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1. Bevezetés 

A bélátültetés életmentő lehetőség az elégtelen bélműködésű betegek számára, akik más konzervatív 

terápiára nem reagálnak. A bélelégtelenség hátterében a bélrendszer teljes vagy részleges 

veleszületett hiánya, illetve a bélcsatorna hosszában történő szervrezekció áll. Ha a bél hosszának 

több mint 70%-a hiányzik vagy diszfunkcionális, akkor rövidbél szindrómáról beszélünk. A rövidbél-

szindróma (etiológiájától függetlenül) csökkenti a bél felszívóképességét. A szervezet 

tápanyagszükségletének kielégítésére ezeknél a betegeknél általában teljes parenterális táplálást 

(TPN) kezdeményeznek. Az érintett betegek konzervatív kezelése azonban a felnőttek 2-5%-ánál és a 

gyermekek 10-15%-ánál életveszélyes szövődményekhez (pl. szepszis, hiperglikémia és májműködési 

zavar) vezethet. A vékonybél-transzplantáció ezért megfontolandó terápiás lehetőség ezeknél a 

betegeknél. Valójában a legtöbb bélátültetésre potenciális jelölt a rövidbél-szindrómában szenvedő 

betegek közül kerül ki. 

A bélátültetés történetét a tartós sikertelenség jellemzi. A betegek többsége a transzplantációs 

eljárás közvetlen szövődményei miatt halt meg. Az immunszuppresszív farmakológia, a műtéti 

technikák és a posztoperatív ellátás terén a közelmúltban elért fejlődés azonban nagyban hozzájárult 

ahhoz, hogy ez az eljárás érvényes terápiás lehetőséggé váljon. A bélátültetéssel kapcsolatban 

azonban még mindig kell szövődmények kialakulásával számolni, amelyek egy részét alapvetően az 

elkerülhetetlen iszkémia és az azt követő reperfúzió okozza. Ezért kulcsfontosságú a bélgraft 

iszkémiás károsodásának minimalizálása a konzerválás során. Ezért hatékony eljárásokat kell 

felderíteni a graftok életképességének biztosítására. 

Ischaemia-reperfúzió a bélátültetés során. 

Az iszkémia a szervek vérellátásának rövid vagy hosszabb ideig tartó hiánya miatt kialakuló 

szövődményt jelenti. A reperfúzió, amely leegyszerűsítve az iszkémiás szövetek vérellátásának 

helyreállítását jelenti, alapvetően az iszkémia megszűntetése. Paradox módon azonban a vérellátás 

helyreállítása önmagában is további károsodást okozhat. Az iszkémia során aktiválódó patológiai 

kaszkádot és a reperfúzióból eredő különálló károsodást együttesen iszkémia-reperfúziós 

károsodásnak (IRI) nevezik. A bélátültetés során két fő iszkémia típus, a meleg és a hideg iszkémia 

előfordulása lehetséges. A meleg iszkémia a sejtek, szövetek vagy szervek normotermikus helyzetben 

bekövetkező iszkémiája. A donorból történő bélnyerés folyamata, valamint a beültetés során a graft 

újramelegedése egyaránt a meleg típusú iszkémiához kapcsolódik. Míg a vékonybél-transzplantátum 

hideg (hipotermikus) körülmények között történő konzerválásának időszaka a hideg iszkémia 

kialakulásának ad okot. A bélgraftok beültetése során a donor szerv és a recipiens érhálózatának 

összekapcsolása történik. A bélgraft vérellátásának helyreállítása (reperfúzió) különböző káros 

molekuláris és sejtes útvonalak aktiválódásához vezethet, ami végül a sejtek elhalását okozhatja. 

Jelen munka elsősorban a bélkonzerválási fázisban bekövetkező eseményekkel foglalkozik. 

A hideg iszkémia patofiziológiája a bélkonzerválás alatt 

A hideg iszkémia káros események kaszkádját váltja ki, amelyet a vérellátás helyreállítása tovább 

ront. Az iszkémia kialakulása a vékonybél konzerválása során elkerülhetetlen esemény, amely a 

tárolási idő növekedésével súlyosbodik. Jelenleg a bélgraftok kinyerése a szerv reszekcióját, 

éröblítését és az életképesség fenntartása érdekében hideg oldatban történő tárolását jelenti. A 

hideg konzerválás azonban korlátozott, és csak mérsékelni, de megszüntetni nem képes a kialakuló 

iszkémiás sejt- és szövetkárosodást. 

A transzplantátum hideg tárolás alatti károsodásának elsődleges oka a perfúzió és a keringés hiánya, 

ami a szöveti oxigénellátás hiányához vezet. Ezért az iszkémiás konzerválás a sejtek 
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energiaraktárainak (elsősorban az ATP-raktáraknak) a gyors kimerüléséhez vezet. A funkcionális 

energiaszint (ATP) fenntartása érdekében az anoxikus sejtek anaerob glikolízisre váltanak, ami 

fokozott laktát termelődést eredményez. A laktát felhalmozódása ezt követően csökkenti az 

intracelluláris pH-t. A glikolitikus útvonal nem fenntartható alternatíva a sejtek energiatermelésére. 

Ennek az útvonalnak a korlátozása a szubsztrát elérhetetlensége, a kulcsfontosságú enzimek kovalens 

és alloszterikus modulációja és a kialakuló intracelluláris acidózis miatt következhet be. A glikolitikus 

útvonal korai kudarcának következménye az ATP-termelés további csökkenése, ami viszont negatívan 

hat számos, az optimális sejtszerkezethez, és sejtműködéshez nélkülözhetetlen folyamatra. A 

kulcsfontosságú organellumok, például a mitokondriumok és az endoplazmatikus retikulum 

károsodása különösen jelentős, mivel ezek sérülése elősegíti számos biológiai kaszkád, például az 

apoptotikus, gyulladásos, oxidatív és autofágiás útvonalak beindulását, amelyek vagy védelmet 

nyújtanak, vagy pedig további károsodást eredményeznek. Ezen túlmenően a sejtek előrehaladott 

sérülése lehetetlenné teszi az energetikai helyreállítást a reoxigenizáció (reperfúzió) után. Továbbá az 

iszkémia során bekövetkező energiacsökkenés közvetlenül érinti a bélgraft nyálkahártya integritását 

is. A bél nyálkahártyája fehérjék és a hozzájuk kapcsolódó molekulák összetett hálózatából áll, 

amelyek gátként szolgálnak. Ez a gát szelektív a különböző anyagok számára, és hozzájárul a bélsejtek 

homeosztázisához. Működési zavarai a bél szelektív áteresztőképességének elvesztéséhez, a 

nyálkahártya lebomlásához, végül pedig a sejtek elhalásához vezetnek. 

A hideg iszkémiás konzerválás után a bélgraft reperfúziója tovább súlyosbítja a molekuláris és klinikai 

képet. Az oxigéndús vér bevezetése a túlzott reaktív oxigén származékok (ROS) gyors keletkezését 

idézi elő. A ROS-ok feltehetően nagymértékben felelősek az IRI-vel járó közvetlen sejtkárosodásért. A 

szabad gyökök és peroxidációs termékeik végül különböző jelátviteli mechanizmusokon keresztül 

gyulladásos választ váltanak ki a sejtekben. Az ezt követő neutrofil aktiváció és extravazáció ("steril" 

gyulladás) felerősíti a helyi szöveti károsodást és pusztulást. Továbbá a folyamatban lévő steril 

gyulladást a sérült bélbarrieren keresztül vándorló baktériumok is súlyosbíthatják. Ebben a 

tekintetben a bél egyedülálló más átültethető szervekhez képest, mivel a lumenében számos 

potenciálisan káros baktérium található. Ezek a baktériumok a sérült nyálkahártya gáton keresztül 

juthatnak be, és helyi-, vagy kiterjedt fertőzéseket okozhatnak, bakteriémia és szepszis kialakulását 

eredményezhetik.  

A bél hideg iszkémiája és az azt követő reperfúziós sérülés következményei az enyhétől a súlyosig 

terjedhetnek. Számos tanulmány összefüggésbe hozta e sérülés súlyosságát az iszkémiás idő 

hosszával. A transzplantálható szervek közül a bél rendelkezik a legkevesebb hideg iszkémiás tűrési 

idővel. A máj és a vese például optimális körülmények között akár 24-30 órán át is elviseli a hideg 

iszkémiát, míg a bél esetében a hideg iszkémia tűrési idő 9-10 óra alatt van. A korai empirikus 

bizonyítékok azt sugallták, hogy a 9 óránál rövidebb hideg tárolási idő csak csekély változásokat 

eredményez az emberi bélben. Továbbá más tanulmányok kimutatták, hogy a bakteriális 

transzlokáció, a szepszis és a graft késleltetett működése összefügg a bélkonzerválás hosszával. Ezért 

a legtöbb központ arra törekszik, hogy a hidegkonzerválást erre a szűk időkeretre korlátozza. Ennek 

következményeként a béltranszplantáció ideális jövője az lenne, ahol mind a hosszabb iszkémiás 

tolerancia idő, mind a hideg IRI következményeinek csökkenése megvalósulna a 

transzplantátumokban. 

Az prekondicionálás mint iszkémia módosító technika 

A legtöbb jelenlegi beavatkozás alapját a bél iszkémiás-reperfúziós károsodása során fellépő 

patofiziológiai szereplők megismerése képezi. Az egyik ilyen beavatkozás a szervi prekondicionálás 

koncepciója. A szervi prekondicionálás egy olyan folyamat, amelynek során a belső 

védőmechanizmusokat az iszkémia kezdete előtt rövid iszkémia-reperfúziós ciklusokkal vagy 
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különböző vegyi anyagok beadásával indítják be. Az évek során ezt a technikát számos szervnél 

reprodukálták kísérleti, klinikai és transzplantációs környezetben. Bár nem teljesen kifejtve, a 

prekondicionálás logikája az, hogy ha egy iszkémiás esemény várható, pl. érsebészeti műtét vagy 

szervkivétel és -konzerválás során, bizonyos molekuláris mediátorok és útvonalak előzetes és 

átmeneti aktiválása vagy gátlása enyhítheti a bekövetkező iszkémiás károsodást. 

Az iszkémia előtti szervvédelem elérése érdekében alkalmazott kémiai szereket előkezelésnek 

(premedikációnak) nevezzük. A vékonybélgraftok hideg iszkémiájában több farmakológiai 

hatóanyagot is vizsgáltak. Kísérleti körülmények között általában olyan gyógyszereket részesítenek 

előnyben, amelyek több útvonalat, például az oxidatív stresszt, a gyulladásos folyamatokat, az 

apoptózist és az autofágiát képesek megcélozni. 

Általános megjegyzések az autofágiáról 

Az autofágia (az ógörög "autos és phagos", azaz "önpusztító" szóból) általában a citoplazma 

alkotóelemeinek lizoszómákban történő lebontására utal. Az autofágia során a citoplazmához és 

organellumokhoz kötött fehérjék lebomlanak, és termékeik újrahasznosítás céljából visszakerülnek a 

citoszolba. Ez az útvonal három változatból áll: makroautofágia, mikroautofágia és chaperonok által 

közvetített autofágia. A makroautofágia (a továbbiakban egyszerűen autofágia) során egy izolációs 

membrán (fagofág) képződik, amely körülveszi a citoplazma egyes részeit, és autofagoszómákká érik. 

Az autofagoszóma az autofágia egyedi jellemzője, amely megkülönbözteti azt más fehérjebontó 

folyamatoktól, mint például az endocitózis-lizoszómális és az ubikvitin- proteaszóma rendszerektől. 

Az érett autofagoszómák összeolvadnak a lizoszómákkal, és tartalmukat lebontják. Ezt követően a 

végtermékeket, például az aminosavakat a sejt újra hasznosítja. Ennek megfelelően az autofágia 

lehetővé teszi a régi vagy sérült fehérjék eltávolítását és a tápanyagok újrafelhasználását. A sejtek 

éhezése vagy stressz során gyakran gyorsan aktiválódik. 

Az autofágia mint potenciális célpont a hideg iszkémiában 

Az autofágiával kapcsolatos, különböző modellekkel végzett vizsgálatok azt mutatják, hogy ez az 

útvonal iszkémiás körülmények között gyorsan aktiválódik. Újabb vizsgálatok szerint ez az útvonal 

szerepet játszik a bél iszkémia patológiájában.  

Az autofágiát a szervátültetésre szánt szervek hidegkonzerválása során is vizsgálták. A tüdőben 

például az autofágia rövid időre aktiválódik a hidegkonzerválás után, majd egy csúcsidőszak után 

fokozatosan közelít a bazális szinthez. A vesében szintén beszámoltak az autofágia aktivációjáról, és 

ehhez az aktivációhoz káros szerep társulhat. Mégis, az autofágia tanulmányozásában elért mindezen 

eredmények mellett, az autofágia szerepéről a vékonybélgraftok hideg iszkémiája során csak keveset 

vagy semmit sem tudunk. Mivel a bél hideg iszkémiás konzerválása megnöveli a sejtstresszt és a 

tápanyagmegvonást, az autofágia aktivitásának mérése a hűtőtárolás során jelentős eredményeket 

hozhat. Sőt, korábbi, a beleken végzett vizsgálatok azt mutatták, hogy az epiteliális gát aminosav-

megvonással történő megbontása protektív autofágiát indukálhat a bélhámsejtekben. 

Hasonlóképpen, egy, a bélrendszer égési stressz okozta sérüléseivel foglalkozó tanulmány azt 

sugallja, hogy az autofágia védelmet nyújthat a vékonybél nyálkahártyája számára, és csökkenti az 

apoptózis és az oxidatív stressz-válaszok szintjét. Ezért jelen munka központi témája az, hogy 

különböző kísérleteken keresztül feltárjuk az autofágia változásait és lehetséges kölcsönhatásait a 

bélgraftok hidegtárolása során. 
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2. Célok 

Fő céljaink a következők voltak: 

 Egy könnyen reprodukálható állatmodell létrehozása a bél hideg iszkémia okozta 

károsodásának szimulálására. 

 A Rapamycin mint lehetséges prekondicionáló szer és autofágiát serkentő szer vizsgálata a 

hideg bélkonzerválás során. 

 Biológiai eszközökkel nyomon követni az autofágia útvonalának lehetséges változásait a 

hideg béltárolás során. 

 Meghatározni ezen útvonal farmakológiai modulációjának hatását a hideg bél iszkémia-

reperfúziós sérülésére. 

Ezek alapján négy nagyobb vizsgálatot végeztünk. 

 

 

3. A bélnyálkahártya morfológiai változásai a vékonybél konzerválása során 

  

Háttér 

Hagyományosan a donorokból nyert bélszakaszokat intravaszkulárisan átöblítik, és a beültetésig 

hideg (0-4 C) hőmérsékleten konzerváló oldatban tárolják. Ez a módszer azonban elégtelennek 

bizonyul a bél esetében, amelynek nyálkahártyája rendkívül érzékeny az iszkémiára. A nyálkahártya 

iszkémiás károsodása úgy jelentkezik, hogy a hámszövet leválik a lamina propria-ról a bolyhok 

csúcsánál, ez a submucosalis és az izomrétegig terjed. A konzerválás során bekövetkező iszkémiás 

károsodás jellege függhet a konzerváló oldat típusától, a konzerválás időtartamától és az átültetendő 

szerv jellegétől. A különböző konzerváló oldatok esetében a vékonybélkárosodás mértéke 

bizonyítottan eltérő. A szakirodalom azt is sugallja, hogy a hideg bélnyálkahártya-károsodás 

kialakulásában jelentős különbségek vannak a különböző állatfajok között. Ezért jelen vizsgálat 

kezdetén saját viszonyítási pontot állítottunk fel a kísérleti alanyaink (Wistar patkányok) IGL-1 

oldattal történő hidegkonzerválás során bekövetkező nyálkahártya-károsodásra vonatkozóan. Ezeket 

a mikroszkópos változásokat az idő függvényében közöljük. 

Anyagok és módszerek 

Kísérleti állatok 

Egészséges hím Wistar patkányokat (n=30) használtunk a vizsgálathoz, amelyek súlya 250-300 g 

között volt. Standard körülmények között tartottuk őket, és patkánytakarmányt és vizet ad libitum 

kaptak. A táplálékot 24 órával a kísérlet előtt megvontuk. Az állatokat ketamin-hidroklorid (0,075 

mg/g testsúly) és diazepám (0,075 mg/g testsúly) intraperitoneális (i.p.) keverékével altattuk. Minden 

eljárást az etikai irányelveknek (BA02/2000-02/2021) megfelelően végeztünk az állatok fájdalmának 

és szenvedésének minimalizálása érdekében. 

Mintanyerés és csoportosítás 
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A medián laparotómiát követően a beleket retrográd módon, az aortán keresztül 6 ml/perc 

sebességgel, jéghideg IGL-1 oldattal (George Lopez Intézet) 2 percig perfundáltuk. A portális vénát 

átvágtuk a vénás elfolyás megkönnyítése érdekében. A perfúzió végén a vékonybélgraftokat a Treitz-

szalagtól reszekáltuk, és ugyanabban az oldatban 4 °C-on tároltuk. 

Csoportosítás: A patkányokat véletlenszerűen 5 csoportra osztottuk (n=6/csoport) a 

hidegkonzerválás időtartama alapján:  

O óra (Sham: Konzerváció nélküli csoport) 

3 óra (3 órás csoport) 

6 óra (6 órás csoport) 

9 óra (9 órás csoport) 

12 óra (12 órás csoport) 

A nyálkahártya-változások értékelése 

Ebben a vizsgálatban a nyálkahártya-változásokat a szövetek szövettani festésével követtük nyomon, 

hematoxilin-eozin (HE) festéssel és perjódsav-Schiff (PAS) festéssel. A következő paraméterek voltak 

számunkra érdekesek: Nyálkahártya-sérülési pontszám, nyálkahártya hossza, kriptamélység és 

mucintartalmú kehelysejtek száma. 

Hisztológia (hematoxilin-eosin- HE) 

A szöveteket 10%-os semleges pufferelt formalinban fixáltuk és paraffinba ágyaztuk. A szöveteket 3 

mm vastagságú metszetekre vágtuk, és hematoxilinnal és eozinnal festettük. A preparátumokat 

Mirax szkennerrel digitalizáltuk, és a CaseViewer 2.4 szoftverrel (3DHISTECH Ltd.) fényképeket 

készítettünk. A bélnyálkahártya károsodását két személy vakon értékelte. A károsodás mértékét a 

Park és munkatársai által leírt Park/Chiu rendszer segítségével határoztuk meg (lásd az alábbi 1.0. 

táblázatot). Minden egyes bélmintából, négy kvadránsból véletlenszerűen kiválasztott legalább 

három mezőt értékeltek. 

A nyálkahártya teljes vastagságának és a villus mélységének morfometriai elemzését a CaseViewer 

2.4 szoftver (3DHISTECH Ltd.) segítségével értékeltük. A teljes nyálkahártya vastagságát a villuscsúcs 

és a lamina-muscularis mucosae közötti távolság mérésével értékeltük négy kvadránsban legalább 

négy tengelyirányú villuson. A kripták mélységét három kvadránsból legalább öt axiálisan orientált, 

nyitott, nem sérült kriptában határoztuk meg.  

Perjódsav-Schiff reakció (PAS) festés 

A kehelysejtek a bélnyálkahártya fontos sejtjei. Az iszkémiában e speciális sejtcsoportban 

bekövetkező változások bizonyítottan káros hatással vannak a nyálkahártya integritására. A 

nyálkahártyarétegben található mucint tartalmazó kehelysejtek mennyiségének értékeléséhez a 

szöveteket 10%-os semleges pufferelt formalinban fixáltuk, paraffinba ágyaztuk, 3 mikrométer 

vastagságú metszetekre vágtuk rotációs mikrotómmal, és bevont üveg mikroszkópos tárgylemezekre 

helyeztük. A deparaffinizálás és rehidratálás után a mintákat 1%-os perjódsavban inkubáltuk 20 

percig, majd 0,5 percig desztillált vízben öblítettük. A mintákat 20 percig Schiff-reagenssel festettük, 

majd 2 percig Schiff-öblítőoldatban differenciáltuk, és 5 percig csapvízbe merítettük a további 

színfejlődés érdekében. A tárgylemezeket ezután 10 percig Meyer-féle hematoxilinben inkubáltuk, 

majd 5 percig csapvízzel kékítettük. A mintákat alkoholban dehidratáltuk, xilolban tisztítottuk, és 

tartós montírozóközeggel montíroztuk. A kék/lila színű kehelysejtek mennyiségét a Caseviewer 2.4 
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szoftver (3DHISTECH Ltd.) segítségével, négy különböző kvadránsból véletlenszerűen kiválasztott 

legalább három nagy teljesítményű mezőben (hpf) a látható sejtek számának kézi megszámlálásával 

értékeltük. 

Injury grade Description 

0 Normal mucosa 

1 Subepithelial space at the tips of the villi 

2 Extension of the epithelial spaces 

3 Massive epithelial lifting down the sides of the villi 

4 Denudation of the villi 

5 Loss of villi 

6 Crypt layer damage 

7 Transmucosal infarction 

8 Transmural infarction 

1.0. táblázat. A szövettani sérülés besorolása a Park et al. által leírt 

módszer szerint.( doi:10.1159/000129130). 

  

Eredmények és következtetések 

A HE-vel végzett szövettani eredmények azt mutatták, hogy a nyálkahártya károsodása a tárolási idő 

növekedésével súlyosbodott. 3 óra elteltével már vakuólák voltak láthatók a boholycsúcsokon. A 12 

órás konzerválás után egyre gyakrabban fordult elő a bolyhok denudációja, a bolyhok anyaga- és a 

kripták teljes elvesztése. A további morfometriai elemzés ezeken a tárgylemezeken a nyálkahártya 

vastagságának csökkenését mutatta egyenes arányban a tárolási idő növekedésével. Hasonlóképpen 

a bélkripta mélysége is csökkent az idő múlásával. 

A PAS-festés kimutatta, hogy a kehelysejtek száma a tartósítás kezdetén kissé csökkent. A csökkenés 

azonban a hidegtárolási idő növekedésével egyre szembetűnőbbé vált, a legkevesebb kehelysejtet 

pedig a 12 órás tartósítás végén figyelték meg. 

Ezek az eredmények megerősítik, hogy a bélnyálkahártya érzékeny a hipotermikus tárolásra. Továbbá 

megerősítik, hogy a modellünk alkalmas a bélkonzerválás okozta sérülések vizsgálatára, ezért további 

vizsgálatokra is felhasználható. 
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4. A Rapamycin előkezelés időfüggő hatása a vékonybél graftok hideg iszkémiás károsodására 

Háttér 

A védő molekuláris válaszok beindítása az iszkémia kezdete előtt (prekondicionálás) akár rövid IR-

ciklusokkal, akár farmakológiai szerekkel különböző vizsgálatokban hatékonynak bizonyult. Ezen 

módszerek klinikai adaptációját azonban eddig néhány módszer bonyolultsága, toxicitása és egyes 

vegyületek szűk terápiás ablaka akadályozta. A Rapamycin azonban ideális hatóanyagnak tűnik a 

prekondicionálásra, mivel immunszuppresszív és antiproliferatív kémiai anyagként klinikai 

hatékonysága ismert. Sőt, mivel a Rapamycin az iszkémiás kaszkádban részt vevő több útvonalat, 

például az apoptózist, az oxidatív stresszt és az autofágiát célozza meg, potenciálisan alkalmazható 

különböző iszkémiával összefüggő betegségekben. Szerencsére ezt a gyógyszert már használják a 

transzplantáció területén, így a lehetséges eredmények interpretálása reálisabb lehet.  

Ebben a vizsgálatban a Rapamycin egyszeri adagjának bélnyálkahártyára és sejtkárosodásra gyakorolt 

hatását vizsgáltuk, és az eredményeket a gyógyszer beadásának idejével korreláltuk. Továbbá 

előzetesen értékeltük az autofágiát indukáló hatását a vékonybél konzerválása során. 

Anyagok és módszerek 

A kísérleti állatok jellege és a bélminták kinyeréséneknek és tárolásának módja megegyezik a 3. 

pontban leírtakkal. 

A patkányokat véletlenszerűen 5 csoportra osztottuk (n=6/csoport):  

1) Shamkontroll: Konzerváció nélküli csoport. 

2) Konzerváló kontroll: 12 órás tartósítás után gyűjtött bélminták. 

3) Rapa-0: Rapamycin beadása 0 perccel a bélminta nyerése előtt; tárolási idő: 12 óra. 

4) Rapa-30: Rapamycin beadása 30 perccel a bélminta nyerése előtt; tárolási idő: 12 óra. 

5) Rapa-60: Rapamycin beadása 60 perccel a bélminta nyerése előtt; tárolási idő idő: 12 óra. 

Gyógyszerkészítés és adagolás 

2mg/kg Rapamycint (Hb2779 Hellobio) 1ml dimetil-szulfoxid-oldatban (DMSO) oldottunk fel [54]. A 

gyógyszert intraperitoneálisan (i.p.) injektáltuk a kísérleti csoportnak megfelelő különböző 

időpontokban (0, 30 és 60). A Sham-kontroll és a Konzerváló kontroll csoport azonos térfogatú 

oldószert (DMSO) kapott a felhasznált oldószerből. 

Konzerváló károsodás (hideg iszkémiás károsodás) 

Ebben a vizsgálatban a hideg iszkémiás károsodást a nyálkahártya-változások és a sejtsérülés 
mértékével írtuk le. A nyálkahártya-változásokat HE-vel festett szövettani tárgylemezekről értékeltük 
a Park és munkatársai által korábban ismertetett módszerrel (lásd a fenti 1.0. táblázatot). A 
konzerváló folyadék biokémiai analízisével meghatároztuk a sejtkárosodás két jól meghatározott 
markere, nevezetesen a laktát és az LDH felszabadulásának mértékét. 
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Biokémiai analízis 

A konzerválás és a reperfúzió különböző időpontjaiban folyadékmintákat nyertünk, és elemeztük a 

laktát és a laktát-dehidrogenáz enzim jelenlétét. Centrifugálás után (10 perc, szobahőmérséklet, 1500 

rcf) mindkét paramétert a Cobas integra 400 plus Analyzer (Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, 

Németország) segítségével számszerűsítettük a gyártó utasításait követve. 

Autofágia-fehérjék 

Az autofágia útvonalát két ismert fehérjemarker, nevezetesen a Beclin-1 és a mikrotubulus-asszociált 

fehérjék 1A/1B könnyű lánc 3B (LC3B) segítségével vizsgáltuk. A Beclin-1 egy olyan fehérje, amely az 

autofágia-útvonal megindulásához kapcsolódik, míg az LC3B az autofagoszóma megnyúlásához 

fontos.  Ezeket a fehérjéket immunhisztokémiai módszerrel határoztuk meg.  

Immunhisztokémia 

A 10% neutrális pufferelt formalinban fixált és paraffinba ágyazott szövetekből 3 mm vastagságú 

sorozatmetszeteket készítettünk. Deparaffinizálás és rehidratálás után a mintákat hőindukált epitóp-

visszanyerési módszerrel előkezeltük 1 mM (pH=6,0) citrát pufferben (Hisztopatológia Kft). 

mikrohullámú sütőben 15 percig 750 W-on. Szobahőmérsékleten történő lehűtés után a szöveteket 

TRIS pufferelt sóoldatban (TBS) (pH=7,6) mostuk. Az immunhisztokémiához a mintákat Beclin-1 

antitesttel (Cat. Nr. bs-1353R, Bioss Antibodies Inc., 1:2000, 1 óra szobahőmérsékleten) és LC3B 

antitesttel (NB100-2220 Novus Biologicals, 1:400, 1 óra szobahőmérsékleten) inkubáltuk. A 

metszeteket TBS-ben mostuk, majd HISTOLS-R anti-nyúl HRP-vel jelölt detektáló rendszerrel 

inkubáltuk (Cat. Nr. 30011.R500, Hisztopatológia Kft.., 30 perc szobahőmérsékleten,). TBS-ben 

történő mosás után a reakciót HISTOLS Resistant AEC kromogén/szubsztrát rendszerrel (Cat. Nr. 

30015, Hisztopatológia Kft.) fejlesztettük, miközben mikroszkóp alatt ellenőriztük a festés 

intenzitását. A metszeteket hematoxilin oldattal ellenfestettük, és a kékítést csapvízzel végeztük. A 

mintákat alkoholban dehidratáltuk, xilolban tisztítottuk és tartós montírozóközeggel montíroztuk. A 

tárgylemezeket Mirax szkennerrel digitalizáltuk, a fényképeket pedig a CaseViewer 2.4 szoftverrel 

(3DHISTECH Ltd.) készítettük.  

A festett szövetek elemzését mindkét fehérje tekintetében az Image J szoftver IHC profiler plug-

injének segítségével végeztük, és az optikai sűrűséget (OD) a következő, korábban leírt módszer 

szerint pontoztuk. Röviden: A képfeldolgozó szoftver a festett területek százalékos arányát a 

tárgylemezen magasan pozitív (HP), pozitív (P); alacsonyan pozitív (LP); és negatív (N) kategóriákban 

mutatta ki. Ezekből a számértékekből az optikai sűrűség pontszámát az ajánlott algebrai képlet 

segítségével számoltuk ki: (HP × 4 +P × 3 +LP × 2 +N × 1)/100. 

Eredmények és következtetések 

A szövettani eredmények azt mutatják, hogy a konzerváló kontrollcsoporthoz (PC csoport) képest 

mind a Rapa-30, mind a Rapa-60 csoportban kisebb mértékű nyálkahártya-sérülés és szövettani 

károsodás volt tapasztalható. Ezzel szemben a Rapa-0 csoport nem mutatott szignifikáns különbséget 

a nyálkahártya-sérülés és a hisztomorfometria között a PC csoporthoz képest. A vizsgálat 

mikroszkópos eredményeinek összefoglalása arra enged következtetni, hogy a Rapamycin hatékony 

prekondicionáló szer, amely képes mérsékelni a nyálkahártya károsodását, különösen, ha 30 perccel 

a szervkivétel előtt kerül beadásra. 

A sejtkárosodási markerek biokémiai elemzésének eredményei alapján kapott mintázat nagyban 

hasonlít a szövettani eredményekhez. Itt is a Rapa-30 és a Rapa-60 transzplantátumai szignifikánsan 

kevesebb LDH felszabadulást mutattak a PC csoporthoz képest. Míg azonban a laktát szintje 
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szignifikánsan alacsonyabb volt a Rapa-30 csoportban a PC csoporthoz képest, a Rapa-60 csoportban 

alacsonyabb volt, de statisztikailag nem szignifikáns. Az LDH és a Laktát szintje nem különbözött 

szignifikánsan a PC csoport és a Rapa-0 csoport között. Összességében a sejtkárosodási markerek 

eredményei megerősítik, hogy a bélkonzervációs károsodást a Rapamycin enyhítheti, különösen, ha 

30 perccel a szervkivétel előtt kerül beadásra. 

Az autofágia markerek, a Beclin-1 és az LC3B immunhisztokémiai értékelése azt mutatja, hogy a 30 

perces (Rapa-30), illetve 60 perces (Rapa-60) Rapamycin előkezelés hatására mindkét fehérje szintje 

szignifikánsan emelkedett a PC csoporthoz képest. A Rapa-0 és a PC csoportok transzplantátumai itt 

is statisztikailag azonosak voltak. Ezen eredmények értékelése arra enged következtetni, hogy a 

Rapamycin elősegíti az autofágiát, különösen a 30 perces előkezelés esetén.  

Érdekes megfigyelés vizsgálatból, hogy a Rapamycinnel kezelt csoportok, amelyekben az 

autofágiafehérjék mennyisége emelkedett, a legkevesebb nyálkahártya-károsodást is mutatták. Ezen 

eredmények első értékelése arra utalhat, hogy az autofágia útja szerepet játszik a Rapamycin 

bélgraftok életképességére gyakorolt kedvező hatásaiban. Az autofágiával kapcsolatos további 

vizsgálatokra lenne szükség ezen eredmények további értékeléséhez. 
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5. Az autofágia változásainak jellemzése a vékonybél konzerválása során 

Háttér 

Az utóbbi években az autofágia, egy szinte minden sejtben jelen lévő molekuláris folyamat, egyre 

nagyobb teret nyer a különböző kórképekben. Bár az autofágiát elsősorban a sejtek túlélési 

útvonalának tekintik, egyes tanulmányok a sejthalállal is összefüggésbe hozták. Az autofágiának ez a 

kettősnek tűnő természete meglehetősen érdekes kutatási területté teszi többféle betegségben.  

A legújabb tanulmányok szerint ez a biológiai útvonal szerepet játszik a bélrendszeri iszkémia során. 

Ezeket a vizsgálatokat azonban többnyire meleg iszkémiás környezetben végezték, ezért kevés 

tanulmány foglalkozik a bél hipotermikus állapotában bekövetkező autofágia-változásokkal. Ezzel 

szemben más szilárd szervekre, például a vesére és a tüdőre vonatkozóan léteznek olyan 

tanulmányok, amelyekben leírták ezt a komplex biológiai kaszkádot a hidegkonzerválás során.  

A 4. szakaszban bemutatott korábbi kísérletünk azt mutatta, hogy a Rapamycin képes autofágiát 

indukálni, ahogyan két fontos marker, a Beclin-1 és az LC3B változását észleltük. Ezért ebben a 

harmadik vizsgálatban e két fehérje változásait követjük nyomon a bélgraftok hidegkonzerválása 

során. 

Anyagok és módszerek 

A kísérleti állatok jellege és a bélminták kinyerésének és tárolásának módja megegyezik a 3. pontban 

leírtakkal. 

Csoportosítás 

A patkányokat véletlenszerűen 5 csoportra osztottuk (n=6/csoport): 

 0 óra (Sham: Konzerváció nélküli csoport) 

3 óra (3 órás csoport) 

6 óra (6 órás csoport) 

9 óra (9 órás csoport) 

12 óra (12 órás csoport) 

Autofágia 

Az autofágiát a Beclin-1 és az LC3II fehérjék követésével követtük nyomon. Az LC3II az LCB foszfatidil-

etanolaminhoz (PE) való konjugációjával képződik az autofagoszómák felszínén. Ezen fehérjék 

változásait western blot és immunhisztokémia segítségével detektáltuk. Az autofágoszómák 

jelenlétét transzmissziós elektronmikroszkópiával (TEM) is megfigyeltük. 

Immunhisztokémia 

Az immunhisztokémiai módszerek megegyeznek a 4. pontban leírtakkal. 

Western blot 

Az intesztinális szövetmintákat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd kézzel mozsárban porrá 

zúztuk és jéghideg lízispufferben (amely 50 mM Tris, pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mm EGTA, 1 mM 

Na3VO4, 100 mM NaF, 5 μM ZnCl2, 10% glicerin, 1% Triton X-100 és 10 μg/ml aprotinin proteáz 

inhibitor) feloldottuk. A lizátumokat 40 000 x g-nél 4 °C-on 30 percig centrifugáltuk, majd a felülúszó 

fehérjekoncentrációját Protein Assay Dye Reagent Concentration (Bio-Rad) és 595 nm-en végzett 
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fényabszorpciós mérés segítségével határoztuk meg. 30 ug denaturált összfehérjét tartalmazó 

mintákat készítettünk és 10%-os poliakrilamid gélekre töltöttük. A méret alapján elválasztott 

fehérjéket a Trans-Blot Turbo félszáraz rendszerrel (Bio-Rad) fél órán keresztül PVDF membránokra 

elektroblottoltuk, majd 0,2% Tween 20-t tartalmazó, Tris-pufferelt sóoldatban oldott 3%-os BSA-ban 

blokkoltuk. Ezt követően a membránokat a blokkoló oldatban 1:1000 arányban hígított primer 

antitestekkel (Beclin-1, LC3 (Cat. Nr. 2775 és Cat. Nr.4108 Cell Signaling Technology)) 4 °C-on egy 

éjszakán át történő szondázás követte. Az antitestek membránhoz való kötődését 1:10 000 arányban 

hígított, tormaperoxidázzal konjugált másodlagos anti-nyúl IgG-vel (Santa Cruz) detektáltuk. Az 

erősített kemilumineszcens jelet Gbox gél dokumentációs rendszerrel (Syngene) vizualizáltuk. Ezután 

minden membránt lecsupaszítottunk az antitestekről, és a fentiek szerint újra detektáltuk az 

esetleges terhelési különbségeket a GAPDH elleni elsődleges antitest (Cell Signaling Technology) 

1:3000-es hígításával. A sávsűrűségek elemzését az Image J szoftver segítségével végeztük. Minden 

egyes sűrűséget tovább számszerűsítettünk a GAPDH-hoz viszonyítva.  

Transzmissziós elektronmikroszkópia (TEM) 

A bélmintákat nagy, körülbelül 1 mm³-es blokkokra vágtuk, és egy éjszakán át 4°C-on 4%-os 

paraformaldehidben, 2,5%-os glutaraldehiddel és foszfátpufferben (PB) fixáltuk. Ezeket a blokkokat 

ezután 1%-os ozmiumtetroxidban fixáltuk 0,1M PB-ben 35 percig. Sorozatos dehidratálást végeztünk 

növekvő etanol-koncentrációval. A 70%-os etanolos szakaszban uranil-acerátot (1%) adtunk hozzá a 

kontraszt növelése érdekében. A blokkokat propilén-oxidba helyeztük át, majd Durcupan gyantát 

(Sigma) tartalmazó alumíniumfóliás hajókba helyeztük, majd ugyanezt a gyantát tartalmazó 

zselatinkapszulákba ágyaztuk. A félmély metszeteket Leica ultramikrotómmal vágtuk, és vagy hálóra, 

vagy kollódiummal bevont (Parlodion, Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA) egynyílású 

rézrácsra helyeztük. Ezeket a metszeteket uranil-acetáttal és ólom-citráttal kezelve további 

kontrasztot adtunk, és JEM-1400 Flash transzmissziós elektronmikroszkópban vizsgáltuk. Az 

autofagoszómák jelenlétének minőségi megfigyelését vakon végeztük a 0 órás, 6 órás és 12 órás 

csoportokból nyert mintákból. 

Eredmények és következtetések 

A Beclin-1 és az LC3BII Western blot eredményei azt mutatják, hogy a 3 és 6 órás csoportokban a 
Sham kontrollhoz képest szignifikánsan megnövekedett ezen fehérjék koncentrációja. Mind a Beclin-
1, mind az LC3BII fehérjeexpressziójának csúcspontja a konzerválás kezdetétől számított 3 órán belül 
volt. Ezt követően, míg mindkét 9 órás csoportban az autofágia fehérjéinek növekedése figyelhető 
meg, csak az LC3BII volt szignifikáns a Sham kontrollhoz képest. Mindkét fehérje koncentrációjának 
esetében a 12 órás csoport enyhe, de szignifikáns csökkenést mutatott a kiindulási  Sham csoport 
képest.  

Az immunhisztokémiai eredmények hasonló tendenciát követnek a Beclin-1 fehérje esetében. Ez a 

módszer a Beclin-1 citoszolikus jelenlétét festi meg. A sötétebb festés a fehérje nagyobb mértékű 

megjelenését jelzi, és az optikai sűrűség (OD) mérésével számszerűsíthető. A kontrollhoz képest az 

átlagos OD-értékek a 3 órás csoportban szignifikánsan megnövekedtek, illetve a 12 órás csoportban 

szignifikánsan csökkentek. 

A mikrovillusokkal rendelkező bélhámsejtek citoplazmájában lévő autofagoszómák TEM-megfigyelése 

azt mutatta, hogy összehasonlításuk során több autofagoszómát lehetett megfigyelni a 6 órás 

csoportban, mint a 0 órás, illetve a 12 órás csoportban. 

Ezek a különböző biológiai módszerek együttesen arra utalnak, hogy az autofágia útvonala aktiválódik 

a bélgraftok hideg iszkémiás stressze során. Továbbá, ez egy kezdeti növekedés mintáját követi, 

amely a tárolás során 3 óránál tetőzik, majd folyamatosan csökken. Megjegyzendő, hogy 12 óra 
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elteltével a Sham csoportban megfigyelt alapszintű expresszióhoz képest csökkenés figyelhető meg. 

Erre két lehetséges magyarázatot kínálunk. Először is, valószínű, hogy a vizsgálatunkhoz használt 

alapszint (0 óra, Sham csoport) nem az autofágia valódi alap expressziója a bélsejtekben. Kísérleti 

állatainkat a protokoll részeként 24 órán át éheztettük, és mivel az éhezés az autofágia erős 

moderátora, gyanítjuk, hogy az autofágia folyamata már a szerv visszavétele előtt aktiválódott a 

bélben. Ezért azt lehet állítani, hogy az általunk elfogadott alapvonal jó az autofágia változásainak 

határon belüli nyomon követésére, de óvatosan kell értelmezni. Másodszor, bizonyos esetekben a 

hosszan tartó iszkémia (éhezés) károsítja az autofágiát. E jelenség hátterében a tartós éhezés után az 

autofágiához nélkülözhetetlen komponensek fogyása és kimerülése, valamint a kulcsfontosságú 

szabályozók, például a Beclin-1 kaszpázok általi gátlása áll. Eredményeinkben ennek az 

előfordulásnak a pontos okát nem vizsgáltuk tovább. Az autofágia-fehérjék expressziójának ezen 

időbeli különbségei azonban arra utalnak, hogy az autofágia szerepet játszik a hideg 

bélkonzerválásban. 
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6. Az autofágia modulációjának hatása az apoptózisra és a hideg konzervációs károsodásokra 

vékonybél graftokban 

Háttér 

Az autofágia funkciója a vékonybél konzerválása és reperfúziója során továbbra is tisztázatlan.  A 

legújabb kutatások arra utalnak, hogy a bélhám és az autofágia koordinálja a bél homeosztázisának 

fenntartását sertés bélhámsejtekben. Sőt, az autofágia, amely folyamatosan részt vesz a sejtek 

degradációs- és regenerációs folyamataiban, szerepet játszik a vékonybél meleg iszkémiás-

reperfúziós károsodása során kialakuló bélnyálkahártya változásokban. Ezért a jelen vizsgálat célja az 

volt, hogy meghatározzuk az autofágia módosításának hatását a vékonybél konzervációs 

károsodására és az apoptózisra hideg tárolást követően. 

Anyag és módszer 

A kísérleti állatok jellege és a bélminták kinyerésének és tárolásának módja megegyezik a 3. pontban 

leírtakkal. 

Csoportosítás 

A patkányokat véletlenszerűen 5 csoportba osztottuk (n=6/csoport):  

(a) ShamKontroll : Konzerváció nélküli csoport (áloperált) 

(b) Konzervációs kontroll csoport (PC): Konzerválási idő 12 óra 

(c) Rapamycin csoport (Rapa): Rapamycinbeadása 30 perccel a mintanyerés előtt; konzerválási idő: 

12 óra. 

(d) 3-metiladenin csoport (3-MA): 3-metiladenin beadása 30 perccel a mintanyerés előtt; 

konzerválási idő: 12 óra. 

(e) Gyógyszeres kontroll csoport (DC): Rapamycin és 3-metiladenin beadása 30 perccel a mintanyerés 

előtt; konzerválási idő: 12 óra. 

Gyógyszerkészítmények és adagolás 

2 mg/kg autofágia-gátló 3-metiladenint (3-MA) (Hb2267 Hellobio) oldottunk fel 1ml kétszer desztillált 

vízben (ddH20).  2 mg/kg autofágia promóter Rapamycint (Hb2779 Hellobio) 1ml dimetil-

szulfoxidoldatban (DMSO) oldottuk fel. A csoportoknak megfelelő gyógyszereket intraperitoneálisan 

(i.p.) adtuk be 30 perccel a szervkivétel előtt. A konzerváció nélküli és a konzervációs kontroll 

csoportok azonos mennyiségű oldószert (DMSO és ddH2O) kaptak. 

Reperfúzió 

A teljes konzerválási idő 12 óra volt. A hideg tárolást követően a graftokat ex vivo perfundáltuk 

oxigénnel dúsított Krebs Henseleit pufferoldattal (KHBS) 60 percig. 

Konzervációs és reperfúziós károsodás 

A bélből mintákat vettünk közvetlenül az eltávolítás után (0 óra), 6 és 12 órával a konzerválás után, 

valamint a reperfúzió végén.  

A konzervációs károsodást a nyálkahártya elváltozásai, valamint az LDH és a laktát szintek változásai 

alapján határoztuk meg. A nyálkahártyában bekövetkezett változásokat a bél egyszerű szövettani 

vizsgálatával határoztuk meg a 3. pontban leírtak szerint, valamint a kehelysejtek PAS-festésével a 3. 
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pontban leírtak szerint. Az LDH és a laktát szintek biokémiai elemzése a 4. pontban leírtak szerint 

történt. 

A reperfúziós károsodást egyszerű szövettani vizsgálattal és a perfuzátumban az LDH jelenlétével 

határoztuk meg az első perc után és a reperfúzió végén.  

Autofágia 

Ebben a vizsgálatban az autofágia változásait a Beclin-1, az LC3II és a p62/SQSTMI fehérjék 

segítségével követtük nyomon a konzerválás elején (0 óra), 6 órával később és a tartósítás végén (12 

óra).  

Immunhisztokémiai (IHC) és Western Blot (Wb) vizsgálatokat végeztünk az LC3 és a Beclin-1 fehérjék 

meghatározásához a 4. és 5. pontban leírt módszer szerint.  

Bevezettünk egy másik, az autofágia monitorozására használt fehérjét, a p62/SQSTMI fehérjét vagy 

egyszerűen a p62-t. Ez a fehérje az autofágia folyamatának egyik ismert szubsztrátja. A p62 fehérje 

szintje fordítottan arányos az autofágia aktivitásának szintjével. Immunhisztokémiai vizsgálatot (IHC) 

végeztünk a p62 fehérje kimutatására is a korábban leírt módszerekkel (4. pont).  

Mind a Beclin-1, mind a p62 immunfestésének elemzését az Image J szoftver IHC profiler plug-in 

segítségével végeztük, az optikai sűrűséget (OD) a korábban leírt módszer szerint pontoztuk (4. pont). 

A Western blot sávsűrűségének elemzését az Image J szoftverrel végeztük. Az egyes sűrűségeket 

tovább számszerűsítettük a GAPDH-hoz viszonyítva.  

Apoptózis 

Az apoptózist a hasított kaszpáz-3 markerfehérje (Cat. Nr. 9661, Cell Signaling Technology, Inc.) 

segítségével határoztuk meg a konzerváció 0, 6, és 12. órájában.  

A 4. pontban leírt módszer szerinti immunhisztokémiai technikát és az 5. pontban leírt módszer 

szerinti Western blot technikát alkalmaztuk a fehérje változásainak szemléltetéséhez. 

A hasított kaszpáz-3 festett sejtek (IHC-ból származó) elemzését a CaseViewer 2.4 szoftverrel 

végeztük négy különböző kvadránsból véletlenszerűen kiválasztott legalább négy nagy teljesítményű 

mezőben (hpf) a láthatóan festett apoptotikus sejtek megszámlálásával. A Western blot 

sávsűrűségének elemzését az Image J szoftver segítségével végeztük. Az egyes sűrűséget tovább 

számszerűsítettünk a GAPDH-hoz viszonyítva. 

Eredmények és következtetések 

Az autofágia aktivitásának változásai  

Az immunfestés közvetlenül a szervkivételt követően nem mutatott számottevő különbséget a 

csoportok között a Beclin-1 és a p62 fehérjék tekintetében. 

6 órás és 12 órás konzerválás után is a Rapa-csoportban a p62 immunfestése szignifikánsan kisebb 

optikai sűrűség (OD) értékeket mutatott, mint a konzervációs kontroll (PC) csoportban. Ezzel 

szemben a 3-MA csoportban a p62 immunfestésének OD értékei mind a 6, mind a 12 órás 

időpontban szignifikánsan magasabbak voltak. 

A Beclin-1 festés viszont azt mutatta, hogy a Rapa csoport értékei a 6 és a 12 órás konzerválás után is 

szignifikánsan magasabbak voltak, mint a PC csoporté. A 3-MA csoport ellenkező tendenciát 

mutatott. 
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A hideg tárolás végén végzett Western blot vizsgálat azt mutatta, hogy a Rapamycinnel kezelt 

csoportban az autofágia fokozódott, melyet a konzervációs kontrollhoz (PC csoport) képest 

szignifikánsan megnövekedett LC3II expresszió és szignifikánsan megnövekedett Beclin-1 expresszió 

jelzett. Ezzel szemben a 3-metiladeninnel kezelt állatok csoportjában az autofágia gátolt volt. A PC 

csoporthoz képest jelentős LC3II és Beclin-1 csökkenést tapasztaltunk. 

Összességében ezek az eredmények megerősítik, hogy a Rapamycin fokozza az autofágia aktivitását, 

míg a 3-MA gátolja az autofágiát a vékonybél graftokban. 

Változások az apoptózisban 

Az aktív kaszpáz-3 immunfestés azt mutatta, hogy a konzerválás kezdetén (0 óra) nem volt 

szignifikáns különbség a Rapa és a 3-MA csoportok, valamint a PC csoport között. A konzerválás 6. 

órájában a 3-MA csoportban szignifikánsan több kaszpáz pozitívan festett sejt volt, mint a PC 

csoportban, míg a Rapa csoportban szignifikánsan kevesebb pozitív sejt volt jelen. 12 óra elteltével a 

3-MA csoportban még mindig szignifikánsan több pozitívan festett apoptotikus sejt volt a 

konzervációs kontrollhoz képest, míg a Rapa csoportban kevesebb apoptotikus sejtet figyeltünk meg. 

Következésképpen a 12 órás tárolási időszak végén a hasított kaszpáz-3 expressziójának Western blot 

analízise a 3-MA csoportban szignifikáns növekedést, a Rapa csoportban pedig szignifikáns 

csökkenést mutatott a PC csoporttal összevetve. 

Összességében az eredmények arra utalnak, hogy az autofágia fokozódása mérsékelte az apoptotikus 

károsodást, míg az autofágia gátlása felgyorsította az apoptotikus folyamatokat.  

A bélnyálkahártyára gyakorolt hatások 

A nyálkahártya vizsgálata során nem volt jelentős eltérés megfigyelhető a kezelt csoportok (Rapa és 

3-MA) és a kontrollcsoport (PC) között a tárolás kezdetén. A károsodási pontszámok, a nyálkahártya 

vastagsága, a kripta mélysége és a kehelysejtek sűrűsége nem mutatott jelentős különbséget a 

csoportok között. 

A konzerválás 6 órája után azonban a 3-MA csoport magasabb sérülési pontszámot mutatott, 

amelyet a PC csoporthoz képest a hámrétegek szétesése és néhány denudált villus jelzett. Míg a 

Rapa-csoport ehhez képest csak minimális sérülést mutatott, néhány régióban subepithelialis 

hólyagokkal a villus csúcsán. Hasonlóképpen, a nyálkahártya vastagsága és a kripták mélysége 

jelentősen csökkent a 3-MA csoportban a PC csoporthoz képest. A Rapa-csoportban a nyálkahártya 

vastagság értékei szignifikánsan jobbak voltak a PC-csoporttal összevetve, míg a kriptamélység 

értékei is magasabbak voltak, de nem szignifikánsan. A kehelysejtek száma szignifikánsan magasabb 

volt a Rapa-csoportban a PC-csoporthoz képest. A 3-MA csoportban a kehelysejtek száma 

szignifikánsan csökkent. 

A tárolási időszak végén (12 óra) a Rapa csoportban még mindig szignifikánsan kisebb szöveti 

károsodás, magasabb nyálkahártya vastagság és kriptamélysége volt kimutatható a kontrollhoz 

képest. Hasonlóképpen, a kehelysejtek száma is szignifikánsan magasabb volt. Ezzel szemben a 3-MA 

csoportban a kontrollhoz képest rosszabb sérülési pontszámok voltak, amelyeket több kriptasérült 

régió jellemzett. A kriptamélység is szignifikánsan csökkent, míg a nyálkahártya vastagsága is 

csökkent, de nem szignifikánsan. Továbbá a 3-MA csoportban kevesebb volt a pókhálósejtek 

mennyisége. 

A bélnyálkahártya vizsgálatának együttes eredményei arra utalnak, hogy az autofágia fokozódása 

mérsékelte a tároláss által kiváltott nyálkahártyában bekövetkezett változásokat, míg e folyamat 

gátlása károsnak bizonyult a graft nyálkahártyájának szempontjából. 
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Az LDH-ra és a laktátra gyakorolt hatások 

A 6 órás konzerválás után a Rapa csoportban a PC csoporthoz képest kevesebb LDH és laktát volt 

kimutatható a konzerváló oldatból. Ezzel szemben a 3-MA csoportban szignifikánsan több LDH és 

laktát volt a tartósítóoldatban. Hasonlóképpen, 12 óra tárolás után a 3-MA csoportban a PC 

csoporttal összevetve a tartósítófolyadékból megnövekedett LDH és laktát koncentrációt mértünk. A 

Rapa csoportban mind az LDH, mind a laktát koncentrációja szignifikánsan alacsonyabb volt. 

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a Rapamycinnel fokozott autofágia mérsékli, míg az autofágia 

gátlása súlyosbítja a sejtkárosodást a bél konzerválása során. 

Reperfúziós károsodás 

A PC csoporthoz képest a fokozott autofágiával rendelkező graftokban (Rapa csoport) szignifikánsan 

kevesebb nyálkahártya károsodás volt megfigyelhető. Ezzel szemben a 3-MA csoport rosszabb 

átlagos sérülési pontszámot mutatott, de nem szignifikánsan.  

Hasonlóképpen, az első percben és a 60. percben felszabaduló LDH mennyisége szignifikánsan kisebb 

volt a Rapa csoportban a PC csoporthoz képest, míg a 3-MA csoportban az LDH mindkét időpontban 

szignifikánsan emelkedett volt. 

Ezek az eredmények azt mutatják, hogy az autofágia fokozása csökkenti a reperfúziós károsodás 

mértékét, míg az autofágia gátlása súlyosbítja ezt a károsodást.  

A Rapa által fokozott autofágia védő hatását a 3-MA gyengíti 

A Park-pontszámok, az LDH, a laktát és az apoptotikus változások összehasonlítása a Rapa-csoport és 

a gyógyszeres kontroll (DC) csoport között a tartósítást követően (12 óra) történt annak 

megállapítására, hogy a Rapamycin az autofágián keresztül hatott-e. 

A Park/Chiu károsodási pontszámok szignifikánsan magasabbak voltak a DC csoportban, mint a Rapa 

csoportban. Hasonlóképpen, az LDH koncentrációja is szignifikánsan magasabb volt a DC csoportban, 

mint a Rapa csoportban.  

Az apoptózis tekintetében a Rapamycin védő szerepe továbbra is az autofágiát elősegítő hatásának 

volt köszönhető. A hasított kaszpáz-3 immunfestés több pozitív sejtet mutatott ki a DC-csoportban, 

mint a Rapa csoportban. Hasonlóképpen, a hasított kaszpáz-3 blot elemzése is szignifikáns 

növekedést mutatott a DC csoportban a Rapa csoporthoz képest. Összességében az eredmények azt 

mutatják, hogy a Rapamycin leginkább az autofágia útvonalán keresztül mérsékli a vékonybél 

konzervációs károsodását.      

A 4. kísérlet legfontosabb következtetései a következők: eredményeink azt mutatják, hogy a 

Rapamycin hatékonyan fokozza az autofágiát a vékonybélszövetben. Ez a fokozott autofágia 

összefügg a kisebb szöveti károsodással és csökkent apoptózissal a graft hideg konzerválása után. 

Továbbá eredményeink arra utalnak, hogy a Rapamycin és az autofágia együttesen jótékony hatást 

gyakorol a bélszövetre, mivel amikor az autofágia gátlóját, 3-metiladenint adtuk a Rapamycinnel 

kezelt állatoknak, a Rapamycin pozitív hatásai csökkentek. 
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7. Diszkusszió 

A béltranszplantáció területén elért jelentős előrelépés ellenére az eljárást még mindig hátráltatja a 

graft konzerválásának minősége. A bélgraftkonzerválás arany standardja az évek során nem változott, 

továbbra is a hideg statikus tárolás marad. Ennél a módszernél a szervet hideg konzerváló oldattal 

öblítik át, majd ezt követően különböző ideig abban tárolják. Ez a módszer a vékonybél esetében nem 

bizonyult hatékonynak, a tárolási idő növekedésével a graftok jelentősen romlanak. A 3 órás 

tartósítás után a bélgraftok nyálkahártyáján már látható volt a károsodás, a 12 órás jelzésre a 

károsodás jelentősen romlott. 

A konzerváló iszkémiás károsodás problémájának megoldására olyan módszert javasoltak, amely az 

iszkémia kialakulása előtt gyógyszer vagy kémiai anyag előzetes beadásával védekező 

mechanizmusokat indít be. Ezt általában prekondicionálásnak nevezik. Ezt a gondolatmenetet 

követve a Rapamycint, egy jól ismert, nagy immunszuppresszív és antiproliferatív tulajdonságokkal 

rendelkező gyógyszert alkalmaztunk a belek prekondicionálására a visszanyerés és tárolás előtt. E 

második vizsgálat eredményei ígéretesek voltak, mivel azok a csoportok, amelyek legalább 30 perccel 

a szervkivétel előtt Rapamycint kaptak, jobban megmaradtak a kontrollcsoporthoz képest. A 

Rapamycin arról is ismert, hogy aktiválja az autofágia néven ismert sejtlebontási-regenerációs 

útvonalat. Az autofágia szerepet játszik az iszkémiás állapotokban, újabban a bél meleg iszkémiájában 

is. Ezért megmértük e fehérje markereit a mintáinkból, és azt tapasztaltuk, hogy azok a csoportok, 

amelyek fokozott autofágiát mutattak, azoknál a nyálkahártya integritása is jobb volt. Ez tette az 

autofágia vizsgálatát a kísérletsorozat további részének középpontjába. 

Az autofágia lehet előnyös vagy káros. Az azonban, hogy ez az útvonal egyáltalán aktiválódik-e a 

bélgraft konzerválás során, még nem volt ismert. Ezért különböző módszerekkel idősoros vizsgálatot 

végeztünk ezen útvonal markereinek vizsgálatára. Arra a következtetésre jutottunk, hogy ez az 

útvonal kezdetben aktiválódik a hideg bél iszkémia során, majd egy rövid csúcs és egy folyamatos 

csökkenés következik.  Sőt, harmadik vizsgálatunk azt mutatta, hogy a bél hideg tárolásának 

meghosszabbítása azt eredményezte, hogy a mintáinkból származó autofágia a kiindulási szint alá 

süllyedt. Hasonló eredményről már korábban is beszámoltak a szakirodalomban. Lehet, hogy a túlzott 

iszkémiás állapot és a vele együtt járó káros útvonalak, mint például az apoptózis, valóban az 

autofágia mechanizmus gátlásához vezethetnek.  

Bár a konzerválás során az autofágia mechanizmusának aktiválódását tapasztaltuk, ez még mindig 

nem adott támpontot arra, hogy ez az útvonal jó vagy rossz irányban aktiválódott-e a konzervált 

vékonybélmintáinkban. A negyedik kísérlet betekintést nyújtott ebbe a kérdésbe. A Rapamycinnel 

fokozott autofágia itt nemcsak a vékonybél iszkémiás elváltozásait mérsékelte, hanem az apoptotikus 

aktivitás szintjét is csökkentette a mintáinkban. Ezt a hatást csökkentette az autofágia egyik 

blokkolójának, a 3-metiladeninnek a hozzáadása. Ezzel azt a következtetést vontuk le vizsgálatunkból, 

hogy az autofágiának pozitív szerepe van a bélgraftok hidegkonzerválása során, így ennek az 

útvonalnak a fokozása előnyösnek bizonyulhat a béltranszplantáció területén. Azonban, mint minden 

új tudományos megállapításhoz hasonlóan, további vizsgálatokra van szükség ennek a koncepciónak 

a további kifejtéséhez és bizonyításához. 
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Új Eredmények 

1. Az első kísérletben a George Lopez Intézet (IGL-1) oldatában történő vékonybéltárolás során 

bekövetkező nyálkahártya-változásokat írtuk le különböző időpontokban, nevezetesen 3,6,9 és 12 

órán keresztül. Az IGL-1 oldatban tartósított bélnyálkahártya időfüggő változásait bemutató 

vizsgálatokat máshol még nem publikáltak. 

2. A második kísérletben a Rapamycint mint potens prekondicionáló szert mutattuk ki. A Rapamycint 

már alkalmazzák a transzplantációs klinikákon. Ezáltal talán kevésbé lesz bonyolult ennek a 

gyógyszernek a klinikai gyakorlatba való átültetése. 

3. A harmadik kísérletben az autofágia markerek változásait jellemeztük különböző kísérleti 

időpontokban (3,6,9 és 12 óra). Az autofágia vékonybélkonzerválás során tanúsított viselkedésével 

kapcsolatos tanulmányokat máshol nem publikáltak. 

4. A negyedik kísérletben kimutattuk, hogy a fokozott autofágia képes volt mérsékelni a konzerválás 

során a vékonybélben bekövetkező iszkémiás és apoptotikus változásokat. Tekintettel arra, hogy az 

utóbbi évtizedben az autofágia nagy teret nyert, ez a jövőbeni ilyen irányú kutatások alapjául 

szolgálhat. 
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