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“It has long been an axiom of mine that the little things are infinitely the most important”

Sir Arthur Conan Doyle

1 ELOSZO

A traumatologiai sériilések, torések és a sebészi beavatkozdsok soran gyakran eléfordulod
atmeneti vértelenség kovetkezménye az iszkémia-reperfuzios (IR) karosodas, ami tobbek
kozott helyi mikrokeringési problémakat és szisztémas gyulladast eredményez. Gyulladasban
az oxigénszallitas és oxigén felhasznalas kozotti egyensuly felboruldsa az egyik alapvetd
mechanizmus, mely részben a mikrokeringés elégtelen voltara, részben pedig a
mitokondriumok oxigént hasznositd zavarara (anaerob metabolizmusra) vezethetd vissza. A
két folyamat egyiittesen vagy egymads kovetkezményeként jon létre: megfeleld terapids
beavatkozas hidnyaban a romlé mikrokeringés kovetkeztében szdveti hypoxia alakul ki, ami
a mitokondridlis 1égzés karosodasaval a sejtek energetikai zavaran alapuld sejtpusztulast
eredményezhet.

Kutatasunk kozéppontjdban a mikrokeringési ¢és mitokondridlis diszfunkcié olyan
tényezdinek azonositasa all, amelyek befolyasolasaval csokkenthetdk a szovetek strukturalis
¢és funkcionalis karosodasai. Ennek részeként vizsgaltuk a szovetekben kialakuld gyulladasos
leukocita-endotélsejt interakciok mindségi és id6beli valtozasait, valamint a perfizio zavarat.
A mikrokeringési gyulladasos reakciok a szakirodalomban az IR altal kivaltott gyulladasos
reakciok oldalardl vannak leginkabb feltérképezve. Ezért vizsgalatainkat els6dlegesen ennek
taglalasaval €s ezt befolyésolni hivatott iszkémiés prekondicionélassal (IPC) koztiik a tavoli
IPC pathomechanizmusanak és a védelmet biztositd tényezok feltarasaval kezdtik. A
mikrokeringési valtozasok diagnosztikai célu vizsgalatat eldsegiti, hogy ezen reakciok
szovetspecifikusak, masrészt a gyulladas szakaszai és a szoveti regeneracio is jellegzetes
mikrokeringési valtozasokkal jarnak, igy a sebgydgyulédst és torésgyogyulast eldsegitd
terapiak hatékonysagat, a borfelszinrdl torténd gydgyszerfelszivodast és a szoveti
implantatumok altal kivaltott reakciokat is meg tudjuk itélni.

A mikrokeringési vizsgalatok széles korti alkalmazasat a klinikumban korlatozza, hogy
tobbnyire nehezen kivitelezhetd, nagy gyakorlatot igénylé, invaziv és hosszadalmas
vizsgalatokrdl van szd, rdadasul sok modszer esetében a kapott eredmények elemzése is

idoéigényes. A vizsgalataink sordn alkalmazott intravitdlis video-mikroszkopias (IVM),
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modositott spektralis képalkotas (O2C) és Lézer-Doppler aramlasmérési (LDF) modszerek
megbizhatdan tiikrozik a mikrokeringési folyamatok dinamikdjat, és jol alkalmazhatok a
szovetek perfuzids zavarainak és gyulladasos reakcidinak nyomonkovetésére.
Mitokondrialis funkciéra vonatkozo vizsgalataink sordn nagy felbontasti respirométerrel
jellemeztiik az IR soran mind a meleg- és hideg iszkémias periodus, mind a reperfuzid
kovetkeztében létrejovo mitokondrialis diszfunkciot, valamint a feltételezett védo molekulak,
egyrészt az L-a-glicerilfoszforilkolin (GPC) és az exogén metan (CHg), hatasat. A GPC a
membranok foszfolipid szintézisének kolin-donora, jelentds szerepe van hipoxids
folyamatokban a foszfolipid homeosztazis fenntartasaban. GPC  gyulladasgatlo
tulajdonsagokkal rendelkezik, csokkenti a membrankéarosodast a kozponti idegrendszer
teriiletén, és eldsegiti az adenozin-5'-trifoszfat (ATP) szint regeneralodasat a majban.
Emellett hatasosan alkalmazhat6 a lipidperoxidacié és az oxido-reduktiv karosodasok ellen.
A korabban biologiailag inaktivnak vélt CHs szerepének vizsgélata a kutatds egyik eleme,
kiilonféle IR-s kisérletek igazoljak gyulladascsokkentd tulajdonsagait. Az intracellularis CHa
lehetséges célpontja a mitokondrium, €s a CHy antioxidéans €s anti-apoptotikus hatasa azaltal
valosulhat meg, hogy befolyasolja a mitokondridlis reaktiv oxigén szabadgydk (ROS)
termelést €s a 1égzési aktivitast.

Klinikai vizsgalatunkban felvetettiik az endogén metanogenezis lehetéségét fokozott
alkoholfogyasztast kdvetden mitokondrialis funkciozavar alatt egészséges emberekben és
patkanyokban. Vizsgalataink kiterjednek a politraumatizalt betegek monitorozéasara is,
beleértve vérzéses shock esetén a kilélegzett CHa szintjét és a vitalis paraméterek prediktiv
értékének meghatarozasat, valamint a mitokondrialis 1égzés vizsgalatanak diagnosztikai
alkalmazasat trauma-indukalt koagulopatiaban (TIC).

Az értekezés célja a mikrokeringési és mitokondriélis diszfunkcié mechanizmusainak
feltarasa, amely 1) terdpias célpontokat azonosithat az IR karosodasok mérséklésére és a
szoveti regeneracio elosegitésére. Az elemzés ujdonsaga, hogy a gyulladasos reakciok €s a
mitokondrialis funkcidzavarok Osszefiiggéseit nemcsak alapkutatdsi, hanem klinikai

kornyezetben is vizsgalatuk.



2 CELKITUZESEK

Mikrokeringési kutatasok célkitiizései

Altalanos célkitiizésiink volt a mikrokeringési kutatdsaink soran a meglévé modszertani
alapok ¢és vizsgalati technikak fejlesztése. A mikrokeringés kutatdsdhoz alkalmazott
technikak (IVM, LDF, O2C) klinikai és kisérletes alkalmazasi lehetdségeinek feltérképezése.
Ezen felil 1j, in vivo kisérleti modellek kialakitasa a mikrokeringési folyamatok részletes
vizsgalatara, kiilonos tekintettel a gyodgyszerpenetracio €s -felszivodas pontos mérésére
miikédé mikrocirkuldcioval rendelkezd szovetekben. Ezen altalanos célkitiizéseink mellett
az egyes vizsgalatok soran specifikus célkitiizéseink is voltak:

1. Gyulladisos modellek mikrokeringési valtozasainak vizsgalata

- Az akut monoarthritiszben jelentkezd szinovialis mikrokeringési valtozasok elemzése,
kiilonos tekintettel a leukocita-endotél kolcsonhatasokra és a gyulladas csokkentésére
iranyulo terapids stratégiakra.

- Elektroporacioval (EP) tamogatott helyi gyogyszeradagolas hatékonysaganak vizsgalata az
iziileti gyulladds csokkentésére ¢és Osszehasonlitsa a diclofenac hidrogél szinovidlis
folyadékba val6 behatolasi tulajdonsagait kiilonb6z6 alkalmazasi modok utan.

2. Borirritacié és sebgyogyulas mikrokeringési mechanizmusainak feltirasa

- A Dbdrirritacio és sebgyodgyulds mikrokeringési véltozasainak elemzése, kiilondsen az
irritativ dermatitisz modellezésében és a transzdermalis gyogyszerpenetracid vizsgéalataban.

- A bér sebgyodgyulasi folyamataiban szerepet jatszo Ca?*-csatorndk (Ryanodin receptorok)
terapias célpontként torténd kiértékelése.

- A periimplantaris mikrokeringés posztoperativ valtozasainak vizsgalata 0j tipust
implantatumok és miitéti technikdk hatasara.

3. A perioszteum és endoszteum Kkeringésnek vizsgalata Kiterjedt oszteoszintézist
kovetéen

- Az endosztealis és periosztealis mikrokeringés valtozasainak elemzése Kiterjedt
csontszintézis utan, kiilonds tekintettel a helyi perfuzid elégtelenségére és az aliziilet
kialakulasdnak mechanizmusaira.

4. Tavoli IPC és gyulladascsokkentd szerek hatasanak elemzése

- A tavoli IPC hatasainak feltardsa az IR majsériilések altal kivaltott mikrokeringési
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zavarokra.
- A GPC hatasanak vizsgalata a posztiszkémias gyulladdsos vélaszokra, kiilondsen a

NADPH-oxid4z izoformak expresszidjara és a maj mikrokeringési paramétereire.

Mitokondrialis kutatasok célkitiizései

Altalanos célkitiizésiink volt a mitokondrialis diszfunkciok molekularis mechanizmusainak
¢s patofizioldgiai kovetkezményeinek részletes feltarasa IR-modellekben kiillonb6z6 szervek
(m3j, sziv) esetében. A mitokondriumok célzott terdpids beavatkozasokkal torténd
védelmének lehetdségeinek vizsgalata, kiilonds tekintettel a GPC és a CHa4 bioaktiv hatasaira.
Specifikus célkitlizéseink a vizsgalatok soran a kdvetkezok voltak:

5. Maj meleg és hideg IR soran a mitokondrium célzott védelmének lehetdségei bioaktiv
molekuliakkal

- A mgj meleg IR sériilések soran fellépd mitokondrialis diszfunkcid6 mechanizmusainak
feltarasa, kiilonos tekintettel a 1égzési lanc komplexeinek miikodésére és az oxidativ
foszforilacio (OxPhos) zavarara.

- A GPC hatasanak vizsgéalata a mitokondridlis respiraciora és az IR altal kivaltott oxidativ
stresszre majmodellben.

- A CHjs belélegzésének hatasanak elemzése a maj IR sériilések soran fellépd mitokondrialis
diszfunkciora és oxidativ stresszre, kiilondsen a respiracids kapacitas és a ROS-termelés
vonatkozasdban.

- A CHgs-al dusitott szervtartositd oldatok alkalmazasdnak vizsgéalata hideg iszkémids
majtranszplanticios modellekben, kiilonds tekintettel a mitokondrialis OxPhos-ra, a Ca?*-
homeosztazisra €s a szervfunkciok megdrzésére.

6. Sziv IR mitokondrialis kovetkezményeinek enyhitése exogén CHs adasaval

- A CHjs alkalmazasanak vizsgalata a sziv IR sériilések 4altal kivaltott mitokondrialis
diszfunkcié mérséklésére, kiilonos tekintettel az elektrontranszport lanc (ETC) komplexeinek
aktivitisara, az oxidativ stresszre €s az apoptozisra.

- A CHgy-dusitott tarolooldatok hatidsanak elemzése a hideg iszkémias szivtranszplantacid
soran, kiilonos tekintettel a mitokondridlis funkciok megdrzésére, az apoptdzis csokkentésére

¢s a sziv graft funkcidjanak javitasara.



Trauma és alkoholfogyasztas okozta stressz biomarkereinek monitorozasa

Altalanos célkitiizésként biomarkerek, példaul a kilélegzett CHy klinikai alkalmazhatosagat
vizsgélatuk a traumads sokk és a vérvesztés korai azonositasara. Ezen kiviil a trauma okozta
mitokondrialis  diszfunkci6 és  koagulacios zavarok mechanizmusait, amelyek
hozzajarulhatnak 0 diagnosztikai és terapias stratégiak kidolgozasahoz.

7. A kilélegzett CHs mint biomarker szerepének vizsgalata traumaban és alkohol okozta
stresszben

- Az alkoholfogyasztas altal indukalt CHas-termelés mechanizmusainak feltarasa, kiilonos
tekintettel a mitokondrialis diszfunkcio €s az oxidoreduktiv stressz kozotti sszefiiggésekre.
- A kilélegzett CHs szintjének klinikai felhasznalhatosdganak vizsgalata mint potencialis
biomarker az oxidativ stressz ¢és a mitokondridlis diszfunkcié detektalasara

8. Traumas sokk és vérzés prediktiv paramétereinek elemzése

- A jelenlegi és korabbi Advance Trauma Life Support (ATLS)-sokkosztalyozasi rendszerek
Osszehasonlitasa a 30 napos mortalitas prediktiv értéke szempontjabol, kiilonos tekintettel a
vitalis paraméterek (VS), mint (GCS), szisztolés vérnyomas (SBP) és a bazis deficit (BD)
szerepere.

- A szivfrekvencia (HR) mortalitast elorejelzé képességének vizsgalata traumas vérzéses
sokkban, és a HR-valtozasok értelmezési keretének tijragondolasa az ATLS protokollban.

9. A kilélegzett CH4 kimutatasa traumaval 6sszefiiggé vérzésben

kiilonos tekintettel a vérvesztéssel és VS-kel valo kapcsolatara.

- A CHs -mérések valos idejii alkalmazhatosaganak és klinikai relevancidjanak elemzése
sulyosan sériilt betegek esetében.

10. Mitokondrialis diszfunkcié és TIC osszefiiggéseinek feltarasa

- A mitokondridlis diszfunkcio és a trombocitdk aktivacidjanak zavara kozotti kapcsolat
vizsgalata TIC-ben, kiilonds tekintettel az OxPhos-ra és a reaktiv oxigéntermelésre.

- A trombocitak mitokondrialis funkciojadnak és TIC soran fellépd maladaptiv valaszainak

részletes elemzése 1) terapias célpontok azonositdsa érdekében.



3 ANYAGOK ES MODSZEREK

A human és allatkisérletes etikai engélyszamok:

A human vizsgalatokat a Szegedi Tudomanyegyetem Klinikai Kézpont Etikai Bizottsaga és
a Regiondlis Human Kutatési Etikai Bizottsag jovahagyta, engedélyszamok: 3175.2013,
0623.2014, 49/B-165/2014, 182/2019-SZTE, 10/2021-SZTE REKB.

Az éllatkisérletes vizsgalatokat Magyarorszag illetékes nemzeti hatosaga, az Allatkisérleti
Tudoményos Etikai Tanacs (ATET) dontését kovetden, a Csongrad-Csandd Varmegyei
Kormanyhivatal, Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészségiigyi Féosztaly, Elelmiszerlanc-
biztonsagi és Allategészségiigyi Osztaly hatarozatai alapjan, a kovetkez6 engedélyszamokkal

végeztiik el: 15.1/00755/002/csongr/2007, V./145/2013, V./148/2013, VV./1416/2021.

3.1 Mikrokeringés valtozasa gyulladasos modellekben

Az IVM vizsgalatokat Zeiss Axiotech Vario 100 HD IVM-el végeztik (100 W HBO
higanygdz lampa, Acroplan 20 viz immerzids objektiv). FITC (Sigma, St. Louis, MO, USA)
jelolt vorosvértestek szolgaltak fluoreszcens perfuziés markerként (0,2 ml i.v.), vagy
egerekben 2%-0s FITC-jelolt dextran injekcio (150 kD) [153] A leukocitak festésére, pedig
rodamin 6G-t (Sigma, St. Louis, MO, USA) (0,2%, 0,1 ml i.v.) hasznaltunk. A szovetekben
a véraramlast LDF-el rogzitettiik (780 nm-es sugarzassal ellatott 1ézerdidda; PeriFlux System
5000, Perimed, Jarfalla, Svédorszag) sterilizalt szaloptikai szondaval (a borén #457,
"termosztatikus szonda"; testen beliil #416, "dental probe" hasznalatdval). A ma;j szoveti
véraramlasanak és oxigén telitettségének egyidejii mérésére a noninvaziv, modositott
spektrofotometrias O2C rendszert (LEA Medizintechnik, GieBfen, Németorszag) hasznaltuk.
Az 02C késziilék egyetlen lapos szondaban egyesiti a fehérfény-spektroszkopiat az LDF-el,
igy lehetvé teszi a szoveti oxigéntelitettség (SO2 szazalék, abszolut érték), a szoveti Hb (rHb,
AU), a kapillaris véraramlas (AU) és a kapillaris RBCV (AU) egyidejii rogzitését.

3.1.1 Szinovialis mikrokeringés vizsgalata akut artritiszben

A Kkisérleteket him Sprague Dawley patkdnyokon (atlagtomeg 300 + 50 g) végeztiik. A
szinovialis mikrocirkulacié akut iziileti gyulladassal Osszefliggd valtozasait IVM-el
vizsgaltuk. Az éallatokat intraperitonealis natrium-pentobarbitallal (45 mg kg™) altattuk, és a
diklofenak beadéasi modja szerint négy csoportra osztottuk. Az éallatok az 1. csoportban per

os diklofendkot (75 mg kg! diklofenak-natrium, Novartis Hungaria Kft.,, Budapest,
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Magyarorszag) kaptak (n = 6), a 2. csoportban helyileg alkalmazott diklofenak-gélt (50 mg
mL1 230 uL térfogatban; n = 6), a 3. csoportban pedig elektroporaciéval (EP)-vel kombinalt
helyileg alkalmazott diklofenak-gélt (50 mg mL™ 230 uL térfogatban; n = 6). A 4. csoport
per os sooldattal itatott kontrollként szolgalt (n = 6). A kezeléseket mindig 2 6raval az artritisz
indukcidja elbtt (t = -2 6) és 2 draval utana (t = 2 6) alkalmaztuk.

Artritisz indukcidjdhoz az allatokat intraperitonealis (IP) ketaminnal (50 mg kg™) és xilazin
(12 mg kg?) keverékével altattuk, és a térd feletti bor betadinos lemosasat kovetden a jobb
térdiziiletbe egyszeri injekciot adtunk be 2%-os A-karragén (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) és 4%-os kaolin sdéoldatban 1év6 75 pl keverékébdl. A kontralateralis térdbe fiziologias
sooldatot adtunk.

A helyileg alkalmazott diklofenak-gél bevitelének fokozdsdra nem invaziv EP kezelést
alkalmaztunk, amihez Mezoforte Duo Mez 120905-D késziilékkel (Dr Derm Equipment Kft.,
Budapest, Magyarorszag) végeztiik. Polipropilénnel boritott kezel6 fejet hasznaltunk 25 mm
atmérdjui lemezelektrodaval (modulacié 900 V-os impulzusokkal, 5 ms fesziiltségimpulzust
20 ms sziinet kovetett). 230 ul diklofendk-hidrogélt hasznaltunk, az EP kezelési id6 8 perc
volt.

3.1.2 A bér mikrokeringése bérirritacioban és sebgyégyulasban

3.1.2.1 A hati bérred6 kamra beiiltetése, penetraciés modell kialakitasa

A kisérleteket 15 hetes him SKH-1 szértelen egereken végeztiik (testtomeg: 36-42 g). Az
allatokat IP ketamin (90 mg/ttkg) és xilazin (25 mg/ttkg) keverékével altattuk a steril
koriilmények kozott végzett mitéthez. ElsOként két tartd oOltést helyeztiink a hat
kozépvonaladban, hogy borredd alakuljon ki. Ezutan a bor kettds rétegének ,,szendvicsbe”
illesztésére két szimmetrikus titdnkeretet (IROLA GmbH, Schonach, Németorszag)
alkalmaztunk. A borred6t a fémkeretekhez varratokkal, a masik kerethez pedig harom
csavarral rogzitettiik. A seb létrehozésa a tertilet tintabélyegzdvel szabvanyositott kor alaka
megjelolése utan tortént. Mikrosebészeti technikaval a boér egyik oldalan a borredo teljes
bérének a musculus panniculus carnosusig torténd eltavolitasaval kor alaka teljes
bérvastagsagl, koriilbelul 66-70 mm? -es sebet hoztunk létre. Az ellenkezd oldalon a nem
sebzett bor minden réteggel rendelkezett: epidermiszbdl, dermiszbdl és harantcsikolt
bdrizomzatbdl allt. A seb oldalét egy eltavolithatd vékony iiveglemezzel fedtiik be, amelyet

az egyik titdnkeretbe épitettek be. Ez a rendszer lehetévé tette, hogy gyodgyszerpenetracios



kisérletekhez az iiveglap eltavolitasa utan egy 1 ml térfogati rozsdamentes acélhengert
rogzitettiink a titdniumkeret ablakaba. Az ellenkezd, nem sebzett oldal szolgalt a vizsgalati
készitmény felvitelére.

A mikrocirkulaciot IVM-el vizualizaltuk. A vizsgalatok soran az objektivet mind a seb feldli,
mind pedig a bérredd ép oldaldn is lehet hasznalni. A vordsvértestek aramlasi sebességét
(RBCV, um/s) és perfuzioés aranyt (PR) hataroztunk meg.

3.1.2.2 A bor mikrokeringése bérirritaciéban

A borirritacioé vizsgalatahoz natrium-lauril-szulfat (SLS) kivaltott gyulladast, mint ismert
modellt valasztottuk, és a mikrokeringési kovetkezményeket a bort két potencialis védo
hatast anyag (glicerin ¢és xilit) kiilonb6z6 koncentracidival kezelve hasonlitottuk 0ssze. Az
egereket véletlenszerien 6 kisérleti csoportra osztottuk. Az 1. csoport (n = 20) szolgalt
kontrollként, a hati régiot tisztitott vizzel kezelték. A 2. csoport 5%-0s SLS-oldattal (SLS:
>99%-os tisztasagl, Huntsman Corp. Salt Lake City, UT, USA) lett kezelve. A 3. csoportban
a borre felvitt oldat 5% SLS-t (5%) és 5% glicerint (Cognis, Diisseldorf, Németorszag)
tartalmazott. A 4. csoport allatai SLS-t (5%) és 8,26%-0s xilitet (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA) tartalmazé oldatot kaptak. Az 5. csoportban SLS (5%) és 10%-0s glicerin, mig a
6. csoportban SLS (5%) és 16,52%-os xilit keriilt a bérre. Az SLS-t és a poliolokat tisztitott
vizben oldottuk. A hati borredé kamrat iiltettiik be (csoportonként n = 8) a mikrokeringés
tanulmanyozasara. A mikrokeringést [VM-el vizsgaltuk, RBCV-t (um/s) és a leukocita-
endotélsejt reakciokat hataroztuk meg.

3.1.2.3 A bor mikrokeringése sebgyogyuliasban

A sebgyodgyulés vizsgéalatahoz a borredd kamra egyik oldalan korkoros sebet alakitottunk ki,
amelyet a kezelésekig a titankerethez rogzitett tiveglappal fedtiink le. A kamra masik oldalan
¢ép bor maradt. A kezelésekhez az livegfedél eltavolitasat kovetden steril sooldatot (pH = 7,4),
a rianodinreceptor-agonista 4-klor-m-krezolt (4-CMC; 0,5 mM, pH = 6,5) vagy a
rianodinreceptor-antagonista dantrolén (DA; 100 uM, pH = 7,1) oldatat juttattuk
mikropipettaval (100 pl) a sebekbe. Ezutan az tivegfedelet visszahelyeztiik. Minden
csoportban naponta egy kezelést alkalmaztunk. Négy naponként fényképeket készitettiink (a
4., 8., 12., 16. és 20. napon), majd az allatokat ketamin tuladagolésaval elaltattuk, és
szovettani elemzéshez szovetmintakat vettiink. A mikrokeringési vizsgalatokat [IVM-mel

végeztiik, a sebszélek kapillarisaiban RBCV-t (um/s) és ératmérét (VD, pum) mértiik. Emellett



a sebszélre merdlegesen elhelyezett LDF segitségével a sebkialakitast kovetden 24 oraval
véraramlasmérést (PU) végeztiink. El6szor rogzitettiik a kiindulasi aramlasi értékeket, majd
elvégeztiik a sebkezelést. A kezelést kdvetden 10 perccel megismételtiik a méréseket. A jelet
minden esetben 20 masodpercig rogzitettik. A sebgyogyulds nyomon kovetésére
fényképeket készitettiink (DiMage A200, Konica Minolta) standard koriilmények kozott:
sOtét szobaban, azonos fényforrasok mellett, rogzitett fényképezdgéppel. A képek felbontdsa
3264x2448 volt. A sebteriiletet a munkacsoportunk altal fejlesztett szoftverrel elemeztiik. A
seb zarodasi sebességét két fliggetlen vizsgald mérte, és az értékeket a 0. napi terlilethez
viszonyitottuk. A xantin-oxidoreduktaz (XOR) és mieloperoxidaz (MPQO) enzim aktivitasat
az 1. és 4. napon a gyulladasos fazisban mértiik. A bdrbiopszidkat feldolgozasig jégen
tartottuk, majd foszfat pufferben (pH 7.,4; 50 mM Tris-HCI-t, (Reanal, Budapest,
Magyarorszag) 0,1 mM EDTA-t, 0,5 mM ditiotreitol, 1 mM fenilmetil-metilszulfonil fluorid,
10 pg/mL szdja tripszin inhibitor, 10 pg/mL leupeptin) homogenizaltuk. A homogenatumot
4 °C-on 20 percig 24000 g-nél centrifugaltuk. Az XOR aktivitasat az ultraszirt feliiliszoban
fluorometrias kinetikai vizsgalattal hataroztuk meg, amely a pterin izoxanthopterinné torténd
atalakulasan alapul az elektronakceptor metilénkék jelenlétében (teljes XOR) vagy hianyaban
(XO-aktivitas) [154]. A pellet reszuszpendalasaval a mintak MPO-aktivitasat 450 nm-en
mértikk (UV-1601 spektrofotométer, Shimadzu, Japan), és az adatokat a fehérjetartalomra
vonatkoztattuk [155].

3.1.3 Bér implantatum kozeli mikrokeringése

beiiltetését kovetd 2 és 4 honap kozott. Két kiilonbozo technika eredményét hasonlitottuk
Ossze a bor LDF vizsgalataval.

A betegeket harom csoportra osztottuk: egy kontroll csoportba ahol nem tértént implantacio
(n = 7), és a két kiilonb6z6 technikaval betiltetett oszteointegralt implantatumot kapott
csoportban: lagyrészredukald (STR, n = 7), ahol U alaku bdrlebenyt alkalmaztak vagy
hagyomanyos lagyrészkiméld (STP, n = 10) technikara ahol linearis metszést alkalmaztak.
Minden betegnél elvégeztiik a vizsgélatot a fej retroaurikuléris részén a beiiltetett s a nem
beiiltetett oldalon is, amely kontrollként szolgalt. A vizsgalatban résztvevoket az értékelés
el6tt 10 percig akklimatizaltuk kényelmes 1il6 helyzetben, pulzus és vérnyomas mérés tortént.

A megfigyelés teljes id6tartama alatt a szobahdmérséklet (20 = 2 °C) és a honaljhdmeérséklet
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a (36 £ 0,5 °C) allando volt.

3.1.4 A perioszteum és endoszteum keringése kiterjedt oszteoszintézist kovetéen
Mikrokeringési vizsgalatainkat LDF-el végeztikk 4liziilet miatti reoperacid soran a
fémanyagok eltavolitasat kovetéen. A vizsgalatot megel6zéen 2 évvel a betegnek
sipcsonttorése volt egy cementes total térdprotézis szadranak a végpontja magassagaban. A
gyogyulast sem dinamikus kompresszios (DC)-lemezes oszteoszintézissel, sem a tibia
medidlis és laterdlis oldalan utélag felhelyezett szogstabil lemezekkel nem tudtuk elémi,
aliziilet alakult ki. A tibia perioszteumat a reoperalt végtagon a hagyomanyos eliilsé mutéti
feltarason keresztiil, a kontralateralis végtagon pedig egy kis (~ 2 cm-es) bormetszésen
keresztiil tartuk fel. Az aramlasmérd szondat egy miianyag tartoval merdlegesen tartottuk a
csonthartya felszinére, ami csokkentette a megfigyelt terliletre gyakorolt nyomast és
korlatozta a szonda szogletes mozgasat. Ezutdn az endoprotézist eltavolitottuk, és a
csontiiregben megkozelitettiik az endosztealis membran kompartmentet. Egy kis lyukat
fartunk az eliilso kortikalison, ami hozzaférést biztositott az endoszteumhoz a szemkozti (a
hats6) medullaris fal belso felszinén. A fart lyuk mérete lehetdvé tette, hogy az aramlasméro
szonda szamara tokéletesen illeszkedjen. Mivel a kontralaterdlis (nem miitott) oldalon
endoprotézis volt, az endoprotézis szaratol distalisan, valamivel az Gjra miitott oldalon
végzett mérés szintje alatt lehetett megmérni az endosztedlis keringést; a kiilonbség ~ 1 cm
volt. A megfigyelési idoszak alatt a beteg szobahdémérsékleten (20 £ 2 °C) volt és a
maghdmérsékletét fenntartottuk; a stabil makrohemodinamikai paramétereket folyamatosan
rogzitettiik.

3.1.5 A tavoli iszkémias prekondicionalas és a L-a-glicerilfoszforilkolin hatasa a maj
iszkémia-reperfuzios mikrokeringésére

Kisérleteinket him Sprague-Dawley patkanyokon (Charles River, Sulzfeld, Németorszag;
atlagtomeg 300 + 20 g) végeztiik. Az altatast 25 mg ml? (S)-ketaminnal (Ketanest; Parke
Davis, Berlin, Németorszdg) és 20 mg ml? xilazin (Rompun; Bayer, Leverkusen,
Németorszag) kombinacidjaval végeztiik 8:1 aranyban, i.p. injekcidban, és ezt az allapotot
30 percenként kisebb mennyiségben kiegészité i.v. adagokkal tartottuk fenn. A
kozleményekben emlitett részleges mdj IR modellben a részleges kifejezés arra vonatkozik,
hogy keringési okokbdl nem a teljes majszovetet érintette a keringésbdl vald kirekesztés,

hanem annak csak két lebenyét. A sebészi beavatkozas soran kdzépvonalbeli laparotémia és
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kétoldali subcostalis metszést kovetden a kdzépsod és a bal majlebeny teljes iszkémiajat a
majartéria bal oldali dgainak és a v. portaec-nak a 60 percig tartd mikrosebészeti klippel
torténd elszoritasaval értiik el.

3.1.5.1 Tavoli végtag IPC hatasa a maj mikrokeringésre

Kisérleteinket két nagy sorozatban végeztikk. Az elsd sorozatban a részleges hepatikus
iszkémia mikrokeringési kdvetkezményeit a noninvaziv, modositott spektrometrikus O2C
modszerrel (O2C rendszer; LEA Medizintechnik, Gieben, Németorszag) hataroztuk meg. A
regiondlis heterogenitas ¢és az idObeli véraramlas-valtozasok elkeriilése érdekében a
méréseket a maj felszinének harom elére meghatarozott pontjan végeztiik el, egyenként 30
masodpercig, a mérés eldtt kdrnyezeti fénykorrekcioval.

Az 1. csoportban a m4j mikrocirkulacids valaszait vizsgaltuk 60 perces teljes iszkémia, majd
180 perces reperfiizids peridodus utdn (IR csoport, n = 6). A mikrokeringési alapvaltozok
rogzitése utan iszkémiat idéztiink eld a kozEépso és a bal méjlebenyben. Ezutan az elzarasokat
feloldottuk (t = 0 perc), majd a reperfuzids fazis 60., 120. és 180. percében O2C segitségével
megfigyeltiik a mikrokeringést az érintett lebenyekben. Egy mésik csoportban 2 ciklus 10
perces teljes hatso végtagi iszkémiat és 10 perces reperfuziot alkalmaztak prekondiciondlod
triggerként a m4j iszkémia indukciodja elétt (tavoli IPC + IR csoport, n = 6). A végtagi
iszkémia a proximalis combcsont koré helyezett érszoritdval és a combartéria egyideji
elzarasaval egy miniklip segitségével valosult meg. A 3. csoportban 1évé allatokon
ugyanezeket a sebészeti eljarasokat végeztiik el, kivéve a maj- vagy végtag iszkémia
indukciojat (Almiitétt csoport, n = 6). A biokémiai vizsgalatainkhoz a kisérletek soran a 0.,
60., 120. és 180. percekben vérmintat vettiink. A kisérletek végén szoveti biopszidkat vettiink
enzimaktivitas és Western-blot elemzésekhez. A szdveti biopszidkat -80 °C-on, a
plazmamintakat pedig -20 °C-on taroltuk a késdbbi vizsgalatok eldtt.

A masodik kisérletsorozatban a csoportok (n = 6) és a protokoll megegyezett az els6
kisérletsorozatéval, azzal a kiillonbséggel, hogy az érintett mdjlebenyek mikrokeringési
gyulladasos reakcioit IVM-el vizsgaltuk t = 60. percben a reperfuzios fazisban. A gordiil6 és
kitapado PMN leukocitak szdmat 5 kozponti acindris vénaban (20 és 40 pum kozotti

atmérével) hataroztuk meg allatonként [156].
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3.1.5.2 Kisérleti protokoll a GPC hatasanak vizsgalatara a maj mikrokeringésére IR-
ban

A kisérletekhez az allatokat véletlenszertien a kdvetkezd csoportok egyikébe soroltuk. Az
elsé csoportban a mdj mikrokeringési valaszait vizsgaltuk a kozépso €s a bal majlebeny 60
perces teljes iszkémiajara, amelyet 180 perces reperflzios periodus kovetett (IR-csoport, n =
6). A mikrocirkulacids alapvaltozok rogzitése utan iszkémiat idéztiink eld a kdzépso és a bal
majlebenyben a majartéria bal oldali againak €s a kapuvénanak elszoritasaval. Az elzarasokat
ezt kovetden feloldottuk (t = 0 perc), és a reperflizios fazisban 60, 120 és 180 perc mulva az
02C segitségével megfigyeltiik a mikrokeringést az érintett lebenyekben. A masodik
csoportban 50 mg/kg GPC-t (MW: 257,2) adtunk be a jobb nyaki vénaba, 5 perccel az
iszkémias periodus vége elott (IR + GPC csoport, n = 6). Ezek az adagolasi koriillmények
korabbi vizsgalatok adatain alapultak; ez a doézis megegyezett a PC hatékony,
gyulladascsokkentd dozisaval (MW: 785; 0,064 mM, 50 mg/testtomeg kg, 1.v.) ragcsalokban
[157,158]. A harmadik csoportban 1évé allatokon ugyanazokat a sebészeti eljarasokat
végezték el, kivéve a maj iszkémia indukcidjat (Alop. csoport, n = 6). A majenzimek
meghatarozasara szolgalé vérmintdkat 0 és 60, 120 és 180 percekben vettiink, és a
vizsgalatokig -20 °C-on taroltuk. A NOX2 és NOX4 fehérjeexpresszid mérésére szolgalod
szOveti biopszidkat a kisérletek végén vettiink, és a vizsgalatokig -80 °C-on taroltuk

A majmintakat Potter homogenizatorral homogenizaltuk, majd protedz inhibitor koktéllal
kiegészitett RIPA pufferrel (Santa Cruz Biotech) lizaltuk. A fehérje extraktumokat (20 pg
Osszfehérje)  4-15%-o0s  gradiens  natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid  gélekben
elektroforizaltuk, €s nitrocellulo6z membranokra (Millipore) vittiik at. A membrénokat
szobahdmérsékleten 1 oran keresztiil Tris-pufferelt sooldattal (TBS) és 5%-o0s sovany tejjel
blokkoltuk, mieldtt egy éjszakan 4t 4 °C-on gp9lphox (1:2000 higitas; Epitomics,
Burlingame, CA, USA) és NOX4 (1:2000 higitas; Epitomics, Burlingame, CA, USA) elleni
elsédleges antitestekkel inkubaltuk. A Tween-20-szal kiegészitett TBS-sel (TBS-T) torténd
mosast kovetden a membranokat 1 ordn keresztiil szobahdmérsékleten tormaperoxiddz-
konjugatummal megfeleld masodlagos antitestekkel (antinyul, 1:2500 higitas; Promega,
Madison, WI, USA) inkubaltuk. A membranokat ezutan a SuperSignalWest Pico torma-
peroxiddz szubsztrat kittel (Pierce, Rockford, IL, USA) hivtuk eld, Lumi-Imager™ (Roche-

Diagnostics, Boehringer Mannheim, Németorszag) képallomason lefényképeztiik, majd a
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fehérjesavok intenzitasdt Image)J programmal kvantitativ.z modon meghataroztuk és
denzitometrids analizist végeztiink. A mintaterhelés és a fehérjedtvitel ellendrzésére a
membranokrol a korabban kotott antitesteket stripping pufferral eltavolitottuk, majd Gjra
hidridizaltuk B-aktin antitesttel (1:1000 higitas; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), igy a

kapott eredmények megbizhatdak €és 6sszehasonlithatoak egymassal.

3.2 Mitokondrialis diszfunkcid iszkémia-reperfiiziéban

Kisérleteinkben a mitokondriumok in vitro vizsgalatara és human mintdk mérésére is
alkalmas OROBOROS Oxygraph-2k (Innsbruck, Ausztria) nagyfelbontast respirométert
(HRR) és kiegészité LED2 fluoreszcens modult hasznaltunk. A respirométer a Clark elektrod
(bipoléris elektrokémiai oxigén szenzor) elvén miikddé mérdrendszer, amely nagy
pontossaggal képes biologiai mintdk pillanatnyi oxigén fogyasztdsdnak meghatirozasara és
kovetésére.

3.2.1 GPC kezelés hatasa

3.2.1.1 A mitokondrialis funkciékra haté GPC-koncentraciéo meghatarozasa in vitro
Ezeknél a kisérleteknél kordbbi modellben meghatarozott mitokondrialis dozis-valtozés
hatasat vettiik alapul. Ebben a sorozatban ujsziilott Wistar patkanyok szivhomogenatumain
az allandosult allapota alap oxigénfogyasztasat (alaplégzés) mérését kovetden az Il-11l.
allapotu (alaplégzés + OxPhos) mitokondrialis 1égzési protokollt alkalmaztuk kiilonbozo
koncentracioju GPC oldatok (1 uM - 100 uM GPC oldat) mitokondrialis 1égzésre gyakorolt
hatdsanak meghatarozasara [167]

Ebbol  kiindulva, in vitro kisérletekben a hatasos GPC-koncentracid-tartomany
meghatarozasahoz 1 nM-t6l 800 mM-ig terjedd GPC-oldatsorozatokat hasznéaltunk kontroll
allatok majabol késziilt homogenatumokon normoxids 4allapotban. A  hatékony
koncentracioban 30 perces anoxids periddust kdvetden is vizsgaltuk az alaplégzést és az
OxPhos-t [69].

3.2.1.2 GPC hatasanak vizsgalata in vivo

Az allatokat véletlenszerien négy csoportba osztottuk. A vivoanyaggal kezelt IR-csoportban
(n = 6) a patkanyokat 60 perces teljes iszkémianak vetettiik ala, amelyet 60 perces reperfazid

kovetett. Az IR + GPC csoportban 16,56 mg/testtomegkg GPC-t (MW: 257,2, Lipoid GmbH,
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Ludwigshafen, Németorszag; 0,5 ml steril sdéoldatban 0,064 mM koncentracidban oldva)
intravéndsan adtunk be 5 perccel az iszkémia vége el6tt. Az almiitott, vivoanyaggal kezelt
allatok (Alop. csoport, n = 6) ugyanezen a miitéti eljarason estek 4t maj iszkémia nélkiil, mig
egy masik kontroll csoport (Alop. + GPC csoport, n = 6) az IR + GPC csoporttal megegyezd
id6intervallumban GPC-t kapott.

A reperfuzid 60. percében az érintett majlebenybdl vett méjmintdkbol késziilt
homogenatumokban vizsgaltuk a mitokondridlis 1égzést, amihez SUIT és a Leak
protokollokat alkalmaztunk.

3.2.1.3. A CHa4 kezelés hatasa

Az allatokat véletlenszertien a kovetkezd csoportok egyikébe vagy masikéaba soroltuk: az IR
csoportban (n = 6) a mitokondrialis 1égzési funkciokat vizsgaltuk 60 perces teljes iszkémia
és 60 perces normoxids levegdvel torténd reperfiizid hatasdra. A mitokondridlis 1égzési
alapvaltozok meghatarozasdhoz kontroll szovetmintékat vettlink, majd a majartéria bal oldali
againak és a kapuvéna bal oldali aganak elszoritasaval iszkémiat idéztiink el6 a k6zépso és a
bal majlebenyben. Az iszkémia 55 percében majmintdkat vettiink, hogy elemezziikk a
mitokondrialis 1€gzést az iszkémia hatdsdra. Az érelzardsok feloldasat kdvetden az érintett
lebenyekbdl biopsziat vettiink a reperfiizié 5 percében, 30 és 60 percében. Az IR + CH4
csoportban (n = 6) a protokoll azonos volt, és emellett a 2,2% CHa-et (Linde Gas, Budapest,
Magyarorszag) tartalmazo normoxias mesterséges levegdvel valo inhalaciot 50 perc iszkémia
utan kezdtiik el, amely a reperfuzios idészak alatt végig folytatédott. Az Alop. csoportban az
almiitott allatok (n = 6) ugyanezen a miitéti eljarason estek at, de a maj iszkémia nem volt
indukalva, és az allatok normoxias levegét inhalaltak, mig az Alop. + CH4 csoportban az
aloperalt allatok (n = 6) szintén nem voltak kitéve mdj iszkémianak, de CHs-et inhaléltak az
IR + CHa csoporttal azonos ideig.

3.2.2 M4j hideg iszkémia-reperfuzios karosodasa

A majtranszplantacid preklinikai modelljében vizsgaltuk a hideg IR mitokondrialis
kovetkezményeit. A kisérleteket him Sprague-Dawley patkanyokbol (265-325 g; Charles
River, Budapest, Magyarorszag) eltavolitott méjakon végeztilk, harom csoportban.
Ketaminnal (45,7 mg/kg i.p.) és xilazinnal (9,12 mg/kg i.p.) tortént altatast kovetden
eltavolitott maj portalis véndjat, a vena cava inferior superior agat és a kozds epevezetéket

operaciés mikroszkop alatt kaniilaltuk. A transzplantatumokat ex Vivo szervperfizios

15



rendszerrel (Central European Biosystem, FALC Instruments, Budapest, Magyarorszag)
perfundaltuk a portalis véna af-ferens agan keresztiil, mig a v. cava a rendszer efferens
részeként szolgalt. A meleg iszkémias csoport (WL, n = 24) volt a kontrollcsoport, ahol a
graftokat kozvetleniil a kiemelés utan perfundaltak, anélkiil, hogy hideg iszkémianak vetették
volna ala 6ket. A hisztidin-triptofan-ketoglutarat (HTK) (n = 24) és a CH4-nal dusitott HTK
(HTK + CH4, n = 24) csoportokban a graftokat HTK oldatban taroltuk 4 °C-on 24 6ran
keresztiil. CHs-gyel dusitott HTK eldéallitdsdhoz kereskedelmi forgalomban kaphatd
Custodiol-oldatot (Dr. Franz Kohler Chemie GmbH, Bensheim, Németorszag) 0,4 MPa
nyomason 4 oOran keresztiil tiszta CHa-gyel ( > 99,9%) telitettilk nagynyomasu edényben
(Messer, Budapest, Magyarorszag), hogy 4 °C-on 6,57 + 0,27 umol/mL CHjy-t tartalmazo
oldatot kapjunk.

A reperfuziot izolalt patkanymdj perfuzios rendszerrel (IPRL) végeztikk, a kordbban
részletesen leirtak szerint [168]. A graftokat 300 ml oxigénnel dusitott, modositott Krebs-
Henseleit pufferrel perfundaltuk 37 °C-on 60 percen keresztiil, 3 ml/g majtomeg/perc allando
aramléssal, gorgdés szivattyu (Masterflex, L/S, Cole Parmer Instrument Company, Vernon
Hills, I11., USA) segitségével [169]

Mitokondrialis funkciok meghatarozasara respirometriaval a majmintakat a reperfizié végén
vettlik, és homogenatumokat készitettiink respiraciés médiumban (MiR05). Ezt kovetden a
Leak protokollt alkalmaztunk. Meghatdroztuk a RCR-t, (a mitokodrium kapcsoltsagi
hatékonysagat kifejezd OxPhos/Leak aranyt, amit 1égzéskontroll-aranynak is neveznek), ezen
kiviil meghataroztuk az extramitokondrialis Ca?" mozgasokat is. Tovabba a belsé membran
sérilését 5 mM citokrom c¢, a belsd6 mitokondrialis membran kiilso0 oldaldhoz lazan
kapcsolddo hemefehérje hozzaadasaval hataroztuk meg.

Hisztologia és immunhisztokémia

Az ER stressz marker SERCA2b (Endoplazmatikus Retikulum Ca?*-ATP4z) (#PA5-102354,
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) kimutatasa immunhisztokémiai festéssel
tortént, a korabban leirtak szerint [69].

3.2.3 Sziv iszkémia-reperfuziés karosodasa

3.2.3.1 In vitro kisérletek

Szivizomsejtek szimulalt IR karosodasa

Az elsé sorozatban ujsziilott (haromnapos) patkany szivizomsejteket (NRMC-k) 4 o6rés
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szimulalt iszkémianak (s) tettlink ki. A sejteket hipoxids kamraban tartottuk (37° C, 95% N>
¢és 5% COp), és a taptalajt hipoxias oldatra cseréltilk (mM-ben: NaCl 119, KCI 5,4, MgSO4
1,3, NaH2POg4 1,2, HEPES 5, MgCl; 0,5, CaCl; 0,9, Na-laktat 20; BSA 0,1%, 310 mOsm/I,
pH = 6,4). Ezt kdvette egy 2 Oras reperfuzids periodus (R) tapoldatban, amikor a sejteket vagy
normoxikus korilmények kozott (37° C, mesterséges levegd), vagy CHas-gyel kiegészitett
normoxikus levegdjii kamraban (37° C, 2,2% CHas + mesterséges levegd) tartottuk (sI/R,
illetve slI/R + CHs csoportok). A kontrollcsoportokat 4 oran keresztiil normoxikus
inkubatorban tartottuk fiziologias koriilményeket fenntartva, amit 2 6ras reperfuzios periodus
kovetett a normoxikus inkubatorban CHy-kiegészitéssel vagy anélkiil (normoxia és normoxia
+ CHas csoportok). A végén az NRMC-ket HRR-el vizsgaltuk és sejtéletképességi
vizsgalatoknak vetettiik ala.

Izolalt kardialis mitokondriumok anoxia-reoxigenizacios kdarosoddsa

A masodik sorozatban az izolalt sziv mitokondriumokat a kdvetkezoképpen kezeltiik: anoxiat
100%-0s N2 perszufflacioval idéztiink eld 2 oran keresztiil egy 2 ml térfogati kiivettaba,
amely 1 ml 1égz6kozeget és 1 ml légteret tartalmazott. Az anoxiat reoxigenizacios periodus
kovette (95% levegd és 5% CO2) 2,2% CHs kiegészitéssel vagy anélkiil 30 percig (A/R,
illetve A/R + CH4 csoportok). A kontrollcsoportokban a mitokondriumokat normoxikus
kiivettakban tartottuk (95% levegd és 5% CO2) 2,2% CHs kiegészitéssel vagy anélkiil
(normoxia és normoxia + CHs csoportok). Ezutan a mitokondriumokat HRR-nek vetettiik ala.
A mitokondrialis funkciokat respirometrids vizsgalata soran az NRMC-k és az izolalt sziv
mitokondriumok oxigénfogyasztasat mértiikk kiilonb6zd mitokondrialis anyagcsere-
allapotokban, valamint meghataroztuk a mitokondrialis H2O; termelését és a mitokondrialis
membranpotencial (A¥m) valtozasat.

3.2.3.2 Sziv hideg IR karosodasa

Heterotrop szivtranszplantacios modelliinkben izogén him Lewis - Lewis patkanyokon
heterotop (n=36) transzplantaciot végeztiink a korabban leirtak szerint [170]. Roviden, a
donorokbdl torténd kivagas utan a graftokat 60 percig transzplantacioés oldatban hidegen
taroltuk (hideg iszkémids id6), amit heterotdpikus transzplantacié és 60 perces reperfiizids
mikrosebészeti technikdval végrdl-oldalra anasztomosztizaltuk a recipiens patkany hasi

aortajahoz, illetve a vena cava inferiorhoz. A reperfiizid végén in situ hemodinamikali
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méréseket végeztek a recipiensben a korai graftfunkciok értékelésére; ezt kovetden
biopsziakat vettiink a graftok bal kamrdjabol (LV) mitokondridlis funkcionalis mérések és
biokémiai vizsgalatok céljabol.

Az allatokat véletlenszeriien harom csoportba osztottuk. Az 1. kontrollcsoportban (n=12) a
donor patkanyok ugyanezen a sebészeti eljarason estek at az explantacioig, de a sziveket nem
vetettiik ald hideg iszkémianak és tarolasnak, és nem transzplantaltuk dket. A 2. csoportban
(n=12) az explantalt transzplantatumokat a 60 perces hideg iszkémids periodus alatt 4 °C-on,
Custodiol (CS)-oldatban taroltuk, mig a 3. csoportban (n=12) a transzplantatumokat a 60
perces hideg iszkémias periodus alatt CHas-gyel dusitott CS-oldatban taroltuk (6,57+0,27
umol/mL CHgy-t tartalmaz, 1d. el6z6 kisérlet). Ebben a csoportban a sziv leallitdsahoz hasznalt
hideg kardioplegikus CS-oldatot is CHs-gyel egészitették ki.

A mitokondridlis 1égzést HRR-rel mértiik, az I-es és II-es komplex miikddését a Leak
protokollal és a citokrom c felszabadulasanak mérésével vizsgaltuk.

A szivizombol az ER-stressz marekerek mRNS-expresszidjat kvantitativ valos idejii PCR
(gPCR) (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) segitségével elemeztiik a kovetkezo
génekre vonatkozdan: (Ddit3, mas néven CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP)
homolog fehérje), hipoxia-indukalhaté faktor 1-alfa (HIF1a), glikogén-szintaz kinaz 3 béta
(GSK3p) és nagyon alacsony stirtiségii lipoprotein receptor (V1dlr).

Szovettani vizsgalatra és immunhisztokémiara a mintakat pufferelt paraformaldehid-oldatban
(4%) rogzitettiik és paraffinba agyaztuk. 5 pum vastag metszeteket vagtunk, majd
hematoxilinnal és eozinnal (H&E) festettiik. A szerkezeti karosodas értékelését egy korabban
leirt szovettani pontozasi rendszer szerint végeztiik [171].

A SERCA a Ca?*-homeosztazis és a kontraktilitas fo szabalyozoja a sziv- és vazizomzatban.
Emellett az ER stresszvdlasz a SERCA izoformak, koztik a SERCA1 kifejezédését
indukalhatja a posztischemias szivben. Ebbdl kiindulva a SERCAT1 expressziojat standard
immunhisztokémiai festési technikaval (anti-SERCAL antitest, #S1189, Sigma-Aldrich,
Budapest, Magyarorszag) detektaltuk a transzplantalt patkdnysziv-graftok bal kamraiban. A
SERCA1 immunreaktivitasat nyilt forraskodt képalkotod szoftverrel (ImageJ 1.8 verzio,
National Institutes of Health, Maryland, USA) hataroztuk meg, és az immunpozitiv sejtek

szazalékos aranyaban fejeztiik ki, latomezénként szamszerisitve [172].
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3.3 Trauma és alkoholfogyasztas okozta stressz biomarkereinek diagnosztikaja

crer

fotoakusztikus spektroszkopia (PAS) segitségével mutattuk ki. A PAS a spektroszkopia egy
specialis mddja, amely az optikai abszorpciot kozvetett mddon, a CHs elnyelt fényenergia
akusztikus hullamokkd torténd atalakitdsa révén méri. A keletkezd hang amplitudoja
3.3.1 Kilélegzett CH4 vizsgalata alkoholfogyasztas okozta stresszben

Egészséges, ismert alapbetegséggel nem rendelkezd, 25 és 30 év kozotti (atlagos sulyuk 82 +
13,1 kg) férfiakat vontunk be a vizsgalatba. A résztvevok altalanos egészségiigyi vizsgalaton
estek at, és ismételt 1égzésanalizisen vettek részt (lasd késébb). Kizard kritériumok voltak: a
CHs-termel6i statusz, a dohanyzas, a rendszeres alkoholfogyasztas, a versenysport, valamint
a maj- ¢és cukorbetegség. A vizsgélatot megeldzden a résztvevoknek 3 napig nem volt
megengedett az alkoholfogyasztés, és bevonaskor kilégzési etanolszint mérésen estek at.

A protokoll 1. napjan kontroll 1égzési CHs-méréseket végeztiink, majd a résztvevok az
alabbiakat fogyasztottak el: 1,15 g/kg/nap alkoholtartalm italt (200 ml whisky, 40 térfogat%
etanol tartalom), amit este 6 és reggel 6 6ra k6zott megismételtek 4 egymast kdvetd napon.
A kilélegzett CHs méréseket minden nap elére meghatarozott idépontban végeztiik (reggel
8-9 ora kozott), éhgyomorra, az elsd étkezés elott. A kilégzéses CHa-elemzést 31 nappal
késébb megismételtiik 3 egymast kdvetd napon, amikor a résztvevdk a mérések eldtt legalabb
3 napig nem fogyasztottak alkoholt.

a kovetkezoképpen: A résztvevoket arra kérték, hogy lélegezzenek normal moddon, és a
kilélegzett levegdt egy 200 cm?-es livegbefecskendezd edénybe irdnyitottdk. Az optimalis id6
a stabil CH4 koncentracio elérésére 1 és 3 perc kozott alakult ki, 30 cm®/perc aramlasi
sebességgel. A szobalevegdé CHs szintjét meghataroztak, és alapértékként hasznaltak az in
vivo CH4 kibocsatas szamitasaihoz. A CH4 termelést Appm-ben adtak meg, ami a netto
kilélegzett CH4 koncentraciobol.

A kapcsolodo allatkisérleteket him, nem-CHs-termel6 (0,3 ppm-nél alacsonyabb kilélegzett
CHa értékii) Sprague-Dawley patkanyokon (190-300 g testtomeg) végeztiik. 24 nem-CHs-

termeld patkanyt véletlenszeriien négy csoportra osztottunk. Az 1. csoport (n=6) nem kezelt
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kontrollként szolgalt, a 2. csoportban (n=6) az allatok a human vizsgalatban alkalmazott 1,15
g/kg/nap alkoholt (40%-o0s whisky, 2,86 ml/kg/nap adag) kaptak, kiegészitve oralis GPC
étrenddel (0,8%-0s GPC-vel dusitott taplalék, Ssnif Spezialdiditen GmbH, Soest,
Németorszag), a 3. csoportban (n=6) az allatok napi 7,5 ml/kg/nap 40%-0s etanol tartalmu
oldatot kaptak 8 napon keresztiil. Ez 2,7 g/kg/nap etanolbevitelnek felel meg, ami korabbi
kisérletekben maj oxido-reduktiv stresszt idézett elé patkanyokban [175]. A 4. csoportban
(n=6) ugyanezt az alkoholdézist kaptak (7,5 ml/kg/nap), kiegészitve oralis GPC étkezéssel 8
napon keresztiil.

A patkdnyok egész testre vonatkozé CHs kibocsatdsat egy specialisan kialakitott zart
mintavételezé kamraban mértiik, melynek belsé térfogata 2510 cm?® volt [173]. A kisérletek
el6tt meghataroztuk a kamraban 1€év6 alap CHs koncentraciot, majd a patkanyt a zart kamraba
helyeztiikk 10 percre. Az allatok egész testre vonatkozdé CHs kibocsatasat az alap CHs
koncentracio és a 10 perces minta kozotti kiilonbség alapjan szamoltuk ki, és a testfeliilethez
(F (dm?) = 10*S°.75 kg) viszonyitottuk.

A mitokondrialis funkcionalis mérésekhez 50 mg majszovetet 2 ml PBS-alaptt homogenizalo
pufferbe helyeztiik, amely 0,25 M szacharozt, 10 mM Tris-t, 0,5 mM EDTA-t és 0,05%-0S
BSA-t tartalmazott. Ezt kovetden 50 pl szévet-homogenizatumot a HRR mér6kamraiba
helyeztiink, és a mitokondrialis II-11l-as allapota (alaplégzés + OxPhos) 1égzési protokollt
alkalmaztuk.

3.3.2 Vitalis paraméterek és a szivfrekvencia prediktiv értéke traumas sokkban
Retrospektiv kohorszelemzést végeztiink intézetiink 1. szintli trauma kdzpontjaban az ATLS-
szerinti sokkosztalyozasban hasznalt VS-ek (HR, SBP, GCS a tudatallapot és BD a
metabolikus allapot jellemzésére) mortalitds szempontjabol perdiktiv — értékének
vizsgélataval. Az adatokat 2014. julius 11. és 2019. szeptember 11. kozott gyiijtottik a
Szegedi Tudoméanyegyetem elektronikus adatbazisabol (MedSolution). Az intézményben a
stirgdsségi traumatoldgiai ellatas protokolljai, beleértve a massziv transzfizids protokollokat
1s, a teljes vizsgalati id6szak alatt megfeleltek az ATLS elveinek.

A bevonasi kritériumok ko6z¢é tartozott a traumas team aktivaldsa, a helyszinrdl torténd
kozvetlen szallitas, >16 éves életkor, részletes dokumentacio, beleértve a roviditett sériilési
skalat (AIS=Abbreviated Injury Severity Score), a sériilés stulyossagi pontszamat (ISS=Injury

Severity Score), a sériilés pontos mechanizmusat és a megjelenéskor rogzitett teljes HR, SBP,
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GCS ¢és BD adatsort. A fizioldgiai valtozok tekintetében az elsé korhazi mérések értékeit
vették figyelembe és jelentették.

Betegcsoportok

Az ATLS nem hatarozza meg kifejezetten, hogy a legrosszabb paraméter vagy az 6sszes
paraméter kombindcioja hatdrozza meg a beteg sulyossagi osztalyat. A legtobb traumas
beteget nem lehet helyesen besorolni az ATLS 1V. stlyossagi osztalyaba (I-IV), ha a vitalis
paraméterek kombinaciojat értékelik [121,132]. A résztvevok sokk osztalyba torténd
beosztdsa ezért a legrosszabb paraméteriik alapjan tortént. Mivel a jelenlegi ATLS
sokkosztalyozas nem irja le a HR, SBP ¢és GCS pontos értékeit, a kritériumok objektivvé és
atlathatova tétele érdekében a korabbi ATLS osztalyozasbodl vettilk at a HR értékeket,
valamint a Dunham ¢és munkatarsai tanulmanyabol az SBP és GCS értékeket [176].
Kimeneti eredményként megvizsgaltuk az egyes paraméterek (HR, SBP, GCS és BD)
prognosztikai potencialjat, hogy meg tudjuk hatdrozni a legerdsebb és leggyengébb eldrejelzd
tényezoket a traumas stlyos sériiltek kezdeti értékelése soran.

A HR, mint prognosztikai faktor hatékonysagat szisztematikus attekintés és meta-regresszio
keretén beliil kiilon is megvizsgaltuk, hogy frissitsiik az ismereteket a szerepérdl a trauma
soran fellépd vérzéses sokk kezdeti értékelésében, figyelembe véve a traumaellatasban az
elmult évtizedekben bekdvetkezett paradigmavaltasokat [177].

Részletes keresést végeztiink az EMBASE, a MEDLINE (PubMed-en keresztiil), a Cochrane
Kisérleti Vizsgalatok Kozponti Nyilvantartdisa (CENTRAL) és a Web of Science
adatbazisokban 2020. szeptember 1-jén a kovetkezé keresési kifejezésekkel: “trauma” ES
(“szivirekvencia” VAGY “pulzusszam” VAGY “tachycardia” VAGY “bradycardia” VAGY
“letje]” VAGY “életjelek” VAGY “életparaméter” VAGY “életparaméterek”) ES
“halalozds” ES (“vérzés” VAGY “hemorrhagia” VAGY “hemorrhage” VAGY
“hemodinamikai” VAGY “hemodynamic”). A 2010 el6tt publikalt cikkeket kizartuk a
kutatasunkbol.

Bevonasi kritériumaink szerint a vérzé traumads betegek adatait csak akkor vettiik figyelembe
a bevalasztas sordn, ha tartalmaztdk a kezdeti szivfrekvencia (HR) értékeket — akar a
helyszinen (prehospital, PH), akar a korhazi felvételkor (admission, AD) —, valamint a
halélozasi adatokat egy legfeljebb 30 napos iddintervallumon beliil a sériilés idOpontjatol

szamitva. Csak teljes szovegli kozleményeket vettiink figyelembe. A nem angol nyelvii
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kozleményeket, szakirodalmi attekintéseket, konferencia-dsszefoglalokat és alacsony
esetszamu (<10) esetismertetéseket kizartuk. Figyelembe véve a traumaellatds elmult
évtizedbeli fejlodését (példaul a tranexdmsav (TXA) bevezetését és a folyadékreszuszcitacios
szemléletvaltast), kizartuk azokat a tanulmanyokat is, amelyek 2010 eldtt kezelt betegek
adatait tartalmaztak.[177].

Egy betegcsoportot akkor tekintettiink vérzének, ha az egyes vizsgéalatok bevalasztasi
kritériumai kozott szerepelt a vérkészitmények transzfuzidja €s/vagy pozitiv FAST és/vagy
hemodinamikai instabilitas trauma utan és/vagy hasi 16tt sériilés. A specialis populéciok,
példaul terhesek, gyermekek (<18 év) vagy geriatriai betegek (=55 év) adatait nem vettiik
figyelembe. Kizartuk tovabba azokat a tanulmanyokat, amelyek €gési sériilést, traumas
gerinc- vagy agysériilést elszenvedett betegekre vonatkoztak. A specidlis populaciok,
valamint a gyermek- és idéskort betegek kizarasaval célunk az volt, hogy csokkentsiik a
zavar6 tényezOk hatdsat. Mivel a traumat elszenvedett geriatriai betegek vizsgalataiban az
¢letkori hatarértékek 55 és 80 év kozott valtoznak, €s a szakirodalomban nincs egyértelmi
konszenzus, ugy dontottiink, hogy az 55 év feletti populacidkat kizarjuk az életkorral
Osszefliggd zavard tényezOk hatasanak minimalizalasa érdekében.

Kozlemények kivalasztasahoz a duplikaltumokat és 2010 el6tt megjelent cikkeket referencia
menedzser szoftver (EndNote V.X7) segitségével eltavolitottuk. A fennmaradé kozlemények
cim ¢€s absztrakt alapjan torténd sziirését két szerzo végezte. Ezt kvetden azon kdzlemények
teljes szovegét értékeltiik, amelyek megfeleltek az el6zdekben ismertetett bevonasi
kritériumoknak. Az eltéréseket konszenzussal rendeztiik.

A vizsgalatba bevont kozleményekbdl a kovetkezd adatok kertiltek kivonasra: cim, elsd
szerz0 neve, publikdlds éve, tanulmany tipusa (prospektiv vagy retrospektiv), adatforras
(orszag, korhdzi adatbazis/regiszter), adatgylijtési iddszak, bevondsi kritériumok, al-
csoportok, az al-csoportok betegszama, Osszes betegszam, HR (atlag £ SD vagy median
(IQR)), HR értekek rogzitésének fazisa (PH/AD), 30 napon beliili halalozas (n, %). Az atfedd
adatokkal rendelkezd tanulmdnyok esetén a kisebb mintaval rendelkezd, kevésbé atfogod
jelentéseket kizartuk. A torzitds (bias) kockédzatdnak értékelésére a Prognosztikai
Tanulmanyok Mindsége (QUIPS) eszkozt kiilon-kiilon alkalmazta két szerzo [178]. Az
eltéréseket konszenzussal rendeztiik.

3.3.3 AKilélegzett CH4 kimutatasa traumaval 6sszefiiggé vérzésben
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Prospektiv, obszervacios vizsgalatot végeztiink a Szegedi Tudomanyegyetem Traumatologiai
Klinikdjan (I. szintli trauma kdzpont), amely a kilélegzett CHa-koncentracio és a vérveszteség
mennyiségének Osszefiiggését vizsgalta. A kutatds a ClinicalTrials.gov oldalon
NCT04987411 azonositoval regisztralt, részletes protokolljat kozoltiik [83]. A vizsgalatba 18
évesnél idOsebb, stilyosan sériilt (ISS >16), a helyszinen vagy kozvetleniil érkezéskor intubalt
betegeket vontunk be. Egy beteg esetében, akinek athato sériilése miatt a végsd analizisbe
nem keriilt bevondsra, a prospektiv vizsgalat modszertanaval 4 6ran keresztiil folyamatos
monitorozast végeztiink. Az érintett beteg egy 45 éves férfi volt, aki 2021 oktoberében egy
frontalis motorbalesetet kovetden érkezett helikopteres slirgdsségi mentOszolgalattal a
Szegedi Tudomanyegyetem Damage Control miitéjébe. A beteg tobb sulyos sériilést
vérzés, hemodinamikai instabilitds és 3-as GCS pontszam keriilt megéllapitasra. Els6dleges
ellatasként intravénas folyadékot, epinefrint, tranexamsavat és fibrinogént kapott, valamint
endotrachealis intubaciot, bilaterdlis thoracosztomiat és vérzéscsillapitdé tourniquet-et
alkalmaztak.

A Damage Control miitébe érkezéskor vérnyomasa 74/36 mmHg, szivfrekvencidja 76 bpm
volt. A trauma team azonnali hemodinamikai monitorozast és noradrenalin-infizidt kezdett.
FAST ultrahang negativ eredményt mutatott, mig a teljes test CT-vizsgalat a kdvetkezd
sériiléseket mutatta.

Erkezés utan folyadék-reszuszcitaciot kezdtek 1000 ml Gelofusine, 500 ml Ringer-laktat és
1000 ml Isolyte-al, és elinditottak a massziv vértranszfzids protokollt (MBT). A MBT-t az
ATLS szerint igy definialtuk, mint 10 egységnél tobb vordsvérsejt-koncentratumot a felvételt
kovetd els6 24 ordban, vagy 4 egységnél tobb vvt transzfuziot 1 ora alatt. A beteg
vérképértékei kritikus allapotot jeleztek (Hb < 4 g/dl, Htc 11,8%). Osszesen 6 egység
vorosvérsejt-koncentratumot, 6 egység friss fagyasztott plazmat (FFP) és 6 egység
trombocitat kapott, kiegészitve 3 g fibrinogénnel és 1000 IU protrombin komplex
koncentratummal. A hipotensio elkeriilésére folyamatos epinefrin adas tortént. A bal also
A kilélegzett CHg-szint mérése

A hagyomanyos diagnosztikai eszkdzok (VS, laboratdriumi vizsgélatok, vérgazelemzések,

szonografia, CT-képalkotas) mellett az ellatas elsé 4 orajaban folyamatosan mértiik a beteg
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crer

1ézertechnikéan alapuld PAS-késziiléket csatlakoztattuk a I1€legeztetogép kilégzési nyilasahoz,
lehetové téve ezzel a kilélegzett CHs folyamatos nyomon kovetését[179]. A hattérlevegd
3.3.4 Mitokondrialis diszfunkcio trauma-indukalt koagulopatiaban

A Szegedi Tudomanyegyetem Traumatologiai Klinikajan (I. szintli trauma kozpont)
prospektiv, obszervacios vizsgalatot végeztiink, amelynek célja a TIC soran eléfordulod
trombocita mitokondridlis diszfunkcid vizsgalata volt stlyosan sériilt betegek korében. A
kutatas regisztracioja a ClinicalTrials.gov oldalon NCT05004844 azonositoszammal
megtortént, részletes protokolljat pedig munkacsoportunk publikalta [116].

A vizsgalat a Szegedi Tudomanyegyetem Siirgdsségi Osztalyara 2021. szeptember 1. és
2023. november 30. kozott, traumas anamnézissel kozvetlenil szallitott, >18 éves, CT-
vizsgalattal igazolt vérzd, sulyosan sériilt (ISS >16) betegek bevondsaval zajlott. A
ciklooxigenaz-1 vagy adenozin-difoszfat (ADP) receptor (P2Y12) gatlot (aszpirin,
klopidogrél, prasugrel és ticagrelor) tartalmazd oralis trombocita-gatld szereket szedd
betegeket kizartuk a végsé elemzésbdl.

A résztvevOk demografiai adatait és tarsbetegségeit idedlis esetben a felvételkor
dokumentaltuk. A beteg megérkezésekor hagyomanyos laboratériumi vizsgalatokat
végeztiink, beleértve a Hb, Ht, trombocitaszam, aktivalt parcialis tromboplasztin id6 (aPTT),
protrombin i1d6 (PT) és nemzetkdzi normalizalt arany (INR) vizsgalatat. A belsdé vérzések
kimutatasara Kiterjesztett fokuszalt ultrahangos vizsgalatot traumaban (eFAST) és CT-
vizsgalatot hasznaltunk. Viszkoelasztikus vizsgalatokat (ClotPro, Enicor GmbH, Munich,
Germany) ¢és aggregometriat végziink a koagulopatia értékelésére. Az MBT-t és a 24 oras
mortalitast dokumentaltuk.

A viszkoelasztometriai vizsgalatokhoz a vénas vért 3,2%-os pufferelt natrium-citrat csovekbe
gyljtotték, és 30 percen beliil egy j generacios ClotPro viszkoelasztometriai analizatorral
(Enicor GmbH, Miinchen, Németorszag) elemeztiik az EX-teszt és a FIB-teszt (standard
ClotPro vizsgalatok) segitségével a gyartd utasitasainak megfeleléen. Az EX-tesztben
(extrinsically activated test) az extrinsic koagulacios Utvonalat vizsgaltuk, amelyet szoveti
faktorral aktivalunk és CaClz-vel rekalcindlunk. A fibrinogénszintet és a fibrin-polimerizaciot

FIB-teszttel (fibrinogen assay) is nyomon kovettiik, amely az extrinsic koagulacios titvonalat
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a trombocitak citokalazin D-vel, egy glikoprotein Ilb-IIla antagonistaval tortén6 gatlasaval
abrazolja. A ClotPro altal szolgaltatott numerikus paraméterek kozé tartozott a véralvadasi
id6 (CT, clotting time), a maximalis alvadasszilardsag (MCF) és a maximalis lizis (ML).
Aggregacios vizsgalatokhoz multiplate impedancia aggregométert (Multiplate 5.0 Analyzer,
Roche, Magyarorszag) hasznaltunk, amely kvantitativ és kvalitativ informaciot szolgaltat a
trombocita funkciorol antikoaguldlt teljes vérmintakban. A vizsgalatokat 300 ml teljes vér
300 ml 0,9%-os natrium-kloriddal torténd 3 perces inkubalasaval inditottuk el. Ezutan 20 pl
adenozin-difoszfat (ADP, 6,5 uM) vagy arachidonsav (ASPI, 0,5 mM) hozzaadasaval
thrombocytaaggregaciot AU-ban (aggregacios egységekben) mértiik, és értékét a gorbe alatti
teriilet (AUC) adja meg, amelyet az aggregacios gorbe magassaga és meredeksége hataroz
meg [180]

A trombocita mitokondriumok funkcionalis méréséhez HRR-el a trombocitakat kdzvetlentil
a beteg érkezésekor vett 4x6 ml-es csovekbe gylijtott natrium-citratos vénas vérmintakbol
izolaltuk. A vérmintakat al6észor 4 °C-on 15 percig 300 g-vel centrifugaltuk, majd az igy
kapott trombocitakban gazdag plazmat (PRP) 5 percig 4600 g-vel ujra centrifugaltuk. A
feliiluszot 200 pl MIROS respiracios médiummal helyettesitettiik [181]. Ezt kovetéen 50-50
ul trombocita szuszpenziot a HRR kamraiba mérve egy korabbi kisérletiink soran felallitott
permeabilizacios titrdlasi protokollt alkalmaztunk, hogy megallapitsuk a mérések soran
mitokondrialis 1égzés hatékonysagat HRR-el vizsgaltuk korabbi kisérletiinkben mar
alkalmazott kapcsoltsagi protokoll szerint [182]. Vizsgaltuk tovabba a trombocita
mitokondriumok H2O> termelését [182], a A¥Ym valtozasat, valamint az extramitokondrialis

Ca?" mozgast, szintén korabbi kisérleteinkben felallitott protokollal [183].
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4 EREDMENYEK
4.1 Mikrokeringés valtozasa gyulladasos modellekben

4.1.1. Szinovialis mikrokeringés akut artritiszben.

Az iziileti gyulladas mikrokeringési kovetkezményeit a PMN-endotelidlis kdlcsonhatasok
(gordiilés és kitapadas) szadmszerlsitésével hataroztuk meg a szinovialis membran
posztkapillaris vénaiban. Kezelésként az ismert nem-szteroid gyulladascsokkentd
diklofendkot alkalmaztuk kiilonb6z6é beviteli formaban. A PMN-ek gordiilé frakcidja a
posztkapillaris szinovialis venuldkban megndtt az artritiszes térdekben, de nagyfoku szorast
mutatott, és nem volt megfigyelhetd kiilonbség a C/K- és a kontralateralis fiziologias
sooldattal injektalt térdek kozott a kezelési protokollokban részt vevd csoportok kozott. A
C/K injekciozast azonban a PMN-ek endotél réteghez vald tapadasanak (kitapadas)
statisztikailag szignifikans novekedése kisérte a kontralateralis oldalhoz képest minden
csoportban. Ez a reakcid jelentdsen csokkent az EP-val felerdsitett diklofenak-hidrogél és a
topikalis hidrogél egyszerii helyi alkalmazasara adott valaszreakcioban.

4.1.2. Bor mikrokeringése borirritacioban és sebgyogyulasban

4.1.2.1 A hati bérred6 kamra beiiltetése, penetraciés modell kialakitasa

A mikrokeringést a bérredé nem sériilt (ép, teljes vastag borfeliilet) és sériilt oldalan is
megvizsgaltuk IVM-el. Az elobbi helyen a dermisz dermoepidermalis vonalhoz kozeli ereit
lehetett lathatova tenni, mig az utdbbi helyen a bor alatti harantcsikolt izomréteg
mikrokeringését lehetett vizsgalni. Az RBCV értékei (atlag £ SD) a kdvetkezok voltak: 502
+ 204 pum/s ép boron és 595 + 266 um/s a borseb feldl. A statisztikai elemzés nem mutatott
szignifikans kiilonbséget az oldalak kozott. Az adatok azonban nagy szorast mutattak: az ép
bor esetében a minimalis és maximalis értékek 178 és 957 pm/s, mig a bdrseb oldalan 225 és
1061 um/s kozott mozogtak. A masik vizsgalt paraméter a PR volt. Mindkét oldalon magas
PR-értékeket mértek (ép bor: 91,41 + 2,24; borseb: 91,34 + 4,08), és az oldalak k6zott nem
volt szignifikans kiilonbség.

4.1.2.2 Bér mikrokeringése borirritacioban

Az SLS altal kivaltott borirritdciés modellben a kontrollcsoport kapillarisaiban az RBCV
median értéke 663 um/s volt. Az SLS okozta gyulladas jelentésen fokozta a helyi véraramlast.
Hasonl6an magas RBCV-értékeket mértiink a 3. csoportban is, amelyet 5%-0s glicerinnel

kezeltiink. Ezzel szemben a 10%-0s glicerin és a xilit mindkét alkalmazott koncentracidban
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hatékonyan megakadalyozta az RBCV emelkedését. A leukocita-endotél interakciok
mennyiségét tekontve a kontrollcsoportban viszonylag kevés kitapadt leukocitat észleltiink.
Az SLS-kezelt csoportot szignifikansan tobb leukocita-endotél interakcid jellemzi. Bar az
5%-os glicerin csokkentette a leukocitak tapadasat az SLS-sel kezelt csoporthoz képest, a
kolcsonhatasok szama magasabb volt, mint a kontrollcsoportban. A 8,26%-0s és 16,52%-0s
xilit, valamint a 10%-os glicerin hatékonyan akadalyozta meg a leukocita-endotél
interakcidkat: a tapadd leukocitdk szdma ezekben a csoportokban nem kiillonbozott
szignifikansan a kontrollcsoportétol.

4.1.2.3 Bor mikrokeringése sebgyogyulasban

A seb teriiletének digitalis képeken végzett planimetrikus elemzése folyamatos novekedést
mutatott a hamosodasban, a 4. napon kortilbeliil 20%-os sebfedettséggel, a 8. napon 50%-
kal, a 12. napon pedig 80%-kal a DA-val kezelt csoportban. A kisérlet végén, a 20. napon a
Ca?*-antagonistaval kezelt sebek mindegyike teljes sebzarodast ért el, mig a 4 CMC-vel
kezelt allatoké nem.

Az IVM-videodfelvételek elemzése kimutatta, hogy az ératmérdk nem valtoztak a 4-CMC és
a kontrollcsoportban a megfigyelési idészak alatt, mig a Ca?*-csatorna-antagonista a 4. napon
25%-kal novelte az ératmérdket a kontrollcsoporthoz képest. Ez a jelentds kiilonbség a 8.
napon (17%) és a 12. napon (22%) is megfigyelheto volt.

Az is kidertilt, hogy az RyR-ok gatlasa a mérések minden idépontjaban kb. 25%-kal novelte
a vorosvértestek sebességét a kapillarisokban, mig a 4-CMC és a kontrollcsoport kozott nem
volt kiilonbség.

A 1ézer-Doppler-aramlasmérés eredményei megerdsitették az IVM-bdl nyert adatokat. Az
aramlasi gorbék a véraramlas konzisztens, szignifikdns novekedését mutattak a kiindulési
szintrdl a kezelés utani szintre, atlagosan 15-szords novekedéssel a DA-val kezelt csoportban.
Az MPO-aktivitast, a gyulladasos sejtek felhalmozdodéasanak éaltaldnosan hasznalt indexét a
sebgyogyulds gyulladasos fazisdban, a sebzés utdni elsé €s negyedik napon mértiik.
Eredményeink szerint nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a csoportok kézott (az adatok
nem lathatéak). Ezzel szemben a ROS-termelés kritikus forrasat jelentd XOR-aktivitas
jelentds csokkenését figyeltik meg a DA-val kezelt csoportban az els6 és a negyedik napon

a kontrollcsoporthoz képest, mig a 4-CMC nem véltoztatta meg az enzimaktivitést.
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4.1.3 Bor mikrokeringése szovetbarat implantatum kozelében
tartalékkapacitas-funkciojat becsiiltiik meg betegenként. Az eredeti regisztratumon lathato,
hogy izoterm koriilmények kozott az alapvonal véraramlas minden beiiltetett csoportban
stabil maradt (az atlagok 63 és 65 PU kozott valtoztak). A jellegzetes aramlasi gorbék
azonban a véraramlasnak a kiinduldsi szintr6l a hdéprovokacié utidni szintre torténd
kovetkezetes, szignifikdns novekedését mutattdk minden csoportban.

4.1.4 A perioszteum és endoszteum Kkeringése kiterjedt oszteoszintézist kovetéen

A Kontralateralis, nem operalt végtaghoz képest a reoperalt tibia perioszteumaban 1ényegesen
alacsonyabb periosztealis aramlas értékeket mértiink (atlagosan 106 PU, illetve 76PU). Az
endoszteum kozelében nagymértékben alacsonyabb perfuzid volt megfigyelhetd; a nem
operalt tibidban azonban 4tlagosan 30 PU endosztedlis perfuizidt talaltunk. A reoperalt tibia
jellegzetesen jo jelmindség mellett is.

4.1.5 A tavoli iszkémias prekondicionalas és a L-a-glicerilfoszforilkolin hatisa a maj
iszkémia-reperfuziés mikrokeringésére

4.1.5.1 A tavoli iszkémias prekondicionalas mikrokeringési hatasa

0O2C mérések

A mérések soran a mikrohemodinamikai paraméterek, a kapillaris véraramlas, RBCV, SO-
¢s rHb-tartalom egyidejii meghatarozasa tortént a bal majlebenyben. A 60 perces iszkémiat
kovetd reperfiizié nem jart a méajon beliili véraramlas szignifikans valtozasaval az Aloperalt
csoporthoz képest. Ha azonban az IR-t tavoli IPC eldzte meg, akkor a posztischemids maj
véraramlas szignifikansan magasabb volt, mint az iszkémiat megel6z6 értékek az egész
vizsgélati iddszakban. Az IR csoportban a RBCV szignifikdnsan alacsonyabb volt a
reperfiizid soran az iszkémiat megel6zd értékekhez képest, €s a vizsgalati iddszak alatt nem
volt megfigyelhet6 helyreéllas. A tavoli IPC azonban visszaforditotta az RBCV-valtozasokat
a Aloperalt csoportban mért szintre. Osszességében a 60 perces részleges iszkémia altal
okozott aramlasi és sebességvaltozasok a szoveti SO2 és rHb szintek romlasaban nyilvanultak
meg, amelyeket a tavoli IPC protokoll helyreallitott.

IVM mérések
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A szelektinmolekuldk hidnya miatt a posztszinuszoidalis endotéliumban a ,klasszikus
gordiilés” nem volt megfigyelhetd, azonban a gordiilési jelenséget mutaté PMN-ek szama
tovabbra is meghatarozhato volt a centralis véndkban. M4j-IR esetén a gordiilé leukocitak
szama korilbeliill négyszeresére novekedett az aloperalt allatokhoz képest. Ezzel
Osszhangban a tapadé sejtek szama is jelentésen emelkedett a maj-IR-re adott valaszként. A
tavoli IPC mindkét sejt-sejt kdlcsonhatas tekintetében jelentds javulast eredményezett.
NOX2 és NOX4 fehérje expresszio

A NOX2 ¢s NOX4 fehérjék Western blot analizise jelentds ndvekedést mutatott a részleges
maj IR utan az Aloperalt allatokhoz képest. A tavoli IPC alkalmazisa az IR el6tt
szignifikansan csokkentette az NOX2 expressziojat, de nem befolyasolta az NOX4
expresszidjanak szintjét. A kovetkeztetés tehat az, hogy az IR sziginifikansan néveli a NOX2
expresszigjat, viszont az IPC hatdkonyan csokkenti a fehérje szintjét, ami arra utal, hogy az
IPC védodhatast fejt ki a NOX2 okozta oxidativ stressz ellen. A NOX4-nél ez a hatas nem
figyelheté meg, igy valosziniileg mas mechanizmussal okoz oxidativ stresszt.

4.1.5.2 GPC hatasa a maj mikrokeringésre iszkémia-reperfiizioban

t a bal majlebenyben egyszerre vizsgaltuk. A 60 perces iszkémiat kdvetd reperfuzios fazis
(IR + vivéanyag csoport) nem jart egylitt a méj kapillaris vérdramlasanak szignifikans
valtozasaval az Aloperalt (Alop + vivéanyag) csoporthoz képest, mig a kapillaris véraramlas
a reperfuzid 120 és 180 percében szignifikansan alacsonyabb volt a kiindulési értéknél,
amikor a GPC-t 5 perccel az iszkémias periodus vége el6tt adtuk be (IR + GPC csoport). Az
IR + vivéanyag csoportban az RBCV szignifikansan alacsonyabb volt az iszkémiat megel6z6
értékhez képest a reperfiizio 60 és 120 percében, €s jelentdsen kiillonbozott a vizsgalt idészak
60 percében mért értéktél az Aloperalt csoportban mért értéktél. A GPC szignifikans
novekedést eredményezett 120 és 180 percben az aloperalt csoportban mért szintekhez
képest. Osszességében a 60 perces részleges iszkémia 4ltal okozott aramlasi és
sebességvaltozasok a szoveti oxigénszaturacid romldsdban nyilvanultak meg a vizsgalati
iddszak alatt (IR + vivéanyag csoport), amit a GPC adasa teljesen megakadalyozott (IR +
GPC csoport).

NOX2 és NOX4 fehérje expresszio

A reperflizios periodus végén mind a NOX2, mind a NOX4 fehérje expresszidja emelkedett
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a majszovetben. Amikor a GPC-t 5 perccel az iszkémias periodus vége el6tt adtuk be (IR +
GPC csoport), az NOX4 expresszidja csokkent, mig a NOX2 szintjében nem észleltiink
valtozast.

4.2 Mitokondrialis diszfunkcio

4.2.1 Mitokondrialis diszfunkcié maj meleg iszkémia-reperfuzios karosodasiaban

Az iszkémia/reperfiizié hatdsara jelentdsen csokkent a 1égzési lanc kapacitasa vagyis az
elektron transzport hatékonysaga, valamint szignifikansan alacsonyabb OxPhos kapacitast
észleltiink a kontroll csoporthoz képest (12,7 + 6,2 pmol/ml/sec-rol 8,6 + 2,8 pmol/ml/sec-ra
csokkent). A mitokondriumok kapcsoltsaga romlott (14,9 + 65,9 pmol/ml/sec-ro6l 9,2 + 3,09
pmol/ml/sec-ra), ami megnovekedett ROS termelddésre és membran karosodasara utal. A
1égzési komplexek szelektiv vizsgalataval az iszkémia/reperfiizié alatt kialakulo elektron
transzportlanc zavara mogotti oki tényezoként, az I-es komplex kiemelt szerepe igazolodott,
a respiracio (7,77 + 2,39 pmol/ml/sec-rol 4,9+2,05 pmol/ml/sec-ra) csokkent a kontrollhoz
képest.

4.2.1.1 GPC kezelés hatasa a maj iszkémia-reperfizios karosodasara

4.2.1.1.1 GPC mitokondrialis hatasanak dozis fiiggése

In vitro kisérleteket végeztiink annak érdekében, hogy elemezziik a GPC dozis-valasz hatasat
a mitokondriumainak 1égzési aktivitasara. NRMC mitokondriumokon a GPC doézisfiiggd
modon fokozta a mitokondrialis 1égzést. A mitokondriumok komplex II-hez kotott OxPhos
kapacitasa szignifikanssan megnét, amikor 100 uM GPC-t alkalmaztunk a respirometriat
megeldzden a kezeletlen kontrollhoz képest. Emiatt a patkdnymd; mitokondriumain egy
nagysagrenddel kisebb (nM-o0s) és nagyobb (mM-o0s) koncentracidtartomanyban vizsgaltuk
a GPC hatasat normoxias és anoxias koriilmények kozott. A GPC fokozta a mitokondriumok
oxigénfogyasztasat az 5-200 mM koncentracidtartomanyokban. A mitokondriumok ETC és
OxPhos kapacitasat sziginifikanssan novelte, amikor a GPC-t 200 mM koncentracidban
alkalmaztuk. Ezenkiviil a GPC jelentésen mérsékelte a 30 perces anoxia karos hatasait az
izolalt mitokondriumok oxigénfogyasztasara.

4.2.1.1.2 GPC kezelés in vivo hatasa

A GPC IR éltal kivaltott mitokondridlis diszfunkcidra gyakorolt hatasat a SUIT és Leak
protokollal vizsgaltuk. A III. allapotu oxigénfogyasztas szignifikansan alacsonyabb volt az

IR-ben, mint az aloperalt allatokban. Emellett a maximalis 1égzési kapacitas is szignifikansan
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alacsonyabb volt az IR stresszre adott valaszként. Ezzel szemben a GPC-vel torténd kezelés
fokozta az oxigénfogyasztas hatékonysagat. Ezek a hatdsok alapvetden az I. komplexhez,
nem pedig a II. komplexhez kapcsolodtak, amint azt a komplex I. inhibitor beadéasat kdvetd
nagymértéki csokkenés is jelezte. A Leak protokoll az IR-sériilésre valaszul a IV. allapot
oxigénfogyasztas jelentds csokkenését mutatta az aloperalt allatokhoz képest. GPC beadasa
visszaallitotta az oxigénfogyasztas szintjét az almutott allatokéra.

4.2.1.2 A CHa kezelés hatasa

A mitokondrialis 1égzési lanc hatékonysagat a CHas-kezelésre adott valaszként
majhomogenizatumokbol szarmazo alapprotokoll segitségével értékeltiik. A komplex II-hez
kotott 16gzési fluxus értékek szignifikansan alacsonyabbak voltak, mint az Alop. allatoké az
iszkémia 55. percében és a reperfuzio 60. percében. Az IR altal lecsokkent bazalis fluxus a
CHa kezelés hatasara megfordult. Erdekes modon a CHs-kezelés nmagéaban is (Alop. + CHa)
novelte az alap oxigénfogyasztast a megfigyelési idészakban.

Az Aloperalt csoporttal 6sszehasonlitva az IR a mitokondriumok alacsonyabb OxPhos
kapacitasat (komplex II-kapcsolt Ill. allapota 1égzés) eredményezte a vizsgalati periddus
soran. Ha azonban CHs-inhaléciot alkalmaztunk, a 1égzési kapacitas az iszkémia 55. percében
¢és a reperfuzid 30. percében is megmaradt.

A citokréom ¢ hem-csoportja elektronokat tovabbit a I1I-as komplexr6l a IV-es komplexre, a
citoplazmaba torténd felszabaduldsa az apoptozissal hozhatdé Osszefiiggésbe. Az IR
kovetkezményeként a bels6 mitokondridlis membran kiilsé oldaldhoz lazan kapcsolodo
citokrom c enzim levalik, amit HRR soran vizsgalhatunk exogén enzimmel torténd potlassal.
Meghatarozhatd az tgynevezett citokrom c kontrollhatékonysag, ami membrankarosodas
esetén az exogén enzim hatasara az oxigénfogyasztas névekedését jelzi, amit a CHas kezelés
visszaallitott az alapszintre. A mitokondrialis citokrom c oxidaz aktivitisa szintén a
mitokondrialis membran karosoddsanak indikatora, amit spektrofotometrids analizissel
hataroztunk meg. Az Aloperalt allatokban a citokrom ¢ szint minimalisan emelkedett az
alapvonalhoz képest a kisérleti protokoll alatt. Az Alop. + CH4 csoportban az enzimaktivitas
csokkent a CHy inhaléci6 hatasara. Ezzel szemben az IR csoport szignifikdnsan magasabb
citokrom-c-oxidaz aktivitdst mutatott a reperfiizids periddus alatt, ami a funkcionalis allapot
jele. Az IR + CHj4 csoportban a citokrom c aktivitas nem nétt az IR altal kivaltott karosodas

hatasara.
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4.2.2 Ma4j hideg iszkémia-reperfuzio mitokondrialis hatasa

A mitokondrialis 1égzési funkciok valtozasait glutamat és malat vagy szukcinat jelenlétében
értékeltiik, hogy kiilonbséget tegyiink az I-es és a II-es komplexen alapul6 aktivitas kozott. A
hidegen iszkémian atesett csoportok szignifikdnsan csokkent komplex I aktivitast (19,6 +
11,7 pmol/s/ml a HTK-ban és 22,0 + 10,9 pmol/s/ml a HTK + CHs-ben) és csokkent OXPhos-
t mutattak (128,8 = 31. 5 pmol/s/ml a HTK-ban és 201,3 + 54,8 pmol/s/ml a HTK + CHgs-
pmol/s/ml és 280,2 £ 64,5 pmol/s/ml). A komplex I aktivitas csokkenése és az ehhez
kapcsolodo  OxPhos  szignifikansan nagyobb volt a HTK-graftok hepatikus
mitokondriumaiban, mint a HTK + CHs-konzervalt graftokéban. A komplex II szubsztrat
szukcinat jelenlétében azonban a méj mitokondriumok hasonl6 1égzési aktivitast mutattak
minden vizsgalati csoportban (65,9 + 16,2 pmol/s/ml a kontrollban, 55,5 + 24,6 pmol/s/ml a
HTK-ban és 59,8 + 7,6 pmol/s/ml a HTK + CHas-ben). Az ETC csatolasaban bekovetkezd
valtozasok szamszersitésére kiszamitottuk az RCR-t, amelyet az OxPhos/oligomicin leak
aranyként fejeziink ki. A WI csoporttal dsszehasonlitva az RCR a HTK csoportban az ETC
jelent6s karosodasat jelezte (1,4+ 0,2). A HTK + CHs ¢és a WI csoportok kézott azonban nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget a mitokondriumok kapcsoltsdgi aranyaban (2,7 + 0,6 és
4,9+0,6).

A hideg iszkémia okozta endogén Ca?*-felszabadulast eldszor a mintdk alapszintii Ca?*-
aramlasaként értékeltik. A HTK csoportban a CaGreen-5N fluoreszcens intenzitas
szignifikans novekedést mutatott (1,9 = 0,1 mV/s) a kontrollcsoporthoz (WI; 1,3 £ 0,04 mV/s,
illetve 1,4 = 0,1 mV/s) képest. A HTK + CH4 csoportban CH4 adalék hozzaadasa a tartdsitd
oldathoz a fluoreszcencia intenzitasanak jelentds csokkenését eredményezte. Ezt kovetden az
exogén Ca?" 4ltal kivaltott Ca®" fluxust vizsgaltuk telitddé mennyiségii CaCl, hozzaadasaval,
igy indukéalva az mPTP nyitast. Az elhuz6do hideg iszkémia eredményeként a HTK csoport
mitokondriumai kevésbé reagaltak a fluoroforra az exogén Ca®*-ra (2,3 = 0,09 mV/s), mint a
WI csoport hepatikus mitokondriumai (3,8 + 0,2 mV/s). A HTK + CHas csoportban
szignifikdnsan magasabb Ca?* fluxust észleltiink (2,9 = 0,1 mV/s) a CHa kiegészités hatasara.
A m4j morfologiai vizsgalata életképes hepatocitakat mutatott a kontrollcsoportban (WI). A
HTK csoport esetében a majsejtek karosodasa kifejezettebb volt. A HTK + CHs csoport

esetében a karosodas mértéke szintén emelkedett, bar kisebb mértékben, mint a HTK
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csoportban, ami fokozott széveti védelmet jelez. Az endotélkarosodas minden csoportban
megtalalhato volt, kiilondsen a nagy erekben. Figyelemre méltd, hogy a HTK csoportban a
kis erekben endotél levalast is mutattak. A SERCA2b immunreaktiv hepatocitdk szdma
jelentdsen csokkent a HTK-tartalmu graftokbodl szarmazo metszetekben a kontrollokhoz (a
WI csoporthoz) képest. Ezzel szemben a HTK + CH4 csoportban az immunreaktiv sejtek
szama jelentésen megnott.

4.2.3 Iszkémia-reperfuzié szivmitokondriumokra gyakorolt hatisa

4.2.3.1 Sziv meleg iszkémia-reperfizios karosodasa

In vitro eredmények

NRMC-k szimulalt iszkémia-reperfiizios karosoddsa

A CHs hatasait az NRMC-k mitokondridlis funkcidira kapcsolasi kontroll protokollal
vizsgaltuk, mely lehetdséget biztosit a mitokondriumok Leak respiracidjanak elemzésére.
Ennek eredményeképpen a sI/R csoportban szignifikdnsan alacsonyabb OxPhos-t mértiink a
normoxia csoporthoz képest (19,17 £ 9,37 pmol/s*ml vs. 50,51 + 12,87 pmol/s*ml; P <
0,001). A CHas-kezelés az sI/R + CHas csoportban jelentdsen novelte az oxigénfogyasztast
(40,88 + 15,08 pmol/s*ml-re; P = 0,004). A Leak 1égzés csokkent az sI/R alatt (13,54 + 2,66
pmol/s*ml; P < 0,001); ez azonban javult a CH4 adagolas eredményeként az sI/R + CHs
csoportban (19,94 + 3,15 pmol/s*ml; P < 0,001). Az sI/R szignifikansan csokkentette a
maximalis 1égzési kapacitast a normoxikus csoporthoz képest (17,35 + 4,46 pmol/s*ml vs.
35,72 + 6,55 pmol/s*ml; P < 0,001). A CHa-kezelés nem volt hatassal a maximalis 1égzési
kapacitasra sI/R alatt (18,41 + 2,99 pmol/s*ml; P = 0,986) (39A. abra). A kiilonboz6
allapotokban mért fluxusértékeket korrigaltuk a ROX-ra (az adatok nem lathatoéak). Az I/R
csoportban a mitokondrialis HoO»-szintek szignifikansan emelkedtek a normoxias csoporthoz
képest. A CHgs-nal valé inkubéci6 a reperfuzid alatt csokkentette a H2O2-termelés
mennyiségét. A szabadgyok-szivargas megnovekedett a sI/R csoportban; ez az emelkedés
azonban a CH4 beadasa kovetkeztében javult a sI/R + CH4 csoportban (8,74 + 3,85 vs. 4,09
+1,57; P <0,05). A CH3 inkubaci6é nem volt hatassal a szabadgyok-szivargasra a normoxia
+ CHs csoportban a normoxia csoporthoz képest (3,97 + 2,80 vs. 2,91 + 0,64; P < 0,05).
Izolalt sziv mitokondriumok anoxia-reoxigenizdcios kdarosoddsa

Az izolalt patkany sziv mitokondriumok anoxia-reoxigenizaciora adott valaszat és a CHa

hatdsat vizsgaltuk. A AWm valtozasait a potencidlérzékeny fluorofér, a Safranin O
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segitségével jellemeztiik. A 1€égzékomplexek szubsztratjai normoxikus koriilmények kozott
jelentés hiperpolarizaciot indukaltak a mitokondridlis membranban. Ezzel szemben a
hiperpolarizaciéo megsziint az A/R-csoportban. A AWm szubsztrat altal kivaltott valtozasait a
CHs-kezelés részben konzervalta. Az anoxias periddus alatt alkalmazott CHs csokkentette a
H20,-termelés mennyiségét. Az oxigénfogyasztas szempontjabol kiilon vizsgaltuk a komplex
I-hez és a komplex II-hez kotott 1égzést. A CHa jelentdsen csokkentette az 1-es komplex
oxigénfogyasztasat, mig a II-es komplexhez kotott 1€gzésre normoxikus koriilmények kozott
nem volt hatasa. Ezzel ellentétben a CHas-kezelés az A/R+CHa csoportban szignifikansan
csokkentette a komplex IT oxigénfogyasztasat, szemben a komplex I-vel.

4.2.3.2 Sziv hideg iszkémia-reperfuzios karosodasa

A komplex I1-hoz kotott alaplégzés szignifikansan magasabb volt a CS - CH4 graftokban,
mint a CS csoportban 60 perccel a reperfizidé utan (az adatok nem lathatdak). Telitd
mennyiségli ADP hozzdadéasa utan az OxPhos kapacitas szignifikdnsan magasabb volt a CS
- CHs csoportban. A mitokondrialis 1égzést citokrom ¢ hatasara vizsgaltuk, hogy
meghatdrozzuk, hogy az exogén citokrom c képes-e helyettesiteni az enzimet a
mitokondrialis membranban. A CS csoporthoz képest a CS - CH4 csoportban a citokrom c
felszabadulasa szignifikdnsan alacsonyabb volt.

A szivizom ER stressz- és apoptozissal 6sszefliggd génexpresszidja hipoxia- és ER stressz-
asszocialt gének (HIF-la, CHOP, GSK3p ¢és VIdIr) relativ. mRNS-expresszidja
szignifikansan alacsonyabb volt a CS - CHs csoportban. A kaszpaz-3 és kaszpaz-9, valamint
a pro-apoptotikus Bax expresszioja nem csokkent szignifikansan. Az anti-apoptotikus Bcl2
¢és a Bax/Bcl2 expresszid aranya azonban jelentdsen kiilonbozott a CS-CHa csoportban, ami
az anti-apoptotikus utvonalak relativ dominanciajat jelzi.

A H&E festés a CS-csoportban a kontrollokhoz képest csak enyhe dezorganizaciot mutatott
a myofibrillumokban, a barazdédk elvesztésével, valamint hulldmossag, kontrakcids savok és
a myocitdk plazmamembranjanak felbomlasaval. A CS - CHs tarold csoportban a
szivizomsejtek architekturaja kézel normalis volt. Ezek a valtozdsok nem kiilonboztek
szignifikansan a CS-csoportban tapasztaltaktol, igy kozel azonos szovetvédelmi potencialt
jeleztek. A SERCA1 immunreaktiv szivizomsejtek szdma jelentdsen megnétt a CS-tarolt
graftokbol szarmazo6 metszetekben a kontrollokhoz képest. Ezzel szemben az immunreaktiv

sejtek szama jelentGsen csokkent a CS - CH4 csoportban.
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4.3 Trauma és alkoholfogyasztas okozta stressz

4.3.1 Kilélegzett CH4 alkoholfogyasztas okozta stresszben

Human vizsgélatokban az etanol altal indukalt metanogenezist a kordbban nem CHgy-
termelonek bizonyult résztvevoknél standardizalt korilmények kozott vizsgaltuk. A
kilélegzett levegd CHs-koncentracidja a 2. napon (0,93 = 0,17 Appm), a 3. napon (0,65 + 0,07
Appm) és a 4. napon (0,62 £ 0,04 Appm) szignifikansan, kb. 0,9 Appm-rel emelkedett a
Kiindulasi értékhez (1. nap, 0,23 + 0,08 Appm) képest. A CHs-kibocsatas az 5. napra csokkent
(0,51 + 0,04 Appm), de tovabbra is jelentdsen magasabb maradt a kiindulasi értéknél. Amikor
31 nappal késébb megismételtiik a 1égzési CHa-elemzést, statisztikailag szignifikdns CHs-
termelés nem volt kimutathat6.

Az allatkisérletekben a patkdnyok egész testére vonatkozd CHa profilt kovettiik tobb napon
keresztiil, alkoholfogyasztas alatt (45. abra). A vizsgalat azt mutatta, hogy a 1,15 g/kg/nap
etanol bevitelét kovetden 3 nappal a CHs kibocsatas (1,85 £+ 0,48 Appm/1000 dm?)
megnodvekedett a kontrollcsoporthoz képest, és ez a szint egészen a 8 napos megfigyelési
id6szak végéig fennmaradt (2,47 £ 1,29 Appm/1000 dm?). Ugyanakkor, a 1,15 g/kg/nap
etanol + GPC kezeléssel nem tapasztaltak emelkedést a CHa szintjében a kontrollcsoporthoz
viszonyitva. A 8. napra mar szignifikans kiilonbség alakult ki a 1,15 g/kg/nap etanolt GPC
nélkiil kapo csoport (2,47 £ 1,29 Appm/1000 dm?) és a GPC kezelt csoport (0,04 + 0,04
Appm/1000 dm?) kozott. Az 5. napra a 2,7 g/kg/nap etanol terhelés ndvelte az egész test CHa
termelést (2,3 + 0,43 Appm/1000 dm?), és a magas CHy kibocsatas fennmaradt a 8 napos
kisérletek végéig (1,03 + 0,33 Appm/1000 dm?). A kis dozisu etanol+GPC csoporthoz
hasonléan, a 2,7 g/kg/nap etanol + GPC kezelt csoportban sem volt kiilonbség a
kontrollcsoporthoz képest. A kezeletlen kontroll csoportban nem tortént valtozas a
megfigyelési id6szak alatt (8. nap: 0,23 + 0,18 Appm/1000 dm?) az els6 napi alapértékekhez
képest. A majban a 1,15 g/kg/nap etanol bevitele nem befolydsolta a mitokondridlis
oxigénfogyasztast a kontrollcsoporthoz képest (26,17 + 2,45 pmol/s/mg fehérje vs. 31,79 +
1,74 pmol/s/mg fehérje), mig a 2,7 g/kg/nap etanol terhelés szignifikdns csokkenést
eredményezett az OxPhos kapacitasban (19,29 + 1,73 pmol/s/mg). A GPC-vel torténd

taplalékkiegészités mindkét csoportban novelte a 1égzést a nem GPC-kezelésii csoportokhoz
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képest (1,15 g/kg/nap etanol + GPC: 38,08 + 4,99 pmol/s/mg fehérje; 2,7 g/kg/nap etanol +
GPC: 31,66 + 8,11 pmol/s/mg fehérje).

4.3.2. Vitalis paraméterek prediktiv értéke traumas sokk osztalyozasban

A retrospektiv kohorszelemzés eredménye szerint intézményiinkbe Osszesen 684 beteget
¢észleltek a trauma team aktivalasaval. Végiil 156 résztvevd felelt meg a bevonasi
kritériumoknak.

A résztvevOk atlagéletkora 49,4 + 20,7 év volt, és a betegeknek csak 26,7%-a volt nd. A
leggyakoribb sériilési mechanizmusok a kozuti balesetek (56,4%) és az esések (29,5%)
voltak. A leginkabb érintett testrészek a fej és a nyak (74,4%), a mellkas (53,9%) és a
végtagok (48,1%) voltak. Mivel a legtobb beteg nagy energidju traumat szenvedett, tobb
esetben tobb testrész is érintett volt.

Minden beteget besoroltunk a régi (VS) és az 0ij, BD bevonasaval modositott (VS + BD)
ATLS sokk osztalyba. A VS szerint a betegek 31,4%-a az 1. osztalyba, 6,4%-a a I1. osztalyba,
13,5%-a a I1l. osztalyba és 48,7%-a a IV. osztalyba tartozott. A VS + BD kritériumok alapjan
a betegek 16,0%-a a kovetkez6, magasabb osztalyba tartozott; ez az eltolodas azonban foként
az alacsony kockézatli osztalyokat (. és I1.) érintette. Harmincnégy beteg halt meg az elsé 30
napon beliil, ami 21,8%-os hal4lozasi aranyt jelent.

Mind a VS, mind a VS + BD osztalyozas erés kapcsolatot mutatott a halalozassal (¥2 és
Fisher pontos tesztje Pvs = 0,0001 vs. Pvs+gp = 0,000009, illetve). A 2-aranyos Z teszt szerint
azonban nem volt szignifikdns kiilonbség a mortalitast eldrejelzd teljesitményiikben (P =
0,9808).

A HR, SBP, GCS és BD kiilon elemzésével azt talaltuk, hogy a GCS-nek van a legnagyobb
prognosztikai ereje (AUC GCS = 0,799, P < 0,001; CI [0,722, 0,875]). A BD és az SBP
eltérései szignifikans, de gyenge prediktora volt a haldlozdsnak (AUCBD = 0,683, P = 0,001,
Cl [0,576, 0,790]; AUCSB P = 0,633, P = 0,018, CI [0,521, 0,744]). A HR hatastalannak
bizonyult a prognoézis tekintetében (AUCHR = 0,595, P = 0,090, CI [0,480, 0,710]).

A HR, mint prognosztikai faktor hatékonysagat vizsgalo szisztematikus attekintés és meta-
regresszio keretén beliil 2017 kozleményt azonositottunk az alkalmazott keresési stratégiaval,
amibdl végiil 19 kozlemény felelt meg a bevonasi kritériumoknak.

Metaregresszio

Elsddleges metaregresszionk a HR és a haldlozas kozotti kapcesolatot vizsgalta a vérzéssel
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jar6 trauman atesett betegek esetében mind a 19 kézlemény adatai alapjan. Nem talaltunk
szignifikans kapcsolatot a HR és a kimenetel kozott (p = 0,847), igy linearis dsszefliggést
nem tudtunk megallapitani.

Az egyes tanulmanyok betegbevonasi kritériumainak viszonylagos heterogenitdsa miatt egy
10 kozleménybdl allo alcsoportot alakitottunk ki, amelyben a kezdeti vérkészitmény adasat
hataroztuk meg bevonasi kritériumként. Eredményeink ismét azt mutattdk, hogy a HR és a
halalozési arany kozott nincs szignifikans kapcsolat €s linearis 0sszefiiggés.

4.3.3 A Kkilélegzett CHs kimutatasa traumaval 6sszefiiggé vérzésben

A vérzéscsillapitas és az MBT eredményeként a Hb értékek normalizalodtak, mig a BD
csOkkend tendenciat mutatott. Ezzel Osszhangban a kilélegzett CHas szintek novekvo
tendenciat mutattak. Az érkezéskori kezdeti Hb kevesebb, mint 4 g/dl volt, a BD értéke 20,8
mmol/l, és a kilélegzett CHs-koncentracio 22800 PAU volt (2840 PAU egyenl6 1 ppm-mel,
a hattér-CHys szintje kortilbeliil 1912 ppb). Az elsd 4 6ra végére a Hb értéke 13 g/dl-re, a CHs-
koncentracio 31800 PAU-ra emelkedett, mig a BD 8,5 mmol/I-re csokkent.

A beadott vértranszfuziok eredményeként a Hb egyideji novekedését és a kilélegzett CHa-
koncentraci6 folyamatos emelkedését. A vizsgalat szignifikans korrelaciot talalt a Htc és a
CHgy-koncentracio, a Hb és a CHas-koncentracid, valamint a BD és a CHa-koncentracio
valtozasai kozott. A Hb, a Het pozitiv, a BD negativ korrelaciétmutatott a kilélegzett CHa-
szintekkel. Az EtCO; szintek 27 és 40 mmHg k6z6tt mozogtak, ami azt mutatja, hogy nem
volt jelentds ventilacios karosodas, amely befolydsolhatta volna a kilélegzett CHa-
koncentraciokat.

4.3.4. Mitokondrialis diszfunkcio trauma-indukalt koagulopatiaban

A stlyos traumas sériiltek (n = 113) median ¢életkora 38 év (IQR, 20-51), median ISS értéke
28 (IQR, 20-48) megfelelt a bevonasi kritériumoknak, és a betegek csupan 23,9%-a volt nd.
Az életkorban és nemben megegyezd kontrollcsoport tagjai nem kiilonboztek a polytraumas
betegektdl ezekben a jellemzdokben, kivéve a trauma elézményeit. A sulyos traumads sériiltek
tobbsége tompa sériilést szenvedett (68%), és a leggyakoribb sériilési mechanizmusok kozé
tartoznak a kozuti balesetek (52,6%) és a leesések (18,7%). A leggyakoribb sériilt testrészek
az extremitasok (35,2%), a thorax (25,25%) és a fej és nyak (28,4%) voltak. A résztvevok
kétharmada a elsé 24 6ran beliil miitéten esett at. Vérkészitményeket az esetek 68,7%-aban

alkalmaztak. 22 beteg halt meg 30 napon belill, ami 19,4%-0s halalozasi aranyt
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eredményezett. A sulyos traumas sériiltek életfontossagli paraméterei, mint a HR és a SBP,
szinte normalisak voltak, akarcsak a Hb, Ht és trombocitaszam csokkenése. Azonban a BD
¢s a standard koagulacids teszt értékei, amelyek képesek mérni a hemosztazis egyes
komponenseit, szignifikdnsan eltértek a polytrauma csoportban.

Az extrinszik koagulacios utvonal milkodését a szoveti faktor és CaCly jelenlétében
értekeltiik. A CT (66 + 16 mésodperc vs. 50 £ 6 mésodperc) és az ML szignifikanssan ndtt
(11 £ 4% vs. 6 + 2%), mikozben a MCF értéke jelentds csokkenést mutatott (61 = 8 mm vs.
66 £ 9 mm) a sulyos sériilt csoportban a kontroll csoporthoz képest. A fibrin polimerizéacidjat
a trombocita inhibitor citochalaszin D jelenlétében jellemeztiik. Az EX-teszttel kapott
eredményekkel 6sszhangban hasonlo valtozasokat talaltunk a CT-ben (80 + 17 mp vs. 58 +
10 mp) és az MCF-ben (11 + 3 mm vs. 20 + 5 mm) a sulyos sériilt csoportban a kontroll
mértilk. Az aggregécio szintje jelentdsen csokkent a polytraumatizalt csoportban (38 + 12
AUC vs. 112 £ 14 AUC). Ez a csokkenés arachidonsav jelenlétében is megfigyelheto volt
(ASPI-teszt) (78 £ 22 AUC vs. 84 + 28 AUC), azonban nem volt szignifikans.

A mitokondridlis oxigénfogyasztas vizsgalatakor azt talaltuk, hogy az OxPhos (34,7 + 8,8
pmol/s/mL vs. 48,0 + 19,7 pmol/s/mL), a Leak 1égzés (27,3 + 9,4 pmol/s/mL vs. 24,6 + 9,6
pmol/s/mL) és az ETC (40,3 + 11,8 pmol/s/mL vs. 57,7 + 18,7 pmol/s/mL) jelentdsen romlott
a sulyos traumat szenvedett betegekben a kontroll betegekhez képest. Az ETC mindségének
ellendrzésére meghataroztuk az RCR-t, amely az OxPhos és Leak hanyadosa. Az RCR
szignifikans kiilonbsége (1,3 + 0,8 vs. 2,1 + 0,8) arra utal, hogy megfigyeléseink nem csupan
az alanyok szubsztratokhoz vald hozzaférésének hianyabol erednek, hanem a mitokondrialis
membrannal kapcsolatos karosodasbol is.

A mitokondrialis H>O2 kibocsatas, mint a mitokondrialis eredetii ROS termelésének markere,
szignifikansan megndvekedett a stlyos traumas sériilt csoport trombocitaiban a kontroll
csoporthoz képest (1,6 + 0,3 pmol/s/mg vs. kontroll 0,8 + 0,2 pmol/s/mg). El6szoér az alap
Ca?" fluxust értékeltiik, ami az endogén Ca?" felszabadulasra utal. Szignifikdns novekedést
figyeltiink meg a CaGreen-5N fluoreszcens intenzitdsdban a polytraumas csoportban (2,6 +
0,4 mV/s) a kontroll csoporthoz képest (1,8 + 0,5 mV/s). Ezt kovetden az exogén Ca®'-
triggerelt Ca®" fluxust vizsgaltuk, amelyet a CaCl, telité mennyiségének hozziad4sival

indukaltunk, ezaltal megnyitva az mPTP-t a mitokondrium belsé membranjan. A polytrauma
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kovetkeztében a trombocita mitokondriumok kevesebb fluoreszcens valaszt mutattak az
exogén Ca?* irant (3,3 = 0,3 mV/s), mint a kontroll csoport mitokondriumai (2,7 = 0,5 mV/s).
A mitokondrialis funkcionalis paraméterek és a rendelkezésre allo klinikai paraméterek
kozotti Osszefliggések vizsgalatara korrelacios elemzést végeztiink. A mitokondrialis
paraméterek és koagulacios vizsgalatok adatait bevonva egy korrelacids matrixot képeztiink.
Er6s negativ korrelacio figyelhetd meg az OxPhos ¢és az ISS kozott a trombocita
mitokondriumokban (R2 = 0,448; P < 0,05), az ICU tartézkodas idGtartama, a 30 napos
mortalitds és a massziv transzfizi6 iranti sziikséglet kozott, mig a FIB-teszt MCF ¢és a Ht
pozitiv korrelaciét mutattak. Nyilvanvald, hogy az OxPhos az egyéb mitokondrilis

paraméterekkel is korrelalt (Leak 1égzés, ETC, RCR).

5 UJ MEGALLAPITASOK

Mikrokeringési kutatasok eredményei

1. Gyulladisos modellek mikrokeringési valtozasainak vizsgalata

- Az EP technika szignifikdnsan novelte a diklofendk plazmaszintjét és csokkentette az iziileti
gyulladas soran fellépd leukocita-endotél interakciokat patkany C/K arthritisz modellben,
javitva a helyi gyulladascsokkentd hatékonysagot.

- Az EP-vel fokozott diklofendk adagolas jol toleralhatd, és hatékonyabb, mint a
hagyomanyos topikalis alkalmazas az akut artritisz kisérleti modelljében. Az EP alkalmazasa
lehetdvé teszi a diklofendk hatékonyabb bejuttatasat a szinovidlis térbe, ami kedvezd hatassal
van a gyulladasos reakcidkra. A tovabbi kutatdsok célja az EP optimalis paramétereinek
meghatdrozasa ¢és a diclofenac plazmaszintjének csokkentése.

2. Bérirritacié és sebgyogyulas mikrokeringési mechanizmusainak feltarasa

- Az SKH-1 szértelen egereken kifejlesztett hati bérredé kamra penetracios modell lehetévé
tette a transzdermadlis gydgyszerpenetracid pontos mérését, és a bor mikrokeringési
valtozasainak részletes in vivo vizsgalatat.

- A glicerin és xilit csokkentette a bOr mikrokeringési stresszreakcidit, stabilizalta a
hidratacioét és megeldzte a gyulladasos sejtek felhalmozodasat az irritalt teriileteken.

- A RyR gatlasa dantrolénnal gyorsitotta a sebgydgyuléast és javitotta a bor kapillaris
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veéraramlasat.

- A LDF-fel kimutathaté kiilonbséget talaltunk az alkalmazott sebészeti technikak
mikrokeringésre gyakorolt hatasa kozott, ezaltal a mérések 0j perspektivat nyujtanak a
periimplantaris szovetek posztoperativ mikrokeringési valtozasainak monitorozasaban.

- A lagyrészmeg0Orzé technika (STP) jobb posztoperativ mikrokeringési integritast
eredményezett a csokkentett lagyrész technikdhoz (STR) képest.

3. A perioszteum és endoszteum Kkeringése kiterjedt oszteoszintézist kovetoen

- Az els6 human intraoperativ LDF-mérés, ami kimutatta, hogy a hosszu csdves csontok belsd
(endosztedlis) és kiilsé (periosztealis) vérellatasanak iatrogén megsziintetése avaszkularis
aliziilet kialakulasaval jar.

4. Tavoli IPC és gyulladascsokkento szerek hatasanak elemzése

- A tavoli végtagi IPC és a GPC egyarant jelentdsen javitotta a mdj mikrokeringési
paramétereit IR sériilések utan, melyek hatasai a NOX enzimek kozremiikodésével valdsultak
meg. Az IPC csokkentette a NOX2 expresszidjat, ezaltal javitva a szoveti oxigéntelitettséget
¢és a kapillaris keringést, mikdzben a NOX4 expresszidjara nem gyakorolt hatast. Ezzel
szemben a membranstabilizald0 GPC a NOX4 expresszidjanak csokkentésével mérsékelte a
gyulladédsos enzimek aktivitasat és az oxidativ szovetkarosodast, ami a kapillaris véraramlas

¢s az LE-interakciok javulasadhoz vezetett.

Mitokondrialis kutatasok eredményei

5. Mij meleg és hideg IR soran a mitokondrium célzott védelmének lehetdségei bioaktiv
molekulakkal

- Kimutattuk, hogy az IR soran a maj mitokondrialis diszfunkcioja jelentds mértékben a
légzési lanc komplexeinek miikodési zavaraihoz kapcsoldodik. Az IR hatdsira a
mitokondrialis respiracios aktivitas csokkent, kiilonosen az I. komplex aktivitasa, amely az
OxPhos csokkenését eredményezte. A mitokondrialis diszfunkcid kovetkezményeként
megnovekedett szabadgyoktermelés ¢s membrankéarosodas volt megfigyelhetd, ami tovabb
rontotta a maj miikodését.

- A GPC rovid tavu alkalmazésa védelmet biztositott a méjsejtek szamara IR altal kivaltott
sejtpusztulas ellen, mikozben nem befolyasolta negativan az oxidativ stressz mértékét. A

GPC jotékony hatasa kifejezetten az 1. komplex mitokondridlis respiracids aktivitasanak
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fenntartasaban mutatkozott meg, csokkentve a ROS termelést és a gyulladasos valaszokat.

- A CH4 inhaldcidja a meleg IR alatt jelentds védelmet nyudjtott a maj mitokondrialis
diszfunkciodja ellen. Az oxigénfogyasztas és a respiracids kapacitas megmaradt, mikézben a
ROS-termelés csokkent.

- A CHgy-dusitott tartositd oldatok alkalmazasa hideg iszkémiai allapotban javitotta a m4j
transzplantciés eredményeit. A mitokondrialis OXPhos kapacitas megdrzése mellett a Ca®*-
homeosztazis is stabil maradt, ami hozzdjarult a szerv jobb miikodéséhez és kevesebb
sejtkarosodashoz.

6. Sziv IR mitokondrialis kovetkezményeinek enyhitése exogén CH4 adasaval

- A CHj alkalmazasa sziv IR modellben csokkentette az oxidativ stresszt €s a mitokondrialis
ROS termelést. Az I-es komplex aktivitasa jelentésen csokkent, mig a ll-es komplex
aktivitdsa megmaradt, ami jelzi, hogy a CHs képes blokkolni az ETC zavart miikodését. A
szivizomsejtek apoptozisa is csokkent, ami a CH4 védd hatésait bizonyitja a szivben.

- Patkany heterotop szivtranszplantaciés modellben a CHas-dusitott szervtartositd oldatok
alkalmazasa a graft hideg tarolasa soran javitotta annak funkcioit. A mitokondrialis OXPhos
kapacitas meg6rz6dott, és a cytochrome ¢ felszabadulas csokkent, ami a szivizomsejtek
karosodasanak csokkenését eredményezte és Osszességében javitotta a sziv atiiltetési

eredményeit

Trauma és alkoholfogyasztas okozta stressz vizsgalata soran kapott eredményeink

7. A kilélegzett CH2 mint biomarker szerepének vizsgalata traumaban és alkohol okozta
stresszben

- Stirgdsseégi koriilmények kozott elsdként végeztiink dgy melletti méréseket embereken a
kilélegzett CH4 koncentracid vizsgalatara traumaval Osszefliggd vérzésben.

- A magas etanol bevitel atmeneti, jelentds CHs-termelést eredményezett korabban nem CHs-
termeld emberekben, €s hasonldoan magas CHa-termelés figyelheté meg etanolt fogyaszto
patkanyokban, a m4j mitokondrialis diszfunkciojaval 6sszefliggésben.

- A kilélegzett CHa4 szintje szoros kapcsolatban volt a Hb szinttel és a BD értékekkel, jelezve
a potencialis alkalmazhatosagat a vérzéses sokk korai felismerésében.

- A kilélegzett CHs szintjének monitorozasa a vérvesztés és az oxidativ karosodas korai

indikatora lehet, igy eldsegitve a gyors klinikai dontéshozatalt.
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8. Traumas sokk és vérzés prediktiv paramétereinek elemzése

- A jelenlegi és korabbi ATLS-sokkosztalyozasi rendszer egyrant hatékonynak bizonyult a
30 napos mortalitas prediktiv értéke szempontjabol. A vitalis paraméterek (GCS, a BD ¢és az
SBP) fontos prognosztikai értéket képviselnek, mig a HR-valtozas nem mutatott szoros
Osszefliggést a tulélési eséllyel.

- Eredményeink meger6sitik, hogy a kordbbi osztalyozas a gyakorlatban tovabbra is
alkalmazhato, és BD-nek nincs hozzaadott értéke/ nem modosit szamottevoen a mortalitas
becslésén.

- Kimutattuk, hogy a HR nem parhuzamosan emelkedik a sulyosan sériilt vérzé betegek
halalozési aranyaval.

- Eredményeink alapjan a HR valtozésait az ATLS protokollban Gjra kell értékelni, mivel
nem mindig egyértelmiien prediktiv a tilélés szempontjabol, ezért modositasokat javasoltunk
a hipovolémas sokk ATLS osztalyozasaban.

9. A kilélegzett CH4 kimutatasa traumaval 6sszefiiggé vérzésben

- Klinikai vizsgalatunk részeként egy vérzd, sulyos sériilt reszuszcitacigjat és MBT
protokolljat 4 oran keresztiil monitorozva kimutattuk a Hb szintek és a kilélegzett CHa
koncentraciok kozotti Osszefiiggést. A vérkészitmények adasa és a CHs koncentracidk
emelkedése kozotti idobeli osszefliggést is abrazoltuk.

a vérvesztés mértékének becslésére €s a reszuszcitacid dinamikus monitorozasra is.

10. Mitokondrialis diszfunkcié ¢és trauma-indukalt koagulopatia (TIC)
osszefiiggéseinek feltarasa

- Kimutattuk a trombocitak mitokondrialis diszfunkciojanak és a TIC-nek egyiittes
eléfordulasat sulyosan vérzé, traumés betegeknél. A trombocitdk mitokondrialis
diszfunkcidja az OxPhos romlasaban és a Leak respiracid fokozddasaban, a mitokondrialis
H202-termelés novekedésében volt megfigyelhetd, 0sszefliggésben a fokozott véralvadasi
iddkkel és csokkent MCF értékekkel.

- A mitokondridlis diszfunkcio és a koagulopatia kdzotti erds korrelacio aldtdmasztja, hogy a
mitokondrialis mitkddés zavarai szerepet jatszanak a TIC kialakuldsdban, és potencialis

célpontot kinalhatnak a jovébeli kezelési lehetdségek szamara.
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6 OSSZEFOGLALAS

Mikrokeringési kutatasaink soran szamos gyulladasos és IR modellt vizsgaltunk, amelyek
soran a mikrokeringési paraméterek, mint a sebesség, aramlas és a perfiizid heterogenitasa,
érzékenyen reagaltak a gyulladasos allapotokra és az IR-karosodasra. A leukocita-endotélse;jt
interakcidk szintén fontos mutatdi a gyulladasos vélasznak, és ezek valtozésai jol nyomon
kovethetok voltak a kiilonb6z6 kezelések alkalmazasaval.

A kutatas soran szamos uj modellt és vizsgalomodszert fejlesztettiink, amelyek lehetové
tették a mikrokeringési folyamatok pontos mérését €s a kezelések hatékonysaganak
optimalizaldsadt. Ezen modszerek nemcsak a gyogyszerbevitelnél, implantatumok
alkalmazasanal és 0j sebészeti technikak vizsgalatakor, hanem a szovetek életképességének
¢és regeneracios képességének pontos értékelésében is diagnosztikai jelentdséggel birnak.

A diclofenac alkalmazasa a mikrokeringési paraméterek optimalizalasaval javitotta a
gyogyszerhatast és csokkentette a gyulladasos aktivitast. Az EP révén a transzdermalis
gyogyszerbevitel hatékonysaga ndétt, mivel a porusok atmeneti megnyitasa segitette a
segitettek csokkenteni az oxidativ stresszt és javitani a mikrokeringést, kiilondsen a NOX4
aktivitasanak csokkentésével. A CHs alkalmazasa is pozitivan befolyasolta a mikrokeringést,
kiilondsen az IR-karosodas kezelésében.

Ezek az eredmények kiemelik a mikrokeringés szerepét a gyulladdas és regeneracid
szabalyozasaban, ¢és diagnosztikai jelentdséggel birhatnak a gyogyszerbevitel,
implantatumok alkalmazasa €s 0j sebészeti technikdk vizsgalata soran. A mikrokeringési
paraméterek pontos mérése €s optimalizaldsa lehetdveé teszi a szovetek életképességének
objektiv értékelését, amely elengedhetetlen a hatékony kezelési stratégidk kidolgozasahoz,
kiilondsen a gyulladasos és regeneracios folyamatok monitorozasa sordn.

Mitokondrialis kutatasaink soran elsdsorban az IR 4ltal kivaltott mitokondridlis diszfunkcio
mechanizmusait és a kiilonbozo kezelések hatasait vizsgaltuk. Eredményeink szerint az IR
kovetkeztében az ETC miikddése zavart szenvedett, amiben kiilondsen az I-es komplex
szerepe volt meghataroz6. Az I-es komplex aktivitasanak csokkenése alacsonyabb OxPhos-t
eredményezett, mikozben az ETC kapcsoltsaga romlott, ami fokozott szabadgyoktermelést
¢s mitokondrialis membrankarosodast idézett eld. Kutatasaink szerint a szuperoxid-termelést

két f6 mechanizmus iranyitja az I-es komplexben: a flavin- és Q-koté helyek. Emellett az I-
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es komplexbe iranyulé RET fontos szerepet jatszik a szuperoxid képzddésében, amelyet a
magas A¥Ym segit eld, és a szukcinat-felhalmozodas gyors oxidacidja révén szuperoxid
keletkezik.

Az alkalmazott GPC és CHs kezelések kiilonb6z6 mechanizmusokon keresztiil hatnak a
mitokondrialis mukodésre. A GPC képes javitani a mitokondrialis oxigénfogyasztast,
fokozva az OxPhos kapacitast, csokkentve a ROS-termelést és javitva a mitokondrialis
aktivitast mind normoxids, mind anoxids kornyezetben. A GPC emellett befolyasolhatja a
mitokondrialis szuperkomplexek szervezodését €s a redoxkornyezetet is. Ezzel szemben a
CHs kezelés csokkentette a mitokondrialis membranok diszfunkciojat a ROS-termelés
mérséklésével és a mitokondridlis 1égzési aktivitas fenntartasaval. A CHs gatolta a RET
mechanizmusat, és fokozta a bazalis mitokondrialis 1égzést anélkiil, hogy megndvelte volna
a ROS-termelést. Az I-es komplexen torténd elektrontranszport blokkolasaval a CHs
csokkentette a szuperoxid-termelést, kiilondsen a RET soran.

Osszességében megallapitottuk, hogy az I-es komplex aktivitdsanak csdkkenése és a RET
szerepe kulcsfontossagu tényezok az IR altal kivaltott mitokondrialis diszfunkcidoban. A GPC
¢s CHs kezelések pedig igéretes terapias lehetdségeket kinalnak az IR kovetkezményeinek
enyhitésére, csokkentve a szabadgyoOk-termelést és fenntartva a mitokondridlis funkciot.
Klinikai vizsgélataink sordn kiilonb6z6 mérési modszerek alkalmazésaval sikeriilt
feltérképezni a mitokondrialis miitkodés és a klinikai paraméterek kozotti kapcesolatokat. Az
alkohol indukalta metanogenezist a nem-CHs termeld résztvevok korében is sikeriilt igazolni,
jelentds CH4 kibocsatast észlelve a 4 napos alkoholfogyasztas utan, amely a mitokondrialis
diszfunkcioval hozhato Gsszefliggésbe. A kilélegzettt CHa szignifikans emelkedését mértiik,
amely az etanol hatdsira megjelenik, és a mitokondridlis diszfunkcioval kapcsolatban
biomarkerként is szerepet kaphat.

A vérzéses sokk osztalyozasat vizsgald kutatasaink alapjan nem talaltunk szignifikans
kiilonbséget a jelenleg érvényes 9. kiadasu ATLS osztalyozas és a korabbi, csak VS-re
alapozott ATLS osztalyozas kozott, azonban az osztalyozasok alapjait képezd paraméterek,
mint a GCS, BD ¢és SBP fontos prognosztikai értékkel birnak a mortalitas elérejelzésében. A
HR valtozasa nem mutatott szoros dsszefiiggést a tulélési eséllyel, alatimasztva a tachycardia

nem-linearis valaszat a vérzéses sokkban.
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A kilélegzett CH4 szintje és a vérveszteség kozotti 6sszefiiggést egy sulyos sériilt (ISS > 16)
esetében vizsgaltuk. Az kilélegzett CH4 szintje szoros kapcsolatban volt a Hb szinttel és a BD
értékekkel, jelezve azok potencialis alkalmazhatosagat a vérzéses sokk korai felismerésében.
A mitokondrialis funkcidk szintén zavarokat mutattak a TIC esetén, ahol az OxPhos
csokkenése ¢és a mitokondridlis H2Oo-termelés novekedése volt megfigyelheto,
Osszefliggésben a fokozott véralvadasi idokkel és csokkent MCF értékekkel. A mitokondrialis
diszfunkcid és a koagulopatia kozotti erds korrelacid alatdmasztotta, hogy a mitokondrialis
miikodés zavarai szerepet jatszanak a TIC kialakulasaban, és potencialis célpontot
kinalhatnak a jovobeli kezelési lehetoségek szamara.

A kutatas eredményei fontos betekintést nytjtanak a traumés események utani mitokondrialis
mikodés zavaraiba, kiilonos figyelmet forditva a CHs-kibocsatdsra mint potencialis
biomarkerre, valamint a vitalis paraméterek és a mitokondrialis diszfunkcié kozotti
Osszefliggésekre, melyek hozzajarulhatnak a politrauma és a vérzéses Sokk Kkorai

felismeréséhez és kezeléséhez.
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9 KOSZONETNYILVANITAS

Szeretném kifejezni mély halamat mindazoknak, akik az elmult kdzel 20 év soran timogattak,
inspiraltak, €s szakmai segitséget nyujtottak kutatomunkam soran. Kiilondsen halas vagyok
a Szegedi Tudomanyegyetem Sebészeti Mitéttani Intézetének, ahova 2007-ben elsd
gyermekem sziiletése utan keriiltem, az akkor 3 éve tartd ortopédia-traumatologia
szakképzésem megszakitasaval.

Legnagyobb koszonettel Dr. Szabd Andrea Tanarndnek tartozom, aki ¢letem egy kritikus
id6szakaban bizalmat szavazott nekem, annak ellenére, hogy korabban nem volt érdemi
tudomanyos tevékenységem. Lehetdséget adott, hogy PhD-hallgatéként csatlakozzam a
mikrokeringési kutatocsoportjahoz, és nemcsak a kisérletek technikai kivitelezésére tanitott
meg, hanem arra a tudomanyos gondolkodasmodra is, amelynek alapelveit a mai napig
kovetem a kutatdmunka tervezésében és az eredmények értékelésében. Ezért a tanitasaért
orokké halas leszek.

Kiilon koszonetet mondok Boros Mihaly Professzor Urnak, aki lehet6vé tette szamomra,
hogy elméleti intézeti munkam mellett befejezhessem a szakképzésemet, majd a szakvizsgdm
utan parhuzamosan gyakorolhassam orvosi hivatdsomat is. Halas vagyok a Sebészeti
Mitéttani Intézet akkori és jelenlegi munkatarsainak, akik Onzetlen munkajukkal és
tamogatasukkal segitettek.

PhD fokozatom megszerzése (2011) utan visszatértem a Traumatologiai Klinikara, hogy a
szakvizsgdhoz szilikséges gyakorlati idémet megszerezzem, majd megbizasi szerzddéssel
folytattam a munkat. Kis megszakitassal, masodik gyermekem sziiletése miatt, végiil 2021
ota ismét foallasut munkatarsként dolgozom itt.

Halasan koszoném Varga Endre Professzor Ur timogatasat, aki révén bekapcsolodhattam a
klinikai kutatdsokba, és a mai napig fordulhatok hozza kérdéseimmel. Klinikdnk jelenlegi
vezetdjének, Torok Laszlé Tanar Urnak szintén koszonettel tartozom, hogy sziviigyének
tekinti a klinikai kutatasokat és biztos hattérként segiti kutatasainkat, megteremtve ehhez a
sziikséges feltételeket és 1d6t a munkatarsak szamara.

Halaval tartozom PhD ¢és TDK hallgatoimnak, akik nemcsak tanitvanyaim, hanem teljes
értekll kutatotarsaim is voltak. Szerencsésnek érzem magam, hogy ilyen tehetséges, kreativ
¢és szabadon gondolkod6 emberekkel dolgozhattam egyiitt. Kutatdsaim sikeréhez mindig az

0 lelkesedésiik, szorgalmuk és munkajuk jarult hozza.
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Végiil, de nem utolsoésorban, szivbdl készondm csalddomnak, férjemnek, Dr. Rakonczay
Zoltannak, valamint gyermekeimnek, Dorottydnak ¢és Zitanak, akik mindig szeretettel és

odaadassal tAmogattak palydm soran. Nélkiiliikk ez a munka nem valosulhatott volna meg.

A Doktori miiben bemutatott kutatasokat kozvetleniil segité f6bb tamogatasok:

OTKAG60752 (Szab6 A.), OTKA75161 (Boros M);
OTKA109388 (Szabo A), OTKA116689 (Kaszaki J), OTKA 120232 (Boros M)
OTKA FK138839 (Hartmann P); MTA Bolyai Janos Kutatasi Osztondij (2021-2023, Hartmann P); ,MTA
doktora cim megszerzésére sziikséges értekezés megirasanak timogatasara 14 év alatti gyermeket neveld

kutatd szamara” cimmel kiirt 6sztondij (2024, Hartmann P)
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