott).

6.1.3. Makroszkopos vizsgalatok
A vizsgalati iddtartam leteltével a szovettani mintavételt megelézden a kisérleti allatok
hastiregét attekintettiik, a miitéti teriiletet megvizsgaltuk, video- és fotodokumentacié tortént.

6.1.4. Mikroszkopos vizsgalatok
A szovettani vizsgalatok alapjat haematoxylin-eosin (HE), PAS, és Van Gieson festések képezték.

6.2. EREDMENYEK
A kisérlet idétartama alatt egyetlen kisérleti allatot sem veszitettlink el. A donor miitétek
atlagos ideje 1542 perc, a recipiens miitétek ideje 25+3 perc volt.

6.2.1. Makroszkopos vizsgalatok eredménye

A makroszkopos elemzés soran 7 esetben nem taldltuk meg a jelolt fészkeket. 9 esetben
hasfali kitapadast figyeltiink meg. M4dj koriili 0sszendvéseket 4 esetben észleltiink. A tobbi
esetben komplikacio nélkiil megtalaltuk a nagycseplesz fészkeket a transplantalt szervdarabokkal.
Szamos esetben az abran is lathato viztiszta, attetszé bennéki, cystosus képlet formajaban talaltuk
meg a transplantalt béldarabokat. Az esetek tobbségében nem alakult ki ez az tireges képlet,
hanem az atiiltetett béldarab mintegy szigetszeriien helyezkedett el a nagycsepleszbe agyazva.

6.2.2. Mikroszkopos vizsgalatok eredményei

A szbvettani vizsgalat soran azonositottuk a nagycsepleszbe helyezett béldarabokat. Minden
béldarab jol erezett volt. A bélfal elvékonyodott, de minden rétege: a mucosa, submucosa,
izomrétegek, subserosa €s serosa is lathatd volt. A transplantalt darabokban a mirigyallomany
miikddOképesnek tlint. Az izomrétegben lymphocyta infiltratiot lehetett kimutatni.

PAS festés segitségével sikeriilt a mirigyallomany altal termelt mucint kimutatni,
valamint a mucin termelésért felelds kehelysejteket is sikeriilt azonositani.

A viztiszta, attetszé bennéki, cystosus képletek szovettani feldolgozasa soran a kitagult,
elvékonyodott bélfalat minden rétegével sikeriilt azonositani. A nyalkahartya egy rétegben
helyezkedett el, és bizonyos teriileteken elvalt. A nyalkahartyaban kehelysejteket lehet
azonositani. Az izomréteg elvékonyodott. A transplantdlt béldarabok koriill mononucleosis
sejteket és oridssejteket lehet megfigyelni. A lument mucinosus anyag toltotte ki.

6.3. MEGBESZELES

A bélfal minden rétege felismerhetd volt a metszeteken. A meglévéd mirigyallomany
megorizte mucintermelé  képességét, ¢és szamos kehelysejtet  sikeriilt azonositani.
23 recipiensben sikeres volt a transplantatio.

Kisérletiinkben torekedtiink a béldarabok betiltetésé¢hez a legmegfelelobb helyet megkeresni,
valamint a postoperativ szovédményeket minimalisra csokkenteni.
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Az irodalom alapjan a szervezet kiilonb6zé helyeire probaltdk a bél segmenteket
transplantalni. Uchida mesenteriumatol teljesen megfosztott 1,5 cm-es vékonybél darabot
transplantalt a hasfal subcutan térébe és a bélfal minden rétegét sikeriilt azonositani két héttel
a miitét utdn, 75%-os revascularisatios aranyt allapitott meg.

Lane a peritoneum fali lemeze és a rectus abdominis kézott kialakitott térbe transplantalt
30 mm-es vékonybél segmenteket. Tiz nappal késdbb mintavételnél 90%-os graft talélést
allapitott meg, viszont a graftok bélfal szerkezete szdmos esetben sériilt.

Tisinai 2 cm-es jejunum és ileum segmenteket hasznalt. Az egyik csoportban a vese tokja
ala iiltette a vékonybél darabokat, a masik csoportban az omentumba csavarta a graftokat. Két
héttel a miitét utdn az omentumba transplantdlt graftokat taldlta nagyobbaknak, de a
kiilonbség nem volt szignifikans.

A nagycseplesz megfelelé hely a transplantatio szamdra, ezt bizonyitotta a korabbi,
egereken kivitelezett 1épautotransplantatios modell, mely az alapdtletet adta a jelenleg
részletezett bél transplantatios modellhez.

Klos hasznalta el6szor a nagycsepleszt béltransplantatio szamara, de 6 csak beboritotta a
cseplesszel az autotransplantalt bélsegmentet, és homograftokat. Hat héttel a miitétek utan az
izomréteget minden esetben, a bélfal minden rétegét csak kevesebb esetben azonositotta. A
homograftok kilokddését tapasztalta.

Az altalunk hasznalt mitéti technika soran meghasitjuk a cseplesz eliilsé lemezét, és a
kialakitott fészekbe helyezziik, majd oltéssel is rogzitjiik fix helyen a béldarabokat, nemcsak
beboritjuk cseplesszel. Mindig egy nagycsepleszben futd ér mellé transplantaltuk a graftokat.

A csepleszt tobbek kozott harom tulajdonsaga teszi alkalmassé a transplantatio szamadra: a
vena portae-n torténd vér elvezetés, a cseplesz baktériumellenes funkcidja
(,,a hasiireg renddre”), és foként kiilonleges képessége a revascularisatiora. Levy igazolta a
csepleszbdl kivont angiogen faktor neoangiogenetikus hatasat.

Az egér modelleknek tobb dltalanos elonye van mas allatfajokon létrehozott kisérleti
modellekkel szemben:

1./ Szamos genetikailag modositott egértorzset ismeriink. Léteznek congenicus, transgenicus
¢s knock out torzsek, melyek segitségével acut, chronikus rejectios modellek kialakitasara,
graft versus host folyamatok tanulméanyozaséra nyilik lehetdség.

2./ Sokféle monoklonalis, poliklonalis antitest ismert a kiilonboz6 beltenyésztett €s
kiiltenyésztett egér torzsek szamara.

3./ A kis testtomeg miatt kisebb mennyisegben sziikséges a kiilonb6z6 gyogyszerek,

vegyszerek, reagensek, antitestek alkalmazésa.

4./ A tartasi koltségek alacsonyabbak mas allatoknal. Az egerek helyigénye kicsi, szaporodasi
képességiik nagy.

Az egér modellek altalanos eldnye mellett az dltalunk kialakitott modell elonyei:

1./ Kivitelezése miitéttechnikai szempontbdl egyszert, viszonylag gyors.

2./ Nincs szilikség éranastomosisok kialakitasara.

3./ Egy nap alatt megerdltetés nélkiil tobb mint 10 transplantatiot lehet elvégezni,
Osszehasonlitva a klasszikus szerv transplantatioval, ahol éranastomosisokat kell késziteni.

4./ A modell alkalmas lehet ujabb immunszuppresszans gyodgyszerek tesztjeire, az 0ssejt
kutatds szamadra is.

5./ Idedlis a xenotransplantatids kutatdsok szamara, amikor kiillonboz6 fajok, kiilonb6z
méretii szerveinek atiiltetésére kertl sor.

6./ Fontos elony, hogy a szerv méretbeli kiilonbsége nem jelent problémait.

7./ Nemcsak egyetlen szerv szamara alkalmas, hanem kiilonb6z6 szervek befogadéasara
hasznalhato.

17



7. MIKROSEBESZETI ALAPOK OKTATASI TEMATIKAJANAK TOVABB
FEJLESZTESE TRANSPLANTATIOS KUTATASOKHOZ

Egyre nagyobb szamban folynak olyan szertedgazd kutatdsok, melyek kis laboratdriumi
allatokon -patkany, egér- mikroszkop alatt torténd beavatkozasokat igényelnek. Ezért nagy
igény alakult ki a megfeleléen képzett, mikrosebészeti technikaban jartas szakemberek irant,
hiszen a mikrosebészeti modszerek alkalmazasaval minimdalisra csokkenthetdk a
beavatkozasok okozta kockdzatok, ndvelve a sebészi biztonsagot.

7.1. A mikrosebészeti alapok elsajatitasahoz sziikséges oktatasi tematika

A halad6 mikrosebészeti miitéti technikat igényld egér vékonybél transplantatio nehézségei,
¢s a tranplantatio kapcsan kialakuld szovédmények szamanak csokkentése céljabol egy egyszerii
modellt alakitottunk ki, melynek elsajatitasahoz elegendé alapjartassag a mikrosebészetben.

A mikrosebészeti alapok elsajatitadsanak ismert és bevalt modszere a Furka éltal kidolgozott
metodika, mely szinkron, aktiv, videoasszisztalt, individualis, onkontrollos és analizalo jellegii.

Az alaptechnikdk elsajatitasa n. ,,szdraz training” soran torténik, ahol a gyakorlatok
tematikaja a kovetkez6: az elsé gyakorlaton a mikrosebészet torténetét, alkalmazasi teriileteit,
a kisérleti kis laboratoriumi allatmodellek szerepét ismertetjiik. A mdsodik gyakorlat soran az
operal6 mikroszkopok, a mikrosebészeti miszerek -ollok, tifogdk, csipeszek,
approximatorok- a mikrosebészeti varréanyagok és tiik bemutatésa torténik.

Ezutan a miitoi gyakorlatok kdvetkeznek, melyek soran az elsd, alapvetd feladat a szem-
kéz 0Osszhangjanak megteremtése a mikroszkop alatt, kiilonb6zé nagyitasok mellett.
A kovetkezé gyakorlatok feladatai a biztonsadgos ,,mélységérzés” elsajatitasat segitik elo:
betlikapargatas Gjsagpapirrol, gézszalak vezetése mikrosebészeti miiszerekkel. Ezt kovetik a
mikrosebészeti varrat- ¢€s csomoézasi technikdk elsajatitdsat biztositd gyakorlatok:
Oltésbehelyezés gumikesztylibe, gumikesztyli-ujjon ejtett metszés zdardsa, varratsorok
készitése kiilonbozoé irdnyokban. Az érvarratok és egy egyszerii end-to-end éranastomosis
technika készitése kisérleti allatokbol eltavolitott arteria femoralis biomodellen.

Ezutan kovetkeznek az éld szoveten torténd beavatkozasok. Feladat a patkany aorta
abdominalisdnak rekonstrukcidja: intraperitonealis anaesthesiat kovetéen median laparotomia,
aorta abdominalis infrarenalis szakaszanak preparalasa, majd end-to-end éranastomosis
készitése a ,,szaraz trainingek” soran begyakorolt technika szerint.

Az alaptanfolyamokon altalaban eddig a szintig jutnak el a résztvevok. A fenti modszer
elsajatitasa elegendoé mikrosebészeti jartassagot ad a kisérletezonek, hogy az altalunk leirt
modellt biztonsaggal végezhesse.

Amennyiben a mikrosebészeti alaptechnikat mar elsajatitotta a résztvevd, akkor 1épésrdl Iépésre
haladhat elére a komolyabb technikai felkésziiltséget igénylé mikrosebészeti miitétek iranyéaba.

A patkany aorta abdominalisa mellett a vena cava caudalis rekonstrukcidjanak elvégzése
is uj nehézségi fokozatot jelent. Ezt kovetheti az arteria femoralison, majd az arteria carotis
communison kivitelezett end-to-end, end-to-side éranastomosisok elsajatitasa, begyakorlasa.

Az un. ,szdraz training” el6segiti az ¢élében vald gyakorlast, ez egyben allatkiméleti
modszer is, s az élet tisztelete mellett biztositja az Allatvédelmi Torvény egyik alapvetd
szabalyat, - a 3R szabalyt- azaz: Reduction, Refinement, Replacement betartasat.

7.2. A haladé6 mikrosebészeti ismereteket igénylé vékonybél transplantatio
elsajatitasahoz sziikséges oktatasi tematika
Az Osszehasonlitas és jobb megértés érdekében roviden ismertetem az eredeti Zhong altal
leirt -éranastomosisokkal készitett- un. ,,vascularis” mikrosebészeti vékonybél transplantatios
modell modszerét, dsszehasonlitdsul azt az altalunk kialakitott avascularis egér vékonybél
transplantatios modelliinkkel, s modelliink elonyeinek igazolasara.
A modszer Iényege, f6bb miitéttechnikai 1épései a kovetkezok:
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A donor miitétek soran median laparotomiat kovetden elsé 1€pésként a vastagbelet €s az
ileumot eltavolitjuk, majd a jejunumot azonositjuk, és a mesenterialis ereket lekotjiik. A vena
portae-t gondosan elvalasztjuk a pancreastdl, ezutan kipreparaljuk az aortat és a truncus
coeliacust lekotjiikk, tovabba a vena lienalist szintén lekdotjiik. Vékony tlivel az aorta
infrarenalis szakaszat megszurjuk, majd a kivalasztott graftot 0,2-0,4 ml 4°C-os heparinos
Ringer-laktat infuzidval dtmossuk. Ezutdn a vena portae-t a mdj hilushoz kozel atvagjuk.
Carrel szerinti patch technikdnak megfeleléen az aortat szintén atvagjuk, majd a graftot
nedves gézbe csavarva jeges, 4°C-os Ringer-laktatba helyezziik és felhasznalasaig taroljuk.

A recipiens muitét sordan median laparotomiat kovetden az aorta €s a vena cava caudalis
infrarenalis szakaszat dvatosan kipreparaljuk, majd mind az aorta, mind a vena cava 1 cm-es szakaszat
kirekesztjiik a keringésbdl mikrosebészeti klippek segitségével. Ellipszis alaku arteriotomiat és
venotomiat készitiink, és a kirekesztett érszakaszokat heparinos physiologias sooldattal atoblitjiik. A
donor vékonybél szakaszt a megfeleld pozicioban a recipiens kdzelébe helyezziik.

El6szor a donor €s a recipiens vendt end-to-side anastomosissal egyesitjilk 11/0 Prolene
(polypropylen) varréanyag segitségével, gondosan figyelve, hogy a recipiens vena cava
caudalison kialakitott ellipszis alaku venotomias nyilas hossza meghaladja a donor vena cava
caudalis atmérdjét. A hats6 falat az érsebészetben alkalmazott alapszabéllyal ellentétben
invertald oltések segitségével -az éranastomosis készitése soran mindig az érfal intima rétegeit
fektetjiik egymashoz- az ér lumene feldl varrjuk, majd az eliilsd falat a szabalyoknak
megfelelden evertald oltésekkel készitjiik el. Az arterias szar end-to-side anastomosisanak
elkészitéséhez szintén 11/0 Prolennel tovafuté oltéseket hasznalunk.

A mitét befejezésének egyik lehetdsége, hogy az eredeti bélszakaszt érintetleniil hagyva,
az atiiltetett vékonybelet két stoma segitségével vezetjiik ki a hasfalra. A masik lehetdség,
hogy az atiiltetett bélszakasz és az eredeti jejunum kozo6tt end-to-side anastomosist készitiink,
mig a graft masik végét stomaként kitiltetjiik. A hasilireget egy rétegben zarjuk.

A miitét nagy tapasztalatot igényel a mikrosebészet teriiletén. A vékonybél transplantatio
technikdjanak megtanulasa el6tt el kell sajatitani az end-to-side éranastomosis készitésének
rutinszerti -10-15 percen beliili- kivitelezését. A tanulasi fazisban 100 transplantatiét ajanlott
elvégezni az atlag 20-23g testtdmegli egereken, hogy a miitét technikai szovédményei ne
befolyasoljak a transplantatiot kovetd vizsgalatokat.

Milyen szovédmények lehetnek? A vékonybéltransplantatio sz6vodmény lehetoségei:

Hypovolaemias és septicus shock: A shock a legaltalanosabb komplikacio egereken vékonybél
transplantatiot kovetden, amely a recipiens haldldhoz vezethet az elsé 48 oraban. A miitét soran
tortént manipulaciok konnyen megsérthetik a bélfal szerkezetét, valamint a béltraktus folyadékkal
val6 4tmosésa soran hasznalt nyomds -magas értéke miatt- szintén kdnnyen okozhat karosodéasokat
a bélfal szerkezetében. Az ischaemia-reperfusio kapcsan kialakulo kérositod hatasok szintén gatoljak
a physiologids bélfal miikddést, eldsegitve a folyadékvesztést, a baktériumok translocatiojat, ami
hypovolaemias vagy septicus shockhoz vezethet.

Arterias thrombosis: A legéltalanosabb kés6i komplikacid egerek bél transplantatidjat
kovetden. A tapasztalatok azt mutatjak, hogy a megfeleld sebészi technika fontosabb szerepet
jatszik a szovodmény elkeriilésében, mint az anticoagulans kezelés. Ajanlott nem felszivodo
varréanyaggal, tovafutd oltésekkel rovid id6 alatt elkésziteni az anastomosist, ellentétben a
hosszabb ideig tarté csomds 6ltések behelyezésével.

Stoma necrosis: Ezen komplikacié 4-7 nappal a mitét utan jelentkezik, altalaban
mechanikai sériilés, helytelen technika miatt alakul ki.

Ezen szovodmény lehetoségek elkeriilését csak a sok-sok gyakorlattal szerzett
mikrosebészeti jartassag alapozhatja meg, biztositva a sikeres allatmodell megvalositasat.

A felsorolt sz6vodmeények vetették fel benniink a Iépautotransplantatio mar korabban kidolgozott
modszerének a kiprobalasat -kis modositasokkal- a vékonybél transplantatio ,,avascularis™ tipusanak
megvalositasahoz, mely technikat a 6.1.2. alfejezetben mutattam be részletesen.
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8. FONTOSABB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

Keverék kutydkon egy uj miitéti modellt -a kettds, izolalt jejunum-segment modellt-
valositottunk meg a mesenterialis ischaemia-reperfusio okozta karosodasok vizsgalatara.
Az egyik segment az atraumatikus érleszoritast kovetden az ischaemia-reperfusios vizsgalatok
elvégzését biztositotta, mig a masik segment a leszoritas nélkiili kontroll lehetdségét szolgalta.

Elészor irtuk le keverék kutydkon vékonybél nydlkahartyaban az ischaemia-reperfusio
kapcsan kialakuld apoptosis idobeni lefolydsat a miitétet koveté elsé 24 ordban.
A kettds, izolalt jejunum-segment modellen 30 perces ischaemiat kdvetéen mar a reperfusio
30. percétdl sikeriilt apoptotikus sejteket kimutatni a vékonybél nyalkahartyaban, a
legnagyobb mértékben a reperfusio 4. és 6. orajaban.

A kettds, izolalt jejunum-segment modellen sikeresen vizsgaltuk a kiilonb6zd ischaemias
praeconditionalasi protokollok hatékonysagat. Megallapitottuk, hogy a 3x5 perces ischaemids
praeconditionaldsi protokoll szignifikansan ndvelte az apoptotikus aktivitast.

El6szor irtuk le az E-vitamin (25 mg/ttkg) és az allopurinol (50 mg/ttkg) alkalmazasa sordn az
ischaemia-reperfusio okozta apoptosis emelkedését a bélnyalkahartyaban.

Kovetkeztetésként levonhatd volt, hogy ha az ischaemias inzultus enyhébb vagy bizonyos
védofaktorok (praeconditiondlas, allopurinol, E-vitamin) vannak jelen, az ischaemias
sejthalal formdja nagyobb mértékben apoptosissal torténhet. Gyulladas és szovetkarosodas
kisebb mértékben jon létre a szovetekben, kedvezobb feltételeket biztositva a
szovetregenerdcio szamara. A modelliinkben talalt eredmények magyarazatot adhatnak az
irodalomban leirt feltételezésre, mely szerint az E-vitamin az NF-kB aktivaciojat gatolva
fokozhatja az apoptosist a bél nyalkahartydjaban az ischaemia-reperfusio kapcsan kialakuld
sériilésekben.

Keverék kutydkon 30 perces arteria mesenterica superior leszoritdsa sordn végzett
haemorheologiai filtrometrids vizsgalatok eredményeink kapcsdn elsdként hivtuk fel a
figyelmet arra, hogy a postoperativ 3. napon -az esetleges szovodmény Ilehetdségek
felmertilése kapcsan- kiemelkedden fontos lehet a vordsvérsejtek deformabilitasanak
vizsgadlata, ami jelzo értékli adatokat szolgaltathat a vékonybél miitétet kovetd allapotardl, a
miitéti beavatkozassal egyiitt jard ischaemia-reperfusids karosodadsok mértékérdl, koran
jelezve a vékonybél érintettségét, valamint a mikrokeringés esetleges karosodasat.

Elséként hivtuk fel a figyelmet outbred patkanyokban a 30 perces mesenterialis ischaemia és az
azt kovetd 60 perces reperfusio haemorheologiai ektacytometrids és aggregometrids vizsgalata
kapcsan arra, hogy a mesenterialis régiobol a keringés ujrainduldsakor rheologiailag lényegesen
rosszabb mindségii vér daramlik a test tobbi részére. Igazoltuk tobb haemorheologiai paraméter
-vorosversejt deformabilitas, a vordsversejt aggregatio, a haematocrit, dtlagos vorosvérsejt
térfogat- lokdlis szignifikans romlasat a szisztémdas keringéshez képest. Ezen haemorheologiai
vizsgalatok segitséget nyujthatnak az ischaemia-reperfusio kapcsan megvaltozo rheologiai
paraméterek  komplex pathomechanismusdnak megértéséhez, s olyan adatokat
szolgaltathatnak, melyek segithetik a -mesenterialis ischaemias okok miatt- esetleg kritikus
allapotban 1évo betegek klinikai kezelését, gyorsabb rehabilitaciojat.

Uj kéltség-hatékony ,, avascularis” vékonybél transplantatios technikdt dolgoztunk ki inbred
egerekben, a korabbban tanszékiinkon kidolgozott 1ép-autotransplantatios technika részbeni
modositasaval.
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9.

10.

Az ,,avascularis” vékonybél transplantatios technikat alkalmazva makroszképos ¢és
mikroszkopos vizsgalatokkal igazoltuk a nagycsepleszbe helyezett vékonybél darabok
¢letképességét. A bélfal minden rétegét sikeriilt azonositani. Igazoltuk a transplantalt
béldarabkak mirigyhdm miikddését is a mucintermelés kimutatdsaval. A modell alkalmas
lehet Ujabb immunszuppresszans gyogyszerek tesztjeire, Ossejt- és xenotransplantatios
kutatasok szamara.

Egereken torténd kisérleti munkéhoz kidolgozasra kertilt a haladé mikrosebészeti ismereteket
igénylod vékonybél transplantatio elsajatitdsahoz sziikséges oktatasi tematika, felhivva egyuttal
a figyelmet a sz6vOdmény lehetdségekre is.
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