EGYETEMI DOKTORI (Ph. D.) ERTEKEZES

Ischaemia-reperfusios valtozasok vizsgalata
vékonybél segmenten és vékonybél transplantatios
allatkisérletes modelleken
sebészeti- és mikrosebészeti technikak alkalmazasaval

Dr. Brath Endre

Témavezeto:

Prof. Dr. Furka Istvan
az MTA doktora

DEBRECENI EGYETEM
KLINIKAT ORVOSTUDOMANYOK DOKTORI ISKOLA

Debrecen, 2011.



TARTALOMJEGYZEK

TARTALOMUIEGYZEK .........ooooiiiiieieoeeeeeeeeeeeeeeee e
L. BEVEZETES ....cooooomiiiiiiiieie ittt
2. IRODALMI ATTEKINTES. ........cotriiimriimriiiiesseesseseesesessssssssesssssssssssesssssesssssssssssssssssssens
2.1. A kisérletes vékonybél transplantatios allatmodellek modszertananak rovid torténeti attekintése.

2.2. Mesenterialis ischaemia-reperfusio okozta Karosodasok ...........cccccveviieiciiiiniiecciieccie e

2.3. Szabadgyokdok részvétele a mesenterialis ischaemia-reperfusios folyamatokban.......................
2.4. Az apoptosis jelentdsége az ischaemia-reperfusio SOTan.............ooeviuiieiiiiiiiiiinieneenennen.
2.5. Az ischaemias praeCoONAitiONALAS ........ccccveeiiuiiiiiieiiie ettt ettt e et e e sreeetae e eaeeesbeeeeveeesnas
2.6. Lehetséges védohatasok az ischaemia-reperfusios karosodasokkal szemben............cccceeeveenenne
2.6.1. Az allopurinol véd6hatasa az ischaemia-reperfusios karosodasokkal szemben ...................
2.6.2. Az E-vitamin védOhatasa az ischaemia-reperfusios karosodasokkal szemben .....................
2.7. Az ischaemia-reperfusios karosodasok haemorheologiai vonatkozasai...........cceceevereeeeenneencene.
2.8. Eranastomosisok nélkiili ,,avascularis” bélsegment transplantatios modellek...........................
3. CELKITUZESEK ......ccooovioiiiiociie ittt
4. A MESENTERIALIS ISCHAEMIA-REPERFUSIO OKOZTA KAROSODASOK
VIZSGALATA JEJUNUM-SEGMENTEKEN - I. KISERLETI MODELL ...........ccccconvvennee.
4.1 ANYAG ES MODSZER .....coviumiiiiriiieiiesiieeeesise sttt
4.1.1. Kisérleti allatok, anaeSthESIa .........ocoeuvvvviiiiiiiiiieeiie e e e e e e e e e e eenaaes
4.1.2. Mitéti modszer a kettds, izolalt jejunum-segment megvalositdsahoz ..........cceeevveveeveennen.
4.1.3. Kisérleti csoportok a reperfusios karosodasok idobeni lefolyasanak meghatarozasara................
4.1.4. Kisérleti csoportok a kiilonb6zo id6tartamu ischaemias praeconditionalas
VIZSZALALATA ... ei ettt e et e st e e e et e e et e e st e e e te e e nbeeeneeetaeeensaeenreennnes
4.1.5. Kisérleti csoportok a pracconditionalas, valamint az allopurinol €s az E-vitamin
ElOKEZEIES VIZSZAIATATA ......eeeiiiiieiiieie ettt et ettt sttt et eeas
4.1.6. Morphologiai vizsgald MOASZETEK ..........cccuiiiiiiiiiiiiieciee ettt
4.1.6.1. MakroSzZKOPOS VIZSZAIALOK .......cccvievvieiieriieiieeiiere et esieesieesreeereesreeveetressseseseseseessaessens
4.1.6.2. MikroszkOpos VIZSZAIAtOK ........cccuieiuieriieriieciieeie ettt ettt ettt st
4.1.6.2.2. Immunhisztokémiai vizsgalat apoptosis Kimutatasara...........ccceeeveerveeeserenreeenneenns
4.1.6.2.3. Az apoptotikus sejtek szamolasa a reperfusios karosodasok idébeni lefolyasanak
MEZNATATOZASATA ......evveeeveereeieeieeseestesteebeeseeseesteessaesssessseesseesseesseesssesssessseenseensens
4.1.6.2.4. Apoptotikus index szamitasa a kiilonb6z6 idétartamu ischaemias
pracconditionalds, valamint az allopurinol és az E-vitamin elékezelés vizsgalatara

4.2. EREDMENYEK ....cooouiiimiiiiriimeiinseiseeisessses st ssssssssesssse st ssses e ssssssssssssesees
4.2.1. Makroszkopos vizsgalatok eredmeEnyei........cc.evveriieriierienienieeie et
4.2.2. Mikroszkopos vizsgalatok eredmENYEi.......cceeevuiiiiiieeiiiieiiieeiie e esree et e ereeevaeesveeevae e

4.2.2.1. Hagyomanyos szovettani vizsgalatok eredményei a reperfusios karosodasok
idébeni lefolyasanak meghataroZASATa ...........c.eeveevieeriieriierierreeie et eieeseee e sene e e
4.2.2.2. Az immunhisztokémiai vizsgalat eredményei a reperfusios karosodasok idébeni
lefolyasanak MeghatarOZASATA.............ccvvervieriierrerreere et et esreesteesteeseresaressbeesseeseessnenens
4.2.2.3. Hagyomanyos szOvettani vizsgalat eredményei a kiilonb6z06 idétartama ......................
4.2.2.4. Immunhisztokémiai vizsgalat eredménye a kiilonb6z06 id6tartamu praeconditionalas
KAPCSAN ...ttt ettt et e e st e et e e s be e e bt e e s ebeeetbeeeabaeentaeeanreeenraeenns
4.2.2.5. Az immunhisztokémiai vizsgalat eredménye a praeconditionalt, az allopurinol és az
E- vitamin elokezelés KapCSAN ........cccueeviiiieiiriiieii ettt
4.3. MEGBESZELES ...ttt

5. MESENTERIALIS ISCHAEMIA-REPERFUSIO OKOZTA HAEMORHEOLOGIAI
ES HAEMATOLOGIAI VALTOZASOK VIZSGALATA AZ ARTERIA MESENTERICA
SUPERIOR LESZORITASAT KOVETOEN - II. KISERLETI MODELL..........ocooveveveen...
5.1 ANYAG ES MODSZER ....oeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eeee et ee e e s eeeeeeee et s e e seeeeeesseeeeseseesaes
5.1.1. Kisérleti Allatok, anaeStheSIa ... ...vviviiiiiieiiiieiieee e e e e e e e eaaaaeee s
5.1.2. Miitéti modszer, KiSErleti CSOPOTTOK ......c.uiviieiieiieiiecie ettt
5.1.3. Laboratoriumi VIZSZAIALOK. ........ccevuiiiiiieciieeciieecieeesiteesree ettt e seveeetaeeseveestaeessbeessseeesseessneeas

.8

27
27



5.1.3.1. Vorosvérsejt deformabilitasi vizsgalatok filtromeéterrel.........cc.eevvveeriieeniieeniieeenneen. 41

5.1.3.2. Haematologiai VIZSZALAtoK ...........eeeeeeieeeeiiiiiiiiieeeeeeeeciiieeeeeeeeeeesirrrereeeeeeeeeennvanenas 41
5.2. EREDMENYEK
5.2.1. A vorosvérsejt deformabilitds VAILOZASAL .......c.eeoveeruieriiriieiieieceeee e 42
5.2.2. A haematologiai paraméterek VAItOZASAl...........ccverviiirciieeriieeiie e erree e eve e 43
5.3 MEGBESZELES ......ccouiiiiiiiiiiereiessissessesess sttt sttt sttt 44

6. HAEMORHEOLOGIAI ES HAEMATOLOGIAI PARAMETEREK VALTOZASA
A LOKALIS ES A SZISZTEMAS KERINGESBEN MESENTERIALIS ISCHAEMIA-

REPERFUSIO FOLYAMATAI SORAN PATKANYBAN - III. KISERLETI MODELL...... 46
6.1. ANYAG ES MODSZER ......cosvitmiimiiinieneioeeiseisssisesss s 46
6.1.1. Kisérleti allatok, anaeStRESIA ........ooveuvviiiiiiiiieeeeeeee et e e e 46
6.1.2. Mtéti modszer, KiSErleti CSOPOTIOK. ......viiiuiieiiieeiie et eeiee ettt et e e e e v e e 46
6.1.3. Laboratoriumi VIZSZAlAtoK ...........ceevviiriiiriieiieiie e e ere et et e svesreebeesseesseesraesenessneesneens 47
6.1.3.1. Vorosvérsejt deformabilitasi vizsgalatok ektacytometerrel ............oooeeveviieiiiiiinnnnnn... 47
6.1.3.2. VOrosversejt aggregatio METESE ......ccvvierveeerereerrieeireesreeesreeessreesseeessseesseessseeessseesssees 48
6.1.3.3. Haematologiai VIZSZALALOK ........cccuuieeeeiiieeeeeiiieeeeiiteeeeeiireeeesteeeeennaeeeeeesaeeeeeansns 48
6.2. EREDMENYEK .......oooiimiiiiiieieieeeeeee e eeeeeeeeee e seese s sseseesnansenes 48
6.2.1. A vorosvérsejt deformabilitds VAIOZASAT........cccveevieiieciieiieiiesieste e e et erreeseeeseresenessne e 48
6.2.2. VOrosversejt aggregatio VAILOZASAL ........vcvveereerierieeieeieesiiesieestreseesereeseeseesseesseessnessnesssenns 50
6.2.3. A haematologiai paraméterek VAILOZASAL .........ceevuiriiieiiieiiieiiesiieee ettt 50
6.3. MEGBESZELES .....coiiiuiiieiit sttt 52
7. ERANASTOMOSISOK NELKULI VEKONYBEL TRANSPLANTATIOS EGER MODELL
IV. KISERLETI MODELL ...ttt 56
7.1. ANYAG ES MODSZER ......coiviumiiiriieeioeiseeeie sttt 56
7.1.1. Kisérleti Allatok, anaeStRESIaA ........ocvviiiiieiiiiiiiiee et 56
7.1.2. Miitéti modszer, KiSErleti CSOPOTLOK. ......eevviirieiieeieeie ettt e e seeesenesenesnne e 56
7.1.2.1. DONOT MIULELEK ....uvvvviiiieiieeieiiiiieee e e e eeecctte e e e e ee ettt e e e e e e e e e ttbaeeeeeeeeeeanasasaseaaaeans 56
7.1.2.2. ReCipiens MULELEK .......vvvieeeiiieeeeiiiieeeeiiieeeeseiieee e et eeeeeiareeeesseaeeeeesnnseeeesnsaeeesnsnsnes 58
7.1.3. MaKkroSzKOPpOos VIZSZAIAtOK.........c.eieriiiiiiiciie ettt ettt e e eb e e seveeeenaeeens 59
7.1.4. MIKroSZKOPOS VIZSZAIALOK ...eevviierieiieiiciieciie e ete e ere ettt e sreseveseveesbeesraestaesenessnessneans 59
7.2. EREDMENYEK .....ooitiiiuiimiteeiseese i ise i ses st 59
7.2.1. Makroszkopos vizsgalatok eredmENYe ..........cevieeiieiiiiiiieiieiiesiieeie ettt 60
7.2.2. Mikroszkopos vizsgalatok eredmeEnyei.........ccccvieiciiiiriieiiieeiieeciie e 60
7.3. MEGBESZELES ...ttt 63
8. MIKROSEBESZETI ALAPOK OKTATASI TEMATIKAJANAK
TOVABBFEJLESZTESE TRANSPLANTATIOS KUTATASOKHOZ.............c.cooooonniuniinnns 66
8.1. A mikrosebészeti alapok elsajatitasahoz sziikséges oktatasi tematika............cccevveerverirrrennens 66
8.2. A halado mikrosebészeti ismereteket igényld vékonybél transplantatio elsajatitasahoz
sZlkséges OKtatasi teMALIKA ........c.eevuieririiiiie ettt ettt sttt e sae e 68
9. FONTOSABB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK ..........cocovviiiiirieririsieienean. 72
10. OSSZEFOGLALAS ...ttt 72
T1. SUMMARY ..ottt ettt ettt et e e st et e eseesseeseessessesseensanseassensesssensesseassensenssensans 76
12. IRODALOMUIEGYZEK .........ooooioiioieeeeeeeeeeeeeeeeee e 76
12.1. Hivatkozott KOZIeméNnyek JEEYZEKE ......cccviiiiiiiiiieiiecie ettt saae v e save e 77
12.2. Az értekezés alapjaul szolgald kozlemények jegyzEke........oovvvvivriiiviienienienieeieeieeieeeeenn 85
12.3. Az értekezés témajaval 6sszefiiggd kozlemények jegyzEeKe ......covvvviivviiiiniiiiiiieeniieereeeiieeas 85
12.4. Egyéb KOzZIEMENYEK JEZYZEKE......ccoviiiiiieiieiieiieitesiee ettt ettt e eeb e b sraestaesevessneans 87
I3. TARGYSZAVAK .....cooovoiiiiiiiiiee et 88
14. KOSZONETNYILVANITAS ......coooiiiiiiiiieeiees et 89

15. FUGGELEK ... e s e s e s et e s et e s et es et e s e s e s e s e e e e s s s s s s s e s s seneens 90



1. BEVEZETES

A klinikai és a kisérletes transplantatio soran el6fordulo sikertelenségnek szamos oka
lehet, ezek koziil kiemelten fontos kérdések: az ischaemia-reperfusio kapcsan kialakulo
karosito hatasok, a rejectio kiilonbozdé tipusai, valamint nem elhanyagolhatéak a
miutéttechnikai problémak sem. A kisérletes transplantatios modelleknek ezen folyamatok
megértését kell szolgélnia, lehetdség szerint csokkentve eredményeikkel a szovodmények
kialakulaséanak lehetdségeit.

Szamos sulyos koérallapotban csak a vékomybél transplantatio lehet az egyetlen
kezelési lehetdség, melynek segitségével megmenthetd a beteg ¢Elete, vagy az egyetlen
lehetdség, amellyel elfogadhato életmindség biztosithato.

A kiilonbozé koros folyamatok miatt kialakult ,,rovid-bél” syndroma az egyik
leggyakoribb indikédcidja a vékonybél transplantationak. A vékonybél volvulus, a Crohn
betegség, a malabsorptio, a radiatiés enteritis, a familidris polyposis, a pseudoobstructio, a
Gardner syndroma ¢és a desmoid (mesenterialis) tumorok is lehetnek még a bél transplantatio
indikacids teriiletei [Grant, 1989., 1996.; Deltz, 1991.; Bruin és mtsai, 1994.; Ferencz és
mtsai, 2001.; Perner, 2002.; Middleton és Jamieson, 2005.].

A vascularis megbetegedések visceralis teriileten kialakuld elvaltozasai koziil az
arteria mesenterica superior embolidja, a vena mesenterica superior thrombosisa, vagy a
vasculitisek kiilonb6zé formai vezethetnek bélelhalashoz, mely kezelését transplantatioval
lehet megoldani [Grant és mtsai, 1989., 1990., 1996.; Todo ¢és mtsai, 1992.; Perner, 2002.;
Chang ¢és Stein, 2003.; Middleton és Jamieson, 2005.; Yasuhara, 2005.].

Mindenképpen meg kell emliteniink a neuroendocrin korformékat is: aganglionosis,

progressziv motilitasi zavar, amelyek kezelésében a vékonybél transplantatio szintén



megoldast jelenthet. Természetesen a kiterjedt, a gastrointestinalis traktus nagyfoku sériilésével
jaro trauma kezelésében is szilikséges lehet a transplantatio [Grant, 1989., 1996.; Perner,
2002.; Middleton és Jamieson, 2005.].

Az évekig tartd, tartos parenteralis taplalas megsziintetésének is megoldasa lehet a
szervatiiltetés, mely jelentds életmindség valtozast hozhat a beteg szamara.

Gyermekkorban a necrotisald enterocolitis, a volvulus neonatorum, a velesziiletett
fejlodeési  rendellenességek kozill az intestinalis atresia kiilonb6zé formai, komplikalt
gastroschisis, pseudoobstructio, Hirschprung-betegség, microvillosus inclusios betegség ¢€s
mucoviscidosis is orvosolhatok lehetnek vékonybél transplantatio segitségével [Grant, 1989.,
1996.; Perner, 2002.; Middleton és Jamieson, 2005.;].

A klinikai problémakor vézlatos felsoroldsa Onmagaban is mutatja a kérdés
fontossagat. Mivel a vékonybél transplantatio komplex folyamat, még szdmos, részleteiben
nem teljesen ismert kérdés var megvalaszolasra, melyek koziil néhanyat az alabbiakban
kivanok kiemelni, melyek egyben kutatasaink targyat is képezték.

Ismert tény a mesenterialis ischaemia-reperfusio okozta karosodasok lehetdsége, s
hogy ennek kapcsan -a karosodas mértékétol fiiggden- apoptotikus folyamatok indulnak be
[Buttke és Sandstrom, 1994.; Shah és mtsai, 1997.(a), 1997.(b); Ikeda és mtsai, 1998.; Noda
¢és mtsai, 1998.; Coopersmith és mtsai, 1999.; Ramachandran és mtsai, 2000.; Fukuyama ¢és
mtsai, 2001.], ugyanakkor nem ismerjiik példaul azt, hogy befolyasolja-e az E-vitamin, és az
allopurinol -mint jol ismert antioxidansok- ezen folyamatokat?

Az utdbbi id6ben intenziven kutatott teriilet tobbek kozott az ischaemids
praeconditiondlas hatdasmechanizmusa is [Murry €s mtsai, 1986., 1991.; Reimer és mtsai,
1986.; Li és mtsai, 1990.; Iwamoto és mtsai, 1991.; Walker és Yellon, 1992.; Marber és

mtsai, 1993.; Ishida és mtsai, 1997.; Yellon és mtsai, 1998.; Chien és mtsali,



1999.; Liu és mtsai, 2001.; Ferencz ¢és mtsai, 2002., 2004.; Pasupathy ¢és Homer-
Vanniasinkam, 2005.].

Szamos szervnél -sziv, mdj, vazizomzat, vékonybél- kimutattdk az ischaemias
praeconditionalds hatékonysagat. Az irodalmi adatok ellentmondasosak a tekintetben, hogy
milyen id6étartamt praeconditiondlasi modszereket érdemes alkalmazni, melyek hatasosak és
befolyasoljak-e, s ha igen, hogyan az ischaemia-reperfusio kapcsan kialakul6é apoptosist a
bélfal nyalkahartyajaban?

A transplantatio sikerességét nagymértékben befolyasolja a szovetek jo vérellatasa.
Az ischaemia-reperfusio komplex folyamata tobb teriileten jelentds valtozast indit el a
mikrokeringésben is [Boros és mtsai, 1994., 1995.; Haglund, 1994.; Bradbury és mtsai, 1995.;
Szabo ¢és mtsai, 1997.; Bernat és Pongracz, 1999.; Haglund és Bergqvist, 1999.; Anaya-Prado
¢és mtsai, 2002.; Boros, 2003.; Bernat és mtsai, 2005.]. Ezen kutatasi teriileten beliil egyik
fontos kérdés az, hogy a vordsvérsejtek deformabilitasat, filtralhatésagat mennyire karositja
az ischaemia-reperfusio folyamata kapcsan kialakulhatd mikrokeringési zavar, hiszen
ismert, hogy a rigid, karosodott membrannal rendelkez6é vordsvérsejteknek a capillarisokon
valo athaladasi képessége csokken [Granger és mtsai, 1980.; Dormandy és mtsai, 1985.;
Reinhart és Chien, 1985.; Mohandas és Chasis, 1993.; Granger ¢és Korthuis, 1995.;
Koppensteiner, 1996.; Baskurt és mtsai, 1998.; Kayar és mtsai, 2001.; Reinhart, 2001.;
Anaya-Prado és mtsai, 2002.; Németh és mtsai, 2006.(a), 2006.(b)].

Mig az eldz6ekben felvetett kérdéskor vizsgalata nagy- és kislaboratériumi allatokon
is torténhet, addig a vékonybél transplantatio immunoldgiai folyamatainak kutatdsa jelentds
részben kislaboratoriumi allatokon -egér, patkany- torténik [Monchik és Russel, 1971.; Grant,

1989.; Sonnino ¢és mtsai, 1990.; Garcia ¢és mtsai, 1990.; Zhong ¢s mtsai,



1991.; Squiers és mtsai, 1992.; Zhong és mtsai, 1993.(a), 1993.(b); Kato ¢s mtsai, 1996.;
Timmermann és mtsai, 1998.].

Szamos genetikailag modositott congenikus, transgenikus ¢és knock out
egértorzs biztosit lehetdséget a folyamatok tisztazésara. A kiilonb6zo 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 [Grant, 1989.; Zhong ¢és mtsai, 1991.,
1993.(a), 1993.(b); Zhang és mtsai, 1994., 1996.; Timmermann és mtsai, 1998.].

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

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

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

A bél transplantatio kapcsan a koradbbiakban emlitett és felmeriild szamos kérdés
vonatkozdsdban -hdrom laboratoriumi allatfajon- az alabbiakban megfogalmazott céllal
végeztiik kutatdsainkat, keresve azokra a valaszt, idével akar a klinikumban torténd

alkalmazhatdsagra valo tekintettel is.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A Kkisérletes vékonybél transplantatios allatmodellek modszertananak rovid
torténeti attekintése

Kutydkon végzett kisérletes vékonybél transplantatiorol elészor Alexis Carrel szamolt
be 1902-ben, majd 1905-ben is. Lillehei 1959-ben végzett sikeres kutatasokat kutyakon
vékonybél transplantatio kapcsan.

Monchik ¢és Russel 1971-ben, Grant 1989-ben, Zhong és munkatarsai 1991-ben
dolgoztak ki mikrosebészeti éranastomosis technikat igényld vékonybél transplantatios
modellt patkdnyokon.

Az 1990-es évek elején Squiers és Zhong munkacsoportjai parhuzamosan dolgoztak ki
egereken vékonybél transplantatios modellt, amely tekintettel e méretekre, igen nagy
mikrosebészeti jartassagot, haladd mikrosebészeti technikat igényelt [ Zhong és mtsai, 1991.;
Squiers és mtsai, 1992.].

Sebésztechnikailag szdmos vékonybé¢l transplantatios kisérleti modell ismert,
leggyakrabban a hasiiregen beliil tortént atiiltetéssel. Sonnino egy egészen kiilonleges modellt
alakitott ki patkanyokban, amelyben a vékonybelet a nyak bére ala transplantalta és a vena
jugularis externat, valamint az arteria carotis communist hasznalta end-to-side anastomosisok
segitségével a vérellatas biztositasara [Sonnino €s mtsai, 1990.].

Az ér anastomosis készitésével kialakitott ,,vascularis” modellek mellett éranastomosis
nélkiili, Un. ,,avascularis” kisérletes mutéti eljarasokat is tobben alkalmaztak. Klos 1977-ben
hasznalta a nagycsepleszt eldszor vékonybél transplantatio szamara. Kisérletében sertések
eltavolitott vékonybeleit becsavarta a nagycsepleszbe ¢és nem készitett €éranastomosist.
A bélfal rétegeit 6 héttel a transplantatiot kovetden néhany esetben azonositotta, de altalaban
csak az izomréteget tudta kimutatni. A korai postoperativ iddszakban nem talalt kiilonbséget a

homograftok és az autograftok bélfal szerkezete kozott [Klos, 1977.].



Tisinai ¢s munkatarsai patkdnyokon végzett kisérleteikben magzatokbol eltavolitott
jejunum ¢€s ileum segmenteket helyeztek a vese tokja ala, illetve gongydltek a nagycsepleszbe.
Mindkét esetben 2 héttel a transplantatiot kovetéen neovascularizalt vékonybelet tudtak
kimutatni [Tisinai és mtsai, 1990.].

McBride patkanyokon végzett kisérleteiben a magzati béldarabokat a csepleszbe
burkolta és 6 héttel a mitétet kdvetd vizsgalatok eredményei alapjan a csepleszt alkalmasnak
talalta a bél transplantatio megvaldsitasahoz és a tovabbi kutatasok szamara [McBride ¢és
mtsai, 1998.].

Természetesen nemcsak kiilfoldon folynak kisérletek a vékonybél transplantatio
teriiletén. Hazankban is tobb intézetben behatdan és eredményesen foglalkoznak a vékonybél
transplantatio kapcsan felmeriilo kérdések kutatasaval. A teljesség igénye nélkiil kiemelenddk
Ferencz és munkatarsai munkai [Ferencz és mtsai, 2001., 2002., 2004.], akik kutyakon végzett
kisérleteikben a prae- és postconditionalds folyamatat tobb szempontbdl is elemezték. Boros
[Boros és mtsai, 1994., 1995.; Boros, 2003.] és Szabd [Szabo és mtsai, 1997.] kutatasai az
ischaemia-reperfusios karosodasok microcirculatios valtozasaival foglalkoznak a bélfalban.

E rovid torténeti attekintésbol is lathatd, hogy szamos tényezd befolyasolhatja a
béltransplantatio sikerét kisérletes koriilmények kozott is.

Ezen tényezok kozil a kutatomunkank tervezésénél is fontosnak itélt -s egyben
vizsgalni kivant- ischaemids-reperfusios valtozasokrdl, s annak kovetkezményeirdl kivanok

rovid attekintést adni a kovetkez6kben.

2.2. Mesenterialis ischaemia-reperfusio okozta karosodasok

A mesenterialis ischaemia id6tartama dontd tényezd, amely meghatarozza a bélfal
karosodasanak mértékét. Bradbury leirta, hogy 15 perces mesenterialis ischaemia
kovetkeztében a vékonybél villusainak szerkezeti sériilését lehet kimutatni. Ha az ischaemia

3 oras, a mucosa sériilése kifejezetté valik, de a regeneracios folyamatok révén uj epithelium



képzddése lehetséges a cryptakbol. Ha az ischaemia iddtartama 6 oOra, vagy annal tobb,
transmuralis necrosis kdvetkezhet be [Bradbury és mtsai, 1995.].

Barmely szervben az ischaemia iddtartama alatt az ATP mennyisége ¢€s igy az aktiv
transmembran ion-transport csokken, ami intracellularis ion €s viz bearamlést eredményez. Ez
a sejtek duzzadasidhoz, funkciojuk karosodasdhoz vezet. Az endothelsejtek karosodasaval
vasoconstrictio, endothel duzzadas, a vér alakos elemeinek lokalis ,,besiirlisodése”; a
microhaematocrit novekedése, valamint foként a polymorph magvi neutrophil leukocytak
szamanak lokalis novekedése kovetkezik be. A leukocytak az endothel sejtekhez tapadnak,
ami a capillarisok obstructiojahoz, kovetkezményes lokdlis microcirculatiés zavarhoz
vezethetnek a reperfusio soran, igy prolongalddik az ischaemia karositd hatasa a reperfusio
id6tartamara. A jelenség neve ,,no reflow phenomen” [Majno és mtsai, 1967.; Reinhart és
Chien, 1985.; Mohandas és Chasis, 1993.; Haglund, 1994.; Bradbury és mtsai, 1995.;
Koppensteiner, 1996.; Szab6 és mtsai, 1997.; Bernat és mtsai, 1999., 2005.; Kayar és mtsai,
2001.; Reinhart, 2001.; Anaya-Prado és mtsai, 2002.; Rezkalla és Kloner, 2002.; Németh ¢és
mtsai, 2006.(a)].

Parks ¢és Granger szerint paradox méddon a szovetek karosodasa nemcsak az ischaemia
iddtartama alatt kdvetkezik be, hanem a kéarosodas folytatddik a reperfusio, reoxygenisatio
ideje alatt is, vagyis a reperfusio, mely nélkiilozhetetlen az ischaemias szovetek talélése
szamara, tovabbi karosoddsokat okoz a szovetekben, melyet az irodalom ,reperfusios
paradoxon”-nak nevez [Granger és mtsai, 1980., 1981., 1986.(a), 1986.(b); Parks ¢és mitsai,
1982.; Parks és Granger, 1986.(a), 1986.(b); Granger, 1988.; Parks ¢s mtsai, 1988.; Granger
¢és Korthuis, 1995.].

Hasonléan mas szervekhez a mesenteridlis ischaemia-reperfusio  okozta
karosodasoknak is egyik legfontosabb feleldsei az oxigén eredetii szabadgyokok, ahogy ezt

Massberg is leirta [Massberg és Messmer, 1998.].
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2.3. Szabadgyokok részvétele a mesenterialis ischaemia-reperfusios folyamatokban

Szabadgy6k minden olyan molekula-species, amely egy vagy tobb pdarositatlan
elektront tartalmaz, ami hajlamos a parképzddésre, ezért a szabadgyokok rovid élettartamuak
¢s kémiailag igen reaktivak.

Az ischaemia-reperfusio soran képz0dd oxigén-intermedierek, illetve szabadgydkok
(-OH’, Oy, H,0O; stb.) karosithatjdk a sejtmembran szerkezetét, inaktivaljak az enzimeket, a
lipidek peroxidacidjat okozzak, bizonyos sejtek oregedéséhez, pusztulasdhoz vezetnek, amely
lehet apoptosis vagy necrosis egyarant [Whitehead, 1976.; Parks és mtsai, 1982.; Parks és Granger,
1986(a).; Parks és mtsai, 1988.; Schoenberg és Berger, 1990., 1993; Sies, 1991.; Grace, 1994.; Haglund,
1994.; Bradbury és mtsai, 1995.; R6th, 1997.; Kong és mtsai, 1998.; Bernat és Pongracz, 1999.; Haglund

¢és Bergqvist, 1999.; Ferencz és mtsai, 2001.].

2.4. Az apoptosis jelentésége az ischaemia-reperfusio soran

A Dbélnyalkahartya a gyorsan regeneraldodd, megjuldé szovetek egyike, ezért
érzékenyen reagal az ischaemia-reperfusio kapcsan kialakul6 karosodasokra egyarant.
Chiu kimutatta ¢és osztadlyozta az ischaemia kapcsan kialakuldé bélnyalkahartya
karosodasok szovettani jeleit, s azok mértékét 5 fokozatban irta le [Chiu és mtsai, 1970.]:
- 0 fazis: A normal mucosa szerkezete.
-1 fazis: A normal mucosa szerkezetet ért enyhe karosodast a villusok cstcsi részén
kialakul6 subepithelialis tér (Gruenhagen-féle tér) megjelenése jellemzi.
- 2 fazis: A kiterjedt subepithelialis tér kismértékii nyalkahartya elemelkedéssel alakul ki.
- 3 fazis: A nyalkahartya masszivan eltavolodik a villusok csticsatol és oldalatol, néhany
nyalkahartya nélkiili bélboholy is lathato.
- 4 fazis: Nyalkahartya nélkiili bélbolyhok, dilatalt capillarisok jelennek meg.

- 5 fazis: A lamina propridban megfigyelhet6é desintegratio, ulceratio és bevérzés.
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Az epithelium sejtjei elpusztulasuk soran levalnak a bélbolyhokrol és a bél lumene felé
tavoznak. Potlasukrol a Lieberkiihn cryptak allando sejtproliferatiéval gondoskodnak [Chiu és
mtsai, 1970.; Shah és mtsai, 1997.(a), 1997.(b); Coopersmith és mtsai, 1999.; Quaedackers €s
mtsai, 2000.; Ferencz és mtsai, 2001.].

A sejthalalnak alapvetéen két tipusa kiilonithetd el: a necrosis, amely a sejten beliil
végbemend folyamatokat tekintve passziv, valamint a programozott sejthaldl, ami aktiv
sejttevékenység  kovetkezménye. A programozott sejthalalnak tobb formdja s
megkiilonboztethetd, koziilik az apoptosis az -aktivacid-indukalta sejtpusztulds- tiinik a
legjelentdsebbnek. Az ischaemia-reperfusio okozta apoptosis is ebbe a csoportba sorolhato
[Kerr és mtsai, 1972.; Buttke és Sandstrom, 1994.; Cohen, 1994.; Majno és Joris, 1995.;
McConkey, 1998.; Kopper és Fésiis, 2002.; Zhang és mtsai, 2004.; Horvath ¢s Szabd, 2005.].

Az apoptosisra jellemzd, hogy physiologids €s pathologias hatasok egyarant okozzak,
pontosan szabalyozott folyamatok sora, energiat igényel, makromolekula szintézis és
,»de novo” gén-transcriptio sziikséges hozza. A DNS lebontdsa endogén endonukledzok altali
internucleosomalis hasitassal -endonucleolysis- torténik, ezért a kivaltd hatast kovetden
bizonyos idétartamnak el kell telnie, mig ezek a folyamatok végbemehetnek [Kerr és mtsai,
1972.; Cohen, 1994.; Majno ¢és Joris, 1995.; McConkey, 1998.; Kopper és Fésiis, 2002.].

A mesenterialis ischaemia kapcsan kialakuld apoptosist elészor Shah irta le, kiilonds
tekintettel a jellemz6 szoOvettani folyamatokra [Shah ¢s mtsai, 1997.(a), 1997.(b)].

Koztudott, hogy physiologidsan a bélnyalkahartya sejtjeinek kb. 10%-a apoptosissal
pusztul el. Az apoptosis morphologiailag a magi chromatin tomoriilésével, a kornyezo
sejtektol valo elvalassal, a sejtmag zsugorodasaval, majd fragmentalédasaval, a cytoplasma
macrophagok és szomszédos sejtek altali phagocytosissal jellemezhetd leginkabb. [Kerr €s
mtsai, 1972.; Buttke és Sandstrom, 1994.; Cohen, 1994.; Majno és Joris, 1995.; Shah és mtsai,

1997.(a), 1997.(b); McConkey, 1998.; Fésiis és mtsai, 2002.].
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Az apoptosis tehat alapjaiban kiilonbozik a necrosistol. Mig a sejtek necrosisa
aspecifikus karosité tényezék hatasara, addig az apoptosis regulalt ligand-receptor
kolesonhatasok révén alakulhat ki.

Egyértelmli irodalmi adatok azonban nem dallnak rendelkezésre a mesenterialis
ischaemiat kovetden kialakuld apoptosis iddbeni lefolydsara, pedig ez a kérdés a

vékonybeleken végzett sebészeti beavatkozasok soran fontos tényezd is lehet.

2.5. Az ischaemias praeconditionalas

Praeconditiondlas sordn a szdveteket egy vagy tobb, egymadst kdvetd rovid idétartamu
ischaemidnak teszik ki, amit reperfusio kovet, ezaltal a szovetek életképessége fokozodik a
hosszl id6tartamtl ischaemia okozta karositd hatdsokkal szemben. A praeconditionalasnak
védd szerepe van az ischaemia-reperfusio okozta karosodasokkal szemben. Az ischaemids
preconditionélast, mint egy endogén adaptaciés mechanizmust, elészor Murry irta le 1986-
ban [Murry ¢és mtsai, 1986.].

A ischaemias praeconditiondldsnak két idOperiddusban mutattdk ki védohatasat a
szivizom vonatkozasaban. A korai védelem az ischaemids torténést kovetd 1-3 ora kozotti
id6intervallumban fejti ki protektiv hatdsat. A folyamatot az irodalom a klasszikus
praeconditiondlas elnevezéssel i1dézi. A késoi praeconditiondlds (delayed preconditioning
vagy second window of protection) a 24-72 6ra kozotti iddszakban biztosit védelmet az
ischaemia okozta karosodasokkal szemben [Marber és mtsai, 1993.].

Szamos szovetnél -sziv, mdj, vese, vazizomzat, agy- kimutattdk mar, hogy akar az
ischaemias praeconditionalas klasszikus vagy korai form4ja, akar a késéi formdja fokozza a
szerv ischaemia-reperfusios karosoddssal szembeni tolerancidjat [Murry és mtsai, 1986.,
1991.; Reimer és mtsai, 1986.; Godin és Garnett, 1989.; Li és mtsai, 1990.; Marber és mtsai,

1993.; Iwamoto és mtsai, 1991.; Walker és Yellon, 1992.; Ishida és mtsai, 1997.; Yellon és
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mtsai, 1998.; Chien és mtsai, 1999.; Cochrane és mtsai, 1999.; Pasupathy ¢és Homer-
Vanniasinkam, 2005.].

A vékonybél transplantatio soran lehetdség van a klasszikus praeconditionalés
védohatasanak kihasznaladsara. Az idealis praeconditiondlasi modszer vékonybél esetén
azonban sem klinikai-, sem kisérletes vonatkozasban nem ismert, az irodalmi adatok is
ellentmondasosak [Walker és Yellon, 1992.; Hotter és mtsai, 1996.; Yellon és mtsai, 1998.;
Ferencz és mtsai, 2002., 2004.; Cinel és mtsai, 2003.].

Murry és munkatarsai a 4x5-5 perces pracconditionalasi eljarast hatékonynak talaltak
coronaria arteridk elzarodasa okozta szivizom kéarosodasok kivédésére kutydkban [Murry és
mtsai, 1986.]. Hasonl6 eredményeket értek el Li és munkatarsai egyszeri 15 perces, vagy 6 €s
12 perces ischaemias pracconditionalassal is [Li és mtsai, 1990.].

Ferencz és munkatarsai 4x5 perces praeconditiondlds kapcsan vizsgaltak az NF-«B
szerepét vékonybél transplantatio soran [Ferencz és mtsai, 2002., 2004.].

Attekintve az irodalomban fellelhet6 kiilonbozé preconditiondlasi idétartamokat, itt is
megallapithaté, hogy nincs egységes allaspont arra vonatkozdan, hogy a kiilonbozé
praeconditionalasi id6tartamok koziil melyek lehetnek hatdsosak kisérletes vékonybél

segment modelliinkben, ezért kisérleteink egy része erre a teriiletre iranyult.

2.6. Lehetséges védohatasok az ischaemia-reperfusios karosodasokkal szemben
2.6.1. Az allopurinol védohatasa az ischaemia-reperfusios karosodasokkal szemben

Az allopurinolt az 1950-es évek kdzepén Falco tumorellenes szernek szanta, de késébb
igazolodott xantin-oxidazt gatld hatdsa. Hatdsmechanizmusa eredményeképpen csokkenti a
hugysav szintet, ezért koszvényellenes szerként alkalmazzak [Rundles, 1966.(a), 1966.(b)].
Jelenleg is forgalomban van Milurit néven.

Az allopurinol és aktiv metabolitja az oxipurinol gatolja a xantin-oxidazt, ezaltal

csokkenti az ischaemia-reperfusio okozta kéarosodéasokat. Alacsony koncentracidban az
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allopurinol szubsztratja és kompetitiv gatloszere az enzimnek, magas koncentracional pedig
nem-kompetitiv gatldoszere, mig az oxipurinol kizadrolag nem-kompetitiv gatlo.

Massey szerint az allopurinol esetén a felezési id6 2-3 6ra, mig az oxipurinol felezési
ideje a plasmaban koriilbeliil 14-30 6ra. A felezési idétartam elég hosszu, ami lehetové teszi a
xantin-oxidaz gatlast a reperfusids id0szakban is, hozzavetdlegesen 24 o6rdig [Massey és
mtsai, 1970.; Borges ¢és mtsai, 2002.].

A reperfusio soran a xantin-oxidaz a hipoxantint xantinna, majd hagysavva alakitja.
A folyamat soran molekularis oxigént hasznal, amelybdl hidrogén-peroxid és szuperoxid
gyokok keletkeznek nagy mennyiségben. Mivel az allopurinol a hipoxantin strukturanalogja,
ezért xantin-oxidazhoz kotédve gatolja a miikodését €s a szabadgyokok képzodését [Granger
és mtsai, 1980., 1981., 1986.(a), 1986.(b), 1988.; Granger és Korthuis, 1995.]. Ahhoz, hogy az
allopurinol a véddhatasat kifejtse, az ischaemia kezdete el6tt sziikséges alkalmazni a
megfeleld koncentracidoban [Petd és mtsai, 2005., 2007.].

Az allopurinolt az elmualt évtizedben  kiilonbdzd  ischaemia-reperfusios
szervmodellekben alkalmaztak a karosodas csokkentésére, kivédésére. Szivizom ischaemia-
reperfusiéos modellben -az arteria coronaria leszoritds eldtt alkalmazva- mérsékelte az
infarctus kiterjedését és csokkentette az arrythmidk eléforduldsi gyakorisagat [Godin és
Garnett, 1989.].

Agyi modell esetén csokkentette az infarctus kiterjedését és az idegsejtek karosodasat
mind a korai, mind a késéi reperfusids idészakban [Lindsay és mtsai, 1991.; Akdemir ¢és
mtsai, 2001.].

M34j patkany modelleknél mérsékelte a majkarosodast, a lipidperoxidaciot és az NF-xB
aktivitast [Karwinski és mtsai, 1991., 1993.; Cohen, 1992.].

Vékonybél ischaemia-reperfusiés modellben csokkentette a bélbolyhok necrosisat,
kedvezden befolydsolta az érpermeabilitast [Granger és mtsai, 1986.(b); Parks és Granger,

1986.(b)], mérsékelte a mucosa karosodast [Megison ¢és mtsai, 1990.], a histamin
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felszabadulast [Boros ¢és mtsai, 1989.], a leukocyta infiltraciot, a lipidperoxidéaciot és a
gyulladasos chemokinek szintjét [Riaz és mtsai, 2002.; Ilhan és mtsai, 2003.].

Az allopurinol védOhatasat kihasznalva az ischaemia-reperfusio kapcsan kialakulo
karosodasokkal szemben az University of Wisconsin oldatban is alkalmazzdk szerv

preservatio céljara [Owens és mtsai, 1974.].

2.6.2. Az E-vitamin védohatasa az ischaemia-reperfusios karosodasokkal szemben

Az E-vitamin (a-tocopherol) egyike a zsirban oldodé vitaminoknak. Az elnevezés alatt
lipidoldékony molekula csaladot értiink, tagjai a tocopherolok (a, B, vy, 0), és tocotrienolok
(a, B, v, 0). A a-tocopherol haszndlata a legaltalanosabban elterjedt [Ricciarelli és mitsai,
2001.; Schneider, 2005.; Chaumontet és mtsai, 2008.]. Az E-vitamin scavenger molekula,
»csapdaba ejti” a szabadgyokoket. Kiilonboz6 szervek ischaemia-reperfusios karosoddsanak
kivédésére hasznaljadk. Hatdsukat a biologiai membranokban is kifejtik, gatoljak a
lipidperoxidatiot [Wang €s Quinn, 2000.].

Az E-vitamin vizben oldhatatlan, ezért rendkiviil hatékony antioxidans aktivitasa a lipid
komponensekre korlatozodik [Burton €s mtsai, 1990.]. A bélbdl felszivodva az LDL (low density
lipoprotein) szallitja a célszovetekhez. Az LDL szallitja a keringésben 1évd E-vitamin 50%-at, ezért mar
az LDL particulumon beliil képes gatolni a lipidperoxidatiot [Chattopadhyay és Bandyopadhyay, 2006.].
Az E-vitamin két zsirsav peroxyl csoportot is semlegeseni képes, ezaltal gatolja a lipidperoxidatiot.

Nyulakon végzet vizsgalatok igazoltak, hogy az E-vitaminban dus diéta csokkenti az
atherosclerosis kialakulasat az érfalban [Chattopadhyay és Bandyopadhyay, 2006.].

Igazoltdk, hogy patkany mdjban csokkenti az ischaemia-reperfusio okozta
karosodasokat [Zeng €s mtsai, 1991.].

Kutya vese-autotransplantatios modellen végzett kisérletek soran Euro-Collins
oldathoz kiegészitésként adva az o—tocopherol csokkentette a lipidperoxidatidt és a vese

karosodas mértékét [Demirbas és mtsai, 1993.].
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Az E-vitamin kedvezd hatasat kimutattak vékonybél autotransplantatiot kdvetden is
kutya modellen, az o-—tocopherol mérsékelte a szabadgyokok okozta karosodéasokat

[Yagmurdur és mtsai, 1998., 2003.].

2.7. Az ischaemia-reperfusios karosodasok haemorheologiai vonatkozasai

Az emberi vér heterogén suspensio, amely plasmaticus komponensbdl ¢és alakos
elemekbdl tevOodik Ossze. Ezért mind a folyadékhaztartasban, mind a plasma fehérjék
valtozasai befolyassal birnak a keringd vér aramlasi tulajdonsagaira. Ezek a valtozasok a
keringés szakaszaitdl fliggéen eltéré6 modon fejtik ki hatdsukat. Az ischaemia-reperfusio
szempontjabol a legnagyobb jelentdséggel a mikrokeringés szintje bir, ahol az ératmérd 300
micrometer alatti [Bogar, 1999.].

A vér 16 rheologiai paramétere a teljes vér viszkozitds, amelyet szamos tényezd
hatdroz meg: a plasma viszkozitasa, a haematocrit, a vorosvérsejtek deformabilitisa, a
vorosvérsejtek aggregatios képessége, a keringés szintjétol fiiggd sebesség-gradiens ¢€s a
homérseklet. A vordsvérsejtek deformabilitdsa fligg a sejtmembran rigiditasatol, a sejtek
feltilet-térfogat aranyatol, a belsé viszkozitastol, valamint sejtmorphologiai sajatossagoktol.

A vorosvérsejtek megfeleld passziv alakvaltoztatd képessége a keringés két szakaszan
jatszik kiemelten fontos szerepet. Az egyik az ugynevezett ,,tomeges folyas” szakasza, amin
beliil is az arterids rendszer nagy sebesség-gradiensii aramldsi zonaiban torténik a sejtek
er6hatasra torténd elongatioja, ami a vér viszkozitasat ¢és igy a vér fluiditasat csokkenti.
A masik zona, ahol a vorosvérsejtek megfeleld deformalhatosdga meghatarozo tényezo, az a
mikrokeringés szintjén beliil az tgynevezett ,,egyenkénti folyas” szakasza. Ebben a zonaban a
microcapillarisok atméréje a vordsvérsejtek normalis atmérdjénél kisebb is lehet (akar 3-5
micrometer), ezért a sejtek csak passziv alakvaltoztatas révén juthatnak tul ezeken az ereken
¢s biztosithatjak a megfeleld szoveti perfusidt [Stuart és Nash, 1990.; Bogar, 1999.].
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A mikrokeringés szintjén beliil a szoveti perfusio idoben és térben dinamikusan
valtoz6 mintadzatdit a vordsvérsejteknél nagyobb méreti fehérvérsejtek is alakitjak.
A fehérvérsejtek eloszlasat, a mikrokeringésben 1évo eloszlasat az érfallal valo interakciok
komplex folyamatai is meghatarozzak. [Bogar, 1999.].

Az ischaemia-reperfusio lokalis és szisztémas torténései igen 0sszetett moéodon hatnak a
haemorheologiai paraméterekre. Egyrészt a testet érintd altalanos acut fazis reakcioé részeként
emelkedhet a fibrinogén koncentracio, ami a plasma viszkozitas megndvekedését vonja maga
utan. Szintén ebben az iranyban hat a folyadékhaztartds valtozasa és a gyulladasos
folyamatokat kiséré érpermeabilitds fokozodas is. Az acut fazis reakcidkat altalaban
haemoconcentratio kiséri, de fiiggéen a beavatkozds vagy a gyulladidsos folyamatok
mértékétdl akar vorosvérsejt-szam csokkenés is mutatkozhat. A fehérvérsejt-szam
emelkedése, valamint a thrombocyta szdm csokkenése vagy éppen emelkedése szintén az
altalanos reakciok kiséro jelensége lehet [Koppensteiner, 1996.; Toth és Juricskay, 1999.].

Az ischaemia-reperfusio soran nemcsak az acut fazis reakciokon keresztiil johetnek
1étre haemorheologiai valtozasok, hanem az ischaemia alatt és a reperfusio korai perceiben a
lokalis fizikai és metabolikus valtozasok (pH-szint csokkenés, laktat szint emelkedés,
osmolaritds valtozasok) direkt hatassal birhatnak a voOrosvérsejt microrheologiai
paramétereire, mint a deformabilitdsra és az aggregatios készségre [Weed €és mtsai, 1969.;
Baskurt és mtsai, 1998.; Kayar és mtsai, 2001.; Németh és mtsai, 2003., 2004., 2006.(a),
2006.(b); Peto és mtsai, 2005., 2007.; Szokoly és mtsai, 2005.; Furka ¢és mtsai, 2008.].

Az ischaemia-reperfusionak kitett szovetekben Iétrejovo, valamint a kisérd
gyulladésos folyamatok soran aktivalodott neutrophil granulocytdk miikodésébdl szarmazo
oxigén szabadgyokok (szuperoxid anion, hidroxilgyok, hidrogén-peroxid), valamint az NO
szintetdz rendszer milkddése soran megjelend peroxinitrit direkt membran karositdo hatasa
révén noveli a vorosvérsejtek rigiditasat, ezaltal a deformalhatosdguk csokken [McCord,

1985.; Baskurt és mtsai, 1998.; Nanobashvili és mtsai, 2002.].
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2.8. Eranastomosisok nélkiili bélsegment transplantatiés modellek

Az ¢éranastomosisokkal készitett bél transplantatio kapcsan kialakulo karosodasok
egyik fontos teriiletét képviselik az elobb mar emlitett ischaemia-reperfusidos karosodasok.

A masik jelentds probléma, amely a transplantatio kapcsan kialakulhat, a rejectio. Ez
utobbi kérdés irodalmat nem kivanom taglalni [Timmermann és mtsai, 1998.].

A korabbi kis laboratériumi allatokon -patkany, egér- 1étezd kisérletes transplantatios
mikrosebészeti modelleket a 3.1. fejezetben mar emlitettem. Ezek mitéti technikdja
nehézséget jelenthet egy mikrosebészetben nem, vagy kevésbé jartas kutatd szamara.

Ezért a mikrosebészeti alapismereteket igényld, de éranastomosis nélkiil
megvalosithatd ujabb transplantatios modell kialakitdsa volt a célunk az irodalombol mar
ismertetett egyéb eljarasok ismeretében. [Monchik és Russel, 1971.; Klos, 1977.; Grant,
1989.; Tisinai ¢és mtsai, 1990.; Zhong és mitsai, 1991., 1993.; Squiers és mtsai, 1992.;
McBride és mtsai, 1998.].

Az éltalunk alkalmazott modellhez az alapotletet a Miko és Furka altal kidolgozott, és
immunologiai vizsgalatok szdmara is alkalmas egér Iép-autotransplantatios modell adta,
melynek lényege, hogy a nagycseplesz rétegei koze iiltetett 1épszeletek angiogenesis révén
ujra beerezddnek, és ha csokkentebb mértékben is, de funkcidjukat megtartjdk, s igy
¢letképesek lesznek [Miko és mtsai, 2001.(b), 2003., 2005.; Sipka és mtsai, 2005., 2006.].

Kutatasi célom az volt, hogy a fenti technika alkalmazisaval egy vékonybél
transplantatios mikrosebészeti egér modellt alakitsak ki, allo- és xenotransplantatios
vizsgélatokhoz, mely kell¢ kritika utdn akar adatokat is szolgaltathat a klinikai gyakorlat

szamara.

19



3. CELKITUZESEK

I. Keverék kutyakon végzett vizsgalatok soran:

1.

A mesenterialis ischaemia-reperfusio okozta karosodasok vizsgalatdhoz egy kettds, izoldalt jejunum-
segment modell kidolgozasa, az ellatd mesenteridlis g szelektiv leszoritasi lehetdségével.

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

A jejunum-segment modellen megdallapitani, milyen ischaemids praeconditiondlési
idétartamok hatasosak. A praeconditionalas befolyasolja-e az ischaemia-reperfusio
kapcsan kialakul6 apoptosist a bélfal nyalkahartyajaban?

Az E-vitamin ¢és az allopurinol feltételezett védohatasanak igazoldsa. E célbol
megvizsgalni, hogy befolyasolja-e az E-vitamin és az allopurinol az ischaemia-reperfusio
kapcsan kialakul6 apoptosist a bélnyalkahartyaban?

Az arteria mesenterica superior teljes leszoritdsat kovetd ischaemia-reperfusios torténések
kapcsan haemorheologiai mérémoddszerrel a vordsvérsejt deformabilitds valtozasok
kovetése, idObeni lefolyasanak vizsgalata a mikrokeringésben bekovetkezd valtozasok

jelzésére.

. Outbred patkdnyokon végzett vizsgalatok soran:

A mesenterialis ischaemia-reperfusio kapcsan a lokalis és szisztémas keringésben kialakulo egyes
haemorheologiai paraméterek valtozasainak vizsgalata jabb mérémodszerek alkalmazasaval a

mikrokeringésben bekovetkezd valtozasok kimutatasara.

I11. Inbred egereken végzett vizsgalatok soran:

7.

9.

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

Az ,avascularis” vékonybél transplantatumok életképességének vizsgalata szovettani
modszerekkel.

A mikrosebészeti alapoktatds tematikdjanak tovabbfejesztése transplantatios kutatdsokhoz.
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4. A MESENTERIALIS ISCHAEMIA-REPERFUSIO OKOZTA KAROSODASOK
VIZSGALATA JEJUNUM-SEGMENTEKEN - I. KISERLETI MODELL

4.1 ANYAG ES MODSZER
4.1.1. Kisérleti allatok, anaesthesia

Vizsgalataink az ,,Allatok védelmérdl és kiméletérdl” szolo 1998. évi XXVIIL Torvény
eldirasainak betartasaval, a Debreceni Egyetem Allatkisérleti Tudomanyetikai Bizottsag
engedélyeivel torténtek (engedély szamok: 56/1997/ATEB, 24/1998/ATEB, 22/1999/ATEB).

Kisérleteinket 0sszesen Otvenegy, 18-24 kg testtomegii (23,4+2,63kg) keverék kutyan
-korra és nemre valo tekintet nélkiil- végeztiik. Az allatokat 2 hét megfigyelés utan vontuk be
a kisérletekbe. Egyedi ketrecekben tartottuk oket, normal vegyes étrendet, vizhez vald
hozzaférést ¢és az allat igény szerinti szabad mozgasi lehetdségét biztositottunk szamukra.
A 18-22°C-os helyiségekben a fényciklus napszakoknak megfeleld volt.

A kisérleti allatok altatasat intramuscularisan adott Primazin (2%-0s xylazinum
hydrochloricum, 1 mg/ttkg) és SBH-Ketamin (10%-0s ketaminum hydrochloricum,
10 mg/ttkg) kombinalt narcosist alkalmazva végeztiik.

Valamennyi kisérletbe bevont allaton ugyanazt az altalunk kidolgozott kettds
vékonybél segment modellt alakitottuk ki, majd ezen a modellen tdrténtek a tovabbiakban az

ischaemia-reperfusiods karosodasok kimutatasat és azok kivédését szolgald vizsgalatok.

4.1.2. Miitéti modszer a kettds, izolalt jejunum-segment megvaldsitasahoz

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

Ezt kovetden mindharom atmetszés helyén end-to-end bélanastomosist készitettiink
-tehat a segment kozepén ¢és két szélén- PDS [polydioxanone], 3/0 varréfonallal a
gastrointestinalis traktus folytonossaganak helyreallitdsa céljabol. Ezaltal két olyan egyenld,

15 cm hosszu jejunum-segmentet alakitottunk ki, amelynek a vérellatasat csak a mesenterialis
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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 (1. dbra).

1. abra
Kettds, izolalt jejunum-segment
a./ az ellatd arterias és venas mesenterialis aggal a kontroll vizsgalatokhoz,
b./ a preparalt ellatd mesenterialis arterias €s venas aggal az ischaemia-reperfusios vizsgalatokhoz.
A nyilak a harom anastomosis vonalara mutatnak.

Ezt kovetden az egyik jejunum-segmentet ellatod arteria dgat 30 percre atraumatikusan

leszoritottuk a kiilonb6zd, dsszehasonlito jellegli vizsgalatok sordn (2. dbra).

2. abra

Kettds, izolalt jejunum-segment
a./ ép ellato artéria és vena mesenterialis aggal a kontroll vizsgalatokhoz,
b./ az atraumatikusan leszoritott mesenteridlis artéria és vena ag (kék nyil) az ischaemia-reperfusios karosodasok
vizsgalatara. A fekete nyilak a harom anastomosis vonalara mutatnak.
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4.1.3. Kisérleti csoportok a reperfusios karosodasok idébeni lefolyasanak meghatarozasara

A 24 fenti modon operalt 24+2,63kg testsulyu allatot nyolc, egyenként 3-3 allatot
tartalmazd csoportba osztottuk. Minden csoportban az ischaemia-reperfusios vizsgalatra

alkalmazott jejunum-segment ellaté ereit atraumatikusan 30 percre leszoritottuk (2. abra).

1. | 30perc |30perc |

2. | 30perc | 10ra |

3. | 30 perc | 2 ora |

4. | 30perc | 46ra |

W

| 30 perc | 6 6ra |

5 e

| 30 perc | 8 ora |

6
7. | 30perc | 120¢ra

8. | 30 perc | 24 6ra

Kisérleti Ischaemia Reperfusio
csoportok

3. abra
A kett0s, izolalt jejunum-segmenten a mesenterialis erek 30 perces leszoritasat kovetod
kiilonboz6 idejii reperfusios kisérleti csoportok beosztasa (n=3-3)

Majd a leszoritott ér felengedését kovetden csoportonként kiilonbozd reperfusios idejli
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. A kisérleti protokollt a 3. abra mutatja.

4.1.4. Kisérleti csoportok a kiillonb6z6 idétartamu ischaemias praeconditionalas
vizsgalatara

15 fenti moédon 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 ellatd ereit a mutétet kovetd 10 perces stabilizacios fazis letelte utan
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atraumatikusan 30 percre leszoritottuk, majd az ezt kovetd 4 oras reperfusiot kovetden
szOvettani mintavétel tortént mind a leszoritott, mind a leszoritatlan ép bélszakaszbol.

A praeconditiondlas 1. csoportban a vizsgalt bélszakaszt ellatdo ereket 3x5 percen
keresztiil praeconditionaltuk (5 perces ischaemias iddszakaszok kozott 1 perces reperfusios
idotartamok), ezt kovette a 10 perces felengedés-stabilizacio fazisa. Ezutan kovetkezett a
30 perces leszoritas, és 4 oras reperfusio alkalmazasa.

A praeconditionalas Il. csoportban a vizsgalt bélszakaszt ellatdo ereket 3x3 percen
keresztiil praeconditionaltuk (3 perces ischaemias id6szakaszok kozott 1 perces reperfusios
id6tartamok), ezt kovette a 10 perces felengedés-stabilizacid fazisa. Az el6z6 csoporthoz
hasonlo6an a 30 perces leszoritast 4 6ras reperfusio kovette.

A praeconditionalas III. csoportban a vizsgalt bélszakaszt ellatdo ercket 15 percen
keresztiil praeconditionaltuk (15 perces ischaemias iddszakasz reperfusios idotartam nélkiil),
ezt kovette a 10 perces felengedés-stabilizacid fazisa. Az el6z6é csoportokhoz hasonldéan a 30
perces leszoritast 4 oras reperfusio kdvette.

A kisérleti protokollt a 4. abra foglalja Gssze.

Ep kontroll csoport

Leszoritott kontroll csoport

M | 10° |30perc | 4 ora |
s Praeconditionalas 1. csoport

U 3x5° | 10° | 30perc | 4 ora |
T Praeconditionalas I1. csoport

, 1 3x3> | 100 [30perc | 46ra |
E Praeconditionalas II1. csoport

T | 15 | 10 |30perc | 46ra |

Ischaemia Reperfusio

4. abra
Kisérleti csoportbeosztas (n=3-3) a kettds, izolalt jejunum-segmenten
a kiilonb6z6 id6tartamt ischaemias praeconditionalds hatasanak vizsgélatara.

A beavatkozédsok befejezéseként szovettani mintavétel tortént, mind a praeconditionalt

csoportokbdl, mind a leszoritas nélkiili, ép kontrollként szolgald jejunum-segmentekbdl.
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4.1.5. 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 éllattal. A kisérleti csoportokban a kordbban leirt kettds, izolalt jejunum-segmentet

alakitottuk ki, s az 5. dbran lathaté beosztasban és idérend szerint végeztiik kisérleteinket.

Leszoritott kontroll csoport

p | 100 [30perc | 4 ora |
Praeconditionalas I. csoport
3x5° | 10° [30perc | 46ra |

Allopurinol csoport
| 10° |30perc | 4 ora |
E- vitamin csoport
| 10 |30perc | 4 ora |

Ischaemia Reperfusio

- - 2

Kisérleti csoportbeosztés (n=3—3)5;1 ?{2:25& izolalt jejunum-segmenten
a praeconditionalés, valamint az allopurinol és az E-vitamin el6kezelés vizsgalatara

A leszoritott kontroll csoporfban a vizsgalt bélszakaszt ellatd ereket a miitétet kovetd
stabilizacios fazis letelte utin atraumatikusan 30 percre leszoritottuk, majd 4 dras reperfusio kovetkezett.

A praeconditionalas 1. csoportban a vizsgalt bélszakaszt ellatdé 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 eldzdleg kipreparalt
vena jugularis externdba a miitét kezdete elott, €s csak ezt kdvette 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 eldtt, s ezt kovette a jejunum-segmentek kialakitdsa, a mesenteridlis ellatdé erek
30 perces leszoritasa és a 4 dras reperfusio.

A miitét befejezése szdvettani mintavétel volt, mind a leszoritott, mind a leszoritas

nélkiili kontroll jejunum-segmentekbdl.
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4.1.6. Morphologiai vizsgal6 modszerek

4.1.6.1. Makroszkopos vizsgalatok

A vizsgalati id6tartam leteltével a szovettani mintavételt megel6zden a kisérleti allatok
hastiregét attekintettiik, az anastomosisokat megvizsgaltuk. Ezt kdvetden a vékonybél lumenét
megnyitottuk, tartalmat megtekintettiik, majd a mikroszkopos vizsgalatokra teljes
keresztmetszetet biztositd szovetmintdkat vettiink ki mind a praeconditionalt csoportokbol,
mind a leszoritott, mind a leszoritas nélkiili, ép kontrollként szolgal6 jejunum-segmentekbdl.
4.1.6.2. Mikroszkopos vizsgalatok

A jejunum-segmentek készitése sordn, az anastomosisok elkezdése elétt mindig tortént

szovettani mintavétel a bélfalbol az 6sszehasonlitod vizsgalatok szamara.

4.1.6.2.1. Hagyomanyos szovettani vizsgalatok

A szovettani mintdkat 7%-os pufferolt formalin oldatban fixaltuk, majd paraftin

beadgyazast végeztiink. Ezutan az 5u vastagsagi metszeteket haematoxylin-eosinnal festettiik.

4.1.6.2.2. Immunhisztokémiai vizsgalat apoptosis kimutatasara

Az apoptosis kimutatasat immunhisztokémiai modszerrel, Apoptag Kit (in situ apoptosis
detection kit, Oncor, Biomarker Ltd.) segitségével végeztilk. Az apoptosissal elhalo sejtek
TUNEL technikaval valtak lathatova. A vizsgdlatot a gyarto leirasa szerint végeztiik. Apoptosis
soran a sejtmagban aktivalodd endonukleazok a DNS allomany feltordelésével okozhatjak az
egyik szal torését (nick). A DNS molekula 3°’OH végének digoxigeninnel jelolt nukleotidokkal

torténd megjelolését jelenti a TdT-mediated X-dUTP nick end labeling (TUNEL) technika.

4.1.6.2.3. Az apoptotikus sejtek szamolasa a reperfusios karosodasok idobeni
lefolyasanak meghatarozasara

A Kkisérlet elsd szakaszaban, amikor az optimalis reperfusios idétartamot hataroztuk
meg, a csoportok kozotti dsszehasonlitdst -tekintettel a nagymennyiségli szovettani metszetre-

egyszerli modszertan alapjan végeztiikk. Negyvenszeres nagyitasnal ocular micrometer alatt
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10-10 latotérben megszamoltuk a TUNEL pozitiv sejteket. A statisztikai analizist SPSS 10.0
software alkalmazasaval, egyiranyt ANOVA on ranks (Dunn’s method) teszt segitségével

végeztiik (p<0.05).

4.1.6.2.4. Apoptotikus index szamitasa a Kiilonb6zo idétartamu ischaemias
praeconditionalas, valamint az allopurinol és az E-vitamin el6kezelés vizsgalatara

A pontosabb Osszehasonlitas érdekében apoptotikus indexet szdmoltunk: a pozitivan
festddd sejtmagok szamat elosztottuk a bélbolyhok szamaval. Metszetenként 50 bélboholy
vizsgalata tortént. A statisztikai analizist SPSS 10.0 software alkalmazéasaval Student-féle t-

teszt segitségével végeztiik (p<0.05).

4.2. EREDMENYEK

4.2.1. Makroszkopos vizsgalatok eredményei

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

A mintavétel soran, amikor megnyitottuk a bélfalat, fehér szinii, nyalkés, a nyalkahartyahoz
szorosan hozzatapad6 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. érajaban vett mintakban is.

Viszont a reperfusio 4., 6. és 8. ordjaban a mintavétel soran a nyalkahartya felszinén,
ahhoz szorosan hozzatapadd nagy mennyiségii fehér lepedéket, sejttormeléket talaltunk, ami ugy

nézett ki, mintha a teljes nyalkahartya levalt volna a felszinrdl. Ezt a réteget nem tavolitottuk el.

4.2.2. Mikroszkopos vizsgalatok eredményei

4.2.2.1. Hagyomanyos szovettani vizsgalatok eredményei a reperfusios karosodasok
idobeni lefolyasanak meghatarozasara

A haematoxylin-eosinnal festett metszetekben a bélnyalkahartya felszinén minimalis

sejttormeléket talaltunk a reperfusiot kovetd 30. percben, az 1. és a 2. oras mintdkban.
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A metszetek nagy részében a villusok csucsi teriiletén subepithelialis tér volt lathato,
komolyabb nyélkahartya karosodas nélkiil. Szamos lobsejtet, foként lymphocytakat talaltunk
a bélbolyhok fels6 zonajaban. A bélfal szerkezete megtartott volt.

A reperfusio 4. és 6. ordjaban vett mintdk ¢ép nyalkahartyat mutattak, de szamos
teriileten a villusok csucsi részén subepithelialis tér (Gruenhagen-féle tér) alakult ki,
nyalkahartya elemelkedéssel a bélbolyhok csucsi részén. Lobos nyalkahartya és tunica
propria volt lathato, foként lymphocytakat talaltunk. A bélfal mélyebb rétegeinek szerkezete
megtartott volt, karosodast nem talaltunk (6. abra).

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

sejtes elemeit nem talaltunk.

6. abra

A bélnyalkahartya képe a reperfusio 6. 6rajaban vett mintaban
A nyil a nyalkahartya felszinén 1év6 nagy mennyiségi sejttormelékre mutat.
(HE festés, N: 100X)

4.2.2.2. Az immunhisztokémiai vizsgalat eredményei a reperfusios karosodasok
id6beni lefolyasanak meghatirozasara

Az ép kontroll mintakban 0,7+0,57 volt az apoptotikus sejtek szama latdterenként

40x-es nagyitas mellett. Az apoptotikus aktivitds mar a 30 perc reperfusios idé letelte utan

28



emelkedett értéket mutatott: 2,9620,61 apoptotikus sejt latszott latoterenként 40x-es nagyitas
mellett. A TUNEL pozitiv sejtek mind a nyéalkahartya basalis részében, mind a bélbolyhok
cstiesi részén is kimutathatoak voltak. Ezekben a metszetekben is lathatoak voltak lobsejtek,
foként lymphocytak, mint a haematoxylin-eosinos metszetekben is.

A reperfusio . ordjanak végén vett mintdkban mar tobb apoptotikus sejtet
szamoltunk, melyek a basalis és apicalis részen is megtaldlhatdéak voltak. Domindnsan
interstitialis sejtek, de hamsejtek is érintettek voltak az apoptosis folyamatdban. A szdmszerii
értékelés alapjan 310,74 apoptotikus sejt volt latdterenként 40x-es nagyitas mellett, mely
szinte megegyezik az el6z6 csoport értékeivel (1. tablazat).

A reperfusio 2. ordjaban vett mintdkban 6x1,17 apoptotikus sejt volt lathatd
latoterenként 40x-es nagyitas mellett. A bélfali mintdkban is megfigyelhetd volt lobsejtes
infiltratio a bélbolyhok csucsi zondjadban, melyek dominansan lymphocytak voltak.

A reperfusio 4. orajaban vett mintdkban a bél lument vastagon lepedék fedte, mely
szamos TUNEL pozitiv sejtet tartalmazott. Ezeket a lepedékben talalhatd sejteket nem
szamoltuk, mert ugyan a DNS karosodast kimutattuk benniik, de ezt necrosis folyamata is
eredményezhette. Az apoptotikus sejtek szama latdterenként [74,2+1,31 volt 40x-es
nagyitasnal. TUNEL pozitiv sejteket legnagyobb szdmban a bélbolyhok csticsan mutattunk ki,
de jelen voltak a boholy basalis regidjaban is, a basalisan elhelyezkedd cryptakban is sikertilt
apoptotikus sejteket detektalni, s6t a bélfal mélyebb rétegeiben is. Lobsejtek az elézéekben
leirtakhoz hasonl6an itt is kimutathatdak voltak.

A reperfusio 6. ordjaban vett mintakban detektaltunk legnagyobb szamban
apoptotikus sejteket, 16,3£1,05 TUNEL pozitiv sejt latoterenként. A 4. 6rds reperfusio
mintaihoz hasonld volt a szdvettani metszetek képe.

A reperfusio 8. ordjaban vett mintdkban lényegesen csdkkent az apoptotikus aktivités.
Az apoptotikus sejtek szama 4 volt latdterenként. Intenziv lobsejtes beszilirddés volt lathaté a

tunica propridban. Az apoptotikus sejtek basalisan és apicalisan is kimutathatoak voltak.
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A 12 és 24 oras reperfusios mintakban gyakorlatilag nem tudtunk kimutatni
apoptotikus sejteket, hasonléan a kontroll mintdhoz. Az apoptotikus sejtek szadma
latoterenként 1 volt 40x-es nagyitasnal.

A kontroll mintaban egészséges nyalkahartya szerkezetet lathattunk, eltérést a
vékonybélfal mélyebb rétegeiben sem talaltunk. A gyulladdsos vélasz sejtes elemei nem voltak
kimutathatéak. Az apoptotikus aktivitas alacson szinten volt, /-2 apoptotikus sejtet talaltunk
latéterenként. Viszont az apoptotikus sejtek csak a ham basalis részén helyezkedtek el.

Az apoptotikus aktivitas a vizsgalt mintakban fokozatosan emelkedett, a maximumat a
4 és 6 ords reperfusios ido letelte utan lattuk. Ezt kovetoen a TUNEL pozitiv apoptotikus
sejtek szama nagy mértékben csokkent a reperfusiot kéveto 12., 24. oraban. Szamuk megfelel
az épp kontroll mintakban lathato szamoknak.

Az ismertetett eredményeket az 1. tablazatban foglaltuk 6ssze.

I. tablazat: Az apoptotikus aktivitas vizsgalatdnak eredményei a reperfusios karosodasok
id6beni 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 csticsan, 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)
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4.2.2.3. Hagyomanyos szovettani vizsgalat eredményei a Kiilonb6z6 idotartamu
ischaemias praeconditionalas, az allopurinol és az E-vitamin elokezelés

kapcsan

Az el6z6 vizsgalatok eredményeként ebben a kisérletsorozatban a miitétet kdvetd
stabilizacids fazis letelte utan 30 perc ischaemia, majd 4 ora reperfusio kovetkezett a
kontroll csoportban. A masik négy csoportban is, a kiilonb6zé iddtartamu
praeconditionalast, az allopurinol és az E-vitamin eldkezelést kdvetden ez volt a kisérleti
protokoll.

A haematoxylin-eosinnal festett metszetekben minden csoportban kozel hasonlo
eredmeényt kaptunk, gyakorlatilag nem volt kiilonbség.

Mind a 3x5, 3x3 ¢és az 1x15 perces praeconditiondlas-, illetve az allopurinol és az
E-vitamin kezelés vizsgalati csoportjaiban vett mintdkban a bél lumenben vastag
sejttortmeléket figyeltiink meg a mucosa felszinén. Lobos nyélkahartya és tunica propria
volt lathato foként lymphocytakkal. Gyakran latszott kiterjedt subepithelialis tér
nyalkahartya elemelkedéssel a bélbolyhok apicalis részén is. A bélfal mélyebb

rétegeinek szerkezete megtartott volt, karosodast nem talaltunk.

4.2.2.4. Immunhisztokémiai vizsgalat eredménye a kiilonb6z6 idotartamu
praeconditionalasok kapcsan
A Leszoritott kontroll csoportban az apoptotikus index értéke 2,76+1,19 volt (II.
tablazat). A mintavétel sordn a nyalkahartya felszinén 1év6 tormelék ebben a csoportban volt a
legkevesebb. Az apoptotikus sejtek a mucosaban helyezkedtek el leggyakrabban (7. 4bra), de

a mélyebb rétegekben is taladltunk TUNEL pozitiv sejteket.
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7. abra
A TUNEL pozitiv sejtek elhelyezkedése a bélnyalkahartyaban.

Leszoritott kontroll csoport (K): 30 perc ischaemia, 4 6ra reperfusio.

A nyil egy TUNEL pozitiv sejtre mutat.
(Apoptag Kit, N: 100X)

A 3x5 perces praeconditionalas alkalmazédsa soran az apoptotikus index értéke

6,75+1,2 volt (II. tablazat). A Leszoritott kontroll csoporthoz viszonyitva szignifikansan

emelkedett (p=0,014) az apoptotikus sejtek szama. A nyalkahartyaban talaltuk a legnagyobb

szamban ezeket a sejteket (8. abra).

8. abra
A TUNEL pozitiv sejtek elhelyezkedése a bélnyalkahartyaban.
Praeconditionalés 1. csoport (3x5 perc):

3x5 perces ischaemias praeconditionalas, 30 perc ischaemia, 4 6ra reperfusio.

A nyilak TUNEL pozitiv sejtekre mutatnak.
(Apoptag Kit, N: 100X)
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A 3x3 perces és 1x15 perces praeconditionalas alkalmazasa kapcsan nem volt eltérés
a Leszoritott kontroll csoporthoz viszonyitva. Hasonld szovettani képet kaptunk mint a
kontroll csoportban, az apoptotikus index értéke a 3x3 perces praeconditionalas alkalmazasa

soran 3,85+1,2; mig az Ix15 perces praeconditionalas kapcsan 2,81=+1,3 volt (1. tablazat).

4.2.2.5. Az immunhisztokémiai vizsgalat eredménye a praeconditionalt, az allopurinol

és az E- vitamin el6kezelés kapcsan

A kiilonb6z6 ischaemias praeconditionalasi moédszerek koziil a 3x5 percest valasztottuk ki
az ischaemia-reperfusio kapcsan mar jol ismert védohatasu szerrel vald Gsszehasonlitashoz.

A Leszoritott kontroll csoport és a 3x5 perces praeconditionalds eredményei
megegyeznek az el6z0 fejezetben leirtakkal, ezért azt nem ismétel;jiik.

Az allopurinol (50 mg/ttkg) elokezelt csoportnal az apoptotikus index értéke 77,2+3,1
volt (II. tablazat). A bél nyalkahartya felszinén a sejttormelék nagyobb mennyiségben volt
lathato (9. abra). A Leszoritott kontroll csoporthoz €s a praeconditionalt csoporthoz viszonyitva

is szignifikans emelkedést (p=0,005) kaptunk a nyalkahartya apoptotikus index értékeiben.

9. abra
A TUNEL pozitiv sejtek elhelyezkedése a bélnyalkahartyaban.
Allopurinollal elékezelt csoport:
allopurinol 50 mg/ttkg eldkezelés, 30 perc ischaemia, 4 6ra reperfusio.
Az apoptotikus index értéke 11,243,1 latoterenként.
A nyilak TUNEL pozitiv sejtekre mutatnak.
(Apoptag Kit, N: 100X)
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Az E-vitamin elokezelés alkalmazasa utan volt a legmagasabb az apoptotikus index

érteke 12,2+3,25 (II. tablazat), amely mind a Leszoritott kontroll (p=0,002), mind a

Praeconditionalas 1. (p< 0,05) 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 (10. abra).

10. abra

A TUNEL pozitiv sejtek elhelyezkedése a bélnyalkahartyaban.
E-vitaminnal el6kezelt csoport:
E-vitamin 25 mg/ttkg elokezelés, 30 perc ischaemia, 4 6ra reperfusio.
Az apoptotikus index értéke 12,243,25 latoterenként.

A nyilak TUNEL pozitiv sejtekre mutatnak.

(Apoptag Kit, N: 100X)

I1. tablazat: Az apoptotikus index értékei a kiilonb6z6 idétartamu ischaemids

praeconditiondlas, az allopurinol és az E-vitamin el6kezelés kapcsan

Kisérleti Leszoritott | Praeconditionidlas | Praeconditionilds | Praeconditiondlis | 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 112483,1° " | 1224325
sejtmagok /
50 bélboholyra
szamolva

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

A vékonybelet kiilonleges tulajdonsagai egyediilallova teszik a transplantalt szervek
kozott. Kiemelkedd jelentdségli a bél rendkiviili érzékenysége az ischaemia-reperfusios
folyamatokra [Grant, 1989.; Grant és mtsai, 1990.; Deltz, 1991.; Todo és mtsai, 1992.; Bruin
¢és mtsai, 1994.; Grant, 1996.; Perner, 2002.; Chang ¢és Stein, 2003.; Middleton és Jamieson,
2005.]. Egyike azon szerveknek, amelyek nagyon érzékenyen reagalnak a vérellatas
megsziinésére. Az ischaemia okozta morphologiai valtozasok, sériilések karakterisztikusan a
bélfal villusaiban kezdddnek és a cryptak felé terjednek tova [Chiu és mtsai, 1970.; Shah és
mtsai, 1997.(a), 1997.(b); Coopersmith és mtsai, 1999.; Quaedackers és mtsai, 2000.].

Az ischaemia-reperfusio kapcsan fellépd karosodasok tobb tényezdre vezethetOk
vissza: reaktiv oxigén intermedierek, leukocyta adhesiés molekuldk, nitrogén oxid, de a
folyamatban szerepet jatszo dsszes faktor még ma sem ismert [Parks és Granger, 1986(a).;
Parks és Granger, 1986.(b); Parks és mtsai, 1988.; Schoenberg és Berger, 1990., 1993.; Buttke
¢s Sandstrom, 1994.; Haglund, 1994.; Bradbury ¢és mtsai, 1995.; Haglund és Bergqvist,
1999.].

Az ischaemia-reperfusio soran a szabadgyokok legfontosabb forrasat az aktivalt
neutrophil granulocytdk mellett a xantin oxiddz/dehidrogendz rendszer miikddése jelenti. A
szovetek koziil a bél tartalmaz legnagyobb mennyiségben xantin-dehidrogenaz enzimet,
amely az ischaemia hatdsara a xantin oxiddzza alakul. Ez a folyamat leggyorsabban a bélben
megy végbe, akar 1 perc alatt a xantin-dehidrogeanz teljes mennyisége atalakul oxidaz
formava [Parks és mtsai, 1982.; Parks és Granger, 1986.; Parks és mtsai, 1988.]. Anoxia soran
a sejtben az ATP defoszforilalodik, az AMP koncentraciodja fokozodik. Igy a hypoxias sejtben
mind a xantin-oxid4dz, mind annak egyik szubsztratja jelen van. Reperfusio-reoxigenizacio soran a
masik szubsztrat, a molekularis oxigén is megjelenik és a xantin-oxiddz a molekularis oxigént

szuperoxid gyokké és hidrogénperoxidda redukalja [Granger és mtsai, 1980.; Parks és Granger,
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1986.(b); Parks ¢és mtsai, 1988.; Schoenberg és Berger, 1990., 1993.; Buttke és Sandstrom, 1994.;
Haglund, 1994.; Bradbury és mtsai, 1995.; Haglund és Bergqvist, 1999.].

Granger szerint a vékonybélben a legnagyobb xantin-oxidaz enzimaktivitas a villusok
apicalis részében mutathato ki, ezért a szabagyokok okozta karosodasok intenzivebbek ezen a
teriileten [Granger és mtsai, 1980., 1981., 1986.(b); Granger ¢és Korthuis, 1995.]. Mindez
magyarazhatja hogy, miért talaltunk olyan intenziv kérosodast a nyalkahartyaban, €¢s miért
ilyen nagy az apoptotikus sejtek szama a reperfusio 4. és 6. drajaban.

Egyértelmi irodalmi adatok nem alltak rendelkezésre a mesenterialis ischaemiat
kovetden kialakuld apoptosis idoben lefolydsara, ezért vizsgaltuk ezt munkank soran.

Az apoptosis aktiv fehérjeszintézist igényl6 folyamat, melynek végbemeneteléhez id6
sziikséges, ez lehet a magyarazata, miért volt alacsony az apoptotikus sejtek szama a
reperfusiot kdvetd 30. percben, és 1., valamint 2. 6rdjaban 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 ido periodus az apoptosis folyamatanak vizsgalatara.

Az apoptotikus sejtek szama alacsony volt a reperfusio 8., 12., 24. 6rdjaban vett
mintakban, tehat a folyamat mar lecsengett, tovabbi vizsgalatok szdmara nem alkalmasak
ezek a reperfusios idétartamok.

Az irodalom nem egységes a kiilonbozo idétartamt praeconditionaldsi modszerek
alkalmazasa kapcsdn sem. A kutyak esetén az 5 perces praeconditionalasi idétartam
hatékonynak tlint coronaria arteria leszoritasok soran. Murry kutydk esetén egyforman
hatasosnak taldlta az 5 perces praeconditiondlasi periodusokat, valamint a 15 percig tartd
praeconditionalassal is j6 eredményeket ért el. Ez a kedvez6 véddhatas 60 percig maradt meg,
€s 120 perc utan teljesen megsziint [Murry és mtsai, 1986., 1991.]. Yellon leirja, hogy kiilonboz6

allatfajoknal mas molekularis mechanizmus érvényesiilhet az ischaemias praeconditiondlds soran.
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A patkany, a nyul, a kutya és a sertés szivizom praeconditionaldsa soran eltéréseket talaltak [Yellon
és mtsai, 1998.].

Kisérleteinkben a fenti tények ismeretében is vizsgaltuk a kiilonb6zo
praeconditionalasi protokollok hatékonysdgat ¢és az apoptosisra kifejtett hatdsat.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy praeconditionalas hatasara novekszik az apoptotikus sejtek
szama a bélfalban. Kiilondsen a 3x5 perces modszer novelte szignifikansan a TUNEL pozitiv
sejtek szamat a kontroll csoporthoz viszonyitva. A 3x3 perces modszer szintén emelte az
apoptotikus sejtek szamat, mig az 1x15 perces praeconditionalas nem okozott valtozast az
apoptosisban kisérleti modelliinkben.

Elozetes feltételezésiink az volt, hogy a praeconditionalas csokkenteni fogja az
ischaemia-reperfusio kapcsan kialakuldé apoptosis mértékét, mivel az ischaemids
praeconditionalds  védelmet biztosit az ischaemia-reperfusio kapcsan kialakuld
karosodasokkal szemben. Eredményeink azonban ezzel ellentétesek. Magyarazat az lehet,
hogy keverék kutya modelliinkben az alkalmazott praeconditionalasi modszerek a 30 perc
ischaemia 4 6ra reperfusio kapcsan kialakulé karosodasokat nem tudjak kivédeni.

Feltételezhet6en a praeconditionalt sejtek magasabb intracelluldris energia szintje tette
szamukra lehetévé az apoptotikus sejthalalt.

Ferencz és munkatarsai keverék kutydban 4x5 perces ischaemids praeconditionalast
alkalmazva hasonlé eredményre jutottak [Ferencz és mtsai, 2002.]. TUNEL technikat
alkalmazva DNS karosodast mutattak ki. A praeconditionalt csoportban emelkedett értékeket
talaltak a kontrollhoz viszonyitva. Az NF-kB-nek kulcsfontossadgu szerepet tulajdonitottak a
jelatviteli folyamatokban ¢€s az ischaemia-reperfusio kivédésére alkalmazott praeconditionalas
mechanizmuséban is, a jol ismert xantin-oxidaz, neutrophil granulocytak aktivacidja mellett.

Az allopurinol elokezelés alkalmazésa soran is feltételezésiinkkel ellentétes eredményt

kaptunk -hasonléan a praeconditionalasnal tapasztaltakhoz-, azaz nem csokkent, hanem
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emelkedett az apototikus sejtek szdma a bél nyalkahartydban. Mindez azt sugallhatja, hogy
kialakulasdban tobb faktor is szerepet jatszhat.

Az ischaemia-reperfusio soran fellépd oxidativ stressz csokkenthetd az allopurinol
eldkezeléssel, amely hozzdjarul a reaktiv oxigéngyokok szintjének mérséklése altal a sejtek
taléléséhez. Mérséklodhet a sejteket érd intracellularis kalcium akkumulécid, az ATP
felhasznalds. A tuléld sejtek szdmanak novekedése mellett eldsegitheti az apoptotikus
sejthalalt a necrosissal szemben. Shah [Shah és mtsai, 1997.(a), 1997.(b)] igazolta, hogy az
ischaemia-reperfusio apoptosist okoz a bélben, de azt is leirta, hogy ischemia-reperfusio utan
a bélfalban apoptosis €s necrosis egyarant kialakulhat. Modelljében bél transplantatiot
végzett patkanyokon, és 24 oran keresztiil 4°C-os fizioldgias sdoldatban, illetve modositott
University of Wisconsin oldatban -amely allopurinolt is tartalmaz- tarolta a bél graftokat.
Modelljében az apoptosist tartja az elsdédleges sejthalal formanak szemben a necrosissal [Shah
¢s mtsai, 1997.(a)].

Nicotera az ATP szintet tartja meghatarozénak arra vonatkozodan, hogy a sejtek
apoptosissal, vagy necrosissal pusztulnak el. Ha az intracellularis ATP szint alacsony, az
apoptosist kivaltd stimulus necrosist okozhat. Az intracellularis energia szint befolyasolja,
hogy a két sejthalal tipus koziil melyik kdvetkezik be [Nicotera és mtsai, 1998.].

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 hiany 70-100%, a Ca”™" szint ndvekedés >1puM, nagy mennyiségii szabadgyok
képzodés, Bcl-2 gatlas, a caspase-rendszer aktivacidja nem sziikséges a folyamathoz
[McKonkey, 1998.].

Sheu szerint az E-vitamin gétolja az NF-kB az aktivéaciojat [Sheu és mtsai, 1999.].
Az NF-xB részvételét szamos folyamatban igazoltdk, példaul az ischaemia-reperfusio

folyamataiban [Li és mtsai, 1990.; Nichols, 2004.], az apoptosisban, és az intestinalis
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reperfusio folyamataiban, a szisztémas gyulladasos valaszban is [Nichols, 2004.]. Nichols
mesenterialis ischaemia kapcsdn megallapitotta egér kisérletek sordn, hogy ha gatoljuk az
NF-kB aktivaciojat, akkor reperfusiét kovetden az apoptosis mértéke nodvekszik a
nyalkahartyaban.

A modelliinkben talalt eredmények is 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 kialakulo sériilésekben
[Ferencz ¢és mtsai, 2002.].

Osszegezve kisérletei eredményeinket elmondhat6, hogy amennyiben az ischaemids
inzultus enyhébb, vagy bizonyos védéfaktorok (pl. praeconditionélés, allopurinol, E-vitamin)
vannak jelen, az ischaemids sejthalal forméja nagyobb mértékben apoptosissal torténik.
Gyulladas ¢és szovetkarosodds kisebb mértékben jon Iétre a szovetekben, kedvezOobb

feltételeket biztositva a szovetregeneracid szamara.
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5. MESENTERIALIS ISCHAEMIA-REPERFUSIO OKOZTA
HAEMORHEOLOGIAI ES HAEMATOLOGIAI VALTOZASOK VIZSGALATA
AZ ARTERIA MESENTERICA SUPERIOR LESZORITASAT KOVETOEN
- II. KISERLETI MODELL

Ismereteink szerint a mesenterialis ischaemia-reperfusidos karosoddsok ¢és a
vorosvérsejt deformabilitas valtozasok vonatkozasdban kevés irodalmi adat all rendelkezésre,

ezért céljaink kozott szerepelt ennek a kérdéskornek a vizsgalata is.

5.1. ANYAG ES MODSZER

5.1.1. Kisérleti allatok, anaesthesia

Vizsgalatainkat az JAllatok védelmérdl és kiméletérsl” szolo 1998. évi XXVIIL
Torvény elbirasainak betartasaval, a Debreceni Egyetem Allatkisérleti Tudomanyetikai
Bizottsag engedélyével végeztiik (engedély szam: 22/1999/ATEB).

Kisérleteinket tiz, 22-25 kg testtomegti (23,4+2,63kg) keverék kutyan -korra és nemre
valo tekintet nélkiil- végeztiik. Az allatokat a 4.1.1. fejezetben leirtak szerint tartottuk.

A kisérleti allatok altatasat intramuscularisan adott Primazin (2%-0s xylazinum
hydrochloricum, 1 mg/ttkg) ¢és SBH-Ketamin (10%-os ketaminum hydrochloricum,

10 mg/ttkg) kombinalt narcosist alkalmazva végeztiik.

5.1.2. Miitéti modszer, kisérleti csoportok

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

hasfalzaras tortént.

5.1.3. Laboratériumi vizsgalatok, statisztikai analysis

Laboratoriumi vizsgalatokat a miitét 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).
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5.1.3.1. Vorosvérsejt deformabilitasi vizsgalatok filtrométerrel

A mintavételek Na-heparin tartalmu csovekbe (143 IU, 7 ml, BD Vacutainer® Belliver
Industrial Estate, UK) periférids vérbol, a vena saphena parva-bol torténtek. A Na-heparinnal
anticoagulalt vérmintdkat 10 perc centrifugalds, valamint a plasma ¢és a ’buffy coat’
eltavolitasa utan higitottuk foszfat pufferrel (PBS), majd ujra centrifugaltuk és eltavolitottuk a
feliiliszot. A voOrdsvérsejt-szuszpenzidt 1:1 ardnyban PBS oldattal higitottuk, majd
meghatdroztuk a haematocrit értékét Janetzky-kapillaris centrifugaval (5 perc). A kapott
haematocritnak megfeleléen a mintat PBS-sel tovabb higitottuk a méréshez sziikséges 5%-os
sejtszuszpenzid-haematocritra.

A vorosvérsejtek deformalodasi képességét a St. George’s Blood Filtrometer modszer
alapjan, filtraciés elven mitkodé Carat FT-1 tipust filtrométerrel (Carat Diagnosztika Kft.,
Budapest) hataroztuk meg. A méréseket a mintavételtdl szamitott 2 6ran beliil elvégeztiik.

A mérések kontrollalt 22+1 °C-os kdrnyezetben torténtek. Az 5%-o0s vOrosvérsejt-szuszpenziot
5 um atlagos porusatmérdijii polycarbonat filteren dramoltattuk at (Nuclepore®, Whatman Inc.) allandé
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 filtracids 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 dimenzi6 nélkiili szam. Az RCTT értékek
forditottan aranyosak a voOrOsvérsejtek deformabilitasaval: a filtracio soran nehezen deformalodo

sejtek lassabban haladnak at a filteren, igy a tranzitidé megnyulik.

5.1.3.2. Haematologiai vizsgalatok

A K;-EDTA anticoagulanst tartalmazé csovekbe (7,5%, 2 ml, BD Vacutainer®

Belliver Industrial Estate, UK) nyert vérmintdkbol a kovetkezd 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 koncentraciéo (Hgb [g/dl]),
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atlagos vorosvérsejt térfogat (mean corpuscular volume, MCV [fl]), atlagos vOrdsvérsejt
haemoglobin tartalom (mean corpuscular hemoglobin, MCH [pg]), atlagos vorosvérsejt
haemoglobin koncentracié (mean corpuscular hemoglobin concentration, MCHC [g/dl]),
vorosversejt eloszlasi szélesség (red cell distribution width, RDW-CV [%]), thrombocytaszam

(Thr [x10°/ul]), atlagos thrombocyta térfogat (mean platelet volume, MPV [fl]).

5.2. EREDMENYEK

5.2.1. A vorosvérsejt deformabilitas valtozasai

A relativ sejt tranzit 1d6 (RCTT) a reperfusio elsd ordjaban nem mutatott jelentds
kiilonbséget az Ischaemia-Reperfusio csoport és az  Aloperdlt Kontroll csoport kozott.
A reperfusio 2. ordjaban azonban kismértékii, de az elsé ordhoz képest szignifikdns RCTT
novekedés latszott az Ischaemia-Reperfusio csoportban. A legjelentdsebb voOrdsvérsejt
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 szignifikansan

emelkedett és a 7. postoperativ napra a kiindulasi értékek iranyaba rendezddott (11. abra).
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11. abra
A relativ sejt tranzit id6 (RCTT) valtozasai

az Ischaemia-Reperfusio és Aloperalt Kontroll csoportokban az id6 fiiggvényében
*p=0.0120 vs IR I 6éra; #p=0.0321 vs IR 2. nap (Wilcoxon signed rank test);  p=0.048 vs AL 3. nap;
T p=0.0062; £ p=0.0003 vs AL 5. nap (t-test és Mann-Whitney rank sum teszt).
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5.2.2. A haematologiai paraméterek valtozasai

A fehérvérsejtszam a reperfusio els6 négy orajaban fokozatos emelkedést mutatott az
Ischaemia-Reperfusio csoportban, amely a 6. orara érte el csucspontjat. A megemelkedett
fehérvérsejtszam mind a kiindulasi, mind a kontroll értékekhez képest szignifikans (p<0,001)
volt. Még az 1., 2., és 3. postoperativ napon is jelentdsen magasabb fehérvérsejtszdmot
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-reperfusiés csoportban lathato

valtozasokhoz viszonyitva (12. abra).
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12. abra

A fehérvérsejtszam (Fvs) valtozasa az Ischaemia-Reperfusio és Aloperalt Kontroll
csoportokban az idd fliggvényében

* p<0,05 vs Alap, #p<0,05 vs AL
A vordsvérsejtszam a teljes vizsgalati periodus soran nem mutatott szignifikans
valtozast, de az  atlagértékek  valtozasa  alapjan  elmondhat6, hogy az
1. postoperativ napra kozel 7,5%-kal emelkedett a vorosvérsejtszam az Ischaemia-Reperfusio
csoportban, majd az elsd postoperativ héten kismértéki csokkenést mutatott: a 7. postoperativ
napon a vOrdsvérsejtszdm a kiindulasi érték (mfitét eldtti alapérték) 95,47%-at mutatta.
A haemoglobin szint, valamint a haematocrit ezzel parhuzamosan valtozott azzal a

kiilonbséggel, hogy az 1. postoperativ napon jelentkez6 enyhe fokti haemoconcentratio
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csupan 3,81%-nyi haematocrit emelkedést jelentett, mig a 7. postoperativ napra a kiindulasi
érték 88,22%-ra csokkent.

Az Ischaemia-Reperfusio csoportban az atlagos vorosversejt térfogat, az atlagos
vOrdsvérsejt haemoglobin tartalom- €s koncentracié a postoperativ 3. és 7. nap kozott
jelentkezO vorosvérsejtszam-, haemoglobin- €s haematocrit valtozasokbol adoddan csak
kismértékben valtozott.

A thrombocyta szam az Ischaemia-Reperfusio csoportban a teljes vizsgalati periddusban
alig mutatott valtozast, az egyedi értékek variabilitisa miatt nagy szords mutatkozott.
Az 1. postoperativ napra a kiindulasi atlagértek 90,12%-at kitevo thrombocyta szamot 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 jellegli valtozasok sem voltak.

5.3. MEGBESZELES

Az arteria mesenterica superior leszoritdsdval eldidézett mesenterialis ischaemia-
reperfusio haemorheologiai- és haematologiai vizsgalata soran kapott eredmények azt sugalljak,
hogy a vorosvérsejt deformabilitds romlasdnak mértéke a 3. postoperativ napon a legjelentdsebb,
ezért ez az iddszak kritikusnak tekinthetd a postoperativ szovoédmények szempontjabol is.

A klinikai gyakorlatbdl is ismert korai postoperativ iddszak szovédmény lehetdségei
szamos kisérletes modell kialakitdsat indokoltdk, amelyekben kiilonbozé iddtartamil
ischaemia-reperfusids torténések vizsgalataval bizonyitottak tobb szerv vonatkozédsaban is,
hogy szamos haemostaseologiai-, haematologiai- ¢és haemorheologiai paraméter mutat
szignifikans romlast az elsé harom postoperativ napon [Dormandy és mtsai, 1985.; Németh ¢és

mtsai, 2003., 2004., 2006.(a), 2006.(b); Petd és mtsai, 2005., 2007.; Szokoly és mtsai, 2005.].
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Szovettipustol fliggben a kiilonbozo iddtartamu €s kiilonbozd szdveti kiterjedési
ischaemia ¢és az azt kovetd reperfusio eltérd mértékben ronthatja a voOrdsvérsejt
deformabilitast [Németh és mtsai, 2004., 2006.(b); Szokoly és mtsai, 2005.].

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-oxidaz rendszer miikodésébol felszabaduld szabadgyokok
befolyasoljak a vorosvérsejtek deformabilitasat [Fehér és Vereckei, 1985.; McCord, 1985.;
Granger, 1988.; Granger és Korthuis, 1995.; Baskurt és mtsai, 1998.]. A szovetkarosodas
mértekétdl fliggden a polymorphonuclearis leukocytak aktivacidjabol és miikodésébol szarmazod
szabadgyokok hatdsa eredményezheti a postoperativ elsé néhany napban (dominansan a 3.
postoperativ nap) mutatkoz6 vorosvérsejt-szuszpenzid filtralhatésag csokkenést [Anaya-Prado és
mtsai, 2002.; Nanobashvili és mtsai, 2002.].

Irodalmi adatok szerint allatkisérletes végtagi ischaemia-reperfusiés modellen akar 10,
illetve 15 perces ischaemia is a felengedés utdn azonnal szignifikans mértékben rontja a
vorosvérsejt deformabilitast és noveli a vorosvérsejt aggregatios készséget [Kayar és mtsai,
2001.]. A kiilonboz6 szervek, szervrendszerek vizsgalatanal nyert adatok egymassal csak elméleti
szinten hasonlithatéak Ossze, hiszen az ischaemias tolerancia jelent6sen szdvettipus fliggo, és a
vékonybél egyike az ischaemia-reperfusio kapcsan a kialakuld karosodéasokra legérzékenyebben
reagalo szoveteknek [Granger €s mtsai, 1980., 1981., 1986.(b); Granger ¢s Korthuis, 1995.].

Eredményeink alapjan ugy tlinik, hogy az arteria mesenterica superior leszoritasat igénylo
vékonybél miitéteket kovetd 1-3. postoperativ napon -az esetleges szovodmény lehetdségek
felmertilése kapcsan- a vorosvérsejt deformabilitas vizsgalata (kiilonos tekintettel az RCTT
mérésére) adatokat szolgaltat a vékonybél miitétet kdvetd allapotarol, és a miitéti beavatkozassal
egyiitt jar6 ischaemia-reperfusids karosodasok kimutatasdban jé jelz6 modszer lehet, koran

jelezve a vékonybél érintettségét.
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6. HAEMORHEOLOGIAI ES HAEMATOLOGIAI PARAMETEREK VALTOZASA
A LOKALIS ES A SZISZTEMAS KERINGESBEN MESENTERIALIS ISCHAEMIA-
REPERFUSIO FOLYAMATAI SORAN PATKANYBAN

- 1II. KISERLETI MODELL

El6z6 -haemorheologiai vizsgdlatokat bemutato- kisérletsorozatunkat folytatva és
kiegészitve, célunk a mesenterialis ischaemia-reperfusio kapcsan a szisztémas keringés
mellett a lokalis keringésben kialakuldé haemorheologiai valtozasok vizsgalata is volt patkany

eldkisérletben, ujabb mérémodszerek bevezetésével.

6.1. ANYAG ES MODSZER

6.1.1. Kisérleti allatok, anaesthesia

Vizsgélatainkat 10 db ndstény, 360.6 + 46.07g testtomegili CD outbred patkédnyon a
Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga engedélyével (engedély szam:
6/2006. DEMAB) végeztiik. Az allatok standard méretii ketrecekben az el6irasoknak
megfelelden voltak elhelyezve ¢€s tartva.

A beavatkozasokat subcutan adott Atropin (1%-os atropinum sulfuricum,
0,04 mg/ttkg, Paines&Byrne, Ltd.) premedikaciot kdvetden, intraperitonealis Nembutallal

(Na-pentobarbital, 35 mg/ttkg, Phylaxia-Sanofi, Ltd.) anaesthesidban végeztiik.

6.1.2. Miitéti modszer, kisérleti csoportok

1. Ischaemia-reperfusio [I/R] csoport (n=5): median laparotomia utan, operacios
mikroszkop (Leica Wild M650, LEICA Ltd., Germany) alatt kipreparaltuk az arteria
mesenterica superiort, majd mikrosebészeti klippekkel 30 percre leszoritottuk (13. abra).
A klippek eltavolitdsa utdn a reperfusio 60. percéig végeztik Ilaboratéoriumi
vizsgalatainkat.

2. Aloperdlt kontroll [AL] csoport (n=5): median laparotomiat kovetéen csak az arteria

mesenterica superior preparalasat végeztiik el és leszoritds nem tortént.
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superioron

13. abra
A kipreparalt és leszoritott arteria mesenterica superior patkanyban

6.1.3. Laboratoriumi vizsgalatok, statisztikai analysis

A vérmintakat a vena portaecbdl illetve a vena cava caudalisbol nyertiik.
A mintavételek soran 0.2 ml vért vettiink 1 ml-es fecskenddvel. A fecskendd konuszéba
felszivott Ks-EDTA (1,5 mg/ml) segitségével végeztiik az anticoagulalast.

Az Ischaemia-reperfusio [I/R] csoporfban az arteria mesenterica superior preparalasat kovetden
végeztik az elsé mintavételt (Alap). Ezt kovetden a klippek felengedése eldtt és utan 1-1 perceel (R-1;
R+1), majd a reperfusio 15. (R+15), 30. (R+30) és 60. (R+60) percében végeztiikk a mintavételeket.

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

A statisztikai analizist egyiranyd ANOVA on Ranks teszt ¢s Mann-Whitney Rank sum

teszt segitségével végeztiik. A p<0.05 értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

6.1.3.1. Vorosvérsejt deformabilitasi vizsgalatok ektacytometerrel

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

Ez az automata a lézer-diffrakcid technikajat kombinalja a slit-flow (rés-aramlas)
rheometridval. Az ektacytometer miikodési elve szerint a mintat egy kapillarist (d=216um) tartalmazo

specialis tartoba helyezziik. Ezutan a mintat az automata a kapillarisban vakum-nyomas ala helyezi,
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ezaltal a magas viszkozitasu kozegben a vordsvérsejtek in situ megnyulnak. Ezt kdvetden a
mérdeszkoz 1ézerdidodajanak fénye athalad a mikrorésen, -kapillarison (slit)-, igy az abban talalhato
sejtek alakjanak megfelel6 diffrakcios képet, mintat kapunk. EbbOl egy software segitségével
kalkulalja ki a késziilék az elongacios indexet (EI), amely egyenl6é a (L-W)/(L+W) hanyadossal, ahol
az L a hossza és W a szélessége a deformalt sejteknek, allando nyirderd (Shear Stress [SS]) mellett.

A nyiroerd (SS) fiiggvényében abrazolva az elongacids indexet (EI), a Lineweawer-Burke
analizist alkalmazva megadhaté a sejtek kalkulalt maximalis elongacids indexe az El ., €s a kalkulalt
maximalis elongécios index feléhez tartozé nyirderd értéke az SSy,. A maximalis elongacids index az
az érték, amelynél a sejt molekularis és strukturalis paramétereitdl fliggden, adott nyirderd (SS) mellett
eléri maximalis elnytjthatosagat. Tehat meghatarozott nyiréerd tartomanyban (SS: 0-20 Pa), magas
viszkozitasu PVP (Polyvinylpyrrolidon) kozegben Iézerdiffraktogramm elemzésével méri a
vorosvérsejtek deformabilitdsat. A magas viszkozitasu kozeg meggatolja a sejtek elmozduldsat a
kapillarisban, viszont a ra kifejtett er6k képesek ket deformalni.

Altaldnossagban elmondhatjuk, hogy a vordsvérsejtek deformabilitasa romlik, ha az Elpay

értéke csokken és/vagy az SS, értéke emelkedik.
6.1.3.2. Vorosvérsejt aggregatio mérése

Kiegészitd vizsgalatként a vorosvérsejtek aggregatiojat is meghataroztuk a 30 perces
ischaemia utols6 percében a klippek felengedése eldtt (R-1), és a reperfusio végén (R+60).
A méréseket Myrenne MAI1 aggregométer (Myrenne GmbH, Németorszag)
segitségével végeztiik. A berendezés az optikai aggregometria elvét hasznalva miikodik,

amely a véren athalado6 vagy visszaverddd, szorodo fény intenzitdsanak mérésén alapul.

6.1.3.3. Haematologiai vizsgalatok

Laboratériumi méréseinket standard koriilmények kozott végeztiik. Qualitativ és
quantitativ paramétereinket SYSMEX F-800 haematologiai automatan (microcell counter-
TOA Medical Eiectronics Corp., Ltd., Japan) mértik. A mérések metodikaja és a mért

paraméterek megegyeznek a 5.1.3.2. ,,Haematologiai vizsgélatok™ fejezetben leirtakkal.

6.2. EREDMENYEK

6.2.1. A vorosvérsejt deformabilitas valtozasai

Nem volt szignifikans eltérés a vizsgalat idtartama alatt a maximalis elongécios index

(ElLnax) értékeiben a két kisérleti csoport kdzott a vena portae és vena cava caudalis mintaiban.
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Az El iy értékei 0.553 és 0.560 kozotti tartomanyban voltak.

Azonban, a maximalis elongécids index érték feléhez tartozo nyiroderd az SS, értékei a
reperfusids iddszak utols6 30 percében jelentds eltérést mutattak.

Az Ischaemia-Reperfusio [I/R] csoport vena portae mintaiban szignifikans emelkedést
tapasztaltunk az SS.,, értékeiben a reperfusio kezdete el6tt (2.25+0.44 Pa, p=0.014), és a klipp
eltavolitasa utan egy perccel (2.30+£0.46 Pa), Osszehasonlitva 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: 1.71+0.13 Pa, p<0.05 és 1.62+0.20 Pa, p<0.05) (14. &bra).

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 ¢s 1.62+0.20 Pa, p<0.001) (14. &bra).
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A vorosvérsejt deformabilitas valtozdsa az ischaemia-reperfusio soran az

Ischaemia-Reperfusio és az Aloperalt Kontroll csoportokban az id6 fiiggvényében
* p<0,05 vs. Alap; # p<0,05 vs. Aloperdlt Kontroll
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6.2.2. Vorosvérsejt aggregatio valtozasai

A portalis vérmintak aggregatios értékei magasabbak voltak az ischaemia utolsé percében
(R-1) ¢és a reperfusio végén (R+60) a vena cava mintaival Gsszehasonlitva.
Szamszerten kifejezve a portalis és vena cava caudalis aggregatios index hanyadosait a kdvetkezo
értékeket kaptuk: R-1 id6pontban: 1.86 (vena portae: 6.55+0.37 vs. vena cava: 3.51+0.62); az
R+60 idOpontban a hanyados értéke: 2.36 (vena portae: 4.06+0.78 vs. vena cava: 1.72+0.16).

Megallapithatd, hogy a vena portaeban a vorosvérsejtek aggregatidja fokozottabb.

6.2.3. A haematologiai paraméterek valtozasai

A haematologiai paraméterek koziil csak a szignifikdns eltérést mutatoakat ismertetjiik.
Haematocrit valtozasok

Az Aloperdlt Kontroll csoport vena portaebdl vett mintakban a haematocrit kismértéki
csokkenést mutatott, mig az Ischaemia-Reperfusio csoportban szignifikans (p<0.05) emelkedést
tapasztaltunk, mely cstcsat a reperfusio els6 percében érte el. A vena cava caudalisbol nyert
mintak elemzése soran hasonl6 tendenciat figyelhettiink meg. A vena portae €s vena cava caudalis
mintai kozott egyetlen idodpontban sem lehetett szignifikans kiilonbséget kimutatni (I11. tablazat).

II1. tablazat: A haematocrit valtozasa a vena portae ¢€s a vena cava caudalis mintadkban az
Ischaemia-Reperfusio és az Aloperalt Kontroll csoportokban az id6 fliggvényében

Minta | Csoport | Alap R-1 R+1 R+15 | R+30 R+60

vena | Aloperalt 3335+ | 3338+ | 35.15+(34.19+| 3232+

portae | kontroll 3501 5.08 4.16 3.66 1.85 4.49

I/R +£2.59 [41.21+| 4508+ | 42.92+|41.52+| 39.08 +
2.3# 4.16%# | 8.12# | 3.49% 2.48#

vena | Aloperalt 35314 | 3531+ | 3473+ [35.11+ | 29.63+

*
cava kontroll 3733 6.39 5.29 3.86 2.53 1.96

caudalis I/R +5.36 [43.29+| 46.06+ | 4633+ 4198+ | 41.33+
4.67% | 9.05%# | 6.3*# 3*# 2.98*#

* p<0.05 vs. Alap, #p<0.05 vs. Aloperdlt kontroll
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Atlagos vorosvérsejt térfogat valtozdsok

Az Ischaemia-Reperfusio csoport vena portaebol, valamint a vena cava caudalisbol
szarmaz6 mintdiban folyamatosan és szignifikdnsan (p<0.05) emelkedtek az MCV értékek
minden vizsgalt iddpontban, mind az Aloperdlt Kontroll csoporthoz, mind az alapértékhez

viszonyitva. Az atlagos vorosvérsejt térfogat valtozasat a 15. adbra foglalja 6ssze.

Vena portae Vena cava caudalis

g
. wn
2 H
ﬁ gg: * * * * * ESO
= # # # # # > 70
— 60 <
>
@)
=

I an

R+1  R+15 R+60
Alap 4RI R+ R+IS R+30 R+60 R+30
—~
Ischaemia Reperfusio Ischaemia Reperfusio

0 Aloperalt Kontroll csoport [AL] B Ischaemia-Reperfusio csoport [I/R]

15. abra
Az atlagos vordsvérsejt térfogat valtozasa a vena portae és a vena cava caudalis mintakban az

Ischaemia-Reperfusio és az Aloperalt Kontroll csoportokban az id fiiggvényében
* p<0,05 vs Alap; #p<0,05 vs AL

Fehérveérsejtszam valtozdsok

Az Ischaemia-Reperfusio [I/R] csoport portalis mintdiban emelkedést mutattak a
fehérvérsejtszam értékei (3.45+0.56 x10°/uL), amely emelkedés szignifikans volt a reperfusio
30. (4.8142.02 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) (16. 4bra).

Az Ischaemia-Reperfusio csoport vena cava caudalis mintdiban szintén az
elobbiekkel korrelaldo 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
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10°/uL, p<0.001 és 5.86+0.70 x 10°/uL, p<0.001), Ssszechasonlitva az alap és Aloperdit

Kontroll csoport értékeivel (2.58+0.36 és 2.05+0.82 x10°/ul, p<0.05) (16. abra).

10 Vena portae Vena cava caudalis
] *
a * a
z 8 # ) 7
H H
= 6 =
<) <)
4
< * * <
= =
2
0- i
Alap R-1 R+l R+15  R+30 R+60 Alap 1 R-1 R+l R+15 R+30 R+60
1 | - _— | - —— -
Ischaemia Reperfusio Ischaemia Reperfusio
[ Aloperalt Kontroll csoport [AL] B Ischaemia-Reperfusio csoport [I/R]
16. abra

A fehérvérsejtszam valtozasa a vena portae €s a vena cava caudalis mintdkban az

Ischaemia-Reperfusio és az Aloperalt Kontroll csoportokban az id6 fiiggvényében
* p<0,05 vs Alap; #p<0,05vs AL

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

alapértékhez viszonyitva (16. abra).

6.3. MEGBESZELES

Kutatasainkban az ischaemia-reperfusiés folyamatok bizonyos haemorheologiai és
haematologiai kovetkezményeit vizsgaltuk lokalis ¢és szisztémds keringésbdl nyert
vérmintakban. Mértiik a vorosvérsejtek passziv deformalhatosdgat és elemeztik a
haematocrit, a fehérvérsejtszam, az atlagos vorosvérsejt térfogat valtozasait, a vorosvérsejtek
aggregatios készségét.

Eredményeink szerint a lokdlis keringésbdl (vena portae) €s a szisztémds (vena cava

caudalis) keringésbOl nyert mintdkban megfigyelhettiik a vorosvérsejtek deformabilitasanak
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romlasat és a voOrdsvérsejtek aggregatigjanak novekedését, valamint a reperfusio soran
szignifikansan emelkedett a haematocrit, az atlagos vorosveérsejt térfogat, a fehérvérsejtszam is.

Megerdsitettilk azokat a korabbi megallapitasokat, hogy a haemorheologiai
paraméterekben tapasztalt valtozasok jelentésen befolyasolhatjdk a mikrokeringést az
ischaemia utdn, ami additiv moédon ndvelheti a keringésbdl korabban kizart teriiletek
karosodasat. Ezek a megfigyeléseink ugyanis megegyeznek a végtagi ischaemia-reperfusio
kapcsan leirt mikrokeringésben bekovetkezd karosodasok megfigyelésével [Németh és mtsai,
2004.].

Modelliinkben azt figyelhettiik meg, hogy a reperfusio 30. és 60. percében a
vorosvérsejtek deformabilitdsa szignifikansan romlott, mivel az SSy, értékek emelkedtek ezen
idépontokban mind a lokalis (portalis), mind a szisztémas (cavalis)vérmintakban.

Jelen kisérletiinkben megfigyelt valtozasok 6sszhangban vannak az el6z6 5. fejezetben leirt
modelliinkben tapasztalt filtrometrids modszerrel kapott eredményekkel, miszerint a vorosvérsejt
deformabilitasa romlik mesenterialis ischaemia-reperfusio soran. Az Ujabb ektacytometrias
mérémodszerrel kapott eredmények igy megerdsitették a vordsvérsejt deformabilitds valtozas
kimutatasanak jelzo értékét ischaemia-reperfusios karosodasok kapcsan.

A vorosvérsejtek deformabilitasanak romlédsanak magyardzata lehet lokalisan
kialakul6 kiillonboz6 mikrokdrnyezeti tényezok valtozasa, mint példaul az ionszint, a pH, az
osmolaritas, €s az intra- és extracellularis folyadékterek megoszlasanak valtozasai, valamint
az intracellularis ATP szint csokkenése. Ezen eltérések befolyasolhatjak a vordsvérsejtek
alakjat, térfogatat. A vorosvérsejtek deformabilitasat csokkentheti tovabba a megndvekedett
szabadgyok koncentracié okozta lipidperoxidaci6, kiillonboz6é enzimekben, fehérje
szerkezeti elemekben és haemoglobin molekuldban bekdvetkezd pathologids strukturalis
valtozasok is [Baskurt és mtsai, 1998; Anaya-Prado és mtsai., 2002; Németh és mtsai.,

2004.].
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A vorosvérsejtek passziv deformalhatosaganak megvaltozasa nagy szerepet jatszik a
sejtek microcapillarisokon vald atjutdsaban. Az Ischaemia-Reperfusios csoportban mindkét
helyr6l szarmazo mintdkban mért szignifikdns dtlagos vorosveérsejt térfogat novekedés
nagymértékben hozzajarulhat a vorosvérsejtek alakjanak és abszolut térfogatanak valtozasa altal a
vorosvérsejtek deformabilitasanak romlasahoz. Ezt a folyamatot erdsitheti az Ischaemia-
Reperfusios csoportban a lokélis ¢és szisztémas mintdkban mért szignifikdns haematocrit
emelkedés is [Granger, 1988.; Bradbury és mtsai, 1995.; Anaya-Prado és mtsai., 2002.].

Vizsgalataink sordn az SS;, értéke szignifikdnsan nétt a reperfusio masodik felében,
azaz a vorosvérsejtek deformabilitdsa romlott, igy csak csokkent mértékben voltak képesek
passziv alakvaltozasra és a microcapillarisokon valé athaladésra, ezaltal fokozodhat a
mikrokeringés karosodasa, ami tovabb fokozhatja a szovetek hypoxias sériilését.

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

A vorosvérsejtek aggregatiojanak fokozodasa ismert volt acut myocardialis infarctus,
gyulladas, vagy trauma esetén [Baskurt és Meiselman, 2003.]. Azonban eddig nem talaltunk irodalmi
adatot, hogy hogyan valtozik ezen parameter mesenterialis ischaemia-reperfusio folyamata soran.

Baskurt és munkatarsai kisérletébdl ismert, hogy ha a vorosvérsejteket xantin oxidaz-
hypoxantin rendszer altal termelt szuperoxid anionokat tartalmazé kézegbe helyezziik, akkor
ez elsGsorban a vorosvérsejtek aggregatios készségét befolyasolja, mint a deformabilitasukat
[Baskurt és mtsai., 1998.]. Ugyanez a munkacsoport mutatta ki, hogy ischaemia-reperfusio
soran a vorosvérsejtek sejtfelszini tulajdonsadgai megvaltoznak. A vordsvérsejtek 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
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aggregatio iranyaba terelheti [Kayar és mtsai, 2001.; Baskurt és Meiselman, 2003].

A mesenterialis ischaemia-reperfusiés karosodasok multifaktoridlis eredetiick, mely
folyamatban jelentOs szerepet jatszhatnak a szabadgyokok, a nitrogén-oxid és a leukocyta adhesios
molekuldk. A szabadgyokok termelésében részt vehetnek a xantin-oxidaz enzimrendszer tagjai, az
aktivalodott neutrophil leukocytak és endothel sejtek is [Granger, 1988.; Bradbury ¢és mtsai, 1995.;
Granger és Korthuis, 1995.; Anaya-Prado és mtsai., 2002.]. A mesenterialis ischaemia és a
szabadgyokok termelddésének folyamatait korabbi fejezetekben roviden mar ismertettiik.

A vizsgalatunkban a fehérvérsejtszam emelkedett a reperfusio 30. és 60. percében a
portalis és cavalis mintdkban egyarant. Kiilonosen a polymorphonuclearis sejtek
felszaporodasa bir jelentéséggel, de a lymphocytaknak is fontos szerep jut a karosodas
kialakulasaban. A sejtek rigiditasa, viscoelasticus elemeinek csokkenése, novekvo chemokin
€s cytokin szekrécids aktivitds, a granulumaikban tarolt proteolitikus enzimek és
szabadgyokok kijutasa az érintett szovetek destrukciojadhoz vezet. A folyamat effektivitasa
epicentrumatol tavolodva csokken [Massberg ¢s Messmer, 1998.].

Az aktivalodott polymorphonuclearis leukocytak ndvelhetik a bélnyalkahartyaban jelentds
mennyiségben megtalalhaté xantin-dehidrogenaz/xantin-oxidaz enzimrendszer miikodése soran
termelodott szabadgyokok mennyiségét, ami fokozhatja a mar mikodd karositdo folyamatok
hatésait. [Granger, 1988.; Granger ¢s Korthuis, 1995.; Anaya-Prado és mtsai., 2002.].

Osszefoglalva eredményeinket megallapithatjuk, hogy a mesenterialis ischaemia-
reperfusio soran a haematocrit, a vorosvérsejt deformabilitas €s a vorosvérsejt aggregatio, a
fehérvérsejtszam, az atlagos vorosvérsejt térfogat valtozast mutat a lokalis és a szisztémas
vénas vérmintadkban a reperfusio elsé 6rdjaban. Ezen nagyrészt haemorheologiai vizsgalatok
segitséget nyujthatnak az ischaemia-reperfusio kapcsdn megvaltozé rheologiai paraméterek
komplex pathomechanismusanak megértéséhez, s olyan adatokat szolgaltathatnak, melyek
segithetik a -mesenterialis ischaemias okok miatt- esetleg kritikus allapotban 1évd betegek

klinikai kezelését, gyorsabb rehabilitaciojat.
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7. ERANA§TOMOSISOK NELKULI VEKONYBEL TRANSPLANTATIOS EGER MODELL
IV. KISERLETI MODELL

7.1. ANYAG ES MODSZER

7.1.1. Kisérleti allatok, anaesthesia

Vizsgalatainkat az JAllatok védelmérsl és kiméletérsl” szolo 1998. évi XXVIIL
Torvény eldirasainak betartasaval, a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsag
engedélyével végeztiik (engedély szam: 6/2001. DEMAB).

A mikrosebészeti modell alkalmazasaval végzett kisérleteinknél harminchat, 20-24g
testtomegii, mindkét nemit A/J egér (22,32+1,66g) keriilt felhasznalasra. A kisérleti allatokat
22-24°C-0s helyiségben, standard méretli, ¢és kivitelezésli ketrecben tartottuk.
A helyiségekben a napi fényciklus 12 6ra volt (6:00-18:00). Minden allatnak konvencionalis
takarmanyt és vizhez val6 szabad hozzaférést biztositottunk. A miitét idtartama alatt fiithetd
padra helyeztiik Oket, konstans, 37°C-os testhdmérsékletet biztositva. A postoperativ
periddusban az egereket egyéni ketrecekben helyeztiik el, melegitd lampaval biztositva a
megfeleld hdmérsékletet a kihiilés megeldzése céljabol.

Az anaesthesiat intraperitonalisan 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.) végeztik, 15 mg/ttkg/6ra fenntartod

dozissal.

7.1.2. Miitéti modszer, kisérleti csoportok
7.1.2.1. Donor miitétek

A beavatkozasokat A/J beltenyésztett egereken végeztiik. Donor miitétek (n=6): az
allatokon szodrtelenités, Betadinos dezinficidlds és izolalds utan teljes median laparotomiat
végeztiink, a processus xyphoideus (mely egereknél specidlis tanyér alakia nytlvany) mellett

mind jobb, mind bal oldalon a bordékig felhatoltunk oll6val.
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Distalisan a hugyholyagra vigyazva a symphysis pubica teriiletéig elérve megnyitottuk
a hasiireget. A hasfal izomzataba a koldoknek megfeleléen jobb és bal oldalon Gltést
helyeztiink, és ezek segitségével feltartuk a hasiireget. Steril gézlapokkal izolaltuk a mutéti
tertiletet.

A vékonybeleket nedves vattapalcaval eléemeltiik és testmeleg fiziologias sooldattal
atitatott gézlapra helyeztiik. Kivalasztottunk egy 2 cm hosszl jejunum-segmentet a Treitz
szalagtdl 2 cm tavolsagra, és olloval eltavolitottuk. A jejunum-segmentet vékony polyethylen
katéterrel kaniilaltuk, majd a graftot lassan atmostuk. Az atmosashoz egy porampulla
Neomycin-sulfatot (Neomycin Sulfate, (600 IU/mg), Merck, Ltd.) higitottunk fel 20 ml-re
4°C-os Ringer-laktat oldattal. A valasztott antibiotikum eldnye, hogy bélben nem szivodik fel.
Az atmosast addig végeztiik, mig a mos6 folyadék fel nem tisztult.

A bél segmentet hosszaban megnyitottuk és szamtalan apro 3x2x2 mme-es darabot
készitettiink szike segitségével (17. abra). A béldarabokat 4°C-os Ringer-laktat oldatban

taroltuk felhasznalasukig.

17. abra

Az eltavolitott bélszakaszbol kisméretii darabok kialakitasa
A nyil az eltavolitott jejunum-segmentre mutat.
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7.1.2.2. Recipiens miitétek

A recipiens miutétek (n=30) soran median laparotomidt kovetden a nagycsepleszt
eléemeltiik és nedves gézre helyeztiik. Ot fészket készitettiink az omentum eliilsé lemezének
meghasitdsaval. A fészkeket mindig a csepleszben futd erek kozelébe készitettiik el,

természetesen gondosan figyelve az ér sériilések elkertilésére (18. abra).

18. abra

Befogadohely -fészek- készitése a nagycsepleszben csipeszek segitségével
A nyil a nagycsepleszre és a benne futd erekre mutat.

Minden fészekbe -a nagycseplesz két lemeze kozé- vékonybél darabokat helyeztiink (19. abra).

19. abra
Az eldkészitett jejunumdarab behelyezése a nagycsepleszbe
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A fészkeket 8/0-as Prolene [polypropylene] Oltésekkel zartuk, mely egyben a fészkek

jelolését is szolgalta. A hasiireget lege artis zartuk (20. dbra).

S
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20. abra

A behelyezett jejunumdarabok jeldlése és rogzitése Oltés segitségével
A nyil a nagycseplesz eliilso lemezén ejtett nyilasaba 61tott tiit mutatja.

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 feldolgozasra mintavétel tortént. A
mitéteket és a szOvettani mintavételt azonos napszakban végeztiik, hasonld koriilmények

kozott (9:00 és 11:00 kozott).

7.1.3. Makroszkopos vizsgalatok
A vizsgalati id6tartam leteltével a szovettani mintavételt megel6zden a kisérleti allatok

hasiiregét attekintettiik, a miitéti teriiletet megvizsgaltuk, video- €és fotodokumentacié tortént.

7.1.4. Mikroszkopos vizsgalatok

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

7.2. EREDMENYEK

A kisérlet id6tartama alatt egyetlen kisérleti allatot sem veszitettiink el. A donor miitétek
atlagos ideje 15+2 perc, a recipiens miitétek ideje 2543 perc volt.
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7.2.1. Makroszkopos vizsgalatok eredménye

A makroszkopos elemzés soran 7 esetben nem talaltuk meg a jelolt fészkeket. Kilenc
esetben hasfali kitapadast figyeltiink meg. M4j koriili 6sszenovéseket 4 esetben észleltiink.
A tobbi esetben komplikacid nélkiil megtaldltuk a nagycseplesz fészkeket a
transplantalt szervdarabokkal. Szamos esetben az abran is lathatd viztiszta, attetszé bennéki,
cystosus képlet formajaban taladltuk meg a transplantalt béldarabokat (21. 4bra). Az esetek
tobbségében nem alakult ki ez az lireges képlet, hanem az 4atiiltetett béldarab mintegy

szigetszerlien helyezkedett el a nagycsepleszbe agyazva.

21. abra

A csepleszbdl eltavolitott, 6ltéssel jelolt, cystosus, transplantalt béldarab
A csipesz a folyadékkal telt jejunum darabot,
mig a nyil a nagycsepleszbe helyezett jel616 6ltést mutatja.

7.2.2. Mikroszkopos vizsgalatok eredményei

A szdvettani vizsgalat soran azonositottuk a nagycsepleszbe helyezett béldarabokat.
Minden béldarab jol erezett volt. A bélfal elvékonyodott, de minden rétege: a mucosa,
submucosa, izomrétegek, subserosa ¢és serosa is lathatdé volt (22. a., b., c., abra).
A transplantalt darabokban a mirigydllomany miikdodoképesnek tiint. Az izomrétegben

lymphocyta infiltratiot lehetett kimutatni.
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PAS festés segitségével sikeriilt a mirigyallomany altal termelt mucint kimutatni,

valamint a mucin termelésért felelds kehelysejteket is sikeriilt azonositani (22. b., abra).

22. dbra

A nagycsepleszbe transplantalt jejunum darab szdvettani képe
A ,,n” a nyalkahartyat, az ,,i” az izomréteget jeldli,
a nyil a mucin termelésért felelds kehelysejtekre mutat.
(a.: HE festés, N: 100X; b.: PAS festés, N: 200X c.: Van Gieson festés, N: 200X)
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A viztiszta, attetszé bennéki, cystosus képletek szdvettani feldolgozasa soran a kitagult,
elvékonyodott bélfalat minden rétegével sikeriilt azonositani. A nyalkahartya egy rétegben

helyezkedett el, és bizonyos teriileteken elvalt (23. a., abra).

23. abra

A nagycsepleszbe transplantélt jejunum darab szdvettani képe
Az 1”7 a bél lumenét, az ,,F” az elvékonyodott bélfalat jeloli,
a nyilak a nyalkahartyaban 1évo kehelysejtekre mutatnak.
(a.: HE festés, N: 50X; b.: HE festés, N: 200X)

A nagyitott bélfal részleten jol lathatoak az elvékonyodott rétegek. A nyalkahartyaban
kehelysejteket lehet azonositani (23.b. dbra). Az izomréteg elvékonyodott. A transplantalt
béldarabok koriil mononucleosis sejteket és oOridssejteket lehet megfigyelni. A lument

mucinosus anyag tolti ki.
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7.3. MEGBESZELES

A bélfal minden rétege felismerhetd volt a metszeteken. A meglévé mirigyallomény
megOrizte mucintermelé képességét, €s szamos kehelysejtet sikeriilt azonositani. Minden
recipiensben sikeres volt a transplantatio.

Kisérletiinkben torekedtiink a béldarabok betiltetéséhez a legmegfelelobb helyet
megkeresni, valamint a postoperativ szovédményeket minimalisra csokkenteni.

Az irodalom alapjdn a szervezet kiilonb6zd helyeire probaltak a bél segmenteket
transplantalni. Uchida mesenteriumatol teljesen megfosztott 1,5 cm-es vékonybél darabot
transplantalt a hasfal subcutan terébe és a bélfal minden rétegét sikeriilt azonositani két héttel
a miitét utdn, 75%-os revascularisatios aranyt allapitott meg [Uchida és mtsai, 1999.(a),
1999.(b)].

Lane a peritoneum fali lemeze és a rectus abdominis kozott kialakitott térbe
transplantalt 30 mm-es vékonybél segmenteket. Tiz nappal kés6bb mintavételnél 90%-os graft
talélést allapitott meg, viszont a graftok bélfal szerkezete szdmos esetben sériilt [Lane és
mtsai, 1998.].

Tisinai 2 cm-es jejunum ¢€s 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 transplantélt graftokat talalta nagyobbaknak,
de a kiilonbség nem volt szignifikdns [Tisinai €s mtsai, 1990.].

A nagycseplesz megfelelo hely a transplantatio szamdra, ezt bizonyitotta a korabbi,
egereken kivitelezett Iépautotransplantatiés modell, mely az alapotletet adta a jelenleg
részletezett bél transplantatios modellhez. A 1épet eltavolitottuk, 3x2x2 mm-es darabokat
alakitottunk ki bel6le, majd a cseplesz kettozetébe visszaiiltettiik, és oltéssel fixaltuk [Miko és

mtsai, 2001.(a), 2003., 2005.].
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Klos hasznalta eldszor a nagycsepleszt béltransplantatio szamara, de 6 csak beboritotta
a cseplesszel az autotransplantalt bélsegmentet, és homograftokat. Hat héttel a mitétek utan
az izomréteget minden esetben, a bélfal minden rétegét csak kevesebb esetben azonositotta.
A homograftok kilokddését tapasztalta [Klos, 1977.].

Az altalunk hasznalt miitéti technika soran meghasitjuk a cseplesz eliils6 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 alkalmassd a transplantatio
szdmara: a vena portae-n torténd vér elvezetés, a cseplesz baktériumellenes funkcioja
(,,a hasiireg rendore”), és foként kiilonleges képessége a revascularisatiora. Levy igazolta a

csepleszbdl kivont angiogen faktor neoangiogenetikus hatasat [Levy és mtsai, 1998.].

Az egér modelleknek tobb dltalanos elénye van mas éllatfajokon 1étrehozott kisérleti
modellekkel szemben:

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

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

3./ A kis testtomeg miatt kisebb mennyiségben sziikséges a kiilonbozé gyodgyszerek,

vegyszerek, reagensek, antitestek alkalmazasa.

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

képességiik nagy [Timmermann és mtsai, 1998.].
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Az egér modellek altalanos eldonye mellett az dltalunk kialakitott modell elonyei.
1./ Kivitelezése miitéttechnikai szempontbol egyszerti, viszonylag gyors.
2./ Nincs szlikség éranastomosisok kialakitasara.
3./ Egy nap alatt megerdltetés nélkiill 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

kutatas szamara is.

5./ Idedlis a xenotransplantatids kutatdsok szamara, amikor kiilonboz6 fajok, kiilonb6z
méretl szerveinek atiiltetésére keriil sor.
6./ Fontos elony, hogy a szerv méretbeli kiilonbsége nem jelent problémait.

7./ Nemcsak egyetlen szerv szdmara alkalmas, hanem kiilonboz6 szervek befogadasara

hasznalhato.
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8. MIKROSEBESZETI ALAPOK OKTATASI TEMATIKAJANAK TOVABB FEJ-
LESZTESE TRANSPLANTATIOS KUTATASOKHOZ

A mikrosebészet -mint a minimalisan invaziv technikdk egyike a laparoscopos
beavatkozasok mellett- a sebészet intenziven fejlodo agazata.

Mikrosebészeti beavatkozasokon értendé mindazon ténykedések Osszessége, melyeket
optikai nagyitassal -lupe vagy operalé mikroszkop- az e feladatokra létrehozott eszkozok,
miszerek, sebészeti segédanyagok segitségével gyodgyitasi vagy kutatasi céllal hajtanak végre.

A mikrosebészeti operacios technikdkat szdmos manualis szakma alkalmazza:
szemészet, idegsebészet, fiil-orr-gégészet, szivsebészet, plasztikai- és helyreallitd sebészet,
ortopédia, traumatoldgia, kézsebészet, sziilészet-ndgyogyaszat, urologia, transzplantacios
sebészet és gyermeksebészet.

Egyre nagyobb szamban folynak olyan szertedgazo kutatasok, melyek kis
laboratoriumi allatokon -patkany, egér- mikroszkop alatt torténd beavatkozasokat igényelnek.
Ezért nagy igény alakult ki a megfeleléen képzett, mikrosebészeti technikaban jartas
szakemberek irdnt, hiszen a mikrosebészeti moddszerek alkalmazasaval minimalisra

csokkenthetok a beavatkozasok okozta kockazatok, novelve a sebészi biztonsagot.

8.1. A mikrosebészeti alapok elsajatitasahoz sziikséges oktatasi tematika

A halad6 mikrosebészeti mutéti technikat igénylé egér vékonybél transplantatio
nehézségei, és a tranplantatio kapcsan kialakuld szovédmények szamanak csokkentése
céljabol egy egyszerti modellt alakitottunk ki, melynek elsajatitasahoz elegendd alapjartassag
a mikrosebészetben.

A mikrosebészeti alapok elsajatitasanak ismert és bevalt modszere a Furka éaltal
kidolgozott [Mik6 és mtsai, 2001.(a); Furka és mtsai, 2006.(a), 2006.(b)] metodika, mely

szinkron, aktiv, videoasszisztalt, individualis, dnkontrollos €s analizal¢ jellegii.
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Az alaptechnikdk elsajatitasa On. ,,szaraz training” soran torténik:

A gyakorlatok tematikdja a kovetkez6: az elsé gyakorlaton a mikrosebészet torténetét,
alkalmazasi teriileteit: miitéti és kisérleti kis laboratériumi allatmodellek szerepét ismertetjiik.
A masodik gyakorlat sordn az operaldé mikroszkopok, a mikrosebészeti miiszerek -ollok,
tifogok, csipeszek, approximatorok-, a mikrosebészeti varrdanyagok ¢és tiik bemutatasa
torténik.

Ezutan a muitoi gyakorlatok kovetkeznek, melyek soran az els6, alapveto feladat a szem-
kéz Osszhangjanak megteremtése a mikroszkop alatt, kiilonbdzéd nagyitasok mellett.
A nagyitasok mértékének beallitdsa a mikroszkop tipusatol is fiigg, altalaban 6x, 10x, 16x és 40x
nagyitasokat jelentenek. A kovetkezd gyakorlatok feladatai a biztonsagos ,,mélységérzés”
elsajatitasat segitik eld: betlikapargatas wjsagpapirrol, gézszalak vezetése mikrosebészeti
muszerekkel. Ezt kovetik a mikrosebészeti varrat- és csomozasi technikak elsajatitasat biztositd
gyakorlatok: oltésbehelyezés gumikesztyilibe, gumikesztyli-ujjon ejtett metszés zarasa, varratsorok
készitése kiilonbozo iranyokban. Az érvarratok és egy egyszeri end-to-end éranastomosis
technika készitése kisérleti allatokbol eltavolitott arteria femoralis biomodellen.

Ezutan kovetkeznek az él6 szoveten tortéeno beavatkozasok. Feladat a patkany aorta
abdominalisanak rekonstrukcioja: intraperitonealis anaesthesiat kovetéen median laparotomia,
aorta abdominalis infrarenalis szakaszanak preparalasa, majd end-to-end éranastomosis
készitése a ,,szaraz trainingek” soran begyakorolt technika szerint [Miko6 és mtsai, 2001.(a);
Furka és mtsai, 2006.(a), 2006.(b)].

Az alaptanfolyamokon altalaban eddig a szintig jutnak el a résztvevok. 4 fenti modszer
elsajatitasa elegendo mikrosebészeti jartassagot ad a kisérletezonek, hogy az altalunk leirt
modellt biztonsaggal végezhesse.

Amennyiben a mikrosebészeti alaptechnikat mar elsajatitotta a résztvevd, akkor
1épésrdl 1épésre haladhat elére a komolyabb technikai felkésziiltséget igényld mikrosebészeti

miitéti beavatkozasok iranyaba.
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A patkdny aorta abdominalisa mellett a vena cava caudalis rekonstrukcidjanak
elvégzése is 1) nehézségi fokozatot jelent.

Ezt kovetheti a patkany arteria femoralisan, majd carotis communisan kivitelezett
end-to-end, end-to-side éranastomosisok elsajatitasa, begyakorlésa.

Az Un. ,széaraz training” elOsegiti az ¢loben vald gyakorlést, 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 is [Russell
¢és Burch, 1959.].

A fokozatossag igen fontos, mert ha valaki egybdl €16 allatban akar anastomosist
csindlni, igen ritka kivételtdl eltekintve ez az elsd probalkozas sikertelen lesz még akkor is,
ha komoly sebészi gyakorlattal rendelkezik az illetd. Az a tapasztalat, hogy a technika
1épésrol-1épésre vald elsajatitasa, a tiirelmes munka, a kitartds vezethet csak sikerélményhez

a sebészet ezen igen nehéz, de csodalatos vilagaban. [Furka és mtsai, 2006.(a), 2006.(b)]

8.2. A haladé mikrosebészeti ismereteket igénylé vékonybél transplantatio

elsajatitasahoz sziikséges oktatasi tematika

Az 0Osszehasonlitds és jobb megértés érdekében roviden ismertetem az eredeti
-éranastomosisokkal készitett- un. ,,vascularis” mikrosebészeti vékonybél transplantatios
modell médszerét, dsszehasonlitdsul azt az altalunk kialakitott avascularis egér vékonybél
transplantatios modelliinkkel, s modelliink elényeinek igazolasara. A Zhong altal leirt [Zhong
¢s mtsai, 1993.(a), 1993.(b)] egereken végzett vascularis vékonybél transplantatios modell
fontosabb Iépéseit, komplikacioit a teljesség igénye nélkiil ismertetem, melyet lehetdségem
nyilt a modell kialakitdjatol megtanulni és alkalmazni azt egy korabbi, hosszabb idejii
tanulmanyutam kapcsan.

A modszer lényegét a 24. dbra szemlélteti, f6 mitéttechnikai 1épései a kovetkezok:
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A donor miitétek soran median laparotomidt kdvetden elsd 1épésként a vastagbelet és
az ileumot eltavolitjuk, majd a proximalis jejunumot (a teljes béltraktus mintegy 50%-a)
azonositjuk, €s a mesenterialis ereket lekotjiik.

A vena portae-t gondosan elvalasztjuk a pancreastol, ezutan kipreparaljuk az aortat és
a truncus coeliacust lekdtjiik, tovabba a vena lienalist szintén lekdtjiik. Vékony tiivel az aorta
infrarenalis szakaszat megszurjuk, majd a kivalasztott graftot 0,2-0,4 ml 4°C-os heparinos
Ringer-laktat infuzioval atmossuk. Ezutdan a vena portae-t a maj hilushoz kozel atvagjuk.
Carrel szerinti patch technikanak megfelelden az aortat szintén atvagjuk, majd a graftot

nedves gézbe csavarva jeges, 4°C-os Ringer-laktatba helyezziik és felhasznalasaig taroljuk.

24. abra

Vascularis vékonybél transplantatiés modell Zhong szerint
[Zhong és mtsai, 1993.(a)]
IVC — vena cava inferior, AO — aorta abdominalis,
PV —vena portae, SMA — arteria mesenterica superior

A recipiens miitét soran median laparotomiat kovetéen az aorta és a vena cava
caudalis infrarenalis szakaszat 6vatosan 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
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physiologias sooldattal atoblitjiik. A donor vékonybél szakaszt oOvatosan a megfeleld
pozicioban a recipiens kozelébe helyezziik.

Eldészor a donor €s a recipiens venat end-to-side anastomosissal egyesitjik 11/0-as
Prolene (polypropylen) varréanyag segitségével, gondosan figyelve, hogy a recipiens vena
cava caudalison kialakitott ellipszis alaki venotomias nyilas hossza meghaladja a donor vena
cava inferior atmérdjét. A hatso falat az érsebészetben alkalmazott alapszaballyal ellentétben
invertalo oltések segitségével -az éranastomosis készitése soran mindig az érfal intima rétegeit
fektetjik egymashoz- az ér lumene fel6l varrjuk, majd az eliils6 falat a szabalyoknak
megfelelden evertald dltésekkel készitjiik el.

Az arterias szar end-to-side anastomosisanak elkészitéséhez szintén 11/0-s Prolennel
tovafuto oltéseket hasznalunk az el6zéekben leirt modszerrel.

A mitét befejezésének egyik lehetosége, hogy az eredeti bélszakaszt érintetleniil
hagyva, az atiiltetett vékonybelet két stoma segitségével vezetjiik ki a hasfalra.

A masik lehetoség, hogy az atiiltetett bélszakasz és az eredeti jejunum kozott
end-to-side anastomosist készitiink, mig a graft masik végét stomaként kiiiltetjiik. A hasiireget
egy rétegben zarjuk.

A mitét nagy tapasztalatot igényel a mikrosebészet teriiletén. A vékonybél
transplantatio technikdjanak megtanulésa el6tt el kell sajatitani az end-to-side éranastomosis
készitésének rutinszerli -10-15 percen beliili- kivitelezését.

A tanulési fazisban 100 transplantatiot ajanlott elvégezni az atlag 20-23g testtomegu
egereken, hogy a miitét technikai szovédményei ne befolyasoljak a transplantatiot kovetd
vizsgalatokat.

Milyen szovédmények lehetnek? A vékonybéltransplantatio sz6vodmeny lehetoségei.:
Hypovolaemias és septicus shock
A shock a legaltalanosabb komplikéacio egereken vékonybél transplantatiot kdvetden,

amely a recipiens halaldhoz vezethet az els6 48 6raban. A miitét soran tortént manipulaciok
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konnyen megsérthetik a bélfal szerkezetét, valamint a béltraktus folyadékkal valé atmosasa
soran hasznalt nyomas -magas értéke miatt- szintén konnyen okozhat kérosodasokat a bélfal
szerkezetében. Az ischaemia-reperfusio kapcsan kialakuld kérositd hatdsok szintén gatoljak a
physiologias bélfal miikddést, eldsegitve a folyadékvesztést, a baktériumok translocatidjat,
ami hypovolaemias vagy septicus shockhoz vezethet.
Arterias thrombosis

A legaltalanosabb késoi komplikacido 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 tartdé csomos 6ltések behelyezésével.
Stoma necrosis

Ezen komplikaci6 4-7 nappal a mitét utan jelentkezik, altaldban mechanikai sériilés,
helytelen technika miatt alakul ki. Az obstructio dehydratiot, perforatiot, peritonitist
eredményez, amely halalos kimenetelii is lehet.

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

A felsorolt komoly szovédmények vetették fel benniink a Iépautotransplantatio mar

korabban kidolgozott modszerének a kiprobalasat -kis modositdsokkal- a vékonybél
transplantatio ,,avascularis” tipusanak megvaldsitasahoz, mely technikat a 6.1.2. alfejezetben

mutattam be részletesen.
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9. FONTOSABB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

I. Keverék kutyakon végzett vizsgalatok soran:

1.

Keverék kutyakon egy uj miitéti modellt -a kettos, izolalt jejunum-segment modellt-
valositottunk meg a mesenterialis ischaemia-reperfusio okozta karosodasok vizsgalatara.
A modellben az egyik segment az atraumatikus érleszoritast kdvetéen az ischaemia-
reperfusids 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 lefolyasat a miitétet koveté elso 24 oraban.
A kettds, izoldlt jejunum-segment modellen 30 perces ischaemiat kovetéen 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 kiilonbdzd ischaemias
praeconditionalasi protokollok hatékonysagat. Megallapitottuk, hogy a 3x5 perces
ischaemias praeconditionalasi protokoll szignifikdnsan novelte az apoptotikus aktivitast.
Elészor irtuk le az E-vitamin (25 mg/ttkg) és az allopurinol (50 mg/ttkg) alkalmazasa
soran az ischaemia-reperfusio okozta apoptosis emelkedését a bélnyalkahartyaban.
Kovetkeztetésként levonhatd volt, hogy ha az ischaemids inzultus enyhébb, vagy bizonyos
veédofaktorok (pl. praeconditiondlas, allopurinol, E-vitamin) vannak jelen, az ischaemids
sejthalal  formdja nagyobb mértékben apoptosissal  torténhet. Gyulladds és
szovetkarosodas kisebb mértékben jon létre a szovetekben, kedvezobb a feltételeket
biztositva a szovetregenerdcio szamara. A modelliinkben talalt eredmények magyarazatot
adhatnak az irodalomban leirt feltételezésre is, mely szerint az E-vitamin az NF-«xB
aktivacigjat gatolva fokozhatja az apoptosist a bél nydlkahartyajaban az ischaemia-

reperfusio kapcsan kialakul6 sériilésekben.
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6. Keverék kutydkon 30 perces arteria mesenterica superior leszoritasa sordn végzett

haemorheologiai filtrometrias vizsgalatok eredményeink kapcsan elséként hivtuk fel a
figyelmet arra, hogy a postoperativ 3. napon -az esetleges szovodmény lehetOségek
felmertilése kapcsan- kiemelkedéen fontos lehet a vorosvérsejtek deformabilitasanak
vizsgalata, ami jelz6 értékli adatokat szolgaltathat a vékonybél mitétet kovetd allapotarol, a
mitéti beavatkozassal egylitt jard ischaemia-reperfusidos karosodasok mértékérdl, koran

jelezve a vékonybél érintettségét, valamint a mikrokeringés esetleges karosodasat.

Il. Outbred patkanyokon végzett vizsgalatok soran:

Elséként hivtuk fel a figyelmet outbred patkanyokban a 30 perces mesenterialis ischaemia és
az azt kovetd 60 perces reperfusio haemorheologiai ektacytometrids €s aggregometrias
vizsgalata kapcsan arra, hogy a mesenterialis régiobol a keringés ujraindulasakor
rheologiailag lényegesen rosszabb mindsegii ver aramlik a test tobbi részere. 1gazoltuk tobb
haemorheologiai paraméter -vorosvérsejt deformabilitas, a vordsvérsejt aggregatio, a
haematocrit, datlagos vorosversejt térfogat- lokdlis szignifikans romlasat a szisztémas
keringéshez képest. Ezen haemorheologiai vizsgalatok segitséget nyujthatnak az
ischaemia-reperfusio  kapcsan  megvaltoz6  rheologiai  paraméterek  komplex
pathomechanismusanak megértésé¢hez, s olyan adatokat szolgaltathatnak, melyek
segithetik a -mesenterialis ischaemids okok miatt- esetleg kritikus allapotban 1év6 betegek

klinikai kezelését, gyorsabb rehabilitacidjat.

. Inbred egereken végzett vizsgalatok soran:

Uj kéltség-hatékony , avascularis” vékonybél transplantatios technikdat dolgoztunk ki
inbred egerekben, a korabbban tanszékiinkon kidolgozott 1ép-autotransplantatids technika

részbeni modositasaval.
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9.

10.

Az , avascularis” vékonybél transplantatios technikat alkalmazva makroszkopos és
mikroszkopos vizsgalatokkal igazoltuk a nagycsepleszbe helyezett vékonybél darabok
¢letképességét. A bélfal minden rétegét sikeriilt azonositani €s igazoltuk a transplantalt
béldarabkak mirigyham miikddését is a mucintermelés kimutatasaval. A modell alkalmas
lehet Gjabb immunszuppresszans gyogyszerek tesztjeire, Ossejt- €s xenotransplantatios

kutatasok szamara.

Egereken torténd kisérleti munkdhoz kidolgozasra keriilt a haladd mikrosebészeti
ismereteket igényld vékonybél transplantatio elsajatitasahoz sziikséges oktatdsi tematika,

felhivva egyuttal a figyelmet a sz6voédmény lehetoségekre is.
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10. OSSZEFOGLALAS

A mesenterialis ischaemia-reperfusio napjainkban is komoly klinikai probléma, amely
a bélrendszeren végzett miitétek, kiilonb6zd mesenterialis korallapotok, valamint vékonybél
transplantatio sordn a talélés meghatdrozd tényezdje lehet. A mesenterialis ischaemia-
reperfusio pathomechanizmusénak tovabbi megértése és a kisérletes transplantatiés modellek
technikai problémainak javitdsa érdekében harom laboratoriumi allatfajon végeztik
kisérleteinket.

Az I. kisérletes modellben keverék kutydkban a kettds, izolalt jejunum-segmentek
kialakitasa kapcsan megallapitottuk, hogy a 30 perces ischaemiat kdvetden a reperfusio 4. €s
6. 6rdjaban a legnagyobb a vékonybél nydlkahartyaban az apoptotikus aktivitas.

Tovabba a 3x3 perces és 3x5 perces ischaemias praeconditiondlas, az E-vitamin (25
mg/ttkg), az allopurinol (50 mg/ttkg) alkalmazéasa -feltételezésiinkkel ellentétesen- az
ischaemia-reperfusio okozta apoptosis emelkedését eredményezte a bélnyalkahartyaban.

A Il kisérletes modellben keverék kutydkban az arteria mesenterica superior 30
perces leszoritasat kovetd reperfusio sordn filtrometrids mérésekkel igazoltuk a vérdsvérsejtek
deformalhatosaganak romlasat, mely a postoperativ 3. napon mutatkozott.

A IIl. kisérletes modellben Xkiiltenyésztett patkanyokban 30 perces mesenterialis
ischaemia ¢és az azt kovetd reperfusio kapcsan ektacytometrids mérésekkel a vorosvérsejtek
deformabilitasa szignifikansan romlott, a vordsvérsejt aggregatio, a haematocrit, az atlagos
vorosversejt térfogat és a fehérvérsejtszam szignifkansan emelkedett a lokdlis (vena portae)
vérmintakban a szisztémds (vena cava caudalis) keringésbdl nyert mintdkhoz képest.

A 1V. kisérletes modellben ,,avascularis” vékonybél transplantatios inbred egér modell
kialakitasa soran igazoltuk a nagycsepleszbe helyezett vékonybél darabok ¢letképességét. A
modell  kivitelezése — miitéttechnikai  szempontbol — egyszerti, gyors. Nincs  sziikség
éranastomosisok kialakitasara. Egyuttal a vékonybél transplantatios kisérleteket segitd

halado mikrosebészeti oktatasi tematika is kidolgozasra keriilt.
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11. SUMMARY

Mesenterial ischemia-reperfusion injury is still a serious clinical problem which can be
the determining factor of survival in gastrointestinal tract surgery, different mesenterial diseases
and small bowel transplantation. In order to perceive the pathomechanism of mesenterial
ischemia-reperfusion and to improve the technical problems of the experimental transplantation
models we performed our research on three different laboratory animal species.

In case of the first experimental model due to creating isolated double jejunum-segments
on mongrel dogs we found out that the greatest apoptotic activity was detected at the 4th and
6th hour of reperfusion after 30 minutes ischemia in the mucosa of the small intestine.

It was also stated that application of the 3x3 and 3x5 minutes ischemic
preconditioning, Vitamin E (25 mg/bwkg), Allopurinol (50 mg/bw/kg) resulted in increased
apoptosis caused by ischemia-reperfusion in the mucosa in contrast to our hypothesis.

In the second experimental model on mongrel dogs during the reperfusion after 30
minutes ischemia of the superior mesenteric artery we verified the worsening of the red blood
cell deformability by filtrometric measuring on the 3rd postoperative days.

In the third experimental model on outbred rats, 30 minutes of mesenterial ischemia
followed by reperfusion resulted in significant decreasing of red blood cell deformability
measured by ektacytometer; the red blood cell aggregation, the hematocrit, the mean
corpuscular volume and the white blood cell count values were significantly increased in
local venous blood (portal vein) compared to the systemic venous blood (caudal caval vein).

In the fourth experimental ,,avascular” small bowel transplantation model on inbred
mice we proved the viability of the small intestine chips implanted into the greater omentum.
The design of this operation technique is a simplified and quick model without any vascular
anastomosis. In connection with this model we also developed an advanced microsurgical

educational protocol to help the small bowel transplantation experiments.
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Téle tanulhattam meg az 4ltala kialakitott vékonybél transplantatio mikrosebészeti
technikdjat. Szeretném megkdszonni Dr. Kovdcs Judit forvosndnek a szdvettani
vizsgalatokhoz és Prof Dr. Fachet Jozsef egyetemi tanarnak és Dr. Toth F. Ferenc egyetemi
adjunktusnak az egér kisérletekben nyujtott segitségét.

Végiil, de nem utolsésorban haldmat fejezem ki Csalddomnak: feleségemnek és
gvermekemnek, sziileimnek és testvéremnek, hogy mindig mindenben tdmogattak, és ameddig

tehetik tdmogatni fognak.
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15. FUGGELEK
a megjelent publikéciok és kéziratok gylijteménye.
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