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1. A hypophysis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid (Pituitary Adenylate Cyclase-
Activating  Polypeptide; PACAP) hatasainak vizsgalata vékonybél meleg
ischémia/reperfazios (I/R) és autotranszplantaciés modellekben.

A vékonybél hideg tarolasara ma a leggyakrabban alkalmazott eljaras a hideg UW oldattal
torténd perfizids, majd statikus tarolds. Ez a modszer szdmos eldénnyel jar maj és vese
tarolasakor, de a vékonybél konzervalas problematikdja ma sem tekinthetd teljesen
megoldottnak. Jelenleg is folynak kutatdsok a kereskedelmi forgalomban 1év6 oldatok
Osszetételének modositasara az ischémias tolerancia novelése céljabol. A PACAP széles
korben elterjedt neuropeptid, un. ,brain-gut” peptid. Hatasat nem csak az idegrendszerben
fejti ki, de a periférias szervekben (belsd elvalasztasu mirigyek, sziv-érrendszer, respiratorikus
¢s gasztrointesztinalis traktus) is. Kutatdsunk célja volt a PACAP hatésainak vizsgélata
vékonybél meleg I/R-0s és autotranszplantacidos modellekben.

Az els6 modellben meleg I/R-s és PACAP-38-kezelt csoportokat hoztunk létre Wistar
patkdnyokon (n=40). I. csoport: aloperalt; II. csoport: 1 ora ischémia; III. csoport: 2 6ra
ischémia; IV. csoport: 3 ora ischémia; V. csoport: aloperalt+PACAP; VI. csoport: 1 6ra
ischémia+PACAP; VII. csoport: 2 ora ischémiatPACAP; VIII. csoport: 3 Ora
ischémia+PACAP. A PACAP-38-at a reperfuzio teljes ideje alatt (3 6ra) adtuk 5 ug egyszeri
boélus, majd 25 ug folyamatos iv. perfuzioval. HE festést kovetden fénymikroszkoppal
vizsgaltuk a szoveti strukturat. Az oxidativ stressz paraméterek koziil meghataroztuk a
malondialdehid (MDA) ¢és redukalt glutation (GSH) szinteket €s a szuperoxid dizmutaz
(SOD) aktivitasat. Eredményeink szerint a II-IV. csoportban a mucosalis és muscularis réteg,
valamint a cryptak sulyos karosodasat talaltuk. Ez kisebb mértékii volt a PACAP-38-al kezelt
csoportokban. A biokémiai vizsgdlatok szerint a II-IV csoportokban emelkedett MDA
koncentraciot mértiink a reperfiizié végére. Ezzel parhuzamosan a GSH koncentraci6 és SOD
aktivitds szignifikans csokkenését kaptuk. Ezzel szemben a reperfizié soran PACAP-38-al
kezelt csoportokban (V-VIII. csoport) csokkent a lipidperoxidacio. A GSH koncentracié és
SOD aktivitas jobban megdrzodott a kontroll értékhez képest. Ezek alapjan megallapitottuk,
hogy a meleg I/R kovetkeztében stlyos oxidativ kdrosodas lép fel a bélszovetben. Ezt a
karosodast csokkentette a reperfuzio alatt adott intravénas PACAP-38 kezelés.

A masodik modellben teljes orthotopikus vékonybél autotranszplantiaciot végeztiink
Wistar patkanyokon (n=30). A graftokat 1 (I. csoport), 2 (II. csoport) és 3 (IIl. csoport) 6ran
at taroltuk 4°C-os University of Wisconsin (UW) oldatban. A tovabbi graftokat 30 ug
PACAP-38-at tartalmaz6 UW oldatban konzervaltuk 1 (IV. csoport), 2 (V. csoport) és 3 (VI.
csoport) oran at. Valamennyi csoportban 3 oOras reperfuziot végeztiink. Meghataroztuk az
MDA ¢és a GSH koncentraciojat, valamint a SOD aktivitasat. A szoveti kdrosodas mértékét
kvalitativ (Park-féle klasszifikacid) és kvalitativ (Scion Image software) modszerekkel adtuk
meg HE festett metszeteken. A széveti MAP kinaz (ERK1/2, JNK1/2, p38 MAPK) aktivaciot
immunhisztologiai modszerrel vizsgaltuk. Eredményeink szerint a III. csoportban mért szoveti
MDA koncentraci6 szignifikdnsan magasabb volt a VI. csoportban mért értékhez képest
(p<0.05). A SOD aktivitasa szignifikdnsan magasabb volt az V. csoportban, mint a II
csoportban (p<0.05), illetve ez a kiilonbség megmaradt a 3 ords tarolds utdn is. Mind a
kvalitativ, mind a kvantitativ analizis a mucosa, a muscularis réteg karosodasat mutatta ki €s
ez fokozddott a konzervalasi idével (I-111. csoport). Ezzel szemben a PACAP-38-at tartalmazo
oldatban tarolt graftoknal a mucosa, a cryptak szerkezete jobban megdrzddott, a reperfuzio
végére szignifikans kiilonbségeket kaptunk (p<0,05). Eredményeink szerint a I-I11 csoportban



a foszforilalt ERK1/2 aktivitdsa csokkent, mig a foszforilalt JINK1/2 és a p38 MAP kinaz
aktivitasa emelkedett a kontroll értékhez képest. Valamennyi PACAP-38 kezelt csoportban
(IV-VI csoport) a foszforilalt ERK1/2 aktivitasa emelkedett, mig a foszforilalt JNK1/2 és a
p38 MAP kinaz aktivitasa csokkent a reperfizid végére. Megallapitottuk, hogy a PACAP-38-
at tartalmaz6 UW-ban tarolt graftok esetén szignifikansan jobb biokémiai, szdvettani és
jelatviteli eredményeket kaptunk a vékonybél taroldsara a klinikai gyakorlatban ma
alkalmazott UW oldatban végzett konzervalassal szemben.

2. Az ischémias posztkondicionalas (IPO) hatasainak vizsgalata vékonybél meleg I/R-6s
és autotranszplantaciés modellben.

Az els6 modellben Wistar patkanyokon (n=30) az a. mesenterica superior
leszoritasaval meleg ischémidt hoztunk létre 1, 3 és 6 oras idotartammal, melyet minden
esetben 3 Oras reperfuzid kovetett. A reperfuzido elején 3 ciklusban (1 ciklus
30”ischémia+307reperfuzid) IPO-t végeztiink. A bélszovetbdl mintat vesziink a laparotomia
utan (kontroll), az ischémia és a reperfizid végén. HE festett metszeteken a karosodas
mértékét kvalitativ €s kvalitativ modszerekkel adtuk meg. Az oxidativ stressz paraméterek
koziil meghataroztuk az MDA ¢és GSH szinteket és a SOD aktivitdsat. ELISA technikéval
mértiik a mucosa sejtek magjaban és citoplazmajaban az NF-kB transzkripcids faktor
aktivitdsat. Tunel modszerrel vizsgaltuk a szoveti DNS karosodas mértekét. Eredményeink
szerint a meleg ischémia id6tartamanak novelésével fokozodott a szovetkdrosodas mértéke
mind a kvalitativ, mind a kvantitativ mérések sordn. 6 6rds meleg ischémias csoportban a
mucosalis €s muscularis réteg, valamint a cryptdk sulyos kéarosodasat lattuk a reperfuzio
végére. Az IPO szignifikdnsan csokkentette a bélfal kdrosodasdnak mértékét. A morfologiai
valtozasokat alatamasztottak biokémiai eredményeink: IPO hatésara szignifikansan csokkent
a reperfizid végi lipidperoxidacid mértéke (p<0,05), illetve az endogén védelmi rendszerek
(GSH, SOD) kapacitasa/aktivitdsa magasabb maradt, mint azoknal ahol nem alkalmaztunk
IPO-t. A mucosa sejtekben mért NF-kB transzkripcios faktor nuklearis és citoplazmalis
aktivitasa bifazisos jelleget (14000+£3500 ¢és 16000+2200 RLU) mutatott hasonléan, mint a
korabban altalunk lek6zolt ischémias prekondicionalas utan (Microsurgery 2006; 26: 54-7). A
DNS karosodas tekintetében nem talaltunk eltérést a kisérlet egyes csoportjai kozott.

A masodik modellben vékonybél autotranszplantaciot végeztiink sertéseken (n=12). A
graftokat 1, 3 és 6 6ran at taroltuk 4°C-os UW oldatban. Az éranasztomoézisok elkészitése
utan 3 ciklusban IPO-t végeztiink a 3 oras reperfuzid eldtt. A bélszdvetbdl vett mintakbol az
els6 modellnél ismertetett méréseket végeztiik el. Eredményeink szerint a bélszovetben kisebb
mértékli volt a szoveti kdrosodas, melyet a mucosa ¢és a cryptaszerkezet jobb megdrzottsége
jelzett. A hideg konzervalas jelentdsen mérsékelte a szoveti oxidativ stresszt az IPO-t kovetd
reperfizios bélszovetben, melyet a csokkent MDA koncentréacio, az emelkedett GSH szint €s
a SOD aktivitasanak jobb megdrzottsége mutatott a meleg I/R-s és IPO nélkiili mintdkhoz
képest. Kimutattuk a mucosa sejtekben az NF-kB aktivalodasat, bar RLU értékben ez kisebb
volt, mint a meleg I/R csoportoknal. A bifazisos aktivacio itt is nyomon kovethetd volt mind a
citoplazméaban, mind a nukleusz frakcioban (11000£1500 ¢és 13000+1100 RLU).
Osszességében elmondhatjuk, hogy az IPO mind a meleg I/R-s, mind az autotranszplanticion
atesett bélszovetben csokkentette a szoveti strukturalis karosodast, az oxidativ stressz
mértékét feltehetden a védo jelatviteli folyamatok beinditasaval.

3. PACAP-38 és PACAP-27, valamint a citokinek szoveti expressziojat vizsgalata
PACAP-38 tartalmu oldatban torténo hideg tarolas és autotranszplantacioé soran.

Felndtt him Wistar patkanyokon (250-300 g, n = 35) reszekaltuk a teljes vékonybelet a
Treitz-szalagtol aboralisan a colon descendens kozépsé szakaszaig. A graftok az arteria
mesenterica superiorba helyezett kaniilon keresztiil perfundaltuk 100 ml 4°C-os UW oldattal,



majd 1 oran (I. csoport), 3 6ran (II. csoport) és 6 6ran at (III. csoport) taroltuk. A tovabbi
csoportokban a graftokat 100 ml UW oldatba tett 100 ug PACAP-38 oldatban taroltuk 1 6ran
(IV. csoport), 3 6ran (V. csoport) és 6 orat at (VI. csoport). A konzervalds utdn az érvégeket
end-to-end anasztomdézisokkal, mikrosebészeti technikaval egyesitettiikk. Minden csoportban 3
ora reperfiziot inditottunk. Vékonybél-biopsziat vettiink a laparotomia utan (kontroll) és a
reperfuzid végén. A radioimmunassay (RIA) mérést homogenizalt bélszoveten végeztiik a
korabban megadott metodika szerint (J Mol Neurosci 2009; 37: 168-76). A szdveti citokin
meghatarozast patkdny citokin array segitségével (Panel Array szett R & D Systems,
Biomedica Hung., Budapest, Magyarorszag) mértiik (J Mol Neurosci 2010; 42: 411-8).

Eredményeink szerint a bél szoveti PACAP-38-szerli immunreaktivitasa 55,14+2,5
fmol/mg volt az aloperalt csoportban, ¢és 57,32+3,5 fmol/mg volt a kontroll mintakban. Egy
ora elteltével a konzervalt bél PACAP-38-szerli immunreaktivitasa 50,4+3,5 fmol/mg (I.
csoport), mig 3 dra utdn 40,1+5,5 fmol/mg értékre csdokkent (II. csoport). Ezek a valtozasok
szignifikansak voltak 6 6ra utan (III: 32,6+3,0 fmol/mg, p<0,05) a kontrollhoz és az dloperalt
csoporthoz képest is. A PACAP-38-szerli immunreaktivitas szignifikdnsan magasabb volt a
PACAP-38 tartalmi UW oldatban tarolt szovetekben (IV-VI). A IV. csoport szintje (65,2+3,4
fmol/mg), az V. csoport (55,6+4,2 fmol/mg) és a VI. csoport (48,9£3,2 fmol/mg) értekek
jelentésen magasabbak voltak, mint a PACAP-38-at nem tartalmaz6 UW oldatban valo
tarolas esetén (p<0,05). A szoveti PACAP-27 szintek valtozasa hasonlo szignifikans
tendencidt mutatott az emlitett csoportokban (p<0,05). Citokinek koéziil az intercellularis
adhézios molekula-1 (sICAM-1, CD54) ¢és L-szelektin (CD62L/LECAM-1) szabalyozott
aktivacioja volt kimutathatd a kontroll bélmintakban. Az expresszido nem valtozott 6 6ra hideg
UW konzervalas és az azt kovetd reperfizios iddszakban a GIII csoportban. Ezzel szemben a
6 oras PACAP-38 tartalmu UW oldatban torténd hideg tarolas €és a 3 dra reperfuzio erdteljes
az aktivalodo citokinek erdteljes csokkenését okozta GVI-ben. A RANTES (CCL5) szintek
emelkedtek minden csoportban, de enyhe csokkenés volt megfigyelhet6 a PACAP-38-al
kezelt csoportokban. A RANTES (CCL5) kemokin nem folyamatosan expresszalodik, hanem
gyulladdas folyaman szabadul fel. Kisérleti modelliinkben a RANTES (CCLS) minden
csoportban emelkedett és enyhe csokkenés volt megfigyelhetd a PACAP-38-al kezelt
csoportokban. Gyulladaskor a transzkripcids matrix metalloproteinaz-9 (MMP-9) és endogén
gatloja, a TIMP-1 pro-inflammatoérikus medidtorok révén indukalddik. Kisérletiinkben a
PACAP-38 nélkiil 6 o6ran at tarolt graftok esetén a TIMP-1 kifejezett aktivaciot mutatott. Mig
a PACAP-38 tartalmu konzervalas csokkentette ezt az aktivaciot.

Osszefoglalva, jelenlegi eredményeink alatamasztjdk a PACAP-38-at tartalmazé hideg
UW oldatban vald konzervalasnak az I/R-s karosodasokkat és a gyulladasos folyamatokkal
szembeni védo hatdsat autotranszplantalt vékonybélben.
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