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1. Roviditések jegyzéke

AcPepA: Acetil-peptid A

AHB: Antisense homology box

AMS: Arteria mesenterica superior

AMSF: AMS flow (aramlas)

BP: Blood pressure (vérnyomas)

CbhaR: C5a receptor

C5L2: a C5a alternativ receptora

CO: Cardiac output (perctérfogat)

ET-1: Endothelin-1

ET-A és B: Endothelin receptor A és B

HMGB-1: High mobility group box-1 citokin

HR: Heart rate (szivfrekvencia)

IR: Ischaemia-reperfusio

MAP: Mean arterial pressure (artérias kozépnyomas)
MVR: Mesenterialis vascularis rezisztencia

NOMI: Non-occlusiv mesenterialis ischaemia

OPS: Ortogonalis polarizacios spektralis képalkotas
PAO: Partialis aorta occlusio

RBCV: Red blood cell velocity (vorosvértest &ramlasi sebesség)
ROS: Reaktiv oxigén szarmazékok

TNF-a: Tumor necrosis faktor- o

TPR: Teljes periférias rezisztencia
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2. Bevezetés

A non-occlusiv mesenterialis ischaemia (NOMI) egy igen komoly Kklinikai
problémat jelentd allapot. Habar az akut mesenterialis ischaemianak csak korilbeliil 20-
30%-at teszi ki [Trompeter 2002] — igy a ritkabb korképek kozé tartozik —, viszont
sulyosak a kovetkezményei €s gyakori a fatdlis kimenetel. Bar megoldasara szdmos
allatkisérletes €s klinikai probalkozas is tortént, ezek koziil egy sem hozott valddi

attorést, ami ramutat a probléma bonyolult hatterére és nagy jelentdségére.

Az ischaemia a vérkeringés megsz(inésébdl adodo, a reperfuzié pedig az
ischaemia utan a keringés helyreallasabol kovetkez6 komplex biokémiai és
patofiziologiai folyamatok Osszessége, melyek a karosodas helyén indulnak és hatassal
vannak a szervezet egészére. Mesenterialis hypoperfusiorol akkor beszéliink, ha az
intestinalis keringés tobb mint 50%-kal csokken, mert ennél kisebb csokkenés esetén a

kompenzaciés mechanizmusok megakadalyozzak a karosodast [Bulkley 1985].

A bélnyalkahartya alapvet6 feladata a felszivas mellett az is, hogy a potencialis
korokozok atjutdsanak gatat szabjon. Ha a bél vérellatdsa megsziinik, vagy jelentdsen
lecsokken, ez a barrier funkcié mar néhany percen beliil karosodik és igy baktériumok
¢s mikrobialis termékek juthatnak a lumenbdl az érpalyaba [Haglund 1994]. Mire az
ischaemia tiineteit a beteg észleli ez a folyamat mar elindult és sulyos esetben kezelés

nélkiil 24 6ra alatt gangrénas bélelhalast okozhat [Robbins 2009].

Azonban régbta ismert tény, hogy a keringés 0jboli meginduldsa utan is dramai
szovetkarosodas kovetkezik be. Ilyenkor a fokozott €és hirtelen leukocyta aktivacio,
illetve citokin- és reaktiv oxigén szarmazék (ROS) felszabadulas nem csak magat a
belet, hanem tavoli szerveket is karosit, igy ez az allapot gyakran tarsul acut respiratios

distress syndromaval (ARDS) és tobbszervi elégtelenséggel (MODS).

A reperfuzid utdn a gyulladdsos kaszkdd része a komplement rendszer
aktivalodasa. Ennek egyik kozponti eleme a C5 fehérje, amelynek a hasitasaval
keletkezik a terminalis komplex (C5b-9) kialakulasahoz sziikséges C5b fragmens (ami a
sejtmaggal rendelkezd sejtekben aktivaciot, sejtmag nélkiiliekben lizist okoz), és a C5a
peptid, mas néven anafilatoxin. A C5a erds kemoattraktans, a HMGB-1 (high mobility
group box-1) szint emelésén keresztiil hozzajarul a leukocyta aktivacidhoz [Rittirsch

2008], serkenti a citokinek termelddését és felszabadulasat, a hizdsejt degranulaciot és a
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ROS termel6dést [Lee 2008], igy fontos szerepet tolt be mind a lokalis mind a
szisztémas gyulladdsos folyamatokban. Igy a C5a hatasanak gatlasan keresztiil

jelentdsen csokkenthetdk a karosodasok.

Erre a C5a hatasmechanizmusabol kovetkezd elvi lehetdségek koziil az elso, a
Cbha receptorok gatlasa. Ez a modszer nem valtotta be a hozza flizott reményeket. Masik
modszer a C5a ellenes antitestek alkalmazasa, amelyek hatasosnak bizonyultak, de
hatranyuk a magas eldallitasi koltség mellett a gyakrabban el6fordulé adverz

immunreakcio.

Uj megkozelités a CS5a kozvetlen gatlasa, amelyre Nagoyai Egyetemen
kifejlesztettek egy peptidet, az Acetil-Peptid A-t (AcPepA). Az AcPepA egy, az N-
terminalis végén acetilalt antisense komplementer peptid, amely az eddigiektdl eltérd
modon a CS5a kozponti részéhez kozvetleniil képes kapcsolodni, igy inaktivalni azt.

[Okada H. 2011].

Intézetiinkben korabbi kisérletek kapcsan kidolgoztak egy nagyallat modellt,
amelyben pericardialis tamponaddal hoztak 1étre szisztémas hypotensiot és
mesenterialis ischaemiat. Ennek segitségével bebizonyitottak az AcPepA kezelés
hatékonysagat rovid tavon [Erces 2013]. A tamponad kivitelezése thoracotomiaval
tortént, ami a rovid tava vizsgalat céljanak megfelel, azonban a beavatkozas igen
megterheld, ezért hosszabb tavu kisérletre nem alkalmas. A lehetséges kezelés 24 oran
tali vizsgalatahoz ki kellett dolgoznunk egy uj modellt, amely fokuszaban a

mesenterialis rendszer hypotensigja allt.

Jelen munkank célja az volt, hogy létrehozzuk a non-occlusiv mesenterialis
ischaemia reprodukélhato és standardizalhato kisallat modelljét, €s ennek segitségével
hosszll tdivon megvizsgaljuk az AcPepA kezelés makro- és mikrohemodinamikai hatasat

¢s relevans gyulladdsos paraméterek valtozasat.

Eredményeink igazoltak, hogy az egyszeri AcPepA kezelés még hosszu tavon is
kedvezéen befolyasolja a mesenterialis ischaemia altalanos és lokalis karos

kovetkezményeit.



3. A kutatas hattere — Irodalmi attekintés

3.1 Non-occlusiv mesenterialis ischaemia
Az akut mesenterialis ischaemia kialakulasara két mod van. Occlusiv
(elzarodasos) formaja tobbek kozott az arteria meseterica superior thrombosisa, vagy
embolisatioja révén johet 1étre. Ismert elzarodas nélkiil fellépd, Gn. non-occlusiv
formaja is, mely low-flow allapotokban: példaul nagy érsebészeti beavatkozasok (aorta
cross-clamping), szervatiiltetések, sulyos szisztémas hypotensioval jaro allapotok (pl.:

pericardialis tamponad) szovédménye lehet.

3.1.1 Torténeti elozmények

Az 1930-40-es években mar emlitést tettek olyan ritka esetekrdl, amikor nem
tényleges elzarddas kapcsadn jott 1étre mesenterialis infarctus képe. Ezt kovetden
igazoltak, hogy a korabban elzarodasosnak tartott esetek jO része nem embolia vagy
thrombosis kovetkezménye volt. A NOMI-t elészor Ende emlitette 1958-ban, sulyos
szivelégtelenséggel kapcsolatos allapotokban [Ende 1958], késébb leirtak shockos
epizdd utan, szivritmus zavarban [Corday 1962], digitalis toxicitasban [Gazes 1961],
aorta insufficiencidban, melyek kozos jellemzdje az alacsony perctérfogat és a
splanchnikus erek vasoconstrictidja. Az 1960-as években halalos betegség volt,
melynek okai a diagnosztikus nehézségek, a szoveti karosodas progresszidja a kivaltd
faktorok megsziintetése utan és a nem megoldott terapia (miitét) voltak [Boley 1997].
Ezek részben a mai napig meglévo problémak, és bar a tilélés az elmult évtizedek soran

jelentdsen javult, a mortalitdsa még mindig igen magas.

3.1.2 Klinikuma

Acosta és munkatarsai 2006-ban a Malmoi Egyetemen végeztek a mesenterialis
ischaemiara vonatkozo atfogd vizsgalatot, melyben az 1970 és 1982 kozott Malmoben
elhunyt betegek adatait dolgoztak fel. A betegség operacioval vagy boncolassal igazolt
incidenciaja évente 12,9/100.000 beteg volt. Ezeknek az eseteknek 15,4%-a volt NOMI
[Acosta 2006]. Megjegyzendd, hogy napjainkra ez az arany 20-30%-ra emelkedett [Liu
1999].



Kialakulasanak oka maig nem teljesen tisztazott, de rizikdfaktorai kozé tartozik:
e 3z clorehaladott atherosclerosis €s rizikotényezoi,
e az alacsony perctérfogattal jaro allapotok (pl.: akut myocardialis infarctus,
congestiv szivelégtelenség, arrhytmiak),
e avégstadiumu vesebetegség, és az ezzel jaro haemodialysis,
e ¢s a mesenterialis keringést csokkentd gyogyszerek taladagolasa.
Ezek mellett szerepet jatszik:
e ashock,
e sepsis,
e dehydratio,
e nagy sziv-, ér-, és hasi sebészeti beavatkozasok (pl.: cardiopulmonalis
bypass) [Ori 2005].

Kiemelendd, hogy a NOMI kialakuldsdnak kockézata veseelégtelenség fennallasa
esetén az atlag populaciohoz képest 2-10-szeresére né [Zeier 1993], melynek két f6 oka
van. Az els6 a kalcium-foszfor anyagcsere felborulasabol adodo fokozott arteriola
hemodializishez (ritkabban peritonealis dializishez) szokott tarsulni, a dializatummal
tavozo tal sok folyadék elvesztése kovetkeztében létrejovo hypotenziv epizoéd miatt.
Emellett a terapia részeként alkalmazott human rekombinans eritropoetin nem
kontrollalt adasa a hematokrit emelkedéséhez, hiperviszkozitashoz, és igy az aramlas
csokkenéséhez vezethet [Zeier 1995].

A NOMI tiinetei altalaban igen valtozatosak €s nem specifikusak: az enyhe, diffiz
hasi érzékenységtol és hasi disztenziotol a kifejezett fajdalomig terjedhetnek, melyet
tipusos esetben a jobb oldali hypogastriumban jelez a beteg, ugyanis itt talalhatdo az
ileocoecalis junctio, mely a steal jelenség miatt kiilondsen érzékeny a hypoperfuziora.
Féajdalom hianyaban még a 14z, az ileus, vagy a hasmenés hivhatja fel a figyelmiinket a

betegségre, foleg ha e jelek leukocytosissal tarsulnak [Bassilios 2003].

3.1.3 Diagnosztikaja
Komoly odafigyelést és nagy tapasztalatot igényel, hogy a rizikéfaktorok és a
tiinetek alapjan megtegyiik a sziikséges 1épéseket, melyek segitségével felallithato a

helyes diagnozis.



Gyakoriak a laboreltérések, de a tiinetekhez hasonloan ezek sem specifikusak.
NOMI-ra utalhat az ismeretlen eredetii leukocytosis és laktat acidosis [Ori 2005], a
serum foszfat szint emelkedése és a peritonealis folyadék magas amildz szintje
[Jamieson 1975]. A serum laktat-dehidrogenaz és kreatin-foszfokinaz értékek csak
késobb emelkednek €s rossz progndzisra, visszafordithatatlan karosodasra utalnak.

A nativ hasi rontgenfelvétel nem része a diagnozisnak, de egyéb ok miatt kérve
mellékleletként elzarddasra, vagy perforatiora utal6 jelek feltiinhetnek a betegség késoi
fazisaban. NOMI-ban gyakran talalhato gaz a portalis vénas rendszerben, illetve a
bélfalban, ami ultrahangon aprd echogén pontozottsdgot eredményez, CT felvételen
hipodenzitas formajaban jelentkezik [Howard 1996].

A Dbetegség klasszikus radiologiai jeleit Siegelman irta le, angiografias
felvételeken [Siegelman 1974]:

e szukilet a mesenterialis erek eredésénél,
o felvaltott tagulatok-sziikiiletek az ereken ,,kolbasz fiizér jel”,
e a mesenterialis arkadok spasmusa,

e ¢saz intramuralis erek telodési hianya.

A modern képalkotasban a digitalis szubsztrakcios angiografias felvételeken és
nagy térbeli felbontasu CT képek haromdimenzios rekonstrukcidjan is ugyanezen
elvaltozéasok lehetnek korjelzéek [Woodhams 2010].

A diagnodzist aldtdmaszthatja a peritonealis folyadék bakterioldgiai tenyésztése,

melyben elsésorban Gram-negativ palcak mutathatoak ki.

3.1.4 Terapiaja

A kezelés mar az angiografia sordn megkezdddhet az intraarteridlis katéteren
keresztiil, vagy CT soran intravénasan, a kontrasztanyaggal egyiitt adott vasodilatator
(papaverin, glucagon) formajaban. Emellett a bél nyalkahartya barrier funkcidjanak
sériilése miatt szisztémas antibiotikum adasa javasolt [Bjorck 2010].

Amennyiben a hasi panaszok nem sziinnek papaverin adasa utan sem, a hasat
azonnal fel kell tarni és az irreverzibilisen karosodott bélszakaszt el kell tavolitani. Az
érintett bélszakasz életképességének megitélése torténhet szem ellendrzése mellett,
amelynek része a szin, a pulzacié és a perisztaltika vizsgalata, azonban a modszer
pontossaga kevesebb mint 60% [Sheridan 1991]. Ugyanerre a célra a Doppler ultrahang

nem bizonyult megfeleldnek, ezzel szemben a fluoreszcens eljarasok igéretesek [Mann



1982]. Ilyen példaul a HyperEye Medical System, melynek elénye, hogy miitét kozben
felallithaté a diagnozis és megitélhetd a bél épsége makroszkdpos elvaltozas hianyaban
is, valamint nincs sziikség hozza intervencids radiologusra és nem terheli a vesét a
kontrasztanyag [Nitori 2013].

Tehat a NOMI tulélésének sarokpontja a korai diagndzis és az azonnal
megkezdett terapia. Habar a miitéti technikdk is fejlédnek, kiterjedt kdrosodas esetén

még mindig nehéz elkeriilni a fatalis kimenetelt [Archodovassilis 2007].

3.2 Gyulladasos folyamatok

3.2.1 Az ischaemia — reperfuzios (IR) karosodas

Ischaemia, vagyis a vérkeringés megsziinésekor az oxigén ellatasanak zavara
miatt csokken a mitokondriumokban az oxidativ foszforilacio, ennek kovetkeztében az
ATP szint. Az ATP sziikséges a sejt homeosztazisdnak fenntartasahoz, tobbek kozott a
sejtmembranban talalhaté ionpumpak miikddéséhez. ATP hianyaban elektrolitok (Na”,
Ca®" jonok és viz) dramlanak a sejtbe, igy az megduzzad [Kolkman 2003]. A Ca®*
bearamlasa tovabba azt eredményezi, hogy a xantin-dehidrogenaz (XDH) enzim xantin
oxiddzza (XO) hidrolizal [Banda 1996], melynek szubsztratja az ATP lebomlasabol
szarmaz0, és oxigén hianyaban felhalmoz6d6 hipoxantin. Reperfuzié soran, oxigén
jelenlétében a hipoxantin mennyiség jelentds része xantinna alakul, amelynek
melléktermékeként rengeteg ROS szabadul fel [Abela 2003], ami fehérje, lipid és DNS
karositd hatassal rendelkezik. Ennek hatdsara aktivalédnak a DNS-t javitd enzimek,
melyek nagy energiaigényiik miatt tovabb csokkentik a sejt készleteit, végiil necroticus
sejthalalhoz vezetnek. A helyzetet tovabb sulyosbitja a szabadgyokoket megkdtni,
inaktivalni képes rendszerek limitalt kapacitasa is [Szabo 1998].

Hypoxia hatasara az endotheliumban proinflammatorikus jelutak aktivalodnak és
igy adhézios molekuldk, citokinek, endothelin és lipid medidtorok szabadulnak fel, amit
a meginduld keringés eljuttat a kérnyez6 szovetekhez [Syk 1998] és tavoli szervekhez

[Simpson 1993], ahol hasonl6 karosodasok jonnek 1étre, mint a kiindulasi helyen.



3.3 Gyulladasos mediatorok

3.3.1 Nitrogén-monoxid (NO)

A NO egy rovid féléletidejii, szabad gyoknek tekinthetd molekula, mely a
szervezetben fiziologias koriilmények kozott is termelddik kis mennyiségben az
allandoan aktiv nitrogénmonoxid-szintdz (NOS) enzim endothelialis- (eNOS), és
neuronalis (nNOS) izoenzimei altal. Szamos funkcidja van: tobbek kozott vasodilatator
hatdsa révén moduldlja a mikrokeringést, gatolja a thrombocyta aktivaciot és a
leukocyta adhéziot [Katsube 2007], illetve stabilizalja a hizdsejtek membranjat, igy a
permeabilitast szabalyozza [Kanwar 1994].

Az enzim harmadik tipusa gyulladasos folyamatokban indukalddik (inducible,
INOS) ¢és egy nagysagrenddel nagyobb NO koncentraciot hoz létre. A NO és a
szuperoxid gyokok (O) reakcidjanak eredményeként Gnmagaban nem szabadgyok
tulajdonsaggal rendelkezd, am sokkal reakcioképesebb peroxinitrit (ONOQO?) képzddik.
Ez a termék nagy részben felelés a DNS- és a sejtfehérjék karosodasaért, a
lipidperoxidécioért és a mitokondridlis funkciok gatlasdért. Hatdsai révén jelentOsen
hozzéjérul az enterocytak pusztuldsahoz, igy a mucosa permeabilitds novekedéséhez

[Potoka 2002].

3.3.2 Hisztamin

A bélnyalkahartya postcapillaris venulai koriil taldlhaté hizosejtek preformalt
granulumaibodl IR hatasara felszabadulo, illetve de novo szintetizalod6 hisztamin tobb
mediatorral egylitt képes lokalis szoveti reakciot 1étrehozni [Boros 1995]. A folyamat
soran a kis erek permeabilitdsa megnd, szoveti oedemat okoz, ezzel részt vesz a barrier
funkci6 karositasdban. Felszabadulasdban jelent0s szerepet jatszanak a gyulladasos
sejtek termékei, koziliik is kiemelendd az endothelin-1 (ET-1) [Szalay 2000] és a C5a
[Kimura 1998].

3.3.3 High mobility group box protein-1 (HMGB-1)

A Cb5a-like receptor 2 (C5L2) egy nagy affinitasu C5a receptor, melyrdl korabban
azt gondoltak, hogy scavenger funkciot tolt be. Kideriilt azonban, hogy ezen receptoron
keresztiil hatva a C5a serkenti a HMGB-1 felszabadulasat [Rittirsch 2008]. Ez a
mediator fontos szerepet tolt be a természetes immunitds szabalyozasaban (leukocyta

toborzas, citokin felszabadulas), és a sepsis egyik markere [Ulloa 2006].
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3.3.4 Tumor necrosis faktor-a (TNF-a)

Az akut gyulladasos reakcido egyik legtobbet kutatott és legjobban ismert
molekuldja a TNF-a. Elsésorban az aktivalt macrophagok termelik szamos stimulusra,
példaul IR karosodésra, bakteridlis termékek és egyéb citokinek hatasara. Szertedgazo
hatasai az interleukin-1-hez (IL-1) igen hasonldak (ezért gyakran egyiitt emlegetik
Oket), amelyek koziil szempontunkbol azok a leglényegesebbek, amelyeket az
endothelre és a leukocytakra fejtenek ki [Robbins 2009].

Az endothelen fokozza a leukocyta adhéziés molekulak termelését, tovabbi
cytokinek ¢és az arachidonsav szarmazékok szintézisét és felszabadulasat a nuclearis
faktor-kB (NF-«B) jelatviteli Gton keresztiil. A folyamat a postcapillaris venulakban a

crer

részben hozzajarul az érfal permeabilitdsanak ndvekedéséhez [Lush 2000].

3.4 A mikrokeringés és vasoactiv mediatorai
Szdmos szerviink mikrokeringése fiziologias koriilmények kozott is mutat
heterogenitast. Ez a jelenség a vékonybélben harom jellemzovel irhato le. Az els6 az
anatomiai rétegek kozotti (keresztmetszeti) kiilonbség. Emésztési fazisban a mucosa
véraramlasa a muscularis rétegének a tobbszordse, de mikor nem zajlik felszivas ez az

arany nem mutat ilyen kifejezett eltérést.

A masodik aspektus az anatomiai rétegen beliili (horizontalis) heterogenitas, amit
a funkcionalis capillaris denzitassal (FCD), illetve a vOorosvértest aramlasi sebességgel
(RBCV) jellemezhetiink, és kovetkeztethetiink beldliik a szoveti perfuziora. Végiil van
egy idoébeli valtozas, amely egy ,,on-off” szeri aramlasként figyelhet6 meg a villusok

ereiben.

Azonban hypoperfusio kapcsan (pl.: IR karosodas, haemorrhagias shock) a
heterogenitds mértéke megnd, amely a mucosa és a tunica muscularis kozotti aramlas
redisztribuciojahoz vezet, igy csokkenni fog a mucosa vérdramlasa €s oxigenizacioja
[Vajda 2004]. Ez a lecsokkent véraramlas a rétegen beliili keringés elégtelenségét, igy

szovetkarosodast okoz.
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3.4.1 Vasoconstrictorok

Az ET-1 a legpotensebb vasoconstrictor, igy nagymértékben képes a vascularis
rezisztenciat befolyasolasara. Az endothel sejtekbdl szabadul fel és miutan egy
konvertaz enzim aktivalja, az érfal simaizomsejtjein hat [Webb 1997]. Két receptora
van: az ET-B-n hatva enyhe vasodilataciot okoz, de sokkal jelentésebb az ET-A
szerepe, melynek aktivalasa a mucosa, submucosa, és muscularis rétegben erds
vasoconstrictioval jar [Burgener 2001].

A mesenterialis keringés karositd hatasokra kiilonosen érzékenny¢ valik a renin-
angiotenzin rendszer termékére az angiotenzin (AT)-ll-re [Ceppa 2003]. Ez az erds
vasoconstrictor a tiidében taldlhaté angiotenzin konvertald enzim (ACE) altal az AT-I-
bél hasitodik [Robbins 2009]. Leirtak, hogy coronaria bypass miitét utan (ami az
intestinum hypoperfusidjaval jar) megemelkedd AT-II szint képes akar mesenterialis

ischaemiat is kivaltani [Reilly 1993].

3.4.2 Vasodilatatorok

A mar emlitett NO mellett, csokkent véraramlassal jaro allapotokban jelentds
szerepet jatszanak a mucosa keringésének fenntartasaban a cyclooxigenaz enzim lipid
termékei, a prosztaglandinok, féleg a prosztaglandin E, (PGE;) és a prosztaciklin (PGI,)
[Kolkman 2003].

3.5 A komplement rendszer

A komplement rendszer harom uton aktivalodhat. Az els, klasszikus utban a Clq
faktor IgG ¢és IgM immunglobulin csaladbol keletkezett immunkomplexek Fc
kotd lektin (MBL) kell, mely MBL asszocialt serin protedzokat (MASP) aktival. A két
folyamat egy koz0s pontban talalkozik, a C4-es faktor hasadasat eredményezve, amit a
C2-es kovet, igy létrejon a C3 konvertaz (C4b2a). Az alternativ ttvonal itt a C3-as
hasadasanal kapcsolodik be a kaszkadba, a faktor B és D segitségével. A C3
konvertazhoz C3b fragmensek kapcsolodnak és C5 konvertdzzd alakul (1. abra)

[Gorsuch 2012].
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Alternativ ut A
C5bC6C7
«— C8
«— C9
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1. abra: A komplement rendszer

A C5 faktorbdl két termék keletkezik. A C5b lokalisan a membranhoz kotott
hatasokért felel és tovabbi faktorokkal egytitt (C5b-9) a sejtmaggal rendelkez6 sejteken
aktivaciot, sejtmag nélkiili sejteken (baktériumok) lizist okoz [Walport 2001 a, b]. A
C5a egy szolubilis glikopeptid, mely a keringéssel tavoli szervekhez is el tud jutni és ott
i1s kéarosodast tud okozni. Ezek koziil a mesenterialis ischaemidra legjellemzébb az
ARDS [Wada 2001], mely csokkenti az egész szervezet oxigénellatasat és végiil
MODS-hoz vezet [Harward 1993]. Ezért fontos a C5a altal aktivalt koros folyamatok

gatlasa.

3.5.1 A Cb5a kozponti szerepe

A C5a két receptoron keresztiil hozza létre hatasait, azonban ezek legnagyobb
részt a CS5a receptorhoz (C5aR) kapcsolhatoak. Ez a receptor szamos immun és nem-
immun sejten is megtalalhaté [Lee 2008]. Vascularis hatdsaiért a hizosejtekbol
felszabaduld hisztamin és szerotonin felelds, a neutofil granulocytakban pedig aktivalja
a lipoxigenaz utvonalat és az igy szabadda valo leukotriének erés kemoattraktansként is
hatnak (bar a C5a 6nmaga is rendelkezik ilyen tulajdonsaggal). Az endothel sejteken és

a leukocytdkon fokozza az adhézids molekuldk kifejezodését és tovabbi gyulladasos
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mediatorok felszabadulasat [Robbins 2009]. Ezen kiviil fokozza a granulocytak ROS

termelodését és az oxidativ robbanast [Lee 2008].

Masik receptora, a C5L2, a korabban emlitett médon HMGB-1 termelésen

keresztiil leukocyta aktivaciot hoz 1étre.

3.5.2 A C5a gatlasa, AcPepA

A C5a hatasanak gatlasa tobb modon is lehetséges. EgQyik tipusa a Cba-ellenes
antitestek és szolubilis receptorok alkalmazasa, viszont ezek nagyobb molekuldk, igy
instabilabbak, ecléallitasuk dragabb, tobb a mellékhatasuk és rosszabb a biologiai
hozzaférhet6ségiik [Haynes 2000]. Tovabbi lehetdséget jelentenek a C5aR antagonistak,
amelyek kisebb méretiick. Gatlasuk azonban a receptor polimorfizmus miatt nem csak a
kivant hatast éri el, hanem szamos negativ kovetkezménnyel jar. Adagolasuk sem
egyszerl,, mert a gyulladasos valaszban a C5aR-ok immunreaktivitasa megemelkedik
[Lee 2008], igy a megfelelé dozis meghatarozasa nehézséget jelent.

A megoldast egy ujszerli, innovativ elgondolas adta, mely a molekularis
felismerési teorian alapul, miszerint az adott olvasasi kereten beliil, a DNS szemben
1év6 szalai alapjan szintetizalddd peptidek képesek egymashoz kotédni. Ezeket a
helyeket antisense homology boxoknak (AHB) nevezik [Baranyi 1995]. A 74
aminosavbol allo C5a peptiden az ANTIS nevill program segitségével talaltdk meg a
PL37-nek nevezett AHB-t (37. — 53. aminosav), ami a Cba receptor aktivacioért felelés
helyen van [Baranyi 1996]. Ezutan a MIMETIC nevli program 19 komplementer
peptidet generalt erre a régiora, amibdl 7 rendelkezett gatlo hatassal. Ezek koziil egyrol
(peptid A) igazolodott, hogy ténylegesen képes kotddni és gatolni C5a hatasat [Fujita
2004]. A stabilitas érdekében az N’ terminalis alanin aminosavat acetilaltak (AcPepA).

A létrehozott AcPepA peptid tehat a CS5a fehérje kozvetlen gatloszere és a

célmolekuldhoz torténd kotédése nem antigén-antitest kdlcsonhatason alapszik.
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4. Célkitiizés

Munkank soran két alapvetd célt tliztiink ki. Els6é 1épésként kidolgoztunk egy
olyan kisallat modellt, amelyen reprodukalhatdan és standardizalhatéan vizsgalhatok a

mesenterialis hypoperfizio hossza tavu hatasai és kezelésének lehetdségei.

A tovabbiakban a létrejové karosodasok kialakuldsdban egy kdzponti szerepet
jatszo elem, a C5a anaphilatoxin direkt gatldsdnak hatasat vizsgaltuk. Ezért az igy
l1étrehozott modellen makrokeringési és mikrokeringési paramétercket mértiink, hogy
mind a szisztémas, mind a lokalis vérellatas allapotardl képet kapjunk. Ezen tilmenéen
az IR karosodas kovetkeztében zajlo gyulladasos folyamat vizsgalatara biokémiai

probakat végeztiink.
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5. Modszerek

Kisérleteinket 300-320 grammos him Sprague-Dawley patkanyokon végeztiik.
Vizsgalatainkat a NIH irdnyelvei alapjan (Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals) végeztiik a Szegedi Tudoméanyegyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsdga

jovahagyasaval.

5.1 Sebészi beavatkozas
Az els6 napon allatainkat 16 6ra €¢heztetés utan Na-pentobarbital (50 mg/ttkg, i.p)
altatds mellett hanyatt fekvé helyzetben fiithetd mitdasztalra helyeztik. A
beavatkozasokat steril koriilmények kozott végeztiik. Kipreparaltuk a bal oldali arteria
femoralist, és az artérias vérnyomas- és pulzusszam mérés céljabdl kantilaltuk (PE40-es
kaniil). A hemodinamikai adatok folyamatos monitorozasa SPEL Advanced
HAEMOSYS 1.17 adatgyiijtd szoftver (Experimetria Ltd., Budapest) alkalmazasaval

tortént.

Median laparotomidt kovetden orthogonalis polarizacios spektralis képalkotas
(OPS Cytoscan A/R Intravitalis Videdmikroszkopia) modszerével az ileocoecalis
junctiotdl proximadlisan 5 cm-re az ileum serosdjdnak mikrokeringésérdl kontroll
felvételeket készitettiink. Felkerestiik és proximalisan, a rekeszizom és az arteria
mesenterica superior (AMS) eredése kozott kipreparaltuk az aorta abdominalist, majd
szilikon szalagot vezettiink az aorta koré. Parcialis aorta occlusiot (PAO) hoztunk 1étre a
szalag mérsékelt megszoritdsdval, amelynek sordn az alsé testfél artérids
kozépnyomasat 60 percen keresztiil 40-50 Hgmm kozott tartottuk. Ezt az arteria
femoralisban mérhetd koézépnyomas monitorozasaval ellendriztiik. A beavatkozést
kovetden a hasfalat 6/0-as, atraumatikus, monofil fonallal egyesitettiik két rétegben: az
izmokat tovafutd, a bdrt pedig egyszerli megszakitott oltésekkel zartuk. Az arteria
femoralist lekotottiik, a sebet ellattuk. Ebredés utan taplalékot és folyadékot ad libitum
kaptak.

A masodik napon az allatokat ujra altattuk. Az atjarhatd 1légut biztositasa
érdekében tracheostomiat kovetden tracheakaniil keriilt behelyezésre, a jobb oldali vena
jugularisba PE50-es kaniilt vezettiink, melyen keresztiil a kisérlet végéig fenntartd

infuziot kaptak (10 ml/kg/h), illetve sziikség szerint tovabbi adag altatot a narkozis
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fenntartdsanak érdekében. Az allatok vérnyomasanak és pulzusszaméanak mérése
céljabol kaniilaltuk a jobb arteria carotis communist, a bal oldali carotis communison
keresztiil termisztor katétert (PTH-01; Experimetria Ltd., Budapest, Hungary) vezettiink

az aorta ascendensbe a perctérfogat (cardiac output, CO) meghatarozasara.

A hasfalat ismételten megnyitottuk, felkerestiik az AMS-t, amelyre ultrahangos
aramlasméré fejet helyeztiink a véraramlas mérése céljabol (T206 Animal Research
Flowmeter; Transonic Systems Inc.), illetve ujabb OPS vizsgalatokat végeztiink a
serosan ¢és az ileum lumenének megnyitasa utan a mucosan. A makro- és mikrokeringési
paramétereket 2 dran keresztiil 30 percenként mértiik. A kisérlet végén vér és vékonybél

mintakat vettiink a biokémiai paraméterek meghatarozasara.

5.2 Keringési paraméterek

5.2.1 Makrokeringés

Az artérias nyomas és pulzusszam mérése BPR-02 transducer (Experimetria Kft.
Budapest) segitségével tortént és az értékek HAEMOSYS 1.17 (Experimetria Kft.
Budapest) adatgylijté szoftver alkalmazdséaval keriiltek rogzitésre a beavatkozas elétt,

kozben és utan.

A CO termodilicios modszerrel torténd méréseéhez PTH-01 termisztort katétert
(Experimetria Kft. Budapest) hasznaltunk, melyet SPEL Advanced Cardiosys 1.4
(Experimetria Kft. Budapest) szdmitogépes program segitségével rogzitettilk. Az igy
mért adatokat két tovabbi szadmitott paraméterhez hasznaltuk: az adatokbdl a teljes
periférias ellenallast (TPR), az artérias kozépnyomas (mean arterial pressure, MAP) és a
CO hanyadosaként, a mesenterialis vascularis rezisztenciadt (MVR) pedig az AMS

véraramlas és a MAP hanyadosabol szamitottuk.

Az arteria mesenterica superior dramlasat ultrahangos 4ramldsmérd

alkalmazaséaval (Transonic System Inc., Ithaca, New York, USA) vizsgaltuk.

5.2.2 Mikrokeringés
Az orthogondlis polarizaciés spektralis (OPS Cytoscan A/R Intravitalis
Videomikroszkopia) technika alkalmazasa soran az objektiv kozvetleniil érintkezik a

vizsgalandd szovettel, amelyet a zold fény spektruméba esé 548 nm hullamhosszl (az
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oxigenizalt és deoxigenizalt hemoglobin izozbesztikus pontja, azaz egyenldé mértékii
abszorbanciat mutat), polarizalt fénnyel a serosa felszinéhez kevesebb, mint 200 um-re
levé kapillarisokban keringd vorosvértestek tehetOk lathatova kontrasztanyag
alkalmazasa nélkiil. A beesd polarizalt fény utja kb. tizszer térik meg a szdvetben,
mignem depolarizalodik. A depolarizalt fény egy wjabb polarizatoron, az analizatoron
keresztiil keriil egy képerdsitdbe, majd a kameraba, azonban a visszaverddd polarizalt
fény kiszlirédik (2. abra). fgy a mikrokeringésrél videofelvétel készithetd.
Felvételeinket IVM Pictron szoftver segitségével off-line analizaltuk. Ezzel a
technikdval meghataroztuk a funkcionalis kapillaris denzitast (FCD: az adott
koriilmények kozott atjarhatd kapillarisok hosszanak aranya 0sszeshez viszonyitva) és a

vordsvértest aramlasi sebességet (RBCV, mm/sec).

visszavert, polarizalt
sugar

splitt%
¢ a

szorodott, depolarizalt
kamera sugar szovet
polarizator
orthogonalis
polarizator
(analizator) fényforras
+
filter

2. abra: Az OPS mikodése

5.3 Biokémiai vizsgalatok

5.3.1 Endothelin-1 (ET-1) és HMGB-1

A vasoconstrictor hatasi endothelin-1A és a HMGB-1 késéi proinflammacios

crer

ELISA modszerrel hataroztuk meg (Biomedica Kft, Ausztria; Shino-Test Corporation,

Kanagawa, Japan).
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5.3.2 TNF-a

A vizsgalatok végén a vena cava inferiorbol 0,5 ml-es vérmintdkat vettiink
EDTA-s polipropilén csévekbe, melyeket 20 percen keresztiil 1000 G-vel centrifugaltuk
(4°C). Ezt kovetden a mintat lefagyasztottuk és a mérések iddpontjaig -70°C-on
kapcsolt immunosorbent-assay segitségével hataroztuk meg (Quantikine ultrasensitive
ELISA kit; Biomedica Hungaria Kft, Magyarorszag). A detektalhatd6 minimum TNF-a
koncentraci6 0,5 pg/ml, a modszer inter- és intra-assay koefficiens értéke 10%-nal

alacsonyabb volt.

5.4 Kisérleti protokoll

Kisérletiink két napos protokoll alapjan zajlott (3. abra). Az allatokat random
modon 3 csoportra osztottuk. Az almitétt csoport (n=6) kontrollként szolgalt a vizsgalt
paraméterek valtozasanak kovetésére. A hasfal megnyitdsa utdn a vékonybelet
eléemeltiik, majd az aorta preparalasat kovetden visszahelyeztiik a hasiiregbe és a sebet
zartuk. A PAO csoport egyedeinél (n=6) az aorta abdominalis 60 perces részleges
leszoritasaval az alsé testfél artérias kozépnyomasat 40-50 Hgmm-en tartottuk. A
harmadik csoport egyedei a PAO mellett AcPepA kezelést kaptak (PAO + AcPepA;
n=6). Az aorta leszoritassal az also testfélben létrehozott hypotensio 45. percében az
allatok 4 mg/ttkg AcPepA-t kaptak 5ml-es infuzidoban 5 perc alatt, a farokvénan
keresztiil. A masik két csoport tagjai az AcPepA olddszerét, fiziologias sooldatot

kaptak.

Az eldkészitést kovetd nyugalmi peridodus utan kezdtilk meg a méréseket. Az elsd
napon vizsgaltuk a vékonybél serosa mikrokeringését (red blood cell velocity, RBCV),
és monitoroztuk a MAP-ot és a szivfrekvenciat (heart rate, HR). A masodik napon két
oran keresztiil 30 percenként a vékonybél serosa €s a mucosa mikrocirkulécidjarol
készitettiink felvételeket és a makrohemodinamikai paraméterek koziil a MAP és HR
mellett a CO-t és az AMSF-t is monitoroztuk. A kisérlet végén vér és vékonybél

mintakat vettiink a biokémiai paraméterek meghatarozasara (ET-1, HMGB-1, TNF-a).
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- mikrokeringés (serosa) - mikrokeringés (mucosa, serosa)

3. abra: Kisérleti protokoll
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5.5 Statisztikai analizis

Az adatok kiértékelését statisztikai szoftver csomag segitségével végeztiik
(SigmaStat for Windows, Jandel Scientific, Németorszag), nem paraméteres
modszereket alkalmazva. A csoporton beliili eltéréseket Friedman-probaval vizsgaltuk,
ezen beliill a kontroll értéktdl valo eltérést Dunn-probaval teszteltiik. Az abrakon a
csoporton beliili szignifikans eltérést * jeloli. A csoportok kozotti kiillonbségek
meghatarozasa Kruskal-Wallis €és Dunn-prébaval tortént, melyek eredményét az
abrakon X-el (valtozas az almitott csoporthoz képest) és #-el (valtozds a PAO
csoporthoz képest) jeloltiikk. A grafikonokon feltiintettiik a mért értékek medianjat, a
szorast a 25 és 75 percentilis kozott és a sz€lsé értékeket. A szignifikancia szintet
p<0.05-n¢él hatdroztuk meg.
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6. Eredmények
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4. abra: Az artérias kozépnyomads valtozasa

Az artérids kozépnyomds a makrokeringést jellemzd egyik legfontosabb
paraméter. A 4. abran a fent emlitett hdrom csoport vérnyomasértékei lathatoak. Az
almitott allatok eredményeit zolddel, a PAO csoportét pirossal, és az AcPepA
kezeltekét kékkel abrazoltuk.

A 60 percen keresztiil az also testfélben eldidézett 40 Hgmm-es kozépnyomas
megsziintetését kdvetden a két hypotensios csoport értékei mind az almiitétthdz, mind a

kiindulasi értékekhez képest szignifikansan megemelkedtek.

A masodik napon az almiitétt csoport eredményei nem valtoztak, mig a két PAO-s

csoport vérnyomas értékei szignifikdnsan magasabbak maradtak.

A vonal és az oszlop grafikonon a median értéket és a szoras jellemzésére a 25 és
75 percentilis értékeket tiintettiik fel. * p < 0,05 a csoporton beliili szignifikans valtozast
mutatja a kontroll értékhez képest; * p < 0,05 szignifikans valtozds az almiitott

csoporthoz képest.
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5. abra: A szivfrekvencia valtozasa

A szivfrekvencia értékeiben (5. abra) az elsé napon nem mértiink szignifikans
valtozast, viszont a masodik napon mind a PAO, mind az AcPepA kezelt csoportban
szignifikans emelkedés figyelhetd meg a kiindulasi értékhez képest, amely a kezeletlen

PAO csoportban sokkal kifejezettebb volt.

Az oszlop grafikonon a median értéket és a szoras jellemzésére a 25 és 75
percentilis értékeket tiintettiik fel. * p < 0,05 a csoporton beliili szignifikans valtozas a

kontroll értékhez képest; * p < 0,05 szignifikans valtozas az almiitott csoporthoz képest.
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6. abra: Perctérfogat

A perctérfogat mérésére a masodik napon keriilt sor, melyet testtomegre
vonatkoztatva adtunk meg (6. abra). A PAO csoport értékeiben szignifikans emelkedés

figyelhetd meg, mig az AcPepA kezelés hatasara a perctérfogat szignifikdnsan

alacsonyabb volt.

Az oszlop grafikonon a median értéket és a szoras jellemzésére a 25 és 75
percentilis értékeket tiintettiik fel. * p < 0,05 szignifikins valtozas az Almiitott

csoporthoz képest; # p < 0,05 szignifikans valtozas a PAO csoporthoz képest.
p
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7. abra: Teljes periférias ellenallas

A MAP és a CO hanyadosaként meghatarozott TPR értékeket a PAO nem
befolyasolta, azonban az AcPepA kezelt csoport eredményei a kezeletlen PAO

csoporthoz képest szignifikansan magasabbak voltak (7. abra).

Az oszlop grafikonon a median értéket és a szoras jellemzésére a 25 és 75
percentilis értékeket tiintettiik fel. *p < 0,05 szignifikans valtozas a PAO csoporthoz

képest.
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8. abra: Az arteria mesenterica superior aramlasa

Az AMS véraramlasa (8. abra) a PAO csoportban szignifikdnsan megemelkedett,

mig a C5a antagonista kezelés csokkentette, értéke az almitott csoportétdl nem

kiilonbozott.

Az oszlop grafikonon a medidn értéket és a szoras jellemzésére a 25 és 75
percentilis értékeket tiintettiik fel. * p < 0,05 szignifikins valtozas az almiitott

csoporthoz képest.

26



12 -

10 1

Hgmm/ml/min

2 | | |
Almiitott PAO PAO+AcPepA

9. abra: Mesenterialis vascularis rezisztencia

Az AMS érellenallasa (9. abra) a PAO csoportban lecsokkent, mig az AcPepA

kezelés emelte azt, értéke az almtdtt csoportétdl nem kiilonbozott.

Az oszlop grafikonon a median értéket és a szoras jellemzésére a 25 és 75
percentilis értékeket tiintettiik fel. * p < 0,05 szignifikans valtozds az almiitott

csoporthoz képest; * p < 0,05 szignifikans valtozas a PAO csoporthoz képest..
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10. abra: A serosa atlagos vordsvértest aramlasi sebessége

A mikrokeringés a szoveti oxigenizacié érzékeny mutatéja. A 10. abran a
vékonybél serosaban mért atlagos RBCV-e lathatd. Az elsé napon, a beavatkozas eldtt a

harom csoport kozott eltérést nem tudtunk kimutatni.

A masodik napon a PAO csoport serosa RBCV értéke szignifikansan lecsokkent
az almitott csoportban mért érték felére, mig az AcPepA kezelt csoportban az almiitott

szintjén maradt.

Az oszlop grafikonon a median értéket és a szoras jellemzésére a 25 és 75

X

percentilis értékeket tlintettik fel. © p < 0,05 szignifikans valtozads az almutott

csoporthoz képest; # p < 0,05 szignifikans valtozas a PAO csoporthoz képest.
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11. abra: A mucosa atlagos vordsvértest aramlasi sebessége

A mucosa mikrokeringési eredményei (11. &bra) a serosa mikrokeringési
adataihoz hasonloan alakultak; a kezeletlen PAO csoportban szignifikans csokkenés

volt mérhetd. Az AcPepA kezelés normalizalta a RBCV-t a vékonybél mucosaban.

Az oszlop grafikonon a median értéket és a szords jellemzésére a 25 és 75

X

percentilis értékeket tiintettilk fel. © p < 0,05 szignifikdns valtozds az almiitott

csoporthoz képest; # p < 0,05 szignifikans valtozas a PAO csoporthoz képest .
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12./c abra: HMGB-1

Az endothelin-1, a TNF-a és a HMGB-1 (12. 4bra a, b, ¢) biokémiai paraméterek
esetében hasonld valtozasokat figyeltiink meg. A PAO csoportban az adott medidtorok
plazma koncentracioja szignifikdnsan emelkedett, mig az AcPepA kezelést kovetden

nem mutattunk ki emelkedést az almiitott csoporthoz képest.

Az oszlop grafikonon a median értéket és a szoras jellemzésére a 25 és 75
percentilis értékeket tiintettiik fel. * p < 0,05 szignifikdns véltozas az almiitott

csoporthoz képest; # p < 0,05 szignifikans valtozas a PAO csoporthoz képest.
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7. Megbeszélés

A NOMI akut, ¢életet veszelyeztetd allapot, amely azonnali diagnosztikus és
terapids 1épéseket kivan. Koreredete részben kozds a teljes elzdrodassal jaro
mesenterialis ischaemiaval, hiszen leggyakrabban rossz cardiovascularis allapot
tarsbetegsége, azonban thrombus vagy embolia helyett a keringés olyan mértéki

lecsokkenésérdl van sz6, amely mar nem elég a szoveti perfusio fenntartasahoz.

Azért jelent nagy problémat, mert eléfordulasa a 1970-es évektdl napjainkig — a
cardiovascularis megbetegedésekhez hasonloan — folyamatosan nétt, és a mai modern
sebészeti és intervencids technika ellenére a mortalitdisa még mindig igen magas
[Archodovassilis 2007]. Tovabbi nehézséget jelent az a paradox jelenség, hogy a
keringés visszaallitasa egy hosszabb hypoperfusio utan tovabbi karosodast okozhat,

amit valamilyen modon csdkkenteni kell a sz6védmények minimalizalasa érdekében.

Szamos vizsgalat eredménye utal arra, hogy a kialakuld reakciokban az egyik
kulcselem a Cb5a komplement peptid. Aktivalja az endothelt és a leukocytakat, a
hizosejteken keresztiil vascularis hatdsokat fejt ki, medialja a citokin felszabadulast és a
neutrofil granulocytdk erés kemotaktikus faktora. A C5a célzott, kdzvetlen gatlasa a
Nagoyai Egyetemen kifejlesztett AcPepA fehérjével korabban patkanyok [Fujita 2004],
illetve rhesus majmok [Okada H. 2011] esetében, lipopoliszacharid (LPS) indukalta

septicus shockos allapotban jelentGsen javitotta a talélést.

Intézetiinkben egy megel6z0 vizsgalat keretében megallapitottak, hogy 60 perc
systemds hypotensio utan (amelynek egyik részjelensége a NOMI) az AcPepA
elényosen befolyasolta a keringési és biokémiai mutatokat az elsé 180 percben [Erces
2013]. Azonban a jol felépitett modell ellenére ez a harom 6ras intervallum klinikailag
csak az akut fazisnak felel meg. Mivel az AcPepA alkalmazasa kisérletesen az ellatas
elsd 1épcsdjében eldnydsnek bizonyult, ezért kutatasunk a kezelés hatasanak hosszabb

tavua vizsgalatara fokuszalt.

Kiindulasként létrehoztunk a mesenterialis hypotensio egy kis allatokon,
ragcsalokon alkalmazhatd, konnyen kivitelezhetd és real-time makro- és mikrokeringési
vizsgalatokra alkalmas modelljét. A hasfal megnyitasa utan felkerestiik az aortat, €s a
koré vezetett gumiszalag feszitésével idéztik el6 a NOMI-t. Emellett igyekeztiink a

beavatkozassal minél kisebb traumat okozni az 4allatnak (pl.: az els6 napon azért eldnyos
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az arteria femoralishan mérni vérnyomast, mert a szervezetnek sokkal kisebb
megterhelést jelent a lekdtése, mint az arteria carotisé, és a jo collateralis keringése
miatt nem karosodik az als6 végtag funkcidja sem), ezzel minimalizaltuk az esetleges
sebészeti szovodményeket. A fent emlitett modszer tovabbi elénye, hogy a hypotensios
allapotot vérnyomaskontroll mellett allithattuk be, és mar az elsé napon lehetdségiink
nyilt egyes paraméterek alapértékeinek felvételére. Egyebekben a modellel szemben
tamasztott altalanos kovetelmények (legyen standardizalhatdo ¢és reprodukalhatd)

teljestiltek.

Ezek utdn az igy 1étrehozott, alkalmas modellen széleskorii vizsgalatot végeztiink
a mesenterialis hypoperfusio 24 o6ran tali kovetkezményeinek és a CS5a antagonista

kezelés hosszu tavu hatasainak felderitésére.

Az els6 napon, a beavatkozast megelézGen és azt kovetden is vizsgaltuk a
makrokeringés paramétereit. A szivfrekvencidban nem tortént valtozas, a MAP viszont
mindkét, atmeneti hypotensionak alavetett csoportban megemelkedett a kezdeti
értékekhez képest, valdsziniileg a systemas keringés kompenzacios mechanizmusainak
eredményeként. A masodik napra a PAO csoport keringési paraméterei hyperdynamias
allapotot mutattak: megemelkedett a MAP, a HR, ennek eredményeként a CO is

magasabb volt, a TPR pedig csokkend tendenciat mutatott.

Ez a jelenség megtéveszté lehet, mivel a fenti értékeket figyelembe véve a
keringés allapota jo, azonban mar kimutathatoak mikrokeringési eltérések. A
klintkumban nehéz felismerni a sepsisnek ezt a korai, Un. hyperdinamids systemas
keringéssel jard szakaszat, tobbek kozott a mikrokeringés sziikos vizsgalati lehetdségei
miatt. A folyamat kés6bb fokozatosan hypotensioval és Osszességében hypodinam
keringéssel jaro, klasszikus septicus shockhoz vezet. Mint azt eredményeink is
mutatjak, az allapot sulyossagaval egyiitt né bizonyos biokémiai markerek szintje,

amelyek gyulladas vagy sepsis kapcsan termelddnek.

Orvendetes ugyanakkor, hogy az AcPepA kezelt csoportban a CO és a TPR is az
almutott szintjében maradt, amihez a gyulladasos paraméterek alacsony szintje tarsult, a

gyulladéasos allapot generalizalodésa tehat nem kezdddott meg.

A szisztémas értékekhez hasonloképpen alakultak a bél lokalis makrokeringését

meghatarozo6 értékek a PAO csoportban, ugyanis az AMSF emelkedett, mig a MVR
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csokkent. Ez az emelkedett aramlas azonban diszkrepanciat mutat a mikrokeringésben
mért valtozasokkal, mert az RBCV értékei mind a serosaban, mind a mucosaban az

almitott szintjének a felére csokkentek.

Az RBCYV viltozéasara tobb mechanizmus egyiittes jelenléte adhat magyarazatot.
Az IR karosodas miatt felszabaduld szamtalan citokin és egyéb mediator egyik 6 hatasa
a kiilonosen érzékeny endothel aktivalasa, ami a sejtek duzzadasaban és
pseudopodiumok képzésében nyilvanul meg. Ez jelentdsen sziikiti a kapillarisok belsd
atmérojét. Sulyosabb esetben az endothelsejtek elemelkedhetnek a basalis membranrol
[Carden 2000], és lelokédve eltomeszelik az eret, illetve a szikiilt keresztmetszetii
kapillarison a karosodott membranti vordsvértestek €és az aktivalt leukocytdk is
konnyebben fennakadnak [Lush 2000]. Tovabba a megnovekedett permeabilitas miatt
makromolekulak 1épnek ki az interstitiumba és vizet visznek magukkal, ami oedemat,
fokozott szoveti nyomast eredményez, és kiviilr6l komprimalja az ereket, ezzel
megsziinteti a véraramlast (no-reflow) [Vollmar 2011]. Ezek a mechanizmusok az
arteriolakon torténé simaizom kontrakcioval egyiitt a vér shunt6lédését eredményezik,

ami magyarazza, hogy emelkedett AMSF mellett miért csokkent a mikrokeringés.

A szdveti oedemat illeté valtozasok részben a hisztaminnak koszonhetok. Habar
kiilon mérést nem végeztiink erre vonatkozodan, szintjének novekedése mellet szol, hogy
az intézetiinkben végzett hypotensios nagy allat vizsgalatokban értéke 15 perccel a
tamponad megsziintetése utan szignifikdnsan megemelkedett [Erces 2013]. Erre
lehetséges magyarazatot ad, hogy a hizosejtek membranjan ET-A receptorok
talalhatoak, amelyek gatlasaval csokkenthetd a hisztamin felszabadulas. Tehat van egy
direkt 0sszefliggés a hisztamin és az ET-1 kozott, azonban kdzvetett mechanizmusok is
szerepet jatszanak. Az ET-1 altal okozott vasoconstrictio ischaemiat okoz, ami részben
a keletkezd oxigén szabadgyokoknek koszonhetéen fokozza a degranulaciot. A
hizésejtek membranja tovabba nagyon érzékeny az ozmotikus stresszre, igy az endothel
karosodas hatdsara létrejové perivascularis oedema is hisztamin felszabadulast
eredményez [Szalay 2000]. Mindezek aldtamasztjak eredményiinket, €s ezért 1ényeges,
hogy a PAO csoport ET-1 szintjének emelkedése az AcPepA kezelteknél nem volt
megfigyelhetd.

A fentiek alapjan a koérosan fokozott ET-1 felszabadulas jelentdsen befolyasolja a

mikrokeringést, és a citokin felszabaduldson keresztiil a makrokeringésre is hatassal
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van. Az AcPepA alkalmazasa az ET-1 szint ¢és a leukocyta aktivacié mérséklése révén a
ROS termelédés csokkenésével is nagyban hozzajarul az RBCV megtartottsagahoz a

kezelt csoportban.

Az egyebek mellett sepsisben is megemelkedd0 HMGB-1 szintet magasnak
talaltuk a PAO csoportban, mig az AcPepA kezelt allatoknal ez az emelkedés nem volt
tapasztalhatd. Ez az eredmény Osszhangban van intézetiink korabbi vizsgalataival, ahol
ugyancsak alacsony perctérfogat kovetkeztében karosodott a bél [Erces 2013]. Az
AcPepA tovéabba féemlosokon alkalmazott endotoxin shock modellen is hatékonyan
csokkentette a HMGB-1 szintet [Okada H. 2011]. Az eredmények lehetséges
magyarazata, hogy egy kevésbé ismert C5a receptor, a C5L2 jatszik szerepet a
folyamatban. Korabban ugy gondoltak, hogy ez egy nem szignalizald scavenger
receptor, amely nem képes G-fehérjével kotddni. Ujabb vizsgalatok azonban
kimutattdk, hogy jelentds szerepe van a természetes immunrendszer és a gyulladasos
folyamatok szabalyozasaban. A C5L2 knockout egerek tulélése javult coecalis ligatio és
punctio indukalta sepsis modellben, a vad tipust egerekhez képest. Mas vizsgalatok
igazoltak, hogy a HMGB-1 felszabadulas, endotoxin + C5a, vagy csak endotoxin
kezelés hatasara csokkent a C5L2 knockout makrofagokbol. [Rittirsch 2008]

Bar a TNF-a citokint a gyulladas korai mediatoranak tartjak, azonban méréseink
szerint szintje a PAO csoportban még 24 oran tul is emelkedett volt. Egy friss vizsgalat
eredményeiben hasonloan magas értékeket kaptak, és igazoltak, hogy a TNF-a, vagy
receptoranak a gatlasa csokkenti az enterocytakban a zonula occludens-1 (ZO-1)
fehérjék downregulatiojat, a tight junction-ok karosodasat, ezzel csokken a mucosa
permeabilitasa, a barrier funkcido megtartott marad [Shen 2013]. Tehat azzal, hogy az
AcPepA kezelés megelozte a gyulladasos valasz kialakuldsat, a TNF-o szint

csokkentésével kozvetetten is hozzdjarult a nydlkahartya épségének megdrzéséhez.

Jelen kisérleteinkben sikerrel bebizonyitottuk az AcPepA kezelés hossza tava
hatékonysagat mesenterialis hypoperfusio utan. Eredményeink megerdsitik kordbban
nyert adatainkat a C5a gatlas rovid tavi hatdsairdl. Bar kidolgozott modszeriinkben a
PAO csak az also testfélben hoz 1étre hypotensiot, azonban ez a mesenterialis rendszert
1s magadban foglalja, igy nem csokkenti a modell hasznalhat6sagat a splanchnikus
keringés karosodasat célzd vizsgalatokban. A kidolgozott allatmodell limitacidja az

irodalmi attekintésben ismertetett, a systemas hypoperfusiot pericardialis tamponaddal
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1étrehoz6 modszerrel szemben az, hogy esetiinkben a leszorités feletti szervek keringése
fokozott. Ennek esetleges, a keringés szabalyozasat érintd, illetleg a szivizomzatot

atmenetileg megterheld hatasat figyelembe kell venni.

Kisérletes munkank soran Iétrehoztunk egy uj, a mesenterialis rendszer
elzarodassal nem jard keringési elégtelenségének vizsgalatara alkalmas allatmodellt.
Bebizonyitottuk, hogy a C5a antagonista AcPepA kezelés hatékonyan mérsékli a NOMI
altal kivaltott gyulladasos reakcidkat, ezzel a csokkentve a korai és hosszl tavli makro-
¢s mikrokeringési szovodményeket. Eredményeink tovabba arra engednek
kovetkeztetni, hogy az AcPepA kezelés a klinikumban is hatékony eszkoz lehet a

NOMI kezelésének kiegészitésében, am ehhez tovabbi atfogd vizsgalatok sziikségesek.
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9. Koszonetnyilvanitas

Koszonetemet fejezem ki Dr. Boros Mihdly professzor trnak, amiért lehetové
tette, hogy 3 éven at a Sebészeti Mitéttani Intézetben tudomanyos didkkori munkat

folytathassak.

Kiilon koszonet illeti témavezetéimet, Dr. Varga Gabriellat és Dr. Mészaros
Andrast odaado segitségiikért, utmutatasaikért, €¢s Dr. Kaszaki Jozsef egyetemi docens
urat az eredmények kiértékelése soran nyujtott segitségéért. Tovabba koszondém Dr.
Erces Déanielnek a hasznos tanacsokat, Cao Chunnak és Fischer Sz. Tamésnak a
munkam alapjaul szolgald vizsgalatban vald segitséget, és az intézeti laboratorium

dolgozdinak és az allathaz gondozdinak a magas szintii kisérletes hattér biztositasat.
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NYILATKOZAT

Alulirott Sziics Szilard, a Szegedi Tudoményegyetem Altalanos Orvostudoményi
Karanak hallgatoja ezennel biintetdjogi feleldsségem tudatdban kijelentem és

alairasommal igazolom, hogy
»Mesenterialis hypoperfuzio allatkisérletes modellezése és terapias lehetdségei”

cimli szakdolgozatom sajat, 6nall6 munkam; az abban hivatkozott nyomtatott és
elektronikus szakirodalom felhasznalasa a szerzdi jogok nemzetkdzi szabalyainak

megfelelden késziilt.

Tudomadsul veszem, hogy szakdolgozat esetén plagiumnak szadmit:
* szOszerinti idézet kozlése 1dézdjel és hivatkozas megjeldlése nélkiil;
» tartalmi idézet hivatkozas megjelolése nélkiil;
» mas publikalt gondolatainak sajat gondolatként valo feltlintetése.

Alulirott kijelentem, hogy a plagium fogalmat megismertem, €és tudomasul veszem,

hogy plagium esetén szakdolgozatom visszautasitasra kertil.

Szeged, 2014. februar 7.

Sztcs Szilard
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