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Kisérletes munkainkkal két, parhuzamosan futdé, majd egymassal talalkozo
kutatasi iranyban indultunk el; in vitro és in vivo vizsgalataink egymassal szorosan
0sszeflggenek. Kiindulasi pontként feltételeztik egy olyan intracellularis kémiai
rendszer mikodését, ami az aerob sejtekben az oxigénhiany (ischaemia) miatt
fellépd reduktiv stresszt késlelteti, és igy az oxigén jelenlétében fellépd (reperfaziés)
oxidativ karosodast befolyasolhatja. Feltételeztik, hogy ezt a rendszer olyan elektrofil
tulajdonsagu, metilcsoportokat tartalmazé (EM) biomolekuldk alkothatjdk, melyek
metan gaz liberacioja révéen hatékonyan befolyasoljak az oxido-reduktiv stressz
kialakuldsaval jaré korallapotokat.

In vitro, kémiai kisérleteink elsddleges célja a reduktiv stresszt kisérd
metanképz6deést leird reakcid igazolasa volt; majd ezt kdvetbéen arra a kérdésre
kerestiink valaszt, hogy 1. kimutathaté-e metanképzdédés in vitro korilmények kdzott
kulonféle redukaldszerek, reaktiv oxigén intermedierek (gyokkeltés) és EM molekulak
(kolin, foszfatidilkolin, betain, stb.) jelenlétében; illetve 2. mik a reakcio
(metanképzddeés) optimalis feltételei. Munkaink soran sikertlt a fenti kérdések
mindegyikére egyértelm(i valaszt kapni.

1. In vitro hipoxia + elektrofil metil csoportokat tartalmazé biomolekuldk — metan

képz&dés (M. Ghyczy, C. Torday, M. Boros: Simultaneous generation of methane, carbon
dioxide and carbon monoxide from choline and ascorbic acid — a defensive mechanism against

reductive stress? The FASEB Journal, 2003).

1.1. Elséként mutattuk ki, hogy in vitro koérilmények kozétt a fenti reakcié valdban
bekbvetkezhet; bizonyitottuk, hogy elektrofii metil gyokoket tartalmazo
biomolekulakbdl (pl. foszfatidilkolin) metan képzédhet reduktiv korilmények kdzott.
Kimutattuk, hogy anoxia, hidrogén peroxid, Kkatalitikusan aktiv fémionok és
aszkorbinsav jelenlétében a kolin molekulakbdél metan, és ezzel parhuzamosan az
aszkorbinsavbol széndioxid és szénmonoxid képzddik.

1.2. Patkany maj mitochondriumokat vizsgalva bizonyitottuk, hogy a reakcié in vivo
koralmények kozoétt is lejatszodhat; igazoltuk a metangaz megjelenését a

reakciokdzegben hipoxia alatt €s utdn (meg kell itt jegyezni, hogy a reakciot tisztazo
koézleményilink megjelenése utan harom évvel egy analdg folyamatot figyeltek meg német kutaték: a
napsugarzas intenzitasaval fokoz6dé metanképzédés mutathaté ki névényekben (Keppler, F et al.:

Nature 439, 187191, 2006).

Mivel feltételeztilk, hogy a metan felszabadulassal jaré exotherm reakcid in
vivo korulmények kozott a hipoxiat kiséré intracellularis redox egyensulyzavar
mérséklédésében jatszik szerepet, in vitro Kkisérleteink folytatasaképpen
megvizsgaltuk a gasztrointesztindlis nyalkahartya reakcidjat reduktiv/oxidativ stressz
allapotokban. Olyan allatkisérletes modelleket alkalmaztunk, ahol lehetésegink nyilt
a helyi és szisztémas keringési viszonyok megfigyelésére és dsszehasonlitasara, és
a mucosa funkcionalis és strukturalis karosodasanak meghatarozasara. A bélfal
intramuralis mikrokeringésének vizualizalasara intravitalis mikroszkopids modszert
alkalmazunk orthogonalis spektralis képalkotasi (OPS) technikaval, ezt bizonyos
esetekben fluoreszcens vided-mikroszkOpos vizsgélattal egészitettink ki. A
nyalkahartya mikrokeringési viszonyainak megitélése, €és az oxido-reduktiv stressz
altal okozott karosodas mikrokeringési paramétereinek meghatarozasa kdzben
felmertlt, hogy a szoveti perfuzié heterogenitasanak fokozédasa (melyet hipoxia-
reoxigenizacio alatt és utan karakterisztikusan észleltiink) a mucosa mikrokeringési
zavar lényegi jellegzetessége lehet (a  mikrokeringés  legfontosabb
allapotvaltozésairdl készitett videofelvételek megtekintheték a http://web.szote.u-
szeged.hu/expsur/ webhelyen). Kérdéskéent merilt fel tehat, hogyan lehet
meghatérozni vagy dsszehasonlitani az egyes terapidk, EM vegyuletek, vazoaktiv,
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stb. beavatkozasok hatékonysagat a térben és idében valtozé intenzitdsu
mikrokeringés esetében.
2. Uj vizsgalati modszer/eljaras kidolgozésa (Vajda K, Szabé A, Kucsa K, Suki B, Boros M:
Microcirculatory heterogeneity in the rat small intestine during compromised flow conditions.
Microcirculation 2004).
Mivel az oszcillal6 perfuzios mintdzatokat nem jellemezhettik hagyomanyos
modszerekkel, U] matematikai megkozelitést dolgoztunk ki a mikrokeringési
valtozasok szémszerilsitésére, melynek segitségével a kiulénb6z6é struktdrak
mikrokeringési valtozasai az egyes korallapotokban, kisérleti fazisokban is
0sszehasonlithatéva valtak.
2.1. A perfazio idébeli heterogenitasa jellemzésére a vorosvértest aramlasi sebesség
id6ével sulyozott szamtani atlagolaséat hasznéltuk, vagyis mind a csucsaramlasi, mind
pedig az alaparamlasi sebességeket megszoroztuk a hozzajuk tartozo6 idével, majd
ezek Osszegét elosztottuk az idék 6sszegével:
VT, +vt +V,T, +v,t, +--- V. T, +V,t,

T+t +T, +t, +---T, +t,
A fenti képletben V, és T, a csucsaramlasi periddusokhoz tartozé vorosvértest
aramlasi sebesség és a periddusokhoz tartozo relativ idétartam; v, és t, pedig az
alaparamlasi periédusokat jellemzé sebesség illetve relativ idétartam értékeket jelenti
(a részletes magyarazatot és képleteket a fenti hivatkozas tartalmazza).
2.2. A térbeli heterogenitds szamszerlsitésére, vagyis az adott terlletre
vonatkoztathatd atlagos aramlasi sebesség kalkuldlasdhoz a relativ érhosszal
sulyozott szamtani atlagolast hasznaltuk az alabbi képlet szerint:
VL +vl

L+1
A képletben V a magasabb, v pedig az alacsony atlagos aramlasi sebességgel
jellemezhetd érhosszhoz (L és I) tartozé aramlasi sebességet jeldli.

Ezt kovetéen szamitogépes képanalizis és a fenti képletekre alapozott
kiértékelési mddszerrel kvantifikaltuk a térben és idében egyarant valtozo, oszcillalo
perfaziés mintazatokat. Igazoltuk, hogy az eljaras reprodukéalhatd, és lehetévé teszi
az intramuralis mikrokeringési viszonyok szamszerisitéseét.

3. A gasztrointesztindlis traktus egyes rétegeinek mikrokeringési valtozasai klinikailag

fontos kérallapotokban (A. Szabo, B. Suki, E. Csonka, E. Eszlari, K. Kucsa, K. Vajda, J.
Kaszaki, M. Boros: Flowmotion in the intestinal villi. A method to characterize the

microcirculatory changes in a canine model of hemorrhagic shock. Shock 2004)

A tovabbiakban a fenti kiértékelési modszert alkalmaztuk a vékonybél villusokban és
simaizom struktarakban megfigyelhetd mikrokeringési allapot objektiv leirasara.
Megvizsgaltuk a vékonybél mikrokeringését élettani és koros korulmények kozott
(endotoxaemiaban és a nitrogén monoxid (NO) szintézis szisztémas gatlasa alatt), s
emellett 6sszehasonlitottuk a helyi (artérids elzarddas, ischaemia-reperfazid) és
szisztémas makrohemodinamikai zavar (haemorrhagias shock) kovetkeztében
kialakulé intramuralis mikrokeringési diszfunkciét is. A fenti moddszerek
alkalmazasaval (a kapott eredmények id6beli-logikai sorrendjét megtartva) az alabbi
fontosabb kdvetkeztetésekre jutottunk.

3.1. A bélfalon belil a keringés heterogenitasanak fokozédasa mind térben (az egyes
anatomiai rétegek kozott és egy rétegen belil is), mind idében fluktualé jelleggel
jelentkezhet, s mindezek alapjan a noxa jellegétél fliggéen harom alapvetd
heterogenitasi format kulonbdztethetink meg. A. Hipoxia-reoxigenizacié alatt a
vékonybél villusokban a mikrokeringés id6ébeli heterogenitasa (,flowmotion”) altalanos
jelenség. B. A splanchnikus keringést befolyasol6 szisztémas keringési zavarokban
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(vérzéses shock és endotoxaemia) a vékonybél egymashoz parhuzamosan kapcsolt
mikrokeringeési rendszerek kozott elterdé meértéki térbeli heterogenitas alakul ki: az
izom mikrokeringése a villusokénal jobban karosodik, vagyis a vékonybél kilénb6z6
rétegei kozott is redisztribucié alakul ki (a mucosa javara). C. A vazodilatator NO
szintézis teljes, nem-szelektiv gatldsa hatasara az egymassal sorosan kapcsolt
mikrokeringési rendszerekben (villusok) alakul ki heterogenitas.

Kisérleteinket folytatva jellemeznink kellett a klinikumban hatékonynak tartott
standard folyadékterapia kovetkezményeit az oxido-reduktiv stressz altal okozott
makro- és mikrokeringési valtozasokra. A folyadékterapiak altal kivaltott intramurdlis
mikrokeringési valaszreakcio jorészt ismeretlen volt, de az 6sszehasonlitd
vizsgélatok a tervezett, EM csoportokat tartalmazo6 oldatok (PC) alkalmazésa el6tti
kontrollként is szolgaltak.

4. Az intramurdlis mikrokeringési zavarok és a mikrokeringés effektivitasa a perfuzio

heterogenitasanak valtozasaval jellemezhetd (Vajda K, Szabé A, Boros M: Heterogeneous
microcirculation in the rat small intestine during hemorrhagic shock: quantification of the
effects of hypertonic-hyperoncotic resuscitation. Eur Surg Res 2004).

4.1. lgazoltuk, hogy vizsgadlomodszereinkkel az egyes keringési koréllapotokban
alkalmazott  folyadékterapiak  mikrokeringési kovetkezmeényei objektiven
0sszehasonlithatok és a beavatkozdsok hatékonysaga jol megitélhetd. Kimutattuk,
hogy a reszuszcitacidos oldatok (krisztalloidok és/vagy kolloidok, hiperténias-
hiperonkotikus oldatok) egymastdl eltéré modon, és tébb-kevesebb szovédménnyel,
de hatékonyan befolyasolhatjdk a gasztrointesztinalis mucosa €s az egyes
intramuralis strukturak mikrokeringését.

4.2. Kimutattuk, hogy a hiperténias/hiperonkotikus oldatokkal jelentésen javithaté a
vékonybeél mikrokeringése vérzéses shockot kovetéen. Hasonldé megkdzelitéssel
sikerllt bizonyitani a szelektiv endothelin-A receptor antagonista altal kivaltott
jelentés mikrokeringési hatast a vékonybél esetében. lgazoltuk azt is, hogy a
megfelel6 terapias megkozelitéssel a mikrokeringési valtozasokat kiséré gyulladasos
reakcid és a szoveti karosodas is befolyasolhato.

A mikrokeringés heterogenitasat (a térben és/vagy idében oszcillalo kapillaris

véraramlast) elséként a vékonybél (ileum) vértelenségét kdvetd reoxigenizacié alatt
eszleltik; de az adatgyUjtés soran nyilvanvaléva valt, hogy a gyogyszeres terapiak
kiprobalasa elétt a jelenséget karakterizalni kell mas gasztrointesztinalis struktirak
esetében is.
5. A gyomor mikrokeringési valtozasai és a kdvetkezményes szdvetkarosodas
vizsgalta (Lazéar G, Kaszaki J, Abraham S, Horvath G, Wolfard A, Szentpali K, Paszt A, Balogh
A, Boros M. Thoracic epidural anesthesia improves the gastric microcirculation during
experimental gastric tube formation. Surgery 2003).

5.1. Allatkisérletes modelliinkben elséként vizsgaltuk a gyomorfal mikrokeringését in
vivo kérulmények kozott OPS technikaval.

5.2. Jellemeztik a gyomor eltérd anatomiai struktirainak mikroperfuzios viszonyait
kéros klinikai kdrtilmények kozott (gyomorresectio, el6készités nyel6csépotlashoz).

6. A nyel6csé mikrokeringési valtozasai és a kdvetkezményes szdvetkarosodas

vizsgalta (Szentpali, K Erés, G Kaszaki, J Tiszlavicz, L Lazar, G Wolfard, A Balogh, A Boros,
M: Microcirculatory changes in the canine oesophageal mucosa during experimental reflux
oesophagitis: Comparison of the effects of acid and bile. Scand J Gastroenterology 2003).

6.1. Allatkisérletes modelliink elséként vizsgalta a nyel6csé mikrokeringését in vivo
koralmeények kozott; leirtuk az intramurdlis perfazidé objektiv paramétereit, ezeket
intravitalis videomikroszképpal detektaltuk.

6.2. Meghataroztuk a heveny gyulladdsos nyalkahéartya reakcié (savas és epés
kezelés) mikrokeringési és biokémiai kovetkezményeit. Kisérleteinkben killondsen az
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epés expozicidé okozott jelentés (és jellegzetes) mikrokeringési zavart a nyel6csé
nyalkahartyajaban. A venulak atmérdje novekedett és az aramlasi sebesség
fokozodott, s ez arra utal, hogy epés reflux alatt jelentds venodilatator tényezd
muakodik a nyalkahartyaban.

6.3. Megéallapitottuk, hogy epés regurgitacid mellett sulyos funkcionalis karosodas
alakul ki, jelentésen fokozodik az epithelialis és a vascularis permeabilitas, sériul a
mucosa integritasa. In vivo vizsgalati adataink szerint az epe tobb - egymassal
0sszefiiggd - mechanizmus révén karositja a nyalkahartya barriert. A lumenbe jutott
epe csOkkenti a szbveti ATP mennyiségét, gatolja a cNOS aktivitasat, fokozza az
INOS aktivitasat, hizosejt degranulaciot és leukocyta akkumulaciot valt ki, és sulyos
morfoldgiai kdrosodast okoz.

Vizsgalataink folytatdsaképpen el6szor olyan kisérletes modellt valasztottunk,
ahol egyértelmiien igazolhaténak tlnt, hogy az oxido-reduktiv stressz altal okozott
nyalkahartya karosodas csokkentheté EM anyagok (foszfatidilkolin) kezeléssel.

7. A nyel6csé nyalkahartya karosodas befolydsolasa EM vegyuletek (foszfatidilkolin)

alkalmazasaval (Erés G, Kaszaki J, Czobel M, Boros M. Systemic phosphatidylcholine
pretreatment protects canine esophageal mucosa during acute experimental biliary reflux.
World J Gastroenterol 2006).

7.1. Valoszinlinek latszott, hogy a neurondlis NOS (nNOS) altal termelt NO a
nyelécsd nyalkahartya homeosztazisanak fontos tényezéi lehet, ezért megvizsgaltuk,
hogy az akut epés expozici6 milyen hatassal van az nNOS aktivitdsara, a
nyalkahartya hizésejtek reakcioira, s ebben az 6sszefiggésben megvizsgaltuk az
NNOS gatlas kdvetkezményeit is. Kimutattuk az nNOS izoenzim dontd szerepét a
folyamatban (az nNOS szelektiv gatlészere az epe altal kivaltott karos hatasokat
fokozta).

7.2. Az intravénas PC el6kezelésben részesult allatok esetén az epe altal okozott
ATP szint csokkenés, cNOS gatlas és hizésejt degranulacio jelentésen mérséklédott.
Igazoltunk, hogy a PC kezelést kdvetéen szignifikdnsan csdkken a mikrokeringési
diszfunkcio; és ezzel parhuzamosan a leukocytak helyi, széveti aktivacioja is.

7.3. Eredményeink alapjan - korabbi megfigyeléseinkkel 6sszhangban - azt a
kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a parenteralisan bejuttatott PC az epe altal okozott
oesophagitis terapias lehetésége lehet.

Ezt kdvetben tovabbi in vivo kisérleteinkben megvizsgaltuk a foszfatidilkolin
elékezelés hatasat mas, oxido-reduktiv stresszel jaré kérallapotokban is. Ezekben a
modellekben is igazoltuk, hogy a PC rendkivil hatékonyan cstkkenti a mucosa
mikrokeringési zavarat, meérsekli a helyi gyulladasos reakciot, és szignifikansan kivédi
a szoOveti karosodast.

8. PC elb6kezelést kovetben csbkken a vékonybél gyulladasos sejtes infiltracioja

endotoxaemia alatt (A. Szab6o, G Sahin-T6th, J. Kaszaki, M. Ghyczy, M. Boros:
Phosphatidylcholine-endriched diet ameliorates the inflammatory processes in endotoxemic
rats. Eur Surg Res (37), 2005).

8.1. PC kezelést kdvetéen szignifikans keringési véddhatast igazoltunk intravénas
endotoxin alkalmazasaval kivaltott kisérletes hyperdinamias szepszis alatt

8.2. Hét napos szajon at torténd elbkezelés (PC-vel dusitott tapot tartalmazo
eléetetés) utan az endotoxinnal kezelt csoportokban szignifikansan csokkent a
vékonybél mikrokeringési diszfunkcioja és a leukocytdk aktivacioja.

5/4/2009 4



2005.évi OTKA zardjelentés Vezetd kutatd: Dr. Boros Mihaly

9. A PC kezelés védbdhatdsa végtag ischaemia-reperfuzio alatt és utan (R. Varga, L.
Gera, J. Kaszaki, A. Szabo, M. Ghyczy, M. Boros: Phosphatidylcholine treatment improves the
periosteal microcirculation following hindlimb ischemia and reperfusion. Eur Surg Res (36 S1),
2004; és L. Gera, R. Varga, L. Torok, J. Kaszaki, A. Szabé, K. Nagy, M. Boros: Beneficial effects
of phosphatdylcholine during hindlimb reperfusion. J Surg Res 2006, in press).

9.1. Vegtag ischaemiat kovetd reoxigenizacio alatt jelentdsen fokozodik a
csonthéartya intravitalis videdmikroszképos vizsgalatokkal igazolt mikrokeringési
diszfunkcioja (csokken az aramlasi sebesség és a funkcionalis kapillaris slirliség) és
jelentés leukocita aktivacio észlelhetd (gordulé és kitapadt leukocytak szama megnd).
Ezzel parhuzamosan a csontot koérllvevé izomzatban hizésejt degranulacio és
gyulladasos sejtes infiltracié észlelhet6.

9.2. Eredményeink azt bizonyitjak, hogy a periosteum és a vazizomzat hipoxia-
reoxigenizaciés karosodas in vivo modelliében a PC kezelés nagyon hatékonyan
gatolja a videé-mikroszkoppal igazolt leukocyta aktivaciot és mikrokeringési zavart,
és szignifikansan cstkkenti a hizésejt degranuléciét

9.3. Szisztémas PC kezelés (vagyis az EM terapia) hatékonyan gatolja az ischaemia-
reperfazié altal kivaltott masodlagos gyulladdsos folyamatokat, igy megerdsitve latjuk
korabbi, hasonlo targyu vizsgalataink eredményeit.

Végezetil a 2002 és 2006 kozott a fenti targyban folytatott kutatasi
eredményeink 6sszegzéseképpen elmondhatd, hogy feltérképeztik egy korabban
ismeretlen, endogén anti-inflammacidos mechanizmus lényegi 6sszetevdit;
véleményink szerint felismeréseinknek Kklinikai-terapias konzekvenciai lehetnek az
oxido-reduktiv stressz és a kovetkezményes gyulladasos reakciok befolyasolasa
terén.
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