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Streszczenie

Abstract

Wstep: Celem pracy byta ocena wptywu allopurinolu na rozwdj urazu niedokrwienno-reperfuzyjnego
jelita cienkiego w kontekscie oddziatywania tego leku na oksydaze ksantynowa.

Materiat i metody: Siedemdziesigt szczuréw rasy Buffalo podzielono na 5 grup sktadajgcych sie
z 14 osobnikéw. Grupa | stanowita grupe kontrolng. W grupie Il oraz IV wywotywano 50-minutowe ostre
niedokrwienie jelita cienkiego, w grupie lll oraz V — ostre niedokrwienie jelita z nastepowa 60-minutowa
reperfuzjg. Badany lek allopurinol podawano zwierzetom z grup IV i V przez 3 dni przed eksperymentem.
Doprowadzano do niedokrwienia jelit, zaciskajac pien tetnicy krezkowej gdrnej. Stopien zmian w $luzéw-
ce jelitowej oznaczano 6-stopniowa skalg punktowa. W supernatancie homogenatu jelitowego oznacza-
no aktywno$¢ oksydazy ksantynowej.

Wyniki: Uraz niedokrwienno-reperfuzyjny jelita cienkiego nie wptynat na aktywnos$¢ oksydazy ksantyno-
wej. Aktywnos$¢ ta zostata natomiast silnie zahamowana przez podaz allopurinolu, zaréwno w niedo-
krwionym jelicie poddanym nastepowej reperfuzji, jak i w przypadku braku jego rewaskularyzacji. Jedno-
cze$nie stwierdzono silny ochronny wptyw wywarty przez allopurinol na rozwdj zmian morfologicznych
w jelicie poddanym przej$ciowemu niedokrwieniu i nastepowej reperfuzji, przy czym efekt dziatania leku
byt zaznaczony juz w fazie przed przywréceniem krazenia.

Whioski: Protekcyjny wptyw allopurinolu na uraz niedokrwienno-reperfuzyjny jelita cienkiego nie powin-
no sie utozsamia¢ wyfgcznie z oddziatywaniem na zmiany porewaskularyzacyjne. Udziat oksydazy ksan-
tynowej w rozwoju tego urazu jest dyskusyjny.

Stowa kluczowe: uraz niedokrwienno-reperfuzyjny jelita cienkiego, allopurinol, oksydaza ksantynowa

Background: The aim of the study was to evaluate the effect of Allopurinol on intestinal ischemia-reper-
fusion injury and xanthine oxidase system.

Material and methods: 70 Buffalo rats were divided into 5 groups of 14. Group | was the control group.
The animals of groups Il and IV were subjected to 50 minutes of acute intestinal ischemia. The animals of
groups lll and V were subjected to 50 minutes of acute intestinal ischemia followed by 60 minutes of
reperfusion. The rats of group IV and V were pretreated with Allopurinol for three days before surgery.
Total intestinal ischemia was produced by clamping the mesenteric vessels. Mucosal changes under-
went histopathological evaluation according to the scoring system (0-5) described by Chiu. Biochemical
tests of xanthine oxidase activity were performed in supernatants of small intestine homogenates.
Results: The administration of Allopurinol significantly reduced mesenteric ischemia-reperfusion injury as
well as intestinal xanthine oxidase activity. However, there was no significant difference in the xanthine
oxidase activity between non-pretreated rats subjected to ischemic processes and the control group. It was
also noted that beneficial action of Allopurinol began during the ischemic phase, before reperfusion.
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Conclusions: It can be concluded that the protective effect of Allopurinol against intestinal ischemia-
reperfusion is not only related to the reperfusion component. The role of xanthine oxidase in the process-
es of injury resulting from blood flow disturbances remains a matter of controversy.

Key words: intestinal ischemia-reperfusion injury, allopurinol, xanthine oxidase

Wstep

Zespot niedokrwienia i reperfuzji jelita cienkiego jest
czestym zjawiskiem w praktyce klinicznej. Do catkowitego
przerwania doptywu krwi dochodzi na skutek zatoru lub
zakrzepicy tetnicy krezkowej goérnej, zakrzepicy zyt krezko-
wych oraz czynnosciowego skurczu tetnic krezki [1]. Naj-
czestszg przyczyna krytycznego zmniejszenia ukrwienia je-
lit sg wstrzasy: hipowolemiczny, kardiogenny i septyczny
[2, 3]. Zaburzenia ukrwienia trzewnego towarzysza mecha-
nicznej strangulacyjnej niedroznosci jelit [4, 5]. Moze takze
do nich dojs¢ w przypadku rozwarstwienia aorty [6] lub
w efekcie operacji angiochirurgicznych wymagajacych zaci-
$niecia aorty powyzej odejscia tetnicy krezkowej gornej [7].
Ponadto catkowite niedokrwienie jelita cienkiego jest natu-
ralng konsekwencjg zabiegéw jego transplantacji [8]. Po-
wrot wiasciwego naptywu krwi do jelit, mimo oczywistych
korzysci, moze by¢ przyczyna paradoksalnego pogtebienia
miejscowych zmian spowodowanych niedokrwieniem [4,
8-10]. Sytuacja taka stwarza jednocze$nie wyjgtkowo wy-
sokie ryzyko rozwoju niewydolnos$ci wielonarzadowej [3].

Uraz niedokrwienno-reperfuzyjny jest efektem pod-
dania tkanek przej$ciowej hipoksji oraz nastepujagcej po
niej reoksygenacji. Przyczyng uszkodzenia komorek pod-
czas ich niedotlenienia sg zaburzenia bilansu energetycz-
nego spowodowanego ustaniem produkcji energii
w mitochondriach [9, 11-13]. Znacznie bardziej jest skom-
plikowany mechanizm paradoksalnego uszkodzenia re-
perfuzyjnego. Przyjmuje sie, ze podstawowg wyzwala-
jacag role odgrywaija tu reaktywne formy tlenu (np. wolne
rodniki) [13-17], ktorych jednym z najwazniejszych zrodet
ma by¢ enzym, tak zwana oksydaza ksantynowa, powsta-
ty w warunkach wcze$niejszej hipoksji [2, 9, 13, 16-21].
Stres oksydacyjny spowodowany nadmierng generacja
wolnych rodnikéw tlenowych inicjuje zmiany odpowie-
dzialne za uszkodzenie komdrek w przebiegu zespotu
reperfuzyjnego: aktywacje czynnikdéw regulujgcych eks-
presje genéw (NF-«B, nuclear factor-xB; AP-1; PPAR-y,
peroxisome proliferator activated receptor; HSTF; PARP)
[14, 22, 23], pobudzenie elementéw komdrkowych me-
chanizméw obronnych (leukocyty, mastocyty, dopet-
niacz, cytokiny) [9, 15, 24], zaburzenia funkcji czynnikéw
endotelialnych (tlenek azotu, endoteliny, pochodne kwa-
su arachidonowego) [9, 15, 25], a takze prostg bezpo-
$rednig destrukcje molekut biatkowych, peroksydacje li-
pidéw czy utlenianie kwasoéw nukleinowych [9, 13, 15].
Konsekwencje reperfuzji jelit dodatkowo poteguje utrata
integralnosci bariery sluzéwkowej z translokacjg drobno-
ustrojow i endotoksyn do krazenia ogdlnego [3].

Jednym z dostepnych preparatéw oddziatujagcych
ochronnie na tkanki poddane czasowemu niedokrwieniu
jest allopurinol [4, 13, 17, 24, 26-33]. Lek ten jest kompe-

Introduction

Acute mesenteric ischemia is a frequently occurring
event in clinical practice. Total intestinal ischemia may
be a consequence of a superior mesenteric artery em-
bolism or thrombosis, mesenteric venous thrombosis or
mesenteric arterial spasm [1]. The most frequent reason
of intestinal hypoperfusion is prolonged hemorrhagic,
cardiac or septic shock [2, 3]. Intestinal blood flow dis-
turbances occur as a result of a strangulatedileus [4, 5],
acute aortic dissection [6] or supravisceral aortic cross-
clamping (above the superior mesenteric or celiac artery) [7].
Total mesenteric ischemia is also a natural conse-
guence of small bowel transplantation procedures [8].
Reestablishment of circulation, known as reperfusion,
may despite its clear benefits, initially results in exacer-
bation of local intestinal damage [4, 8-10]. Additionally
such temporary incidents often trigger multiple organ
dysfunction [3].

Ischemia-reperfusion injury is an effect of transient
hypoxia followed by reoxygenation. Oxygen defi-
ciency leads to an energy imbalance within the cells
as a consequence of impaired mitochondrial function
[9, 11-13]. The mechanism underlying the reoxygenation
component is generally believed to be increased gen-
eration of reactive oxygen species (eg oxygen-derived
free radicals) [13-17], the most important biological
source of which is generated in hypoxia, the xanthine
oxidase enzyme [2, 9, 13, 16-21]. Oxidative stress is
caused by overproduction of oxygen-derived free
radicals initiates: the activation of gene expression
factors (NF-«B, AP-1, PPAR-y, HSTF, PARP) [14, 22, 23],
the activation of cellular defence mechanisms (leuko-
cytes, mastocytes, complement, cytokines) [9, 15, 24],
dysfunction of endothelial factors (nitric oxide,
endothelins, arachidonic acid derivatives) [9, 15, 25],
or even direct protein destruction, lipid peroxidation
and nucleic acid oxidation [9, 13, 15]. The conse-
guences of intestinal reperfusion are additionally
amplified by the loss of mucosal barrier integrity with
bacterial/endotoxin translocation to the systemic cir-
culation [3].

It has been shown that pretreatment with Allopu-
rinol reduces the severity of tissue damage after is-
chemic events [4, 13, 17, 24, 26-33]. This protective
effect of Allopurinol has been attributed to its xanthine
oxidase inhibiting properties and limited directly to the
reperfusion phase of injury. However, many discrep-
ancies and even conflicting data have been noted, es-
pecially regarding Allopurinol’s mechanism of action.
At the same time, the role of xanthine oxidase in the
pathogenesis of ischemia-reperfusion injury remains
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tencyjnym inhibitorem oksydazy ksantynowej i wiasnie
z blokadg tego enzymu wigze sie mechanizm jego dziata-
nia, co jest przyczyng identyfikowania efektywnosci allo-
purinolu wytgcznie z wptywem na zjawiska zachodzace
w reperfundowanych tkankach. To z kolei spowodowato
niemal zupetny brak w pi§miennictwie medycznym prac
oceniajacych skutecznosé allopurinolu takze w kontek-
Scie uszkodzen narzaddéw przed przywroceniem w nich
krgzenia. Wiagze sie z tym ponadto kwestia roli oksydazy
ksantynowej w patomechanizmie urazu niedokrwienno-
reperfuzyjnego. Poniewaz w ocenie tych zagadnien moz-
na odnalez¢ w literaturze wiele niedomowien, a nawet
sprzecznosci, dlatego kazda dodatkowa obserwacja, ktora
moze pomaoc zrozumie¢ nature opisywanych zjawisk oraz
role, jaka moze w nich odgrywac¢ allopurinol, ma duze
znaczenie praktyczne.

Celem pracy byta ocena wptywu allopurinolu na roz-
wodj urazu niedokrwienno-reperfuzyjnego jelita cienkie-
go w kontekscie oddziatywania tego leku na oksydaze
ksantynowa.

Materiatl i metody

Badania przeprowadzono na 70 szczurach rasy Buffalo,
pochodzacych z wsobnego szczepu, ptci meskiej, o Sredniej
wadze okoto 200 g. Eksperyment wykonywano zgodnie
z ustalonymi zasadami wykorzystania zwierzat do badan na-
ukowych. Szczury podzielono losowo na pie¢ réwnych grup:
| grupa kontrolna — w ktérej materiat do badania pobierano
po 110 minutach od momentu wypreparowania pnia tet-
nicy krezkowej gornej, na ktéry nie zaktadano zacisku na-
czyniowego; grupa Il oraz IV — szczury, u ktérych wywo-
tywano 50-minutowe ostre niedokrwienie jelita; grupa Il
oraz V — szczury, u ktérych po trwajagcym 50 minut ostrym
niedokrwieniu jelita wywotywano jego 60-minutowa re-
perfuzje. Badany lek allopurinol podawano zwierzetom
zgrup IV iV przez 3 dni przed eksperymentem w wodzie
do picia w $redniej dawce 100 mg/kg wagi ciafa na dobe.

Zabiegi chirurgiczne wykonywano w znieczuleniu
0go6lnym za pomocg bioketanu (Biowet-Polska), podawa-
nego domigéniowo w dawce 60 mg/kg wagi ciata. Szczu-
rowi utozonemu na grzbiecie otwierano jame brzuszng
cieciem posrodkowym, a nastepnie w krezce jelita cien-
kiego wypreparowywano pien tetnicy krezkowej gérne;j.
Na dalszym etapie u wszystkich zwierzat, z wyjatkiem
grupy |, na uwidoczniong szypute naczyniowg zaktadano
jeden delikatny zacisk naczyniowy tuz za odej$ciem pra-
wej tetnicy okrezniczej oraz kolejny zacisk zamykajgcy
kolateralne gatezie odchodzace proksymalnie od tetnicy
krezkowej gornej. W ten sposéb uzyskiwano uniezalez-
niony od krazenia obocznego, wysoce powtarzalny mo-
del catkowitego ostrego niedokrwienia jelita cienkiego,
powszechnie przyjety w tego typu eksperymentach [31].
Niedokrwione jelita wraz z zaciskami naczyniowymi od-
prowadzano do jamy brzusznej, ktérg zamykano na okres
50 minut. Po tym czasie podczas kolejnej laparotomii u nie-
ktérych zwierzat (grupa lll i V) zdejmowano zaciski naczy-
niowe, przywracajac przeptyw krwi w jelitach, a u pozosta-
tych (grupa Il i IV) wycinano konncowy, okoto 6-centymetro-

unclear and the significance of the reperfusion com-
ponent is not well established. This experimental study
was designed to clarify such controversy.

The purpose of this investigation was to evaluate the
effect of Allopurinol on intestinal ischemia-reperfusion
injury progress and on the xanthine oxidase system.

Material and methods

All studies were performed on 70 inbred male Buf-
falo rats weighing 200 g on average. All trial procedures
were performed in accordance with the rules concern-
ing the involvement of animals in scientific investiga-
tions. The animals were divided randomly into the fol-
lowing 5 groups of 14: group | (control group) — the
superior mesenteric artery was isolated but not occluded
and the specimens were harvested after 110 minutes;
groups Il and IV — the rats were subjected to 50 min-
utes of acute intestinal ischemia; groups Il and V — the
rats were subjected to 50 minutes of acute intestinal
ischemia followed by 60 minutes of reperfusion. The
rats of groups IV and V were pretreated with Allopu-
rinol for three days before surgery — the substance was
given orally in drinking water in doses of 100 mg per
kilogram of body weight per day.

The surgical procedures were performed under light
general anaesthesia achieved by intramuscular injection
of Bioketane (Biowet-Poland) in a dose of 60 mg per kilo-
gram of body weight. The abdominal cavity was opened
using the midline incision and the superior mesenteric
artery was dissected and exposed. Total intestinal is-
chemia was produced by clamping the mesenteric ves-
sels just distal to the right colic artery using atraumatic
vascular clips. Collateral arcades from the right colic ar-
tery and the jejunal arteries proximal to the site of occlu-
sion were also clamped. This method allowed the pro-
duction of the reproducible and independent of colla-
teral circulation model of intestinal ischemia commonly
used in such experimental studies [31]. In all groups the
bowel was returned to the abdominal cavity for the re-
mainder of the ischemic period. After 50 minutes the
abdominal cavity was reopened. In groups lll and V an
intestinal reperfusion was produced by removing vascu-
lar clips while in groups Il and IV the distal part of ileum
(about 6 cm) was harvested. The intestinal segments were
washed out with physiological saline and divided into
2 fragments: proximal for histopathological evaluation,
distal for biochemical tests. An ileal resection in groups I
and V was performed after 60 minutes of reperfusion.

Intestinal samples obtained for histopathological
evaluation were fixed in a 5% buffered formaldehyde
solution and used for preparing of hematoxyline and
eosine (H-E) stained paraffin preparations. Morphologi-
cal changes were evaluated according to the scoring sys-
tem (0-5) described by C.J. Chiu [11], (where 0 means
normal mucosal villi, while 5 signifies total disintegration
of the mucosal lamina propria). The remaining fragments
were temporarily frozen and stored at -80°C. After ho-
mogenization and centrifugation these samples were
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wy, odcinek niedokrwionego jelita kretego. Po przeptuka-
niu $wiatto jelita dzielono na fragmenty, z ktérych proksy-
malny przeznaczono do badania histologicznego, a czesé
dystalng do oznaczen biochemicznych. Szczurom, u kté-
rych wywotano reperfuzje jelit (grupa lll i V), powtoki ciata
zamykano na dalsze 60 minut, po czym w sposob juz opi-
sany pobierano fragmenty jelita cienkiego do analizy.
Fragmenty jelita, pobrane do badan histologicznych,
utrwalano w 5-procentowym zbuforowanym roztworze
formaldehydu, a nastepnie przygotowywano z nich pre-
paraty parafinowe barwione hematoksyling i eozyna. Roz-
miar uszkodzenia jelitowej btony s§luzowej oznaczano, sto-
sujgc metode potilosciowq z przedstawieniem wynikéw
w formie 6-stopniowej skali punktowej (0-5) wedtug Chiu [11],
przy czym stopien 0 oznacza prawidtowy obraz btony $lu-
zowej, a stopien b odpowiada catkowitej dezintegracji
blaszki wtasciwej btony sluzowej. Fragmenty $ciany jelita
pobrane do analizy biochemicznej byty doraznie zamraza-
ne i przechowywane w temperaturze —-80°C. Po homoge-
nizacji i odwirowaniu oznaczano w nich aktywnos$¢ oksy-
dazy ksantynowej (E.C.1.17.3.2; zgodnie z protokofem
Boehringer Manheim, Biochemica Information). Wy-
niki pomiaréw wyrazano w jednostkach aktywnosci (U)
w przeliczeniu na gram tkanki. W analizie statystycznej wy-
korzystano nieparametryczny test Manna-Whitneya.

Wyniki

W tabeli | przedstawiono wyniki dotyczace stopnia
uszkodzenia sluzowki jelita cienkiego w badanych gru-
pach szczuréw. Na ich podstawie mozna stwierdzi¢, ze
catkowite 50-minutowe ostre niedokrwienie jelita powo-
duje wystgpienie gtebokiego uszkodzenia jego $luzowki,
ktére ulega czesciowemu zmniejszeniu juz po 60 minu-
tach od momentu przywrdécenia w nim krazenia. Obser-
wauje sie jednoczesnie silnie protekcyjny wptyw wywiera-
ny przez allopurinol na rozwéj zmian w jelicie poddanemu
przej$ciowemu niedokrwieniu i nastepowej reperfuzji, przy
czym efekt jego dziatania jest widoczny juz w fazie przed
przywroceniem krgzenia. Wszystkie opisane zaleznosci sg
znamienne statystycznie na poziomie p < 0,001.

W tabeli Il przedstawiono dane dotyczace aktywnosci
oksydazy ksantynowej w homogenacie $ciany jelita cienkie-
go w poszczegolnych grupach szczuréw. W przeprowadzo-

used in a biochemical analysis of xanthine oxidase ac-
tivity (E.C.1.17.3.2; in agreement with the protocol of
Boehringer Manheim, Biochemica Information). Enzy-
matic activity was expressed in activity units (U) per one
gram of tissue. Statistical differences between the
groups were assessed using the non-parametric Mann-
-Whitney test.

Results

The results shown in Table | illustrate the histological
sequence of mucosal damage in rats subjected to intes-
tinal ischemia and subsequent reperfusion. The findings
revealed that 50 minutes of acute total intestinal ischemia
in rats produces profound mucosal lesions, which were
reduced after 60 minutes of subsequent reperfusion. The
administration of Allopurinol significantly reduced me-
senteric ischemia-reperfusion injury. It was also noted
that the beneficial action of Allopurinol began during the
ischemic phase, before reperfusion. All differences are
statistically significant (p < 0.001).

Table Il presents intestinal xanthine oxidase activity
in rats subjected to mesenteric ischemia-reperfusion in-
jury. The presented data show that there was no signifi-
cant difference in the xanthine oxidase activity between
non-pretreated rats subjected to ischemic processes and
the control group. The administration of Allopurinol sig-
nificantly reduced intestinal xanthine oxidase activity in
all cases (p < 0.001).

Discussion

Until the mid 80s the processes of tissue destruction
occurring during ischemia were equated only with the
hypoxia while revascularization was treated as an imme-
diate reversion of negative hypoxia effects. A break-
through occured due to the research of Granger and
Parks. They discovered that morphological changes af-
ter the 3 hours of intestinal ischemia resulting from hy-
potension with the following 1 hour reperfusion are sig-
nificantly bigger than changes after 4 hours of ischemia [10].
The progression of ischemia injury that occurs after
the reestablishment of blood flow is observed in the situ-
ation of a “window of reperfusion injury”. This means

Tabela I. Stopien uszkodzenia btony sluzowej jelita cienkiego w poszczegéinych grupach szczuréw w skali punktowej (0-5) we-

dtug C.J. Chiu
Table I. Mucosal histopathological changes in rats subjected
system (0-5) described by C.J. Chiu

to mesenteric ischemia-reperfusion injury according to the scoring

Grupa | — kontrolna Grupa Il — niedokrwienie |  Grupa Ill — niedokrwienie/ Grupa IV — niedokrwienie Grupa V — niedokrwienie/
Control | Group Il — ischemia [reperfuzja + allopurinol /[reperfuzja + allopurinol
Group Il — ischemia/ Group IV — ischemia + Group V — ischemia/
[reperfusion allopurinol /reperfusion + allopurinol
Warto$¢ $rednia 0 421 2,25 2,25 1,43
Mean value
Odchylenie standardowe 0 0,58 0,47 0,61 0,65
Standard deviation
Statystyka: [ vs. Il p < 0,001; lvs. lllp < 0,001; lvs. IV p < 0,001; | vs. Vp < 0,001; llvs. lll p < 0,002; IVvs. V p < 0,001; Il vs. IV p < 0,001; lllvs. Vp < 0,001
Statistics:
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Tabela Il. Aktywnos$é oksydazy ksantynowej w homogenacie sciany jelita cienkiego szczuréw poddanych urazowi niedokrwienno-
reperfuzyjnemu, wyrazona w mU/g tkanki

Table ll. Intestinal xanthine oxidase activity in rats subjected to mesenteric ischemia-reperfusion injury expressed in mU/g tis-
sue
Grupa | — kontrolna Grupa Il — niedokrwienie Grupa Il — niedokrwienie/ Grupa IV — niedokrwienie Grupa V — niedokrwienie/
Control | Group Il — ischemia /reperfuzja + allopurinol /reperfuzja + allopurinol
Group Il — ischemia/ Group IV — ischemia + Group V — ischemia/
[reperfusion allopurinol /reperfusion + allopurinol
Warto$¢ $rednia 82,4 70,8 75,0 7.1 3.1
Mean value
Odchylenie standardowe 334 35,1 4.8 6.6 38
Standard deviation
Statystyka: I vs. IINS; I vs. lIlNS; Ivs. IV p < 0,001; [vs. Vp < 0,001; llvs. IINS; IV vs. VNS; llvs. IV p < 0,001; lllvs. Vp < 0,001
Statistics:

nym eksperymencie uraz niedokrwienno-reperfuzyjny jelita
cienkiego nie wptynat na aktywno$¢ badanego enzymu. Sil-
nie hamujacy wptyw zostat natomiast wywarty na aktyw-
nos¢ oksydazy ksantynowej przez podaz allopurinolu, zaréw-
no w niedokrwionym jelicie poddanym nastepowej reperfu-
zji, jak i w przypadku braku jego rewaskularyzacji (p < 0,001).

Dyskusja

Do potowy lat 80. XX wieku procesy destrukcji tka-
nek, zachodzace po ustaniu doptywu krwi, utozsamiano
wytgcznie z ich niedotlenieniem, a rewaskularyzacje trak-
towano jako natychmiastowe przerwanie niekorzystnych
skutkéw trwajacej hipoksji. Przetomowe okazaty sie ba-
dania Grangera i Parksa [10], ktorzy stwierdzili, ze zmia-
ny morfologiczne po 3 godzinach wywotanego hipotensja
niedokrwienia jelit u szczura z nastepowg godzinng re-
perfuzjg sa wyraznie wigksze niz po 4 godzinach ich nie-
dokrwienia. Progresje urazu niedokrwiennego, wystepu-
jaca po przywrdéceniu kragzenia, mozna zaobserwowaé
w sytuacji tak zwanego ,0kna urazu reperfuzyjnego”, czyli
nie stwierdza sie pogtebienia zmian, jesli uszkodzenia
spowodowane niedokrwieniem sg zbyt mate, aby zaini-
cjowac kaskade urazu rewaskularyzacyjnego, lub prze-
ciwnie, sg one zbyt duze, aby mogty ulec dalszemu nasi-
leniu [9, 13]. Istotna jest tutaj takze dynamika zmian
w reperfundowanych tkankach, ktére ulegajac poczatkowo
pogtebieniu, po kilkunastu minutach moga juz tej pro-
gresji nie wykazywac [34]. Granger i Parks [17] wykazali,
ze reaktywne formy tlenu powodujg uszkodzenia reper-
fuzyjne oraz ze zmiany te ulegajg zahamowaniu pod wpty-
wem stosowania allopurinolu — zwigzku bedacego kom-
petencyjnym inhibitorem oksydazy ksantynowej (XO,
xanthine oxidase). McCord [35], ktéry jako pierwszy opi-
sat zdolno$é XO do produkcji RFT, na podstawie wyzej
wymienionych eksperymentéw wysunat hipoteze, ze
molekularnym wyzwalaczem rozwoju urazu reperfuzyj-
nego jest wtasnie oksydaza ksantynowa, ktéra powstata
w warunkach niedotlenienia na skutek konwersji z po-
krewnej jej dehydrogenazy ksantynowej (XDH, xanthine
dehydrogenase) [16]. Teoria ta powstata juz okoto 20 lat
temu i w powszechnej swiadomosci jest przyjmowana
bez zastrzezen [9, 13, 17, 18, 20, 36]. W zwigzku z tym

that the damage progression is not observed when the
damage is too small to cause cascade of revascularization
injury or just the opposite — the damage is so large that
it cannot increase [9, 13]. Obviously, the dynamics of
changes in the tissue being reperfused is also important.
The changes that initially increase after several minutes
may not reveal progression [34]. Granger and Parks
pointed out that the reactive oxygen species (ROS) are
jointly responsible for the reperfusion injury. Meanwhile
the injuries were reduced by the influence of Allopurinol
which is a competitive inhibitor of xanthine oxidase (XO) [17].
McCord was the first to describe the ability of XO to
produce ROS [35]. On the basis of the aforementioned
experiments, he stated a hypothesis that the molecular
trigger of a reperfusion injury is XO which is derived from
related xanthine dehydrogenase (XDH) in oxygen defi-
ciency conditions [16]. This theory is 20 years old and in
the common view is approved with no objections [9, 13, 17,
18, 20, 36]. It is then surprising to find many works in
the literature whose results seem to question the major
role of the XO in the described processes. It also occurs
that there has been no researche done to definitively
confirm this role. Definite proof may be obtained by re-
straining in specific way, with the use of genetic engi-
neering, the conversion of XDH to XO [20]. Hitherto, at-
tempts to restrain conversion, such as the use of non-
specific serine proteases inhibitors, has simultaneously
influenced the other factors responsible for the
revascularization injury (e.g. leukocyte enzymes). The role
of XO in an ischemia-reperfusion injury is then confirmed
only with indirect premises. Some of these premises re-
sult from the observation of ROS which are the impor-
tant factors responsible for injury development. When
the blood flow was reestablished the increase in the ROS
level was observed [14, 37]. Then the negative effects of
reperfusion were reduced with the administration of
antioxidative enzymes [17, 29]. Since XO shows the abil-
ity to produce ROS, the destructive influence of ROS to
the tissues is the first indirect premise [35]. Another
premise is the occurrence of the rise in activity of XO
within the ischemic tissues, as the result of XDH conver-
sion. The first to examine this phenomenon were Roy
and McCord [38]. They found that in the intestinal mu-
cosa of a rat, the full conversion of XDH to XO occurs
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zaskakujgcy jest fakt, jak wiele mozna odnalezé w litera-
turze prac, ktorych wyniki wydajg sie kwestionowac
gtéwng role XO w omawianych procesach. Jednoczes-
nie okazuje sie, ze dotychczas nie przeprowadzono ba-
dan, ktére w sposéb jednoznaczny potwierdzatyby te role.
Ostateczny dowdd mozna uzyskaé, hamujac, z wykorzy-
staniem inzynierii genetycznej, w sposéb specyficzny
konwersje XDH do XO [20]. Dotychczasowe préby takiej
blokady, za pomocg chociazby niespecyficznych inhibi-
torow proteaz serynowych, wptywaty jednoczes$nie na
inne czynniki odpowiedzialne za uszkodzenie rewaskula-
ryzacyjne (np. enzymy leukocytarne). W tej sytuacji role
XO w urazie niedokrwienno-reperfuzyjnym potwierdzajg
wytgcznie $wiadectwa posrednie. Cze$¢ z nich wynika
z obserwacji, ze w rozwoju tego uszkodzenia niezwykle
wazng funkcje petnig wolne rodniki tlenowe. Potwierdzo-
no to, wykazujgc wzrost stezenia RFT [14, 37], nastepujg-
cy po przywroceniu krazenia, oraz uzyskujgc ztagodze-
nie nastepstw reperfuzji w efekcie zastosowania enzy-
mow antyoksydacyjnych [17, 29]. Wykazywana przez XO
zdolnosé do produkcji RFT, wptywajgcych destrukcyjnie
na tkanki, w tym momencie stanowi pierwszy ze wspo-
mnianych dowodéw posrednich [35]. Kolejnym jest
stwierdzane w niedokrwionych tkankach zjawisko wzro-
stu aktywnosci XO na skutek konwersji z XDH. Pierwszy-
mi, ktérzy badali ten fenomen, byli Roy oraz McCord [38].
Stwierdzili oni, ze w bfonie $luzowe;j jelita cienkiego szczu-
ra pefna konwersja XDH do XO nastepuje juz w ciggu
pierwszej minuty niedokrwienia. Nieco odmienne wyniki
uzyskat Parks [36], ktory zaobserwowat, ze w 1., 2. i 3.
godzinie niedokrwienia jelit, odpowiednio tylko 34%, 46%
i 61% ztacznej aktywnosci obydwu oksydoreduktaz ksan-
tynowych stanowita oksydaza. Jednoczesnie fizjologicz-
nie, w grupie kontrolnej proporcja ta wynosita 19%. Zja-
wisko nasilenia aktywnos$ci XO w efekcie ostrego niedo-
krwienia jelit potwierdzili takze inni badacze [12, 37, 39].
Trzeci, najwazniejszy dowdd, opiera sie na fakcie, iz $rodki
hamujgce aktywnos$é XO: aldehyd pterynowy [18], dieta
pozbawiona molibdenu i jednocze$nie wzbogacona
w wolfram [13], a przede wszystkim stosowanie allopuri-
nolu sg bardzo skuteczne w tagodzeniu nastepstw urazu
niedokrwienno-reperfuzyjnego zaréwno jelit [4, 13, 24,
26, 29, 31], jak i innych narzadow [27, 28, 30, 32, 33].
Wysoka efektywno$¢ ochronng allopurinolu potwierdzo-
no w zrealizowanym przez autorow artykutu eksperymen-
cie. Jednoczesnie pod jego wptywem zdecydowanie
zmniejszyta sie aktywnos¢ jelitowa XO i potwierdzatoby
to role tego enzymu w rozwoju urazu niedokrwienno-re-
perfuzyjnego jelit. Z drugiej jednak strony, niedokrwie-
nie jelita cienkiego nie spowodowato wzrostu aktywno-
$ci zawartej w nim XO, co nie musi podwazaé¢ roli XO
w indukcji uszkodzenia reperfuzyjnego. Na ten temat pisze
Hammerman [19], ktéry mimo ze w efekcie diugotrwatej
okluzji tetnicy krezkowej gérnej nie obserwowat réwniez
zmian stezenia XO, to jednocze$nie wykazat zdecydowa-
ne obnizenie stezenia XDH. Tym samym procentowy
udziat oksydazy w tacznej aktywnosci XO + XDH zmienit
sie 2 28% do 41%, $wiadczac o zaistniatej konwersji XDH
do XO. Frederiks [40], ktéry nie stwierdzaf takze nasile-

during the first minute of ischemia. Slightly different re-
sults were found by Parks [36]. He observed that in the
1st, 2nd, and the 3rd hour of intestine ischemia only 34%,
46% and 61%, respectively, of the xanthine oxidoreduc-
tases was XO. Simultaneously in the comparison group,
physiologically the proportion was 19%. The occurrence
of the strengthening XO activity as a result of acute in-
testine ischemia has been confirmed by other research-
ers [12, 37, 39]. The third, most important proof is based
on the fact, that the factors hindering XO activity: pterine
aldehyde [18], tungsten-supplemented molybdenum-free
diet [13], and most of all — Allopurinol — are effective in
diminishing the results of ischemia-reperfusion injury.
This cocerns the intestine [4, 13, 24, 26, 29, 31] as well as
to other organs [27, 28, 30, 32, 33]. In the experiment
executed by us, the high protective effectiveness of Al-
lopurinol was confirmed. At the same time under the in-
fluence of Allopurinol, XO activity in intestines was re-
duced. This may confirm the role of the XO enzyme in
the development of ischemia-reperfusion injury. On the
other hand an intestinal ischemia itself does not cause
the increase in the activity of mucosal XO. A latter occur-
rence, however, does not necessarily challenge the role
of XO in the induction of reperfusion damage. Ham-
merman has described the effects of long term superior
mesenteric artery occlusion which did not lead to the
increase of XO level. At the same time he observed
a distinct decrease of XDH content. Hence the percentage
of oxidase in total XDH + XO activity altered from 28%
to 41%, revealing the occurred conversion XDH to XO [19].
Frederiks, who also has not observed an increase
of XO activity in intestinal mucosa, pointed out the sig-
nificant changes of the enzyme distribution in particular
cells. As a result, there was a substantial increase of XO
activity in the basal regions of the epithelium while in the
summit regions this activity decreased [40]. Different as-
sumptions that confirmed the role of XO in reperfusion
injury due to the observed lack of conversion have been
made by Nishino. According to his theory the accu-
mulation of nicotinamide adenine nucleotides occur-
ring in ischemia conditions competitively inhibits XDH.
This results in the intensified oxidation of purine nucle-
otide degradation products by XO which is left with no
“competition”. Hence, XO may become the cause of
the excessive synthesis of ROS which are responsible
for reperfusion injury induction [21]. However, there
are also other theories. One of them states that the
cause of the XDH conversion to XO is not tissue is-
chemia but its homogenization during biochemical pro-
cessing [40]. Another one states that in some condi-
tions it is possible that the XDH becomes the direct
source of ROS [20]. The role of XO as the molecular
trigger of intestine reperfusion injury may be also ques-
tioned by the high spread of the mucosal xanthine oxi-
doreductases activities of different species [39]. The
total XO+XDH activity in the intestine of the rat is esti-
mated at a level of 150 mU/g while in the human intes-
tine it is 30 mU/g and only 1.5 mU/g in the intestine of
the pig [5].
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nia aktywnosci XO w bfonie $luzowej jelita szczuréw,
zwrdcit uwage na istotne zmiany rozmieszczenia bada-
nego enzymu w poszczegoélnych komorkach. W efekcie
doszto do istotnego wzrostu aktywnosci XO w regionach
podstawnych kosztem regiondw szczytowych epitelium [40].
Inne zatozenia potwierdzajace role XO wobec wy-
kazywanego braku konwersji XDH przyjat Nishino [21].
Wedtug niego akumulacja nukleotyddw nikotynoamido-
adeninowych, zachodzaca podczas niedokrwienia, blo-
kuje kompetencyjnie XDH, w zwigzku z czym pozbawio-
na ,konkurencji” XO utlenia produkty degradacji zasad
purynowych w znacznie wiekszych niz dotad ilosciach.
Tym samym XO mogtaby sie sta¢ przyczyng nadmiernej
syntezy RFT odpowiedzialnych za indukcje urazu reper-
fuzyjnego [21]. Jednoczes$nie jednak w literaturze mozna
odnalez¢ teorie, ze przyczyng konwersji XDH do XO nie
moze by¢ niedotlenienie tkanek, ale ich homogenizacja
podczas obrébki biochemicznej [40]. Ponadto mozliwe jest
wystagpienie sytuacji, w ktorej zrédtem wolnych rodnikow
staje sie bezposrednio XDH [20]. Role XO jako wyzwala-
cza urazu reperfuzyjnego jelit wydaje sie réwniez kwestio-
nowa¢ wybitna rozpietos¢ poziomow oksydoreduktaz
ksantynowych w btonie $§luzowej poszczegdlnych gatun-
kow zwierzat [39]. Ocenia sie tgczng aktywnosé XO + XDH
w Scianie jelita kretego szczura na 150 mU/g, przy 30 mU/g
u cztowieka i zaledwie 1,5 mU/g u $wini [5].

Jak juz wspomniano, najwazniejszym posrednim do-
wodem roli XO w rozwoju urazu niedokrwienno-reperfu-
zyjnego jest efekt ochronny wywierany na tkanki podda-
ne takiemu urazowi przez $rodki hamujgce aktywno$¢ XO.
Okazuje sie jednak, ze nie jest to reguta. Wykazat to Nali-
ni, ktéry za pomoca diety bezmolibdenowej, bogate;j
w wolfram, u szczuréw uzyskat 80-procentowy spadek ak-
tywnosci XO, a mimo to uraz niedokrwienno-reperfuzyj-
ny jelit nie ulegt ostabieniu [37]. Innym badaczem, ktory
stwierdzit, ze blokada XO moze nie mie¢ zwigzku przy-
czynowo-skutkowego z efektywnoscig ochrony tkanek
przed nastepstwami ich przejsciowego niedokrwienia byt
Garcia. Poréwnujac dziatanie allopurinolu w dwoch gru-
pach szczurow, z ktérych jedna otrzymywata go 2 godzi-
ny przed czasowym zamknieciem tetnicy krezkowej gor-
nej, podczas gdy w drugiej rozpoczeto jego podaz dobe
wczesniej, ochronny wptyw leku stwierdzono tylko
u zwierzat dtuzej go przyjmujgcych. Okazato sie to Scisle
zwigzane ze zdecydowanie wyzszym stezeniem leku
w Scianie jelita drugiej grupy szczuréw, natomiast nie wig-
zato sie z aktywnoscig XO, ktéra wykazywata identyczny
stopien zahamowania u wszystkich zwierzat [26].

Zaktadajagc, ze mechanizmem dziatania allopurinolu
jest hamowanie porewaskularyzacyjnego stresu oksyda-
cyjnego, za naturalne mozna uznaé wyniki badan, w kté-
rych lek ten zadziatat ochronnie, mimo ze byt podany
dozylnie tuz przed rewaskularyzacjg niedokrwionych tka-
nek [2, 4, 24]. Z drugiej jednak strony, mozna znalez¢ row-
niez takie prace, w ktérych podaz allopurinolu tuz przed
zwolnieniem zaciskdw naczyniowych z naczyn krezko-
wych nie wptywata w istotny sposéb na stopien uszko-
dzenia jelitowej bfony $luzowej [41]. Obserwacije te sg
szczegoblnie interesujgce w kontekscie wykazanego

As mentioned above, the protective effect of the fac-
tors that inhibits XO activity is the main proof for the role
of XO in ischemia-reperfusion injury development. It turns
out however, that such an effect is not a general rule.
Nalini, who obtained in rats an 80% decrease in XO ac-
tivity by means of a tungsten-supplemented molybde-
num-free diet, observed that ischemia-reperfusion injury
was not reduced [37]. Garcia was another researcher who
stated that the inhibition of XO may not be directly re-
lated with the effectiveness of tissue protection against
consequences of transient ischemia. He compared the
effect of Allopurinol administration to 2 groups of rats
from which one group had been provided with Allopu-
rinol 2 hours before temporary occlusion of the superior
mesenteric artery, while the rats of the other group had
started to receive the medication the previous day. The
protective effect was observed only in the rats from the
group being under the longer influence of Allopurinol.
The effects were strictly connected with the higher con-
tent of the medication in the intestinal mucosa but they
were not related to XO activity which was inhibited to
the same extent in both groups of animals [26].

The results of studies which demonstrate the protec-
tive effect of Allopurinol, even it is administered intrave-
nously just before revascularization of ischemic tissues,
are regarded as natural and obvious because the protec-
tive effect of this substance has been identified with inhi-
bition of postrevasclarizatinal oxidative stress [2, 4, 24].
On the other hand, articles may be found in the medical
literature proving that administration of Allopurinol fol-
lowed by immediate revascularization did not significantly
influence intestinal ischemia-reperfusion injury [41].
These observations are especially interesting in the con-
text of Allopurinol’s protective effect already at the phase
before the reestablishment of the blood flow, that means
directly in the ischemic injury which has been shown in
our experiment. It is particularly worth noticing as there
is very little information on this subject in the literature
[27, 30, 31]. Due to the fact that the oxidative stress in-
duced by XO does not appear in the case of ischemia,
the outcome of the experiment can be considered amaz-
ing. To explain this phenomenon it is important to notice
the features of Allopurinol, which are rarely mentioned
in the literature. The most important of its properties is
the ability to protect cellular energy sources. On one hand,
the cause of it is the inhibition of xanthine oxidoreduc-
tases, as a result of which the final metabolism stage of
high-energy adenine nucleotides becomes disturbed.
This prevents the irreversible loss of the nucleotides [13,
27, 30]. On the other hand, the phenomenon is caused
by an increased production of high-energy compounds
accomplished by mitochondrial membrane stabilization
[27] as well as facilitated transport of electrons in the
mitochondrial electron transport chain [42]. What is more,
Allopurinol in a high concentration, has the ability of di-
rect ROS scavenging [13, 43], which plays an important
role in the case of both the reperfused and ischemic tis-
sues. The first situation does not require any comment.
The cause of the second is the fact of ROS forming even
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w eksperymencie autoréw artykutu protekcyjnego dzia-
tania allopurinolu w urazie stricte niedokrwiennym, czyli
w fazie przed przywréceniem krazenia. Wymaga to szcze-
goélnego podkreslenia, poniewaz w literaturze swiatowej
istnieje niewiele doniesien na ten temat [27, 30, 31].
Z uwagi na fakt, iz w niedokrwieniu nie dochodzi do indu-
kowanego przez XO stresu oksydacyjnego, wynik ten
mozna uznaé za zaskakujacy. Jego wyttumaczeniem sag
bardzo rzadko podkreslane w pismiennictwie wtasciwo-
$ci allopurinolu. Najwazniejszg z nich jest zdolno$¢ do
ochrony komérkowych zasobdéw energetycznych. Przy-
czyng tego zjawiska z jednej strony jest blokada oksydo-
reduktaz ksantynowych, w efekcie czego zostaje zakto-
cony koncowy etap metabolizmu wysokoenergetycznych
nukleotydow adeninowych, zapobiegajac ich nieodwra-
calnej utracie [13, 27, 30], a z drugiej strony nasilenie
produkcji zwigzkéw wysokoenergetycznych, osiggane
przez stabilizacje bton mitochondrialnych [27], oraz uta-
twienie transportu elektronéw w tancuchu oddechowym
mitochondriow [42]. Ponadto lek ten w wysokich steze-
niach posiada zdolnos$¢ do bezposredniego zmiatania
RFT [13, 43], co mogto mie¢ znaczenie zaréwno w tkan-
kach reperfundowanych, jak i niedokrwionych. Pierw-
sza sytuacja nie wymaga komentarza, natomiast przy-
czyng drugiej jest fakt tworzenia sie RFT w mitochon-
driach, nawet w warunkach hipoksji, przy wspétudziale
resztkowego tlenu [44].

Mimo dyskusyjnego mechanizmu dziatania, nie moz-
na kwestionowac efektywnosci dziatania allopurinolu na
modelu zwierzecym. W zwigzku z tym zaskakuje fakt, ze
dotychczas nie przeprowadzono oceny jego wpfywu na
uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne jelit u cztowie-
ka. Realizacja takich badan jest wysoce celowa, a prze-
mawia za tym dodatkowo fakt, iz lek ten jest mafo tok-
syczny, ogoélnie dostepny i czesto stosowany u ludzi.

Whioski

1. Allopurinol obniza aktywnos$¢ jelitowg oksydazy
ksantynowej i jednoczesnie tagodzi stopien zaawanso-
wania zmian histologicznych $luzowki jelita cienkiego
poddanego przejsciowemu niedokrwieniu i nastepowej
reperfuzji, przy czym efekt jego dziatania jest juz zazna-
czony w fazie przed przywréceniem krazenia.

2. Poglad, ze protekcyjne dziatanie allopurinolu, be-
dacego inhibitorem oksydazy ksantynowej, potwierdza
role oksydazy ksantynowej w rozwoju urazu reperfuzyj-
nego, jest kontrowersyjny, podobnie jak sam udziat oksy-
dazy w rozwoju tego urazu.
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