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ROVIDITESEK JEGYZEKE
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Ama — antimicin-A

Amplex UltraRed — N, N'-diacetil-3, 3'-dimetilbenzidin
aPTT — aktivalt parcialis tromboplasztin id6

ASPI —multiplate teszt arachidonsav hozzadasaval
ATLS — Advanced Trauma Life Support

ATP — adenozin-5'-trifoszfat

AU — tetszbleges mértékegység

AUC — gorbe alatti teriilet

AUC — gorbe alatti teriilet

Bax — bcl-2-like protein

Bcl-2 — B-sejtes limfoma 2

BD — bazis deficit

BSA — szarvasmarha-szérum-albumin (bovine serum albumin)
C/EBP — CCAAT/enhancer binding protein

C/K — karragén/kaolin
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CH4 — metan
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DCFDA — 2',7'-dichlorofluorescein diacetate

ECAR — extracellularis savassag

EDFH — endotélium-eredetli hiperpolarizal6 faktor
EDTA — etilén-diamin-tetraecetsav

eFAST — kiterjesztett fokuszalt ultrahangos vizsgalat traumaban
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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 igényld, 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 (CH4), hatasat. A GPC a
membranok foszfolipid szintézisének kolin-donora, jelentds szerepe van hipoxids
folyamatokban a foszfolipid homeosztazis fenntartasaban. GPC  gyulladasgatlo
tulajdonsagokkal rendelkezik, csokkenti a membrankarosodast a kdzponti 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 korébban biologiailag inaktivnak vélt CHa szerepének vizsgalata a kutatas 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 lehetdségét fokozott
alkoholfogyasztast kovetden 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 mitokondrialis diszfunkcié mechanizmusainak
feltarasa, amely 1) terdpias célpontokat azonosithat az IR karosodasok mérséklésére és a
szoveti regeneracio elosegitésére. Az elemzés ujdonsaga, hogy a gyulladasos reakciok és a
mitokondrialis funkcidzavarok Osszefiiggéseit nemcsak alapkutatasi, hanem klinikai

kornyezetben is vizsgalatuk.
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2 IRODALMI ATTEKINTES
2.1 A mikrokeringés jellemz6i és funkcionalis szerepe

A mikrokeringés a szisztémas keringés része, amely a legkisebb, 5—100 um atmérdji ereket
— arteriolakat, kapillarisokat és venulakat — foglalja magaban [1]. A mikrokeringés
kulcsszerepet jatszik az oxigén ¢és a tapanyagok széllitdsdban a vérbdl a szovetek
parenchimalis sejtjeihez, valamint az anyagcsere végtermékeinek eltavolitdsaban. Az oxigén
passziv diffuzidval jut el a sejtekhez, ahol az energiaigények kielégitését és a megfeleld
miikodést biztositja [2]. Emellett a mikrokeringés szabalyozza az oldott anyagok cseréjét az
intravaszkularis és szoveti terek kozott, igy hozzajarul a hormonok, tdpanyagok, valamint az
immunrendszer és a hemosztazis szempontjabdl fontos tényezok szallitasahoz [3].

Az oxigén szallitasa a vérben két formaban torténik: hemoglobinhoz (Hb) kétédve (oxiHb)
¢és oldott allapotban a plazméban. Azokon a teriileteken, ahol az oxigén parcialis nyomasa
(pO2) csokken, a Hb oxigén iranti affinitdsa is mérséklédik, megkonnyitve az oxigén
diffundal6 oxigén sugariranyban akar 100-200 pum-es szoveti tavolsagot is képes elérni [2].
A sejtekben az oxigén a mitokondrialis elektrontranszport-lancban (ETC) vesz részt, ahol
oxidativ foszforilacié (OxPhos) révén ATP keletkezik. fgy a mikrokeringés kulcsszerepet
jatszik az ATP-termelés fenntartdsaban, az oxigén folyamatos és megfeleld széllitasaval a
sejtek igényeinek megfelelden [4].

A mikrokeringés artérids szakaszanak hagyomanyos szerepe az érellenéllas szabalyozasa,
valamint a metabolikus igények €s a véraramlas 0sszehangolasa. A szabalyozas az arteriolak
amelyet helyi és idegi mechanizmusok iranyitanak [5,6]. Az érfal atmérdjének modosulasa
hidrodinamikai ellenallast eredményez, amelyet a nyomdscsokkenés és a térfogataram
aranyaban hataroznak meg, ami nagyjabol megfelel Poiseuille torvényének. Példaul ha egy
érszegmenst kétszeresére tagitunk, az ellenallas koriilbeliil 16-szorosara valtozik. Nem
meglepd, hogy az arterioldkban, ahol a nyomaskiilonbség a legnagyobb, egyben az a tertilet
is, ahol az aktiv atmérévaltozasok a legjelentésebbek. Az érfal atméréjének csokkenése

megvédi a érrendszer kovetkezd szakaszat a nyomas akut emelkedésének karos hatdsaitol,
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megeldzi a tulzott véraramlast a perfundalt szovetek felé, és fenntartja az aramlési tartalék
kapacitasat [7]. Az érrendszeri tonus modulatorai kozé tartozik a sejtek kozotti elektromos
kapcsolodas és az endotélium altal termelt anyagok (példaul nitrogén-monoxid (NO),
prosztaciklin, endotélium-eredetii hiperpolarizal6 faktor (EDHF), endotelin-1, és tromboxan
A2), amelyek az endotélréteg alatti simaizomsejtekben ellazulast vagy 6sszehuzodast idéznek
el6 [8,9]. Az artérias szakaszt kovetden a kapillaris halozat nagy felszini teriilete és az
izolacidt biztositdé simaizomsejtek hidnya lehetévé teszi, hogy ezek az endotélium altal
termelt mediatorok athatoljanak a kapillarisokat hataroldé parenchimalis sejtekbe, igy a
mikrokeringés kozvetlen hatast fejt ki a szovetekre. A vaszkuldris parakrin szabalyozas
magyarazatot adhat az endotélium altal termelt anyagok sokfé¢leségére, amelyek hasonlo
mértékll értagulatot idéznek eld, ugyanakkor lehetové teszik a helyi szoveti valaszok széles
skalajat. Ezek kozé tartozik a sejtek proliferacioja, fibrozisa, apoptdzisa és trombozisa [8,9].
Ez a szabdlyozdsi mechanizmus nemcsak a szdveti metabolikus jelekre véalaszolva
befolyasolja az dramlést, hanem forditva is: a mikrokeringés altal felszabaditott mediatorok
révén a helyi szoveti valaszokat is modulalja. Példaul az endotélsejtek altal, &ramlés hatasara
felszabaduld6 NO diffunddl a parenchimalis sejtekbe, ahol gatolja a mitokondridlis
metabolizmust, csokkenti a ROS termelését, és gyulladascsokkentd hatast fejt ki [10]. A
parakrin hatas kétiranyu: a luminalisan felszabaduld NO gétolja a trombocitaaktivaciot és az
adhézios molekulak kifejezodését, ezzel megeldzve a trombozist és az érfali gyulladast [10].
A mikrokeringés vizsgalatahoz kulcsfontossagu azoknak a paramétereknek a meghatarozasa,
amelyek befolyasoljak a perfuziot, és kozvetlen hatéssal vannak a szovetek oxigénellatasara.
Ilyenek példaul a Kkapillaris stiriség, az atjart kapillarisok aranya, a vordsvérsejtek
aramlasdnak sebessége, valamint a vér viszkozitdsdnak dinamikus véltozéasai. A csokkent
kapillarisstiriség példaul az oxigén diffizios tavolsaganak megnovekedését eredményezi,
amelynek kovetkeztében a szovetek oxigénfelvétele csokken, ez pedig gyulladidshoz és
szoveti hipoxidhoz vezet [11]. A mikrokeringés masik fontos paramétere a vordsvérsejtek
aramlésdnak sebessége, amely szintén kulcsfontossagli szerepet jatszik az oxigén
szallitasaban. A vOrdsvérsejtek aramlasi sebessége nem egyenletes a kapillarisokban; a
mikrokeringésben az aramlds fokozatosan lelassul (Féhraeus-Lindqvist effektus), és ennek
kovetkezményeként a vorosvérsejtek az dramlas tengelyéhez kozel aggregalddhatnak, mig a

sejtmentes zondk szélesedhetnek, ami csokkenti az érfalra kifejtett hidrodinamikai ellenallast.
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A fokozott aggregacio €s a csokkent deformabilitds mikrokeringési diszfunkciohoz, és ezzel
egyiitt a szoveti perfuzid csokkenéséhez vezethet [12].

A fenti mikrokeringési paraméterek onallban még nem hatidrozzdk meg egy adott szdvet
mikrokeringését, mivel az is lényeges, hogy a szoveti térfogatban a keringés mennyire
homogén. A mikrokeringési elégtelenség egyik legjellemzobb jele a véraramlas
heterogenitdsa, amely azt jelenti, hogy a perfundalt és nem perfundalt kapillarisok eloszlasa
az adott szovetben nem egyenletes. Ez az oxigénkivonas hatékonysaganak csokkenéséhez és
hipoxias zoénak kialakulasdhoz vezethet, még akkor is, ha a szerv teljes véraramlasa
megmarad [13]. Ezen valtozasok kulcsszerepet jatszanak a szervi diszfunkcio kialakulasaban.
Szamos kutatas is Osszefliggést mutatott ki a mikrokeringés heterogenitasa és a szervi
diszfunkcio kialakulasa, illetve a mortalitas kozott [13-15]. Ebbol adodik, hogy
mikrokeringési zavarok akkor is el6fordulhatnak, ha a szisztémas hemodinamika még a
kielégité hatarértékeken beliil van. A perfuzid6 heterogenitdsa az oxigenizacio
heterogenitasaval is egyiitt jar [16,17]. Mi tobb, a heterogén perflizié6 6nmagaban stilyosabb
oxigénellatasi problémakhoz vezethet, mint a homogén modon csokkent perfizio [16-18].
Szepszisben szenvedd betegeknél kimutattdk, hogy a perfuzidé heterogenitdsa szorosabb
Osszefliggésben all a beteg kimenetelével mint a véraramlasi sebesség [13]. A mikrokeringési
valtozasok vizsgalata soran ezért elengedhetetlen, hogy a monitorozasra hasznalt technika
képes legyen feltarni a szoveti perfuzio és oxigenizaciod heterogenitasat.

Korabbi IVM-el végzett vizsgalatok kimutattdk, hogy a mikrokeringés az IR kéarosodas egyik
6 célpontja [19]. A mikrokeringési sériilés a parenchimalis karosodas el6tt jelentkezik, és
annak hatterében az iszkémia soran fellépd mikrokeringési perfuzié hidnyabol adodo
masodlagos hipoxia (,,no-reflow”), valamint a reperfuzidhoz kapcsolddoé gyulladasos valasz
all, amely magaban foglalja a polimorfonuklearis neutrofil sejtek (PMN-ek) aktivalodasat
(,,reflow-paradoxon”). A mikroerekben fellépd ,,no-reflow” jelenség az endotél duzzanata és
intravaszkularis hemokoncentracio kovetkezménye. Az iszkémia alatt ugyanis a vér
viszkozitasa emelkedik, ¢és a vorosvérsejtek deformabilitdsa csokken, ami fokozott
soran pedig a gyulladdsos citokinek és gyorsan felszabadulo ROS (példaul szuperoxid
anionok) oxidativ stresszt okoznak, amelyek stulyosbitjdk a vorosvérsejtek karosodasat, és

ezaltal tovabb rontjak a mikrokeringés allapotat [20].
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A mikrokeringési diszfunkcido egyik tovabbi jele IR-ben a fokozott leukocita-endotél
interakciok jelenléte [21]. A gyulladasos valasz soran a PMN-ek aktivalodnak, és fokozottan
tapadnak az endotélsejtekhez, ami a kapillarisokban a vér aramlésanak lassuldsdhoz vezethet.
A folyamat kezdetén a ROS altal kozvetitett endotélkarosodas kovetkezik be, és a
sérilt/aktivalt endotélsejtek kemotaktikus anyagokat termelnek, mint példaul trombocita-
aktivalo faktort, leukotrién B4-et és kemokineket, amelyek eldsegitik a PMN-ek mozgasat.
A gordiilést (angolszasz irodalomban rolling) a szelektinek kozvetitik, amelyek szénhidrat-
szerl strukturak az endotélsejtek és a leukocitak felszinén [22]. Ezt kovetben a leukocitak
adhézios ereje megerdsodik, amely a szilard tapadasukhoz (sticking) vezet az endotéliumhoz.
Ebben a fazisban a PMN-ek levetik L-szelektinjiiket, és helyette novelik a B2 integrinek
(CDI11a,b,c/CD18) expresszidjat. Ezek az integrinek kapcsolatba 1épnek az endotélsejtek
ligandumaival, példaul az intercellularis adhézios molekula-1-gyel (ICAM-1), er6s adhézios
kolesonhatéast kialakitva létrehozzak a kitapadast. Végill a PMN-ek transzmigracioja
kovetkezik be, amelynek tipusosan az endotélsejtek hatarainal torténik [23]. A tézis
kisérleteiben a mikroerek direkt abrazolasara alkalmas [IVM-el végeztiik a leukocita-endotél
interakcidk vizsgélatdt, ami kivadlo modszer a PMN-ek és az endotélréteg kozotti

kolcsonhatasok kimutatasara és kvantifikalasara [24].
2.1.1 A mikrokeringés monitorozasa

A mikrokeringési véraramlas valtozasait szamos betegségben azonositottak, beleértve az
égési sériiléseket, a sulyos traumakat, a miitétek soran eléforduld IR karosodast, a szepszist
és a tobbszervi elégtelenséget is [14,25,26]. A jelenlegi kutatasok mar ezen valtozasok
klinikai kovetkezményeire Osszpontositanak [27,28], valamint az alkalmazott terapiak
hatasait vizsgaljak [28,29], amihez sziikséges a mikrokeringési valtozasok monitorozasanak
lehetdsége.

A mikrokeringés intraoperativ monitorozasa kiilondsen fontos nagyobb sebészeti
beavatkozéasok, példaul hasi miitétek esetén, mivel lehetévé teszi a szoveti oxigénellatas és
véraramlas valds idejii kovetését, ezaltal minimalizadlva a posztoperativ komplikaciok
kockézatat. Példaul laparoszkopos szigmoid resectio soran a bél serosalis mikrokeringésének

finom valtozasai kimutathatok a késébb részletezésre keriilé Sidestream Dark Field (SDF,
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oldaliranyt s6tét mezds) technikaval, amely segithet a nem ¢életképes bélszakaszok
azonositasaban [30]. Ezen kiviil a bél IR karosodasanak monitorozasa is kulcsfontossagu,
mivel ez a jelenség szdmos sebészeti beavatkozas sordn megfigyelhetd szovodményként,
kiilonosen szivsebészeti beavatkozasok, szervatiiltetések vagy nagyér-mitétek alkalmaval
[31]. A bél mikrokeringésének nyomon kovetése torténhet indirekt modszerekkel, mint a
mikrodializis vagy tonometria, amelyek a szoveti anyagcsere, pH és metabolitok szintjét
mérik. Azonban ma mar elérhetdek olyan 4gy melletti technikék is, amelyek a mikrokeringés
direkt vizualizalasara alkalmasak, lehetOséget biztositva ezzel az IR altal okozott szdveti
karosodasok korai felismerésére és kezelésére [31]. Intraoperativ mikrokeringési
monitorozast végeztek mar idegsebészeti beavatkozdsokndl is, példaul aneurysma
eltavolitasa soran a hiperkapnia okozta vasospazmus agyi hatasait vizsgalva [32], valamint
lebenyhatarok meghatarozasara [33]. Tovabba, peritonealis metasztazisok angiogenezisének
¢és mikroszerkezetének vizsgalata is torténhet ilyen modon [34].

Kiilondsen nagy jelentdséggel bir az intraoperativ mikrokeringés monitorozasa a tumor
sebészetben. A normal szovetekhez képest a szolid tumorok gyakran kaotikus és rendezetlen,
heterogén mikrovaszkularis halozatot alakitanak ki [35]. E kiilonbségek kiilonboz6
daganattipusok kozott, s6t ugyanazon daganaton beliil is jelentések lehetnek, mikdzben az
egészseéges errendszer jellemz6i megmaradnak, hogy biztositsak az optimalis sejtmiikddést
[34,36]. A mikrokeringési monitorozas igy segithet a tumor rezekcios szélének pontos
meghatarozasaban, lehetdvé téve az egészséges €s tumoros szovetek hatarainak elkiilonitését
[37].

A stlyos sériiltek ellatdsa szinte minden esetben kapcsoldodik az intenziv terapids
osztalyokhoz, ahol a mikrokeringési paraméterek folyamatos kovetése tdmogatja a betegek
allapotanak stabilizalasat. Szepszis, sokk vagy sulyos vérvesztés esetén a mikrokeringés
gyorsan karosodhat, ami szoveti hypoxidhoz vezethet [14]. Ilyen helyzetekben az IR
kovetkeztében fellépd kapilléris perflzidzavar és gyulladas tovabb ronthatja a beteg allapotat.
A monitorozas nemcsak sebészeti tipusu korképekben, hanem belgyogyaszati betegségek
diagnosztikéjaban és kezelésében is kiemelten hasznos. Autoimmun betegségek, mint példaul
a szisztémas szklerdzis vagy a Raynaud-szindréma esetében a jellegzetes kapillaris-eltérések

diagnosztikai értékiiek, és kapillaroszkopiaval jol nyomon kovetheték [38]. Hasonloképpen,
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gyulladasos folyamatok soran a mikrokeringés korai valtozasai mar a szoveti karosodasok
kialakulasa el6tt kimutathatok, ami Ilehetdséget teremt a gyulladasos folyamatok
intenzitdsanak kovetésére és a kezelés hatékonysaganak ellendrzésére. A diabéteszes 1ab és
kronikus sebgydgyuldsi problémak esetében a mikrokeringési zavarok pontos felmérése
segiti a célzott kezelések megtervezését és az eredmények értékelését [39].

A mikrokeringési vizsgalatok fejlédése tobb évtizedes kutatds eredménye, €s szamos modszer
kifejlesztését eredményezte, melyek célja a kiserek és a mikrokeringés, valamint a szdveti
perfuzio vizsgalata. Az alabbi 6sszefoglaldo bemutatja a mikrokeringés direkt vizsgalatara
alkalmas fébb modszereket a kialakulasuk sorrendjében, roviden attekintve a technologiak

alapjat és klinikai alkalmazhatdsagukat.

2.1.2 A mikrokeringési vizsgalomodszerek fejlodése

Az egyik legrégebbi mikrokeringési vizsgalati modszer a kapillaroszkopia, melynek elsd
leirdsai az 1900-as évekre tehetdk. A modszer sordn a bor felszini kapillarisainak
Az elsd kapillaroszkopok, amelyek a 20. szdzad elején jelentek meg, egyszerii optikai
rendszereket hasznaltak, egy lencsét és egy fényforrast tartalmaztak, amely megvildgitotta a
vizsgalt teriiletet. A kapillarisok képe a lencsén keresztiil keriilt megfigyelésre, lehetdveé téve
a kapillarisok atméréjének, elagazasainak és a véraramlas sebességének vizsgalatat[40]. A
kapillaroszkopok fejlédése sordn a technoldgia folyamatosan fejlédott, és a modern
kapillaroszkopok, mint példaul a videokapillaroszkopok (kézi vided kapillaroszkopia (HVM)
¢és a koromagyi video kapillaroszkopia (NVC), digitalis képfeldolgozast és nagyobb nagyitast
kinalnak, lehetévé téve a részletesebb elemzést [41]. A kapillaroszkopia kiilondsen hasznos
a reumas megbetegedések, mint példaul a szisztémds szklerdzis és a Raynaud-jelenség
diagnosztizalasaban, mivel a kapillarisok morfologiai valtozasai korai jelei lehetnek a
betegség progresszidjanak [40]. A kapillaroszkopia lehetdvé teszi a kapillarisok stirtiségének,
a megakapillarisok jelenlétének és az avaszkularis teriileteknek az azonositasat, amelyek
fontos informaciokat nytjtanak a betegség allapotarol és a kezelés hatékonysagarol [42].

Az 1980-as években az IVM megjelenése 0j perspektivat nyitott a mikrokeringési
kutatasokban, mert kozvetlen vizudlis informacidt nyujtott a mikrovaszkularis folyamatokrol,

példaul a leukocita-endotél interakciokrol és a szoveti gyulladasok dinamikajardl. A technika
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soran a szdvetet egy specifikus hulldmhosszusaga fényforrassal, példaul higanygdz-lampaval
vagy lézerrel vilagitjadk meg. Ez a gerjeszto fény elnyelddik a mintdban talalhat6 fluoreszcens
molekulak altal, amelyek igy magasabb energiaszintre keriilnek. A gerjesztett molekuldk
rovid 1d6 utan visszatérnek alacsonyabb energiaszintjiikre, mikozben hosszabb hullamhossz
(alacsonyabb energidju) fényt bocsatanak ki. A visszavert fényt egy mikroszkop segitségével
rogzitik, lehetévé téve a kapillarisok, arteriolak és venulak részletes vizualizalasat [43].
Fluoreszcens festékekkel, mint példaul a rhodamin és a fluorescein, kiilonb6z6 sejttipusok és
biologiai reakciok vizualizaldsara van lehetdség. A rhodamin kiilondsen hasznos a
fehérvérsejtek, példaul a PMN-ek megjelolésére, lehetévé téve a leukocita-endothélsejt
interakciok megfigyelését. Ezen interakciok megértése kulcsfontossagu a gyulladéasos
reakciok és a mikrokeringési zavarok tanulmanyozasaban [23]. A fluorescein, mas néven
fluorescein izotiocianat (FITC), gyakran alkalmazott festék a vordsvérsejtek megjeldlésére,
amellyel nyomon kovethetd a vordsvértestek mozgasa a mikrokeringésben, sebességet €s
kapillaris perfiziot lehet &ltala mérni, ami fontos informaciokat nyujt a szoveti
oxigénellatottsagrol és a gyulladdsos folyamatokrol. A modszer limitacidja az invazivitésa,
tobbnyire sebészi preparalast igényel, hogy a vizsgalt szovethez hozzéaférjenek, masrészt a
fluoreszcens anyagok hasznalata nem teljesen veszélytelen. A fluoreszcens anyagok
hasznalata soran fototoxicitds és a fotobleaching fordulhat eld, amelyek karosithatjak a
szOveteket ¢és torzithatjdk az eredményeket. A szoveteknek kiilonb6zé mértéki
autofluoreszcencidjuk is van a természetesen eldéfordulé fluoreszcens molekuldk
(fluoroférok), példaul nikotinamid-adenin-dinukleotid (NADH) és flavin-adenin-dinukleotid
(FAD) mennyiségétol fliggden, ami zavarhatja a vizsgalatot [44]. Ezen kiviil a fluoreszcens
festékek alkalmazasa szigort validaciot igényel, hogy biztositsdk a biztonsagos ¢és
megbizhaté haszndlatot emberi alanyok esetében, ami korlatozhatja a technika
alkalmazhatdsagat a klinikai gyakorlatban. Mindezek miatt az IVM megfigyelések tobbnyire
allatkisérletes modellekben nyujtanak részletes adatokat a mikrocirkuldcié mechanizmusair6l
[6].

Ezek a hatranyok részben kikiiszobolhetdk az ortogonalis polarizacios spektralis
képalkotassal (OPS), ami a mikrokeringés vizsgalatara egy nem-invaziv képalkoté modszer.
A vizsgalt szovetet linearisan polarizalt fénnyel vilagitjdk meg, majd a visszavert fényt

specialis sziir6k segitségével detektaljak. Ez a megkozelités lehetdvé teszi a Hb-ban gazdag
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struktarak, példaul a mikroerek részletes megjelenitését, anélkiil hogy kontrasztanyagra lenne
sziikség, akar 2-3 mm-es szovetmélységig. A modszer képes a mikrokeringési paraméterek,
példaul a vordsvérsejtek aramlasi sebességét, a kapillaris stiriséget €és a mikrovérkeringés
permeabilitasat valos idoben vizsgalni [45].

Az SDF szintén a Hb fény abszorpcidjan alapuld vizsgalat, fliggetleniil annak
aramlasi indexének (MFI) kvantitativ elemzésében [46]. Az SDF technologia stroboszkdpos
LED gytris vilagitast hasznal, a szovetekbe iranyitott fény impulzusokat general, amelyeket
a Hb tartalma mikrovérerek visszavernek, igy lehetévé téve a mikrokeringési struktarak és
dinamikak részletes vizsgalatat.

Az SDF-képalkotast az OPS-el valdé Osszehasonlitas soran a kapillarisok atmérjét és a
vorosvértestek sebességét tekintve azonos kvantitativ eredményeket kapunk. A vénas
kontraszt, ¢élesség és a képmindség is azonos OPS és az SDF képalkotds esetében. A
kapillarisok kontrasztja és képmindsége azonban szignifikdnsan magasabbnak bizonyult az
SDF-képalkotas alkalmazéasaval. Mindkét mddszer nem invaziv jellege miatt alkalmazhat6 a
klinikumban, ¢és képesek a mikrokeringés heterogenitdsanak kimutatdsara, akar egy
heterogenitasi index megadasaval is, amely az MFI értékekbdl szamithato ki [47]. A
vizsgalatot gy melletti, valos idejii, s6t, intraoperativ koriilmények kozott is elvégezhetjiik,
igy lehetévé téve a gyors klinikai dontéshozatalt [[31] [48]. A legnagyobb szakirodalmi
hattere a kritikus allapott, intenziv osztalyon kezelt betegek szublingualis mikrokeringésének
vizsgélatanak van, mely a betegség progndzisdnak meghatarozasara, valamint a terapids
beavatkozasok hatékonysaganak jellemzésére is alkalmasnak bizonyult [49]

Az LDF az 1970-es években jelent meg, és egyszeriisége valamint relativ olcsésaga miatt
egyike a legelterjedtebb keringés vizsgaldo modszereknek. Az el6z6 modszerekkel
ellentétben, bar a keringés kozvetlen vizualizalasara nem alkalmas, lehetové teszi egy adott
szoveti térfogatban a véraramlas valos idejii mérését [50]. A modszer a Doppler-effektuson
alapul: a Iézersugar a mozgd vorosvértestekrol visszaverddve frekvenciavaltozast idéz eld,
amely alapjan a vérdramlas sebessége meghatarozhat6. A modszer altalaban a felszini
szovetekben, koriilbeliil 1 mm3-es térfogatban méri a mikrokeringést, bar a pontos mérési

mélység és térfogat fligg a szovet tipusatdl és a hasznalt eszkodz specifikécioitol. Elsdésorban

crer
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A 1990-es években megjelent Laser-Speckle Contrast Imaging (LSCI, 1ézeres szorddasi
kontrasztalapu képalkotds) a lézeres technoldgiat fejlesztette tovabb azaltal, hogy
kétdimenzids, valds idejli perfuzios képeket nyujtott. Az LSCI az optikai szoérodasi
mintdzatok elemzésével nemcsak gyors, hanem kvantitativ adatokkal is szolgalt a perfuzio
mértékérdl, ami kiilondsen hasznos a neurologiai és kardiovaszkularis teriileteken [52].

A 2002-ben bemutatott O2C (Oxygen to See, LEA Medizintechnik GmbH) technoldgia a
1ézer Doppler ¢és a fehér fény spektroszkopia 6tvozete. A 1ézer Doppler technika lehetévé
a relativ Hb-szintnek a meghatarozasara szolgal [53]. A fehér fény spektroszkopia a
Lambert-Beer torvényen alapul, amely a fény abszorpcidjat és szorddasat vizsgalja a
szovetekben [54]. Az O2C technoldgia tehat egyesiti e két mddszer eldnyeit, lehetové téve
a szoveti perfuzid és oxigénellatottsadg pontos és megbizhatd mérését, amely kiilondsen

hasznos lehet a sebészeti beavatkozasok soran, példaul szabad lebenyek monitorozéasanal
[55].

szoveti oxigénszaturacid (StO2) monitorozasa valt elérhetévé. A NIRS az elektromagneses
spektrum 800-2500 nm kozotti tartomanyat hasznalja. Alapelve, hogy a szovetek kiilonb6z6
mértékben nyelik el a kozeli infravords fényt, ami lehetévé teszi a szovetek
oxigénellatottsaganak ¢€s vérkeringésének valds idejli monitorozasat. A vizsgalat soran a
kozeli infravords fényt a szovetekre iranyitjak, ahol az kiilonb6z6 mértékben nyelddik el a
Hb és mas kromoforok altal. Az elnyelédés mértéke fiigg a Hb oxigénnel valo telitettségétol,
igy a visszavert vagy ateresztett fény spektralis elemzésével meghatarozhaté a szovetek
oxigénszintje. Mivel a modszer non-invaziv mddon méri a szovetek oxigénszintjét,
kiilondsen hasznos az intenziv terapidban és sebészeti kornyezetekben, mivel segiti a hypoxia

és perflzids zavarok gyors felismerését [56].
2.1 Mitokondriumok és funkcionalis vizsgalataik

A mitokondriumok a sejtek energiatermeld kozpontjai, amelyek az OxPhos révén biztositjak
az ATP-termelést. Az ATP kulcsfontossagl a sejtek normalis miikodéséhez, kiilondsen a

stresszhelyzetekben, mint példaul trauma és IR esetén. Ismeretes, hogy iszkémia sordn az
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oxigén- ¢€s tapanyagellatas megsziinése csokkent ATP-termelést okoz, ami sejtmiikddési
zavarhoz ¢és ionhaztartasi egyensulyvesztéshez vezet. A mitokondriumokban bekdvetkezd
anyagcserezavarok miatt mar az iszkémia alatt kdrosodas alakul ki. Reperfuzidban viszont az
oxigénellatas helyreallitdsakor a hirtelen megndvekedett oxigénszint intenziv ROS-termelést
indukal [57-59] A ROS kozvetleniil karositja a mitokondriumok fehérjéit, lipidjeit és DNS-
ét, ami tovabb stlyosbitja a sejtkarosodast. A mitokondriumokbdl kiszabaduld fehérjék,
példaul a citokrom-c, az apoptdzis kaszkadjat inditjak el, amely sejthaldlt eredményezhet
hozzajarulva a szovetkarosodashoz. A trauma soran a sejtek belsé kalcium (Ca?")
koncentracioja megemelkedhet, ami tulterheli a mitokondriumokat, és hozzajarul a
mitokondrialis permeabilitasi tranziens porusanak (mPTP) nyitasahoz [58]. Ez a folyamat a
mitokondrialis membranpotencial (A¥m) elvesztéséhez és szintén sejthalalhoz vezethet.

A mitokondridlis bels6 membranjaban talalhato ETC négy komplexbdl (I, IL, III, IV), egy
lipid komponensbdl (ubikinon), valamint a hem-csoportot tartalmaz6 citokrom c¢ fehérjébol
all (1. abra). Miikddése soran a szubsztratokbdl szarmazo elektronokat tovabbitja a végsd
elektronakceptor, az oxigénmolekula felé, mikdzben az ioncsatornaként is funkcionalo
komplexeken (I, 11, 1V) keresztiil protonokat pumpal ki a matrixbol az intermembran térbe
[60]. Az igy kialakulo protongradienst az ATP-szintaz hasznositja az ADP ATP-vé
alakitdsdhoz a bels6 membran matrix fel6li oldalan. A 1égzési lanc komplexei nem
kiilonalldan mitkdnek, hanem szuperkomplexeket alkotva novelik az elektrontranszport

hatékonysagat [61]
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1. dbra. A mitokondridlis ETC miikddése. Az elektronok nagy energiaju, redukalt molekulakbol, példaul NADH
és FADH:-bdl szarmaznak, és lépcsdzetesen haladnak végig a lancon. E kozben az egyes komplexek
oxidalodnak vagy redukalodnak, ahogy az elektronok atadodnak egymasnak. Az elsé 1épésben a Komplex |
(NADH-dehidrogenaz) az NADH-t6l elektronokat vesz fel, ami oxidacioval jar, igy NADH-bol NAD* alakul.
Az elektronok ekozben atkeriilnek a koenzim Q-ra (ubikinon), amely redukalodik. A kovetkezd 1épésben a
Komplex Il (szukcinat-dehidrogenaz) a FADH:-t6l elektronokat vesz at, mely oxidacioval FAD-ra alakul, és az
elektronok ismét a koenzim Q-ra (CoQ keriilnek. A koenzim Q tovabbitja az elektronokat a Komplex I11-hoz
(citokrom bel komplex), ahol az elektronokat tovabbitja a citokrom c felé, mikdzben protonokat pumpal at a
mitokondrialis membranon. Végiil a Komplex 1V (citokrom ¢ oxidaz) veszi fel az elektronokat, amelyeket
molekularis oxigén (O2) fogad, igy oxigén redukaldodik vizzé (H20). Az elektronok aramlasa az ETC-n keresztiil
lehet6vé teszi a protonok pumpalasat a mitokondrialis membranon, ami a protongradiens kialakitasahoz vezet,
és végso soron sziikséges az ATP szintézis¢hez. ETC: elektrontranszportlanc, NADH: nikotinamid-adenin-
dinukleotid, FAD: flavin-adenin-dinukleotid.

A mitokondridlis funkciok vizsgdlata sordan az oxigén- és szubsztratfelhasznalas
fliggvényében kiilonb6z6 metabolikus allapotokat lehet azonositani [62]. Az 1. allapot (State
I) a mitokondriumok nyugalmi allapota, amelyben az oxigénfogyasztds minimalis, és a
protonok nem pumpalédnak az intermembran térbe. Ez a mitokondrialis 1égzés alapvetd
kiindulopontja, amely lehet6vé teszi a késdbbi allapotok elérését, példaul a I1. allapotét (State
I1) [63]. Ebben az allapotban a mitokondriumok ugyan oxidaljak a szubsztratokat, de nem
termelnek ATP-t; a protonok felhalmozodasa az intermembran térben a A¥Ym stabilitasat
eredményezi. Ez egyfajta nyugalmi fazis, amely a késobbi ATP-termelés eléfeltétele [64]. A
legismertebb és legaktivabb szakasz a III. allapot (State I1I), amely megegyezik az OXPhos
folyamataval. Ekkor az ATP-termelés aktivan zajlik: a mitokondriumok intenziven oxidaljak
a szubsztratokat, mikdzben a protonok a mitokondridlis membranon keresztiil
visszaaramlanak a matrixba, lehetévé téve az ATP-szintaz szamara az ATP eléallitasat [65—

67]. A IV. allapot (State IV) a mitokondriumok un. , Leak” 1égzése (protonszivargasos
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1égzés), mely soran nem torténik ATP szintézis, a protonok az ETC éltal 1étrehozott
elektrokémiai gradienst megkeriilve szivarognak vissza a mitokondrium matrixaba. Az
OxPhos ¢és a Leak légzés ismeretében kiszdmithatjuk a mitokodrium kapcsoltsagi
hatékonysagat kifejez0 OxPhos/Leak aranyt, amit légzéskontroll-aranynak is neveznek
(RCR). OxPhos soran jellemzéen magas az RCR, amely a mitokondriumok hatékony
energiaatalakitd képességét tiikkrozi. Ezzel ellentétben a Leak allapot jellemzdje a csokkent
RCR ¢s a fokozott hdtermelés, mivel a protonok aramlasa mar nem jar ATP-termeléssel
[59,68,69]. Végiil az V. allapot (State V) a mitokondrialis membran permeabilitasanak
novekedése kovetkeztében alakul ki, amely a protonszivargas fokozddasaval tovabb
csokkenti az RCR-t. Ebben az allapotban a mitokondriumok mar nem képesek hatékonyan
fenntartani a A¥Ym-t, ami sulyos sejtmiikodési zavarokhoz vezethet [62,70—73].

A mitokondridlis funkciok vizsgalata kulcsfontossdgi a sejtek energiaellatdsanak
megértésében, valamint a diszfunkcidok felismerésében és terdpias célpontjainak
azonositasaban. Pontos monitorozasuk nemcsak alapkutatasi, hanem klinikai szempontbdl is
lényeges, mivel a korai eltérések felismerése hozzéajarulhat a betegségek diagnosztikdjahoz
¢s kezeléséhez. A mitokondridlis vizsgalomodszerek fejlddése az elmult évtizedekben
forradalmasitotta az orvosi és biologiai kutatdsokat. A kiilonb6zd technikak eltérd
szempontok szerint vizsgaljak a mitokondrialis aktivitast, az OxPhos-t, az oxigénfogyasztast,
a ROS-termelést és a AYm-t. Az alabbiakban a mitokondrialis kutatdsokban leggyakrabban
-alkalmazott modszereket mutatjuk be, torténeti sorrendben.

A Clark-féle elektroda volt az elsé olyan eszkoz, amely lehetové tette a mitokondrialis
oxigénfogyasztas kozvetlen mérését. Leland C. Clark altal kifejlesztett amperometrikus
elektrédot 1962-ben mutattak be, amely a polarografiai elvén miikddik, €s lehetdvé teszi az
oxigén folyamatos, valos idejii mérését [74]. Az eszk6éz miikodése azon alapul, hogy az
oxigén egy membranon keresztiil diffundalva a platina katédon redukélodik, mikdzben a
stabilitdsa érdekében az elektroda eziist anodot és kalium-klorid oldatot hasznal, amely
biztositja az ionvezetést. Az els6 alkalmazasok kozott szerepelt a szoveti oxigénszint mérése,
kiilonosen sebészeti beavatkozasok és sziv- és érrendszeri kutatdsok soran [75]. A
mitokondrialis vizsgalatok terén a Clark-féle elektroda a 1970-es évektdl kezdve valt széles

korben alkalmazottd, mivel képes volt mérni a mitokondriumok oxigénfogyasztasat,
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hozzajarulva a mitokondrialis bioenergetika és a sejtlégzés megértéséhez [76]. A modern
mitokondrialis respirometrias eszkozok koziil az Oxygraph-2k és a NextGen-O2k
(Oroboros), amelyek 2002 ota elérhetok, a magas felbontasi respirometria (HRR)
valtozasat (fluxusat) is képesek mérni, ami kulcsfontossdgi a mitokondrialis 1€gzési kapacitas
értékeléséhez. Erich Gnaiger 1995-0s kozleményében vezette be a HRR fogalmat, amely
alacsony oxigénszinteken is lehetévé teszi a pontos mérést [77]. A fluxusmérések
segitségével kiilonbozé mitokondrialis szubsztratok, inhibitorok és szétkapcsoldszerek
alkalmazasaval az egyes respiracios fazisok, mint példaul a redukalt szubsztratok jelenlétében
torténd II-es allapotth mitokondrialis 1égzés, lll-as 1égzési allapoti OxPhos és IV-es 1égzési
allapoti Leak, pontosan azonosithatok és elemezhet6k. A rendszer kétkamras felépitése
lehetdvé teszi a parhuzamos kisérleteket, mikozben termosztatikus szabdlyozésa biztositja a
hémérsékleti stabilitast. Az Oxygraph-2k alkalmazasa széles korben elterjedt a
mitokondrialis diszfunkciok vizsgalataban, kiilonésen neurodegenerativ betegségek,
metabolikus szindréma és szepszis esetén.

A HRR technoldgiaval parhuzamosan fejlodott a Seahorse XF Analyzer, amely 2003 6ta van
sz¢éles korben alkalmazasban, ¢és foként sejtkultirdk valds idejli, nem invaziv mérésére
hasznaljak. A Seahorse mikroplate alapu technoldgiat alkalmaz az oxigénfogyasztas (OCR)
és a glikolizis intenzitasat jelz6 extracellularis savassag (ECAR) parhuzamos mérésére [78].
A Seahorse segitségével konnyen vizsgalhat6 a mitokondridlis energiahatékonysag, az ATP-
termelés, valamint az OxPhos és a glikolizis kozotti egyensuly. A Seahorse rendszer gyors és
automatizalt mérést biztosit, igy az idobeli valtozasok is konnyen nyomon kovethetok.
Klinikai alkalmazasdban a Seahorse XF Analyzer a sejtmetabolizmus és anyagcsere-
betegségek, példaul daganatok, cukorbetegség és szivbetegségek kutatasaban terjedt el,
lehetdvé téve a tumorsejtek és az inzulinrezisztencia mechanizmusainak vizsgalatat, valamint
a szivizomsejtek energiafelhasznalasanak monitorozasat [76]. Az oxigénfogyasztason kiviil
a mitokondrialis funkcidkra a mitokondrialis AYm mérése ad informaciot, amit fluoreszcens
festékek segitségével lehet mérni. A A¥m a mitokondrium belsé és kiilsé membranja kozotti
elektrokémiai gradiens, amely a protonok (H*) eloszlasanak kiilonbségébdl adodik. A belsé
membran negativ toltésli, mig a kiilsé membran pozitiv toltésli, ami koriilbeliil 180 mV-0s

potencidlkiilonbséget eredményez. A AWm fenntartdsa elengedhetetlen a sejtek
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energiaellatasdhoz, mivel a pozitiv t61tésii ionok, mint példaul a Ca?* és a H, elektrokémiai
gradiensiik révén képesek bejutni a mitokondriumokba, és ez utobbi biztositja azt a
protonmotoros er6t, ami az ATP molekula szintézisé¢hez kell [79]. Els6ként az 1970-es
években Rhodamine 123-at hasznaltak a mitokondriélis potencial vizsgalatara €16 sejtekben,
mivel az a A¥Ym fiiggvényében halmozodik fel a mitokondriumokban, igy a fluoreszcens jel
erdssége kozvetleniil aranyos a potencial nagysagaval. A 1991-ben a JC-1 szinezék
bevezetése forradalmasitotta a A¥Ym méréseinek modszertanat. A JC-1 képes a A¥Ym
valtozasait szinvaltozas formdajaban jelezni, amely lehetdvé teszi a mitokondrialis
diszfunkciok korai észlelését [80]. Azota szamos mas fluoreszcens festék, példaul a pozitiv
toltésit TMRM (tetrametilrhodamin-metil-észter) is elérhetévé valt, amely szintén a A¥m
novekedésével aranyosan halmozodik fel a mitokondriumokban és a sejthalal vizsgalatanak
egyik alapvetd eszkozévé valt, mivel képes érzékelni a potencidl csokkenését, amely a sejtek
apoptézisahoz vagy nekrozisahoz vezethet [81]. A kovetkez6 mérfoldké a
fluororespirometria kifejlesztése volt, ami egyesiti a fluoreszcens szinezékek érzékenységét
a respirometria precizitasaval. Az Oroboros Instruments 2012-ben mutatta be a fluorometriai
moduljat a HRR rendszerhez. Ez a technika képes valds idében mérni a mitokondridlis
hidrogén-peroxid (H202) termelést (Amplex UltraRed (N, N'-diacetil-3, 3'-dimetilbenzidin),
DCFDA (2',7"-dichlorofluorescein diacetate), a Ca?*-aramlast (Calcium Green, Rhod-2 AM)
és a APm-t (TMRM, Safranin O [82]. Klinikai kutatasokban, példaul gyulladasos
bélbetegségek vagy trauma kapcsan jelentds szerepet jatszik a mitokondridlis funkciok
jellemzésében [83-85].

A mitokondridlis DNS (mtDNS) analizis fontos informacidokat nyujt a mitokondrialis
biogenezisrdl és a stresszvalaszokrol. Bevezetése az 1980-as évek elejére tehetd. Az egyik
legkorabbi és legjelentdsebb kozlemény 1981-ben jelent meg, amelyben Anderson és
munkatarsai el0szor irtdk le az emberi mitokondrialis genom teljes szekvencidjat, és ezzel
megnyitottak az utat az mtDNS elemzésének alkalmazasa el6tt kiillonbozo teriileteken, mint
példaul a populécidogenetika, az Oroklodési betegségek diagnosztikdja és az evolacids
kutatasok szamara 69]. Az emlitett kozleményben leirt mitokondrialis DNS szekvenalas még
nem a PCR technolégia alkalmazasaval tortént, hanem kémiai (igynevezett Maxam-Gilbert-
féle) szekvendldsi modszerekkel. Kés6bb a PCR-alapu technologidk lehetové tették a

modszer gyorsabb elterjedést, és eldsegitették az mtDNS deletdciok, mutacidk és mas
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szerkezeti eltérések detektalasat [86].

A mitokondridlis vizsgalomodszerek fejlédése az elmult évtizedekben lehetové tette a
sejtszintli energiahomeosztazis pontosabb megértését és a betegségek mitokondrialis
eredetének feltarasat. Az olyan eszkdzok, mint az Oxygraph-2k és a Seahorse XF Analyzer,
ma mar nélkiilozhetetlenek mind az alapkutatasok, mind a klinikai alkalmazéasok terén. A
tézis kisérletei soran a mitokondrialis funkciok megitélésére az Oxygraph-2k-t és

fluoreszcens moduljait hasznaltuk.
2.2 Az L-a-glicerilfoszforilkolin kisérletes és klinikai szerepe

A tézis kisérleteiben a mikrokeringés és a mitokondridlis diszfunkcié hatésait olyan
molekulakkal probaltuk befolyasolni, amelyeknek feltételeztiik védohatasat, és mas kisérleti
elrendezésekben mar hatékonynak bizonyultak. Az egyik ilyen molekula a GPC volt, amely
endogén eredetli, deacilalt foszfatidilkolin-szarmazék. Ez a vegyiilet a foszfolipid-szintézis
¢s az acetilkolin-termelés kulcsfontossagu eldanyaga. Kémiai szerkezetét tekintve a GPC egy
foszfokolin-egységb6l és egy glicerin-vazas részletbél all, ami hozzajarul
vizoldékonysagahoz és biologiai aktivitdsadhoz.

A GPC stabilitasat szdmos kornyezetben vizsgaltak. Kimutattak, hogy ellenall fotolitikus,
termikus €s oxidativ stressznek, de alkalikus koézegben hajlamos foszfat-észterkotéseinek
bomlasara [87]. Ez a stabilitas kulcsfontossagu biologiai szerepéhez, amely magaban foglalja
a sejtmembran integritdsdnak fenntartasat, kiilondsen stresszhatasok, példaul hipoxia vagy IR
sériilés esetén [88].

A GPC tamogatja a membranfoszfolipidek szintézisét, kiilondsen a Kennedy-utvonalon
keresztiil, amely kritikus a sejtmembranok regeneracidja szempontjabol. Ez a mechanizmus
kiilonosen fontos hipoxias koriilmények kozott, ahol a foszfolipidek gyors lebomlésa
kovetkezik be, veszélyeztetve a sejtek életképességét [89-91]. Az oxidativ stressz altal
kivaltott lipidek peroxidécidja szintén jelentds szerepet jatszik a membrankarosodasban,
amely ellen a GPC védelmet nyujt [92].

A GPC képes csokkenteni a ROS ¢és gyulladasos mediatorok, példaul a tumornekrozis-faktor
alfa (TNF-a) szintjét. Ez elsésorban az NADPH-oxidazok (NOX) aktivitasanak

csokkentésével valosul meg, amelyek a ROS-termelés egyik f6 forrdsai a hipoxids ¢€s
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gyulladasos kornyezetben [93]. E tulajdonsagai miatt a GPC kiilonosen igéretes terapias
szernek bizonyul olyan allapotokban, mint az IR okozta majkarosodas [94]. A GPC hianya
ritkan fordul eld, de a foszfolipid-homeosztazis zavarai esetén, példaul neurodegenerativ
betegségekben, jelentds funkcionalis eltéréseket okozhat. Klinikai alkalmazasa az
Alzheimer-kor tlineteinek enyhitésében és az agyi vérellatasi zavarok javitasaban jol
dokumentalt, részben antioxidans tulajdonsagai és membranvédd szerepe miatt [95,96]. A
GPC nootropikus hatasai széles korben ismertek, kiilondsen az acetilkolin-szint novelésére
gyakorolt kedvezd hatdsa révén. Alapvetd szerepet tOlt be a neurotranszmitterek
szintézisében, mivel az acetilkolin prekurzoraként elengedhetetlen a kdzponti idegrendszer
optimalis mukddéséhez. Klinikai vizsgdlatok kimutattdk, hogy Alzheimer-kor és mas
neurodegenerativ betegségek esetén kedvezden befolyasolja a kognitiv funkcidkat, részben
az acetilkolin-termelést tamogat6 tulajdonsagainak koszonhetéen [89]. Emellett stroke-ot
kovetden neuroprotektiv hatdsa is bizonyitott, és enyhe vagy kozepesen stilyos demencidban
szenvedo betegeknél kognitiv javulast eredményezett [97].

A GPC biztonsagos anyagként van nyilvantartva, és szamos orszagban jovahagyott terapias
szerként alkalmazzék. Alkalmazésa tilmutat az idegrendszeri betegségek kezelésén, és egyre
nagyobb figyelmet kap a kardiovaszkularis, maj- és egyéb szervi karosodasok kezelésében.
A jelenlegi kutatasok célja a GPC hatdsmechanizmusainak jobb megértése, kiilondsen a

mitokondrialis diszfunkciok modulalasa és a gyulladasos kaszkadok gatlasa révén [98,99].
2.3 A CHa bioldgiai hatasa

A CHs4 a szén legredukaltabb forméja, szintelen, szagtalan, és az emberi érzékszervek
szamara nem észlelhetd, konnyen gytlékony gaz. Az atmoszféraban a szén-dioxid (CO2) utan
a masodik legfontosabb liveghidzhatast gazként tartjdk szamon, és légkori koncentracigja
jelentOs szerepet jatszik a klimavaltozasban [100]. A CHs emellett jelentds 1égszennyezd
anyag is, mivel olyan veszélyes 1égszennyezdkkel egylitt keriil kibocsatasra, mint a szalld
por, az 6zon ¢és az illékony szerves vegyiiletek, amelyek veszélyeztethetik az emberi
egészséget [101]. Kémiai szempontbdl a CHs a legegyszeriibb szénhidrogén, amely egy
szénatombol €és négy hidrogénatombdl all. Ez a stabil molekula magas homérsékleten

konnyen reagal oxigénnel, égési reakcid soran szén-dioxidot és vizet termelve. Fizikai
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tulajdonsagai kozé tartozik, hogy szobahOmérsékleten €s normal 1égkori nyomason gaz
halmazéllapota, és bar vizben oldédik, oldhatésdga alacsony, kiillondsen magasabb
koncentracioknal [102]. Az oldhatosag fiigg a viz pH-jatdl és homérsékletétdl, mig a
lipidfazisokban val6 jobb old6doképessége lehetdvé teszi a sejtmembranokon valo athatolast,
ezaltal befolyasolva azok mukodését. Ez a tulajdonsag hozzdjarulhat a CHas biologiai
hatasaihoz, mivel a membranokba bejutva modosithatja a fehérjék és ioncsatorndk aktivitasat
[103].

A kornyezeti hatasok mellett a CH4 kozvetlen biologiai hatasokkal is rendelkezhet. A CHjy-
termel0 archeak gyakoriak az emberi bélmikrobiomban; az anaerob mikroorganizmusok akar
10%-a CHs-termel6 archea lehet [104]. A magas életkort megélt emberek mikrobiomjat
vizsgdld kutatasokban ezeknek az archedknak a sokfélesége €s mennyisége pozitiv
Osszefliggést mutatott az életkorral [105]. Az archeak gazdaszervezettel és szimbiotikus
baktériumokkal valé koélcsonhatasa elényds és karos hatdsokat egyardnt kivalthat az emberi
egészségre [105]. Bar patogén archeakat eddig nem azonositottak [106], ismert, hogy a CHa-
termelés a bélben hozzajarulhat székrekedéshez €s egyéb gasztrointesztinalis problémakhoz.
Irritabilis bél szindromaban (IBS) szenvedd betegek mikrobiomjdban megemelkedett a CHa
termeld archeak, kiilonosen a Methanobrevibacter smithii abundanciaja, melyek jelenléte
Osszefliggést mutatott a lassabb béltranzitidével [107]. Kisérleti adatok szerint a CH4 gatolja
a gasztrointesztinalis traktus normalis perisztaltikus aktivitasat, valoszinilileg a neuropeptidek
és az enteralis idegrendszer mitkodésére gyakorolt hatasa révén [108].

Ezen tulmenden, a CH4 belégzése rendkiviil magas koncentracidban kozvetlen toxikus
hatasokat okozhat az emberi szervezetben, példaul reverzibilis toxikus alveolitiszt €s akut
1égzési distressz szindromat eredményezhet [109]. Ugyanakkor a CH4 belégzésébdl szarmazo

kozvetlen pulmonalis toxicitasrol ritkan szamolnak be [109].

2.3.1 A CHasgyulladascsokkent6 hatasai
A CHjs fent emlitett biologiai hatasai mellett Gttor6 jelentéségii volt Boros és munkatarsainak
»The anti-inflammatory effects of methane” cimii kézleménye, amely a CHs jotékony
hatasara vilagitott ra a gyulladassal Osszefliggésben [110]. Ez a kdzlemény jelentds
bizonyitékot szolgaltatott arra, hogy az exogén CHa gyulladascsokkentd hatast fejthet ki,

kiilonosen a vékonybél IR sériilés allatmodelljében, az oxidativ stressz és a gyulladasos
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valaszok csokkentése révén. A 2,5 % CHgs dusitott mesterséges levegd inhaléalasa jelentdsen
javitotta a bélnyalkahartya szovettani karosodéasat és csokkentette az oxidativ stressz
markereit, példaul a neutrofil infiltraciot jelzd mieloperoxidaz (MPO) szintjét [110] Az
eredmények azt sugalltdk, hogy a CHas szerepet jatszhat a gyulladdsos tutvonalak
modulédldsaban, ami potencidlisan terapids eldonyoket kinalhat kiilonb6z6 gyulladasos
allapotokban.

Ezt a kezdeti tanulmanyt kovették a késobbi kutatdsok, koztik a tézisben szerepld
kozlemények is, melyek folytattak azoknak a mechanizmusoknak a feltarasat, amelyek révén
a CHgs kifejti gyulladascsokkent6 hatasat, beleértve a kulcsfontossagu jelatviteli itvonalakra,
példaul a nuklearis faktor-kappa B-re (NF-kB) és a mitogén-aktivalt protein kinazra (MAPK)
gyakorolt hatasat [111,112]. Mostanra szamos kutatas alatamasztja azt az elképzelést, hogy
a CHs nemcsak anyagcsere melléktermékként szolgadl, hanem jelentdés bioaktiv
tulajdonsagokkal is rendelkezik, amelyeket terdpias célokra lehetne hasznositani a

gyulladéssal kapcsolatos betegségek kezelésében.

2.3.2 A CHa diagnosztikus célu hasznalata

A CHs diagnosztikai célu felhasznaldsa szdmos igéretes lehetdséget kinal, kiilondsen a
gastrointestinalis rendellenességek és a gyulladasos allapotok terén. A CHg kilégzési tesztjei,
amelyek a bélflora allapotanak felmérésére szolgalnak, segithetnek a bélbaktériumok
egyensulydnak megértésében, kiillondsen a vékonybél bakteridlis tulndvekedése (SIBO)
esetén [113]. A CHs szintjének mérése a kilélegzett levegében lehetdvé teszi a kiilonbozo
emésztési zavarok, példaul a laktoz intolerancia és a fruktdz malabszorpcid diagnosztizalasat
[113,114]. A CHs kilégzési tesztjei a sportteljesitmény és az ergometrias mérések soran is
alkalmazhatok, mivel a CHs szintje Osszefliggésbe hozhatdé a fizikai aktivitds soran
segithet a sportolok teljesitményének optimalizalasdban ¢€s a taplalkozéasi allapotuk
felmérésében [115]. A CHs diagnosztikai célu felhasznalasa tehat széleskorti lehetoségeket
kinal, amelyek hozzajarulhatnak a kiilonb6z6 egészségiigyi allapotok jobb megértéséhez és
kezeléséhez.

A tézisben emlitett cikkek alapjan a CHs diagnosztikai alkalmazasa a fentieken ttl kiterjedhet

a mesenterialis perfuzido monitorozasara is, amely fontos biomarker lehet a sulyos vérzés €s
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a traumas allapotok diagnosztizalasaban [116]. A CHs szintjének mérése segithet a siirgésségi
ellatasban, mivel a csokkent perfuzio jelezheti a gyors beavatkozast igényld belsd vérzést
[116]. A CHs diagnosztikai alkalmazasa tehat nemcsak a bélrendszeri egészség

monitorozasara, hanem a silirgdsségi orvosi helyzetekben is hasznos lehet.
2.4 Politraumatizalt betegek diagnosztikaja

A 45 év alattiak korében a traumas sériilés a vezetd halalozasi ok, ezért a trauma ellatas
optimalizalasa, kiilondsen a halalozas csokkentése mind tarsadalmi-gazdasagi, mind erkolcsi
szempontbol rendkiviil fontos [117,118]. A traumas betegeknél a vérzés a sokk leggyakoribb
oka [119], amely a vérveszteség kovetkeztében kialakuld szervi perfazio elégtelenségét és a
szovetek oxigénellatasanak csokkenését eredményezi [120]. A kiilonb6z6 tarsbetegségek és
a betegek kompenzacids mechanizmusainak eltérései miatt azonban a vérzéses sokkot nehéz
egyértelmi, minden esetben alkalmazhato kritériumok alapjan meghatarozni.

Az Advanced Trauma Life Support (ATLS) program — amelyet a slirgdsségi traumatologiai
ellatok széles korben alkalmaznak — a hipovolémias sokkot négy stilyossagi fokozatra osztja
a becslilt vérveszteség alapjan. Az osztidlyozds a vitdlis paraméterek (VS), példaul a
szivfrekvencia (HR), a szisztolés vérnyomas (SBP) és az anyagcsere-markerek, példaul a
bazisdeficit (BD) értékeinek felhasznalasaval torténik [119]. Az egyes ATLS osztalyokhoz
kiilon ajanlasok tartoznak a vératomlesztés sziikségességére vonatkozoan [119]. Annak
ellenére, hogy az ATLS-osztalyozas széles korben elfogadott, alkalmazhatosaga és
érvényessége a klinikai gyakorlatban vitatott, mivel a sokkhoz kapcsolddo élettani reakciok

egyénenként eltérhetnek [121]

24.1 A szivirekvencia szerepe a vérzés felismerésében
Az akut vérzéses sokk felismerésének egyik legnagyobb kihivasa, hogy idoben azonositsuk
azokat az éllapotokat, amelyek a sokk kialakuldsahoz vezethetnek, még annak megjelenése
elott. A sériilt kezdeti hemodinamikai allapotanak értékelése soran az egyik legvitatottabb
vitalis paraméter a szivfrekvencia (HR) [122,123]. A HR alkalmazasaval kapcsolatos gyakori

kritika, hogy nem kizar6lag a hemodinamikai véltozasok befolyasoljak, hanem szamos mas
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tényezd, példaul szorongas, fajdalom és gyodgyszerek hatdsai is, ami alacsony specificitast
eredményez a vérzés kimutatasaban [122,124,125]

Az ATLS iranyelvek szerint a HR folyamatosan emelked6 tendencidja dsszefiiggést mutathat
a vérzés sulyossagaval [126]. Azonban a klinikai megfigyelések alapjan a HR vérvesztésre
adott valasza inkabb két- vagy haromfazist, semmint linearis [124,127]. Ebbdl addéddan az
elmult évtizedekben tobb tanulmany is megkérddjelezte a HR-re vald tdmaszkodas
hasznossagat a vérzéses trauma korai kezelésében [128,129].

Mindazonaltal a megemelkedett HR régdta ismert a hypovolemids sokk egyik jellemzdjeként,
és a szivfrekvencia mortalitasi elOrejelz0 szerepét szamos tanulmany is alatdmasztotta
[130,131]. Egy nemzetkdzi, keresztmetszeti vizsgalat két nagy trauma-kohorsz adatait
felhasznalva dolgozott ki és validalt egy modellt a vérzés kovetkeztében bekovetkezd
halalozés eldrejelzésére. Az elemzés soran szignifikdns Osszefiiggést talaltak a HR és a
mortalitas kozott, azonban az Osszefiiggés gorbéje U-alakunak bizonyult, nem pedig
linearisnak, ahogyan azt az ATLS iranyelvek sugalljak [131]. Mar az ezredforduld elején
megkérddjelezték a HR megbizhatdsagat, amikor egy 14 325 traumas beteg adatait vizsgalo
retrospektiv elemzés kimutatta, hogy a HR nem rendelkezik megfeleld érzékenységgel és
specificitassal a trauma utani hipotenzi6 eldrejelzésében [125]. Egy kés6bbi regiszterelemzés
tovabb er0sitette ezeket a kétségeket, mivel a HR gyengén teljesitett az akut beavatkozasok
sziikségességének, illetve a sériilést kovetd elsd 24 oraban torténd vorosvérsejt-transzfiziok
elorejelzésében [122].

Az ATLS iranyelvek elterjedésével parhuzamosan vita targyava valt a szivfrekvencia szerepe
a hypovolemias sokk osztalyozasdban. Egy 2013-as elemzésben 16 305 beteget soroltak be
az ATLS altal meghatarozott sokk stulyossagi osztalyokba (I-1V), azonban egyik csoportban
sem mutatkozott relevans tachycardia [132].

Annak ellenére, hogy a HR alkalmazésat szdmos kritika érte, tovabbra is fontos paraméter a
hypovolemids sokk diagnosztik4jaban, kiilonosen a prognosztikai értéke miatt. A kutatasok
eredményei azonban ramutatnak arra, hogy a HR értékelése soran figyelembe kell venni a

lehetséges nem linedris Osszefliggéseket és a klinikai helyzet komplexitasat.

2.4.2 A vérvesztés diagnosztikajanak nehézségei traumas sériilésekben

A VS és metabolikus markerek mellett a Hb és hematokrit (Hct) szintek a vérvesztés
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leggyakrabban alkalmazott indikatorai. Ezek szamos eldnyliknek kdszonhetéen — példaul a
standard laboratoriumi vagy minimalisan invaziv point-of-care (POC) tesztekkel vald
egyszerli mérhetéségiik — széles korben hasznalatosak. Diagnosztikai értékiik azonban a
traumaellatas kezdeti szakaszaban tovabbra is vitatott [133]. Az induldé Hb és Hct szinteket
szamos, vérzéssel nem Osszefliggd tényezd befolyasolja, mint példaul az életkor, nem,
testsuly és meglévé alapbetegségek, példaul vérszegénység [134,135]. Emellett a helyszini
Hb-értékek gyakran alacsonyabbak a trauma utani szinte azonnali folyadékpodtlas
kovetkeztében, amely az intravaszkularis térfogat helyredllitasat célozza. Az eldzetes
folyadékreszuszcitacid tovabb fokozza a hemodiluciot, ami a Hct- és Hb-szintek tovabbi
csokkenéséhez vezet. Ezért a trauma okozta vérzés értékeléséhez sorozatos méréseket
javasolnak [135,136], bar az eredmények tovabbra is ellentmondasosak [134,137].

A képalkoté technikdk fontos kiegészitdi a kezdeti hemodinamikai értékelésnek a
traumaellatas soran. A szamitogépes tomografia (CT-vizsgalat) megbizhaté modszer a belsd
vérzés kimutatdsara; azonban a slirgdsségi osztalyon kiviil sziikséges elvégezni, ami
kedvezétlen idoveszteséggel jar. A CT-vizsgalattal szemben az ultrahang szamos elonnyel
rendelkezik, példaul agy melletti elérhetdség, sugarzdsmentesség, reprodukalhatosag és
alacsony koltségek [138]. A traumas sériiltek esetében alkalmazott gyors ultrahangos
értékelés (FAST, focused assessment with sonography in trauma) és annak kiterjesztett
valtozata (eFAST) kevesebb mint 5 perc alatt elvégezhetd, és magas érzékenységgel €s
specifitassal rendelkezik a hemoperitoneum, hemoperikardium és hemothorax kimutatasara
[138]. Azonban az eFAST tobb korlattal is szembesiil. Leginkabb az ultrahang pontossaga
fligg a felhasznald tapasztalatatol és a beteg testosszetételétdl. Emellett retroperitonedlis
vérzés vizualizalasa, valamint a vér €s a vizelet kozotti kiilonbségtétel ultrahanggal alig
lehetséges [138]

A klinikumban nehéz monitorozni, de a mesenterialis perfuzié (MP) csokkenése az egyik
legkorabbi kompenzacids valasz a vérvesztésre, igy igéretes korai indikatora lehetne a
vérzésnek. A vérvesztés miatt fellépd keringési redisztribicid soran a nem létfontossagu
szervek, példaul a bél vérellatasa jelentdsen csokken, amit a superior mesenterialis artéria
(SMA) aramlasanak gyors hanyatlasa is tiikkroz [139,140]. Az MP mérése szamos jelenlegi
modszerrel lehetséges, de ezek gyakorlati korlatai miatt csak kis résziik alkalmazhat6 a rutin

stirgdsségi ellatasban [139,141,142]. Az utdbbi évek kutatasai szerint a kilélegzett CHa
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szintje szorosan 0sszefiigg az SMA aramlas valtozasaival, mivel a CHs gyorsan kilégzésre
keriil a bél mikroperfuzi6jabol a tiidon keresztiil. Ez lehetdséget nyujthat a vérvesztés nem
invaziv, valds idejii monitorozasara. Egy allatmodellben végzett vizsgalat kimutatta, hogy az
kilélegzett CH4 szintje szorosan koveti az SMA aramlés és a bél mikroperfuzid valtozasait,
gyakran megel6zve a szisztémas hemodinamikai valaszokat [139]. A CHs méréséhez hasznalt
fotoakusztikus spektroszkopia (PAS) eszkdzok valds idejli monitorozast tesznek lehetove, és
konnyen integralhatok lennének a silirgdsségi vagy prehospitalis ellatdsba, példaul
mentdautdkba.

Osszességében nem létezik arany standard modszer a stlyos trauma okozta vérzés
diagnosztizalasara ¢és értékelésére; ezért a dontéshozatal rendszerint tobb vizsgélat

kombinaciojan alapul, amelyek mindegyike rendelkezik erdsségekkel és korlatokkal.

2.4.3 A trauma-indukalt koagulopatia és a trombocitak szerepe

A traumas sériilések kovetkeztében gyakran kialakul trauma-indukalt koagulopatia (TIC),
amely a sulyosan sériilt betegek koriilbeliil egynegyedét érinti, és az esetek 30-50%-aban
halalhoz vezet. Ennek kovetkeztében a vérzéscsillapitas komoly kihivast jelent a klinikusok
szamara [143,144]. Bar a sulyos sériiléseket kovetd véralvadasi valtozasokat mar az 1960-as
években dokumentaltak, [145], a TIC-re mindmaig nem létezik egységes definicio [146].

A TIC-et diszfunkcionalis vérrogképzodés és -lebontds, valamint karosodott vaszkularis
homeosztazis jellemzi, amelyek a tobbszervi elégtelenség és a magasabb mortalitas fokozott
kockazataval tarsulnak [147]. A patogenezisében kozponti szerepet jatszik a koagulacios
faktorok kimertilése €s a diszregulalt fibrinolizis, ugyanakkor egyre tobb bizonyiték utal arra,
hogy a megvaltozott trombocita-bioldgia is jelentés hozzajaruld tényezo [148].

Kapcsolodd vizsgalatok kimutattak, hogy a traumds betegek koriilbelill 50%-anal
aggregometrids modszerekkel diszfunkcionalis trombocita-aggregacié azonosithato, amely a
halalozas magasabb kockazataval jar egylitt [149]. A csokkent trombcitafunkciokat a sériilés
altal kivaltott korai trombocita-hiperaktivacio kovetkezményének tartjak  [148].
Mindazonéltal a folyamat pontos mediatorai €s utvonalai egyelére nem teljesen ismertek,
ezért tovabbi kutatasok sziikségesek ezek tisztazasara.

Az elmult évtizedben szamos betegség hatterében igazoltdk a megvaltozott mitokondrialis

funkciok szerepét [150]. A traumaval Gsszefliggd allapotokban, példaul a vérzéses sokkban

31



Hart mann Petra_ 154 23

¢s a traumas agysériilésben, a kiilonb6z6 sejttipusok mitokondrialis diszfunkcidja szintén
gyakran megfigyelhet6. Mivel a trombocitak kozponti szerepet jatszanak a TIC
patomechanizmusdban, a trombocitdk mitokondridlis folyamatai kiemelt jelentdségliek
lehetnek [151,152]. Ezek jobb megértése 0j terapias célpontokat tarhat fel a stilyos traumas

betegek kezelésében.
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3 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
miikddé mikrocirkulécioval rendelkezé szovetekben. Ezen altalanos célkitizéseink mellett
az egyes vizsgalatok soran specifikus célkitiizéseink is voltak:

1. Gyulladisos modellek mikrokeringési valtozasainak vizsgalata

- Az akut monoarthritiszben jelentkezd szinovialis mikrokeringési valtozasok elemzése,
kiilonds tekintettel a leukocita-endotél kolcsonhatdsokra 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 gydgyszerpenetracid vizsgalataban.

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

- A periimplantaris mikrokeringés posztoperativ valtozasainak vizsgalata Uj tipusu
implantatumok és miitéti technikdk hatasara.

3. A perioszteum és endoszteum Kkeringésnek vizsgalata Kiterjedt oszteoszintézist
kovetéen

- Az endosztedlis és periosztedlis mikrokeringés valtozasainak elemzése Kkiterjedt
csontszintézis utan, kiilonds tekintettel a helyi perfuzid elégtelenségére és az aliziilet
kialakulasdnak mechanizmusaira.

4. Tavoli IPC és gyulladascsokkentd szerek hatasanak elemzése

- A tavoli IPC hatdsainak 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 CHa bioaktiv hatasaira.
Specifikus célkitlizéseink a vizsgalatok soran a kdvetkezok voltak:

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

- A mdj meleg IR sériilések soran fellépd mitokondrialis diszfunkcid6 mechanizmusainak
feltarasa, kiilonos tekintettel a 1€gzési lanc komplexeinek miikddésére és az OXPhos zavarara.
- A GPC hatasanak vizsgalata a mitokondridlis respiraciora és az IR altal kivaltott oxidativ
stresszre majmodellben.

- A CHjy belélegzésének hatasanak elemzése a maj IR sériilések soran fellép6 mitokondrialis
diszfunkciora és oxidativ stresszre, kiilonosen a respiracids kapacitds és a ROS-termelés
vonatkozasaban.

- A CHgs-al dusitott szervtartositd oldatok alkalmazéasanak vizsgélata hideg iszkémias
majtranszplanticiés modellekben, kiilonds tekintettel a mitokondridlis 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 4&ltal kivaltott mitokondrialis
diszfunkcié mérséklésére, kiilonds tekintettel az ETC komplexeinek aktivitasara, az oxidativ
stresszre €s az apoptozisra.

- A CHs-dusitott taroldoldatok hatdsanak elemzése a hideg iszkémias szivtranszplantacio
soran, kiilonos tekintettel a mitokondridlis funkciok megdrzésére, az apoptdzis csokkentésére

¢s a sziv graft funkcidjanak javitasara.
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Trauma és alkoholfogyasztas okozta stressz biomarkereinek monitorozasa

Altalanos célkitiizésként biomarkerek, példaul a kilélegzett CHy klinikai alkalmazhatosagat
vizsgélatuk a traumas 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 ATLS-sokkosztilyozasi rendszerek Osszehasonlitasa a 30 napos
mortalitas prediktiv értéke szempontjabol, kiilonos tekintettel a VS-ek (GCS, BD, SBP)
szerepére.

- A HR mortalitést eldrejelzd képességének vizsgalata traumds vérzéses sokkban, és a HR-
valtozasok értelmezési keretének tjragondoldsa az ATLS protokollban.

9. A kilélegzett CH4 kimutatasa traumaval 6sszefiiggé vérzésben

kiilonos tekintettel a vérvesztéssel és VS-kel valo kapcsolatara.

- A CHs -mérések valos idejli 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 funkcidjanak és TIC soran fellépd maladaptiv valaszainak

részletes elemzése U terapias célpontok azonositasa érdekében.
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4 ANYAGOK ES MODSZEREK

A human és allatkisérletes etikai engélyszamok:

A human vizsgalatokat a Szegedi Tudomanyegyetem Klinikai Kézpont Etikai Bizottsaga ¢és
a Regiondlis Human Kutatdsi 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 kovetkezd engedélyszamokkal

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

4.1 Mikrokeringés valtozasa gyulladasos modellekben

A mikrokeringés vizualizalasara IVM-et, LDF-et ¢s az LDF és fehér fény spektroszkdpia
kombinéciojat, egy specidlis spektrofotometrids eszkozt, O2C-t hasznaltunk. A
mikrokeringési diszfunkcionak szovet-specifikus kovetkezményei lehetnek, ezért tartottuk
fontosnak az endoszteum a perioszteum €s a synovium, a bdr és a maj mikrokeringési

reakcioinak jellemzését kiilonbozo gyulladasos modellekben.
4.1.1 Mikrokeringési vizsgalomédszerek

41111VM

A vizsgalatokat Zeiss Axiotech Vario 100 HD IVM-el végeztiik (100 W HBO higanyg6z
lampa, Acroplan 20 viz immerzids objektiv). FITC (Sigma, St. Louis, MO, USA) jelolt
vorosvertestek szolgaltak fluoreszcens perfuzios markerként (0,2 ml 1.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 (Id. 2. abra). A
mikroszkopos képeket CCD videokamera (AVT HORN-BC 12) segitségével S-VHS video
rekorderrel (Panasonic AG-MD 830) rogzitettiik, amit egy személyi szamitogéphez
csatlakoztattunk az adatok analizise céljabol. A mikrokeringési paraméterek mérése a
kisérleteket kovetden szamitogépes szoftverrel tortént. A funkciondlis kapillaris denzitéast

(FCD; a perfundalt kapillirisok hossza, és a megfigyelt teriilet aranya; cm™) és a
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vorosvértestek aramlasi sebességét (RBCV; um™) 5 kiilonbozé 1atotérben és 5 kapillarisban
aranyt (PR) a perfundalt, miik6do erek hosszanak meghatarozasa utan a latdbmezoben mért
teljes érhosszra vonatkoztattuk. Legalabb 3 kiilonb6z6 mezében meghatarozva szazalékban
adtuk meg. Az ératmérdt (VD, um) az adott latomezdokben vagy latdbmezoben 1évo Gsszes ér
mérése, kivéve a < 6 um.

A leukocita-endotélsejt interakciokat allatonként 5 (1020 pm atmérdji) posztkapillaris
venuldban vizsgaltuk. Kitapadd leukocitaknak azokat a sejteket definialtuk, melyek nem
mozdultak, vagy legalabb 30 masodpercig rogziiltek az endotélsejt felszinéhez a megfigyelési
periodus alatt. Gordiilé leukocitaknak tekintettiik azokat a sejteket, melyek sebessége nem
érte el a mikroerek kozépvonalaban mért vorosvértest aramlasi sebesség 40%-t. Szamukat az
ataramlo leukocitak szazalékos ardnydban hataroztuk meg a megfigyelési periodus 30

masodperce alatt.

2. abra. Reprezentativ mikroszkopos felvételek a tibia disztalis perioszteumanak posztkapillaris venulairdl. (A)
panel: FITC-jelolt vorosvértestek, (B) panel: ugyanez a mez6 rodamin 6G-jelolt leukocitakkal. A skala 100 pm-
t jelent.

41.1.2 LDF

A szovetekben a véraramlast LDF-el rogzitettiik (780 nm-es sugarzassal ellatott 1ézerdioda;
PeriFlux System 5000, Perimed, Jarfalla, Svédorszag) sterilizalt szaloptikai szondéaval (a
béron #457, "termosztatikus szonda"; testen beliil #416, "dental probe" hasznalatival)
szalelvalasztas: 0,25 mm, behatolasi mélység ~ 1 mm melyet a feliiletre merdlegesen
alkalmaztuk. A mérések eldtt a szondat a gyarto altal szallitott specidlis motilitasi standarddal
kalibraltuk. A feliileten a szivciklusokkal szinkronizalt aramlasgorbéket detektaltuk T =10,2 s
¢és jellegzetes gorbéket t = 0,03 s lizemmoddban, az azt mutatta, hogy a proba okozta

nyomasbdl eredd artefaktumok kizarhatéak voltak. A kivant jelmindség elérése utan az
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alapvonalbeli dramlasi értékek rogzitettiik a perioszteum vagy endoszteum vizsgalatanal 30
mp-ig, a boron 10 percig és hdromszor ismételtiik. A vizsgalt szovet tartalék kompenzaciods
képességének értékelésére helyi hiperémia tesztet (LHT) végeztiink. Ebben az esetben a helyi
hémérséklet emelkedését, mint erdteljes vazodilatator ingert a mikrovaszkularis érrendszer
jellemzésére hasznaljuk, mint példaul diabétesz mellituszban ¢€s szisztémas keringési
zavarban szenved6 betegeknél. A bort felmelegitettiik 44 °C-ra 5 percig. A szoveti perfuziot
perfuzios egységben (PU) fejeztiik ki, vagy a valtozasat (példaul LHT hatésara) a véraramlas

novekedésének szdzalé¢kaban (%) fejeztiik ki.

4.1.1.3 O2C késziilék

A m3j szoveti véraramlasanak és oxigén telitettségének egyidejli mérésére a noninvaziv,
modositott spektrofotometrids O2C rendszert (LEA Medizintechnik, GiePen, Németorszag)
hasznaltuk. Az O2C késziilek egyetlen lapos szondaban egyesiti a fehérfény-spektroszkopiat
az LDF-el, igy lehetové teszi a szoveti oxigéntelitettség (SO2 szazalék, abszolut érték), a
szoveti Hb (rHb, AU), a kapillaris véraramlas (AU) és a kapillaris véraramlasi sebesség
(RBCV, AU) egyidejli rogzitését. A regiondlis heterogenitds és az iddbeli véradramlas-
valtozasok elkeriilése érdekében a méréseket a m4j felszinének harom eldre meghatarozott

pontjan végeztiik el, egyenként 30 masodpercig, a mérés el6tt kdrnyezeti fénykorrekcioval.

4.1.2 Szinovialis mikrokeringés vizsgalata akut artritiszben

A Kkisérleteket him Sprague Dawley patkanyokon (atlagtomeg 300 + 50 g) végeztik. A
szinovialis mikrocirkulacié akut iziileti gyulladassal 0Osszefliggé valtozasait TVM-el
vizsgaltuk. Az allatokat intraperitonealis natrium-pentobarbitallal (45 mg kg™) altattuk, és a
diklofendk beadasi maddja szerint négy csoportra osztottuk. Az allatok az 1. csoportban per
os diklofendkot (75 mg kg! diklofenak-natrium, Novartis Hungaria Kft., Budapest,
Magyarorszag) kaptak (n = 6), a 2. csoportban helyileg alkalmazott diklofenak-gélt (50 mg
mL1 230 uL térfogatban; n = 6), a 3. csoportban pedig elektroporacidval (EP)-vel kombinalt
helyileg alkalmazott diklofenak-gélt (50 mg mL™ 230 pL térfogatban; n = 6). A 4. csoport
per 0s sooldattal itatott kontrollként szolgalt (n = 6). A kezeléseket mindig 2 o6raval az artritisz
indukcidja el6btt (t = -2 6) és 2 6raval utana (t = 2 ) alkalmaztuk.

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

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

volt.

4.1.3 A bér mikrokeringése borirritaciéban és sebgyégyuliasban

4.1.3.1 A hati borred6 kamra beiiltetése, penetracios modell kialakitasa

A kisérleteket 15 hetes him SKH-1 szértelen egereken végeztiikk (testtomeg: 36-42 g). Az
allatokat IP ketamin (90 mg/ttkg) és xilazin (25 mg/ttkg) keverékével altattuk a steril
koriilmények kozott végzett mutéthez. Elsoként két tartd oOltést helyeztink a hat
kozépvonaldban, hogy bdrredd alakuljon ki. Ezutdn a bdr kettds rétegének ,,szendvicsbe”
illesztésére két szimmetrikus titdnkeretet (IROLA GmbH, Schonach, Németorszag)
alkalmaztunk (3A. abra). A bérredét a fémkeretekhez varratokkal, a masik kerethez pedig
harom csavarral rogzitettiik. A seb létrehozasa a teriilet tintabélyegzdvel szabvanyositott kor
alaki megjelolése utan tortént. Mikrosebészeti technikaval a bor egyik oldalan a bdrredd
teljes bérének a musculus panniculus carnosusig torténd eltavolitasaval kor alaka teljes
bérvastagsagu, koriilbelul 66-70 mm? -es sebet hoztunk létre (3B. abra). Az ellenkez6 oldalon
a nem sebzett bor minden réteggel rendelkezett: epidermiszbdl, dermiszbdl €s harantcsikolt
bdrizomzatbol allt. A seb oldalat egy eltavolithatd vékony iiveglemezzel fedtiik be, amelyet
az egyik titdnkeretbe épitettek be. Ez a rendszer lehetdvé tette, hogy gyogyszerpenetracios
kisérletekhez az tiveglap eltdvolitdsa utan egy 1 ml térfogatli rozsdamentes acélhengert
rogzitettiink a titaniumkeret ablakaba (3C. abra). Az ellenkezd6, nem sebzett oldal (3D. abra)

szolgalt a vizsgalati készitmény felvitelére.
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3. abra. A bérredékamra alkalmazasanak 1épései. (A) titankeretek a boérredd mindkét oldalan; (B) kor alaku,
teljes bérvastagsagi seb; (C) az akceptor puffert tartalmazd fémhenger (sebzett oldal); (D) nem sebzett oldal.

A mikrocirkulaciot IVM-el vizualizaltuk. A vizsgalatok soran az objektivet mind a seb feldli,
mind pedig a bdérredd ép oldalan is lehet hasznalni. Az RBCV-t (um/s) és PR-t hatdroztunk

meg.

4.1.3.2 A bor mikrokeringése borirritacioban

A borirritacio vizsgalatahoz natrium-lauril-szulfat (SLS) kivaltott gyulladast, mint ismert
modellt valasztottuk, és a mikrokeringési kovetkezményeket a bort két potencialis védo
hatasu anyag (glicerin és xilit) kiilonb6zd koncentracidival kezelve hasonlitottuk dssze. Az
egereket véletlenszerlien 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 tisztasagu, 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 Xxilitet (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA) tartalmaz6 oldatot kaptak. Az 5. csoportban SLS (5%) és 10%-os glicerin, mig a
6. csoportban SLS (5%) és 16,52%-os xilit keriilt a borre. Az SLS-t és a poliolokat tisztitott
vizben oldottuk. A hati borredé kamrat iiltettiik be (csoportonként n = 8) a mikrokeringés
tanulmanyozéasara. A mikrokeringést IVM-el vizsgaltuk, RBCV-t (um/s) és a leukocita-

endotélsejt reakcidkat hataroztuk meg.
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4.1.3.3 A bor mikrokeringése sebgyogyulasban

A sebgyogyulas vizsgalatahoz a bérred6 kamra egyik oldalan korkoros sebet alakitottunk ki,
amelyet a kezelésekig a titdnkerethez rogzitett tiveglappal fedtiink le. A kamra masik oldalan
¢p bor maradt. A kezelésekhez az tivegfedél eltavolitasat kovetden steril sooldatot (pH =7,4),
a rianodinreceptor-agonista 4-klér-m-krezolt (4-CMC; 0,5 mM, pH = 6,5 vagy a
rianodinreceptor-antagonista dantrolén (DA; 100 uM, pH = 7,1) oldatat juttattuk
mikropipettdval (100 pl) a sebekbe. Ezutan az {iivegfedelet 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 szovetmintdkat vettiink. A mikrokeringési vizsgalatokat [IVM-mel
végeztiik, a sebszélek kapillarisaiban RBCV-t (um/s) és ératmérét (VD, um) mértiikk. 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 rogzitettiik (4. abra).

0.Nap 1.Nap // 4.Nap // 8.Nap // 12.Nap // 16.Nap // 20.Nap

Seb Lézer-Doppler MPO, XOR  Foté készités Fotd készités Fotd készités Fotd készités
keletkezés MPO,XOR Foto készités Hisztologia Hisztoldgia Hisztoldgia  Hisztologia
Hisztologia IVM IVvM
IVM

4. abra. A kisérleti elrendezés, a kezelések és vizsgalati napok. MPO: mieloperoxidaz, XOR: xantin-
oxidoreduktaz, IVM: intravitalis video-mikroszkopia, LDF: 1ézer-Doppler aramlasmérés.

A sebgyogyulas nyomon kovetésére fényképeket készitettiink (DiMage A200, Konica
Minolta) standard koriilmények kdzott: sotét szobdban, azonos fényforrasok mellett, rogzitett
fényképezdgéppel. A képek felbontasa 3264x2448 volt. A sebteriiletet a munkacsoportunk
altal fejlesztett szoftverrel elemeztiik. A seb zarodasi sebességét két fiiggetlen vizsgald mérte,
és az értékeket a 0. napi teriilethez viszonyitottuk.

A xantin-oxidoreduktaz (XOR) és MPO aktivitasat az 1. és 4. napon a gyulladasos fazisban
mértiik. A bérbiopsziakat feldolgozasig jégen tartottuk, majd foszfat pufferben (pH 7,4; 50
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mM Tris-HCI-t, (Reanal, Budapest, Magyarorszag) 0,1 mM EDTA-t, 0,5 mM ditiotreitol, 1
mM fenilmetil-metilszulfonil fluorid, 10 pg/mL szoja tripszin inhibitor, 10 pg/mL leupeptin)
homogenizaltuk. A homogenatumot 4 °C-on 20 percig 24000 g-nél centrifugaltuk. Az XOR
aktivitdsat az ultrasziirt feliiliszoban fluorometrias kinetikai vizsgalattal hatdroztuk meg,
amely a pterin izoxanthopterinné torténé atalakulasan alapul az elektronakceptor metilénkék
jelenlétében (teljes XOR) vagy hianyaban (XO-aktivitas) [154]. A pellet reszuszpendalasaval
a mintak MPO-aktivitasat 450 nm-en mértiikk (UV-1601 spektrofotométer, Shimadzu, Japan),
¢és az adatokat a fehérjetartalomra vonatkoztattuk [155].

4.1.3.4 Bér implantatum kozeli mikrokeringése

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

A betegeket harom csoportra osztottuk: egy kontroll csoportba ahol nem tértént implantacio
(n = 7), és a két kiillonboz6 technikaval beiiltetett oszteointegralt implantatumot kapott
csoportban: lagyrészredukald (STR, n = 7), ahol U alaka boérlebenyt alkalmaztak vagy
hagyomanyos lagyrészkiméld (STP, n = 10) technikara ahol linedris metszést alkalmaztak (5.

abra).

5. abra. Két beteg posztoperativ fotoi, amelyek a kiilonbozé miitéti modszereket abrazoljak. (A) bal oldalon egy
59 éves férfi beteg (STR 1) lathatd, akin klasszikus STR-mitétet végeztek U-alaku borlebennyel. (B) A jobb
oldalon egy 44 éves n6 (STP 1) lathato, aki STP miitétet kapott. STR: lagyrészredukalo technika, STP:
lagyrészkimélo technika.

Minden betegnél elvégeztiik a vizsgalatot a fej retroaurikuléris részén a beiiltetett €s a nem
beiiltetett oldalon is, amely kontrollként szolgalt. A vizsgalatban résztveviket az értékelés
eldtt 10 percig akklimatizaltuk kényelmes 116 helyzetben, pulzus és vérnyomas mérés tortént.
A megfigyelés teljes idotartama alatt a szobahdmérséklet (20 & 2 °C) €s a honaljhdmérseklet

a (36 = 0,5 °C) allando volt.
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4.1.4 A perioszteum és endoszteum Kkeringése kiterjedt oszteoszintézist kovetéen

Mikrokeringési vizsgalatainkat LDF-el végeztikk 4liziilet miatti reoperacid soran a
fémanyagok eltdvolitasat kovetden. A vizsgéalatot megeldzdéen 2 évvel a betegnek
sipcsonttorése volt egy cementes total térdprotézis szadranak a végpontja magassagaban. A
gyogyulast sem DC-lemezes oszteoszintézissel, sem a tibia medialis és lateralis oldalan
utdlag felhelyezett szogstabil lemezekkel nem tudtuk elérni, aliziilet alakult ki. A tibia
perioszteumat a reoperalt végtagon a hagyomanyos eliilsd miitéti feltarason keresztiil, a
kontralateralis végtagon pedig egy Kis (~ 2 cm-es) bérmetszésen keresztiil tartuk fel. Az
aramlasmérd szondat egy milanyag tartoval merdlegesen tartottuk a csonthartya felszinére,
ami csOkkentette a megfigyelt teriiletre gyakorolt nyomast és korlatozta a szonda szogletes
mozgasat. Ezutan az endoprotézist eltavolitottuk, és a csontiiregben megkozelitettiik az
endosztealis membran kompartmentet. Egy kis lyukat fartunk az eliilsé kortikalison, ami
hozzaférést biztositott az endoszteumhoz a szemkdzti (a hats6) medullaris fal belso felszinén

(6. abra).

A B

T

Anterior kortex SrESees— | E——

Poszterior kortex s —

o o

°

6. abra. Bal oldalon a perioszteum (A) és az endoszteum (B) perifuzidjanak megfigyelésére szolgalo 1ézer-
Doppler aramlasmér6 probajanak elhelyezkedése. A perioszteum (p) megfigyelése a boron és az alatta 1évo
szoveteken végzett kis bemetszésen keresztiil tortént, mig az endosztealis régiot (e) az eliilsé kéregben furt kis
lyukon keresztiil értiik el, ami hozzaférést biztositott az endosztealis régidhoz a szemkozti (a hatsé medullaris
fal bels6 felszinén). Jobb oldalon az intraoperativ mérés fényképe. Sarga nyil jelzi az aliziilet alatt felhelyezett
probat.

A furt lyuk mérete lehetdvé tette, hogy az aramlasmérd szonda szédmara tokéletesen
illeszkedjen. Mivel a kontralateralis (nem miit6tt) oldalon endoprotézis volt, az endoprotézis
szaratol distalisan, valamivel az Ujra mutott oldalon végzett mérés szintje alatt lehetett
megmeérni az endosztealis keringést; a kiilonbség ~ 1 cm volt.

A megfigyelési iddszak alatt a beteg szobahOmérsékleten (20 £ 2 °C) volt és a
maghémérsékletét fenntartottuk; a stabil makrohemodinamikai paramétereket folyamatosan

rogzitettiik.
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4.1.5 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, Németorszag) és 20 mg ml? xilazin (Rompun; Bayer, Leverkusen,
Németorszag) kombinaciojaval végeztiik 8:1 ardnyban, 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 okokbol nem a teljes majszovetet €rintette a keringésbdl vald kirekesztés,
hanem annak csak két lebenyét. A sebészi beavatkozas soran kozépvonalbeli laparotomia és
kétoldali subcostalis metszést kovetden a kozépso €s a bal majlebeny teljes iszkémiajat a
majartéria bal oldali dgainak és a v. portae-nak a 60 percig tartd mikrosebészeti klippel
torténd elszoritasaval értiik el.

4.1.5.1 Tavoli végtag IPC hatasa a maj mikrokeringésre

Kisérleteinket két nagy sorozatban végeztiik. Az els§ sorozatban a részleges hepatikus
iszkémia mikrokeringési kovetkezményeit a noninvaziv, modositott spektrometrikus O2C
modszerrel (O2C rendszer; LEA Medizintechnik, Gieben, Németorszag) hatdroztuk meg. A
regionalis heterogenitas ¢és az iddbeli vérdramlds-valtozasok elkeriilése érdekében a
méréseket a maj felszinének harom elére meghatarozott pontjan végeztiik el, egyenként 30
masodpercig, a mérés elott kornyezeti fénykorrekcioval.

Az 1. csoportban a maj mikrocirkulacios valaszait vizsgaltuk 60 perces teljes iszkémia, majd
180 perces reperfuzios periddus utan (IR csoport, n = 6). A mikrokeringési alapvaltozok
rogzitése utan iszkémiat idéztiink eld a kozeépso €s a bal méjlebenyben. Ezutan az elzarasokat
feloldottuk (t = 0 perc), majd a reperfuzios 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 €s 10 perces reperfuziot alkalmaztak prekondicionalo
triggerként a mdj iszkémia indukciodja elétt (tavoli IPC + IR csoport, n = 6). A végtagi
iszkémia a proximalis combcsont koré helyezett érszoritoval és a combartéria egyidejii
elzarasaval egy miniklip segitségével valosult meg. A 3. csoportban 1évé allatokon
ugyanezeket a sebészeti eljarasokat végeztiik el, kivéve a mdj- vagy végtag iszkémia

indukciojat (Almiitétt csoport, n = 6). A biokémiai vizsgalatainkhoz a kisérletek soran a 0.,
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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 késébbi vizsgalatok el6tt (7. abra).

A masodik kisérletsorozatban a csoportok (n = 6) és a protokoll megegyezett az ¢ls6
kisérletsorozatéval, azzal a kiilonbséggel, hogy az érintett mdjlebenyek mikrokeringési
gyulladasos reakcioit IVM-el vizsgaltuk t = 60. percben a reperfuzios fazisban. A gordilo és
kitapado PMN leukocitak szdmat 5 kozponti acindris véndban (20 és 40 pm kozotti

atmérével) hataroztuk meg allatonként [156].

3y & 3 3 § ox
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7. abra. Kisérleti protokoll a tdvoli végtag IPC maj mikrokeringésre gyakorolt hatasanak vizsgalatara. 60 perces
részleges meleg iszkémiat idéztiink el6 a majban, majd ezt kdvetden 180 perces reperfuzié (IR) kovetkezett. Az
IR + IPC csoportban a 60 perces iszkémia eldtt 2 ciklus 10 perces teljes hats6 végtagi iszkémiat és 10 perces
reperfiziot alkalmaztak prekondicionalé triggerként. Az aloperalt allatokon ugyanazokat a miitéti eljarasokat
végezték el, de az azt kovetd IR nélkiil. Biokémiai mérésekhez majmintakat vettiink a reperfizio 0., 60., 120.
és 180. percében. O2C: mikrokeringés vizsgalat O2C-vel.

4.1.5.2 Kisérleti protokoll a GPC hatasanak vizsgalatiara a maj mikrokeringésére IR-
ban

A kisérletekhez az allatokat véletlenszerlien a kdvetkezd csoportok egyikébe soroltuk. Az
elsé csoportban a mdj mikrokeringési valaszait vizsgaltuk a k6z€pso és a bal majlebeny 60
perces teljes iszkémidjara, amelyet 180 perces reperfuzids periddus kovetett (IR-csoport, n =
6). A mikrocirkuléacios alapvaltozok rogzitése utan iszkémiat idéztiink eld a kozépso és a bal
majlebenyben a majartéria bal oldali againak ¢s a kapuvénanak elszoritasaval. Az elzarasokat
ezt kovetden feloldottuk (t = 0 perc), és a reperflzios 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
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iszkémias periodus vége el6tt (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, i.v.) ragcsalokban
[157,158]. A harmadik csoportban 1év6 allatokon ugyanazokat a sebészeti eljarasokat
végezték el, kivéve a méj iszkémia indukciojat (Alop. csoport, n = 6). A majenzimek
meghatdrozasara szolgald vérmintdkat 0 és 60, 120 és 180 percekben vettiink, és a
vizsgalatokig -20 °C-on taroltuk. A NOX2 és NOX4 fehérjeexpresszié mérésére szolgalo

szoveti biopsziakat a kisérletek végén vettiink, és a vizsgalatokig -80 °C-on taroltuk (8. abra).
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8. abra. Kisérleti protokoll. 60 perces részleges hepatikus meleg iszkémiat idéztiink eld, majd ezt kdvetéen 180
perces reperfizio (IR) kovetkezett. Az IR+GPC csoportban 50 mg/kg GPC-t adtunk be a jobb nyaki vénaba, 5
perccel az iszkémids periodus vége elott. Az aloperalt allatokon ugyanazokat a miitéti eljarasokat végezték el,
de az azt kovetd IR nélkiil. Az O2C vizsgalatokat a reperfuzid 0., 60., 120. és 180. percében vettiik. O2C:
,,Oxygen-to-see”, modositott spektroszkdpia.

A majmintakat Potter homogenizatorral homogenizaltuk, majd protedz inhibitor koktéllal
kiegészitett RIPA pufferrel (Santa Cruz Biotech) lizaltuk. A fehérje extraktumokat (20 pg
Osszfehérje)  4-15%-os  gradiens  natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid  gélekben
elektroforizaltuk, €s nitrocelluloz membranokra (Millipore) vittiik at. A membrénokat
szobahOmérsékleten 1 oran keresztiil Tris-pufferelt sdoldattal (TBS) és 5%-os 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-
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peroxidaz szubsztrat kittel (Pierce, Rockford, IL, USA) hivtuk eld, Lumi-Imager™ (Roche-
Diagnostics, Boehringer Mannheim, Németorszag) képallomason lefényképeztiikk, majd a
fehérjesavok intenzitdsat Image] programmal kvantitativ. mdédon meghatiroztuk é&s
denzitometrids analizist végeztiink. A mintaterhelés és a fehérjeatvitel ellendrzésére a
membranokrol a korabban kotott antitesteket stripping pufferral eltavolitottuk, majd ujra
hidridizaltuk B-aktin antitesttel (1:1000 higitas; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), igy a

kapott eredmények megbizhatdak és dsszehasonlithatoak egymassal.

4.2 Mitokondrialis diszfunkcio6 iszkémia-reperfuzioban

Respirometrias vizsgalatok

Kisérleteinkben a mitokondriumok in Vvitro vizsgalatara és human mintak mérésére is
alkalmas OROBOROS Oxygraph-2k (Innsbruck, Ausztria) nagyfelbontasti respirométert
(HRR) és kiegészitd LED2 fluoreszcens modult hasznaltunk (9. abra). A respirométer a Clark
elektrod (bipolaris elektrokémiai oxigén szenzor) elvén miikodé mérérendszer, amely nagy
pontossaggal képes bioldgiai mintak pillanatnyi oxigén fogyasztasdnak meghatdrozésara és
kovetésére [159]. Az elektrodot polipropilén membran boritja, ami oxigénre és szén-dioxidra
permedbilis, de nem ereszti at a vizet és az ionokat, tovabba megakadalyozza olyan
vegyiiletek bejutasat az elektrodokhoz, melyek azokat karosithatjak, vagy zavarhatjak a
mérést. A kicsiny katodfeliilet, a zart mintatartd és a minta keverése biztositja, hogy a minta
térfogataban az oxigén koncentracié allando, amit a katédon torténd oxigénfogyasztads nem
befolyasol. Ez adja az OxPhos, mint alapvet6é mitokondrium funkcio vizsgalatanak az alapjat.
A modszer alkalmas izolalt mitokondriumok, sejttenyészetek, vagy kisméretli (> 10mg), akar
finom tli biopsziat kdvetd, vagy miitétek sordn vett biopszidk fagyasztas nélkiili szoveti
homogenatumaibdl elvégezni a vizsgalatokat [160,161].

A moddszer tovabbi tulajdonsaga, hogy a mitokondrium 1égzési lancanak komplexei mikodés
kozben szelektiven vizsgalhatdak, mikozben valds idében kovethetdek a valtozasok [61] (9.

abra).
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B _Oxigén koncentracié
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Oxygraph-2k nagyfelbontasi respirométer

9. abra. (A) Oxygraph-2k nagyfelbontast respirométer. (B) A mérés soran kapott regisztratum a kamrai oxigan
koncentracioval és a minta oxigén fogyasztasaval.

Mitokondrium izolalas

A ma4j mitokondriumokat a Gnaiger és munkatarsai [162] modszerével izolaltuk aloperalt
allatokbol, a bal méjlebenybdl izotdnias szachardéz kézegben (300 mM szachardz, 0,2 mM
EDTA és 10 mM HEPES, KOH-val 4 °C-on pH 7,4-re beallitva). Az utolsé centrifugalas

utan a mitokondrialis pelleteket szachar6z kdzegben reszuszpendaltuk.

Szoveti homogenizatum

A szovetmintakat (~ 50 mg majbiopszia vagy ujsziilott Wistar patkanyok szivmintait) 1 ml
MitOx respiraciés médiumban (120 mM KCI, 20 mM HEPES, 10 mM KH2PO4, 86 mM
MgClz, 0,025% BSA) homogenizaltuk tiveg Potter homogenizatorral, majd 50 pl
homogenatumot azonnal a detektald kamrdkba helyeztiink, amelyeket 200 nmol/ml
oxigénkoncentracidra kalibraltunk szobai levegdben. A respirometrids adatokat a nedves

tomegre normalizaltuk.

Alkalmazott protokollok:

Mitokondrialis II-111. allapotu 1égzési protokoll

A minta allandosult alapallapotii O2-fogyasztdsat (minta 1égzési fluxusa) kdvetden
alkalmaztuk a szubsztratokat: a mitokondridlis II-es komplex szubsztratjanak, 10 mM
szukcinatnak és 0,5 uM rotenonnak, az I-es komplex inhibitoranak hozzdadasa utan a Il-es
komplexhez kotott mitokondrialis Il-es allapottl 1€gzést hataroztuk meg. A 1I-es komplexhez

kotott OxPhos meghatarozasahoz 2,5 mM ADP-t adtunk a kamraba. Végil a kiilsé
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mitokondrialis membran épségét 10 puM citokrom c¢ hozzdadasa utan értékeltik. A
respirometrids adatokat a nedves tomegre vagy a minta fehérjetartalméra viszonyitva

normalizaltuk [163]

SUIT (szubsztrat-szétkapcsoloszer-gatloszer) protokoll

SUIT protokollt alkalmaztuk a komplex I és a komplex Il relativ szerepének meghatarozasara
a mitokondrialis 1égzés soran. Glutamat (2 mM) és malat (10 mM) kombindacidjat hasznéltuk
az l-komplexhez kotott alaplégzés indukalasara, majd telit6 ADP-t (2,5 mM végso
koncentracio) adtunk, hogy a 1égzést az OxPhos kapacitas szintjére stimulaljuk. Szukcinat
(10 mM) hozzdadéasaval a komplex I + komplex II OxPhos kapacitast detektaltuk, majd a
szétkapcsoloszer (uncoupler) karbonil-cianid m-klorfenil-hidrazint (CCCP) (C; 0,5 uM
lépésenként) titraltuk. Végiil a komplex I-et rotenonnal (0,5 uM), a komplex Ill-at pedig
antimicin-A-val (Ama) (2,5 uM) gatoltuk. Ezt kdvetéen a IV. komplexet nem specifikus
elektrondonorokal (aszkorbat/TMPD) lehet aktivalni, majd natrium-aziddal gatolni (10.

abra).
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10. abra. Egy nagyfelbontisu respirometriass mérés eredeti regisztratuma. A mitokondrialis funkcidok
meghatirozasa soran a termindlis oxidacioban résztvevd komponenseket szubsztratok és inhibitorok
hasznalatavallehet vizsgalni. A m4jbol vett mintabdl homogenizadtumot készitiink, melyhez eldszor glutamat és
malat szubsztratok hozzaadasaval aktivaljuk az 1. komplexet, majd indukaljuk az oxidativ foszforilacio
folyamatat ADP-vel. Szukcinat hozzaadéasaval aktivalodik a II. komplex, ezaltal meghatarozhat6 az 1. és II.
komplex maximalis aktivitasa. Rotenonnal gatoljuk az I. komplexet, igy kiilon-kiilon mérhetévé valik az I. és a
Il. komplex kapacitdsa. Antimicin-A hatasara a III. komplex gatlodik. Végiil elektrondonorokal
(aszkorbat/TMPD) aktivaljuk a IV. komplexet, amit natrium-aziddal lehet gatolni.

49



Hart mann Petra_ 154 23

Leak és coupling (kapcsoltsagi) protokoll

A ll-es komplexhez kotott 1égzést (1T-es 1égzési allapot) 10 mM szukcinat adasaval hataroztuk
meg, 0,5 uM komplex I inhibitor rotenon hozzaadasa utan. A komplex II-hez kotott OxPhos
meghatarozasahoz minden kamraba 2,5 mM ADP-t adtunk. Végiil az ATP-szintaz (Fo, F1
ATP-szintaz) specifikus gatloszerét, 0,5 uM oligomicint adtunk a kozeghez hogy az in. Leak-
1égzést  (elektron-szokés, IV. allapota 1égzés) detektaljuk. A  mitokondriumok
kapcsoltsaganak megallapitasara alkalmazott u.n. coupling protokoll ehhez nagyon hasonlo.
A protokoll elején az Oxphos (10 mM szukcinat és 5 mM ADP-t kdvetéen) majd a Leak-
légzés (0,5 uM oligomicin adéasaval) keriil meghatasozasra. Ha ezt kovetden 1uM-ként
titralva karbonil-cianid p-trifluor-metoxi-fenil-hidrazin (FCCP) szétkapcsoloszert adunk,
akkor a maximalis mitokondrialis 1égzési kapacitast tudjuk mérni. Végill a maradék

oxigénfogyasztast (ROX) 1 uM rotenon és 1 uM Ama hozzaadasaval hataroztuk meg.

A citokrom c oxidaz aktivitas kimutatasa

A citokrom ¢ oxidaz aktivitast a citokrom c¢ id6fliggé oxidacidjan keresztiil szamitottuk 550
nm-en, a korabban leirtak szerint [164]. Roviden, a majmintakat 10x jéghideg Mitox
kozegben Potter daraloval homogenizaltuk, majd 4 °C-on 5 percig 800 g-vel centrifugaltuk.
50 ul feliiluszot adtunk 2,5 ml citokrom c térzsoldathoz (10,6 mg citokrom ¢ 20 ml desztillalt
vizben oldva) (Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag), és az 550 nm-en mért optikai
stirliség csokkenését spektrofotometridsan mértiik 1 perces intervallumokban 0, 30 és 60

percenként.

Mitokondrialis H202 termelés

A mitokondrialis H2O,-felszabadulast mint a ROS (itt a gyorsan atalakulé szuperoxid-anion)
termelésének markerét fluorimetridsan kovettiik nyomon az Amplex Red/tormaperoxidaz
rendszerrel, amelynek sordn az Amplex Red (nem fluoreszcens) rezorufinna oxidalodik. A
H2O2-termelés kalibralasat ismert mennyiségli H.O2-vel végeztiik. Ebben a beallitasban a
ROS-felszabadulast ugy vizsgaltuk, hogy oxidaloé szubsztratokat (20 mM glutamat, 10 mM
malat, 10 mM szukcinat, 5 mM ADP) adtunk a mitokondriumokhoz. Ezt kovetden a
szabadgyok-szivargast is meghataroztuk, mint a 3. allapot H20.-termelésre atiranyitott

oxigénfogyasztasanak szazalékos aranyat.
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Extramitokondrialis Ca?*- Aramok

A mitokondridlis Ca?*-dramlast a kék fluoreszcescens modul segitségével mértiik (gerjesztés:
465 nm; erdsités: 1000; polarizacios fesziiltség: 500 mV). A CaCl, alkalmazasaval kivaltott
Ca?*-fluxust CaGreen-5SN monofluoreszcens festékkel allapitottuk meg [165]. Az elsd
1épésben a Ca?*-dram alapvonalat a Ca®*-felszabadulas kivaltasanak hianyaban hataroztuk
meg fluoreszcens festék (2 pl CaGreen-5N) hozzaadasaval. Ez a Ca?*-fluxus az endogén
Ca?*-forrasokbol szarmazé extramitokondridlis Ca?*-alapszintjére utal. Ezutin az OxPhos-t
szukcinat és ADP szubsztratok hozzaadasaval értiik el a mintdhoz, mig a mitokondrialis Ca?*-
fluxus beinditasahoz az 1. komplex gatlojat, a rotenont (1 uM) adtuk hozza. Ezt kovette az
exogén CaCl, (5 mM) 3 1épcsds titralasa az mPTP megnyilasat jelzd maximalis Ca?*-fluxus
eléréséhez. A CaCl; tultelitd hatasa utan az elektrontranszportot a komplex III inhibitor Ama-
val blokkoltuk, gatolva a mitokondridlis Ca?*-fluxusokat, mig a rendszer Ca®*-potenciéljat

etilénglikol-tetra-ecetsavval (1 mM EGTA) allitottuk le.

Mitokondrialis membranpotencial (A¥m)

A A¥m-t fluorimetriasan mértiik a Safranin O fluorofor (#52255 Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag) segitségével. E16szor 1uM rotenon, 10mM szukcinat és 1puM FCCP-t adtunk
hozza. Végiil a ROX-ot 1 pM Ama hozzaadasaval hataroztuk meg.

4.2.1 Maj meleg iszkémia-reperfuzios karosodasa
A részleges maj IR modelljét hasznaltuk [166]. Ehhez Sprague—Dawley patkanyokat (Charles
River, Sulzfeld, Németorszag; atlagtomeg 300 + 20 g) patkdnyokat véletlenszertien két
csoportba osztottuk. Az IR csoportban (n = 6) az allatokat 60 perces teljes iszkémia, majd 60
perces reperfizionak vetettiik ala. Az aloperalt allatokon (Alop. csoport, n = 6) ugyanezt a
miitéti eljarast végeztiik el, de nem tortént maj iszkémia. Az érintett lebenyekbdl a reperfiizios
periédus végén, valamint azonos idépontban az Aloperalt allatokbol vettiink majmintakat. A
mitokondrialis oxigénfogyasztds az egyes légzési komplexeket vizsgaldo SUIT protokoll

alapjan mértiik.

51



Hart mann Petra_ 154 23

4.2.1.1. GPC kezelés hatasa

A mitokondrialis funkciokra hato GPC-koncentracio meghatarozasa in vitro

Ezeknél a kisérleteknél kordbbi modellben meghatirozott mitokondridlis do6zis-valtozas
hatasat vettiik alapul. Ebben a sorozatban 0jsziilott Wistar patkanyok szivhomogenatumain
az allandosult allapota alap oxigénfogyasztasat (alaplégzés) mérését kovetden az IlI-111.
allapoti (alaplégzés + OxPhos) mitokondrialis 1égzési protokollt alkalmaztuk kiilonb6z6
koncentracioju GPC oldatok (1 uM - 100 uM GPC oldat) mitokondrialis 1égzésre gyakorolt
hatasanak meghatarozasara [167]

Ebb6l kiindulva, in vitro kisérletekben a hatasos GPC-koncentracid-tartomany
meghatarozasahoz 1 nM-t6l 800 mM-ig terjedd GPC-oldatsorozatokat hasznaltunk kontroll
allatok majabol késziilt homogenatumokon normoxids 4allapotban. A  hatékony
koncentracidban 30 perces anoxias periddust kovetden is vizsgaltuk az alaplégzést és az
OxPhos-t [69].

GPC hatasanak vizsgalata in vivo

Az allatokat véletlenszeriien négy csoportba osztottuk. A vivéanyaggal kezelt IR-csoportban
(n = 6) a patkanyokat 60 perces teljes iszkémianak vetettiik ala, amelyet 60 perces reperfizid
kovetett. Az IR + GPC csoportban 16,56 mg/testtomegkg GPC-t (MW: 257,2, Lipoid GmbH,
Ludwigshafen, Németorszag; 0,5 ml steril s6oldatban 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 at méj iszkémia nélkiil, mig
egy masik kontroll csoport (Alop. + GPC csoport, n = 6) az IR + GPC csoporttal megegyez6
id6intervallumban GPC-t kapott.

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

4.2.1.2. A CHa kezelés hatiasa

Az éllatokat véletlenszertien a kovetkezd csoportok egyikébe vagy masikdba soroltuk: az IR
csoportban (n = 6) a mitokondrialis 1égzési funkciokat vizsgaltuk 60 perces teljes iszkémia
és 60 perces normoxids levegdvel torténd reperfizié hatasara. A mitokondridlis 1égzési
alapvaltozok meghatarozasahoz kontroll szovetmintakat vettiink, majd a méjartéria bal oldali

againak ¢€s a kapuvéna bal oldali aganak elszoritasaval iszkémiat idéztiink el6 a k6zEépso és a
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bal méjlebenyben. Az iszkémia 55 percében majmintakat vettiink, hogy elemezziik a
mitokondrialis 1égzést az iszkémia hatasara. Az érelzarasok feloldasat kdvetden az érintett
lebenyekbdl biopsziat vettiink a reperfiizio 5 percében, 30 és 60 percében. Az IR + CHs
csoportban (n = 6) a protokoll azonos volt, és emellett a 2,2% CHy-et (Linde Gas, Budapest,
Magyarorszag) tartalmazo normoxias mesterséges levegovel vald inhalaciot 50 perc iszkémia
utan kezdtiik el, amely a reperfiziés idészak alatt végig folytatodott. Az Alop. csoportban az
almutott allatok (n = 6) ugyanezen a mitéti eljarason estek at, de a maj iszkémia nem volt
indukélva, és az allatok normoxias levegdt inhalaltak, mig az Alop. + CH4 csoportban az
aloperalt allatok (n = 6) szintén nem voltak kitéve m4j iszkémianak, de CHs-et inhaléltak az

IR + CH4 csoporttal azonos ideig (11. abra).

SH -60

®

CH, lélegeztetés

SH+ CH4 -60

gt
O ®

o

®
1o
olo

CH, lélegeztetés

()
®

IR +CH, @

11. abra. Kisérleti protokoll a CHa4 kezelés hatasanak vizsgalatira maj meleg IR-ben. 60 perces részleges
hepatikus meleg iszkémiat idéztlink eld, amit ezt kdvetden 60 perces reperfuzid (IR) kovetkezett 2,2% CHas
inhalacié nélkiil (IR és IR + CHa csoportok). Az aloperalt allatokon ugyanazokat a miitéti eljarasokat végezték
el, de az azt kovetd IR nélkiil, és részt vettek vagy nem vettek részt 2,2%-0s CHy-inhalacidban (SH + CHj és
SH csoportok). A mitokondrialis 1égzés elemzéséhez majmintakat vettiink a kiindulasi allapotban, 55 perc
mulva az iszkémia, valamint a reperfizio 5., 30. és 60. percében.CH4: metan, IR: iszkémia-reperfuzio.

Iszkémia

o

1d& (perc)

4.2.2 Maj hideg iszkémia-reperfiizios kiarosodasa
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 altatdst kdvetden
eltavolitott maj portalis véndjat, a vena cava inferior superior agat és a kdzos epevezetéket
operacios mikroszkop alatt kaniilaltuk. A transzplantitumokat ex vivo Szervperfuzids

rendszerrel (Central European Biosystem, FALC Instruments, Budapest, Magyarorszag)
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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 iszkémidnak vetették
volna ala 6ket. A hisztidin-triptofan-ketoglutarat (HTK) (n = 24) és a CHs-nal dusitott HTK
(HTK + CH4, n = 24) csoportokban a graftokat HTK oldatban taroltuk 4 °C-on 24 6ran
keresztiil (12. abra). CHs-gyel dusitott HTK el6allitasahoz kereskedelmi forgalomban
kaphat6 Custodiol-oldatot (Dr. Franz Kohler Chemie GmbH, Bensheim, Németorszag) 0,4
MPa nyomason 4 6ran keresztiil tiszta CHs-gyel ( > 99,9%) telitettiik nagynyomast edényben
(Messer, Budapest, Magyarorszag), hogy 4 °C-on 6,57 + 0,27 umol/mL CHzs-t tartalmazé
oldatot kapjunk (12. abra).

iszkémia 1 éra reperfuzio | -
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37°c

Vizfurdd

"

1.wi \ J |
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Tt 11 . . -, Vizsgdlatok

iszkémia 24 6ra 1 orareperfuzio | —
2.¢s [ I | = Maj o Biokémiai
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| I B B | —
. . L Hisztologiai
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3.¢s+4CcH, [} 1 ]
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I 111
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12. abra. Vizsgalati protokoll CHa-gyel dusitott szervtartositd oldat maj hideg IR-karosodasra gyakorolt
hatasar6l. A donormaj elékészitése és perfuzidja. A WI csoportban a transzplantdtumokat a kivétel utan azonnal
perfuzionak vetették ald. A tobbi csoportot HTK, illetve CHas-gyel dusitott HTK-oldatban (HTK + CHa)
inkubaltuk 4 °C-on 24 6ran at a szervperfuzio elétt. A perfiziés mintakat a reperflizié alatt vettiik biokémiai
elemzéshez (kék nyilakkal jelolve). A végén szdvetmintakat vettiink a tovabbi elemzéshez (piros nyilakkal
jelolve). WI: meleg iszkémia; HTK: hisztidin-triptofan-ketoglutarat; CHa: metan; HTK + CHa4: CH4-mal dusitott
HTK.

Szervperfizios rendszer
A reperfuziot izoladlt patkdnymadj perfizids rendszerrel (IPRL) végeztik, a kordbban
részletesen leirtak szerint [168]. A graftokat 300 ml oxigénnel dusitott, médositott Krebs-

Henseleit pufferrel perfundaltuk 37 °C-on 60 percen keresztiil, 3 ml/g majtomeg/perc allando
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aramlassal, gorgds szivattyl (Masterflex, L/S, Cole Parmer Instrument Company, Vernon
Hills, I11., USA) segitségével [169]

Mitokondrialis funkciok meghatarozadsa respirometridaval

A majmintdkat a reperfuzido végén vettiikk, és homogenatumokat készitettiink respiracios
médiumban (MiR05). Ezt kdvetden a Leak protokollt alkalmaztunk. Meghataroztuk a RCR-
t, (a mitokodrium kapcsoltsagi hatékonysagat kifejez0 OxPhos/Leak aranyt, amit
légzéskontroll-aranynak is neveznek), ezen kiviil meghataroztuk az extramitokondrialis Ca®*
mozgasokat is. Tovabba a bels6 membran sériilését 5 mM citokrém c, a belsd mitokondrialis
membran kiilsé oldalahoz lazén kapcsolodd hemefehérje hozzdadaséaval 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].

4.2.3 Sziv iszkémia-reperfiziés karosodasa
In vitro kisérletek
1. Szivizomsejtek szimulalt IR karosodasa
Az els6 sorozatban Ujsziilott (haromnapos) patkany szivizomsejteket (NRMC-k) 4 oras
szimulalt iszkémianak (sI) tettiink ki. A sejteket hipoxids kamraban tartottuk (37° C, 95% N>
és 5% COy), és a taptalajt hipoxias oldatra cseréltiik (mM-ben: NaCl 119, KCI 5,4, MgSO4
1,3, NaH2POg4 1,2, HEPES 5, MgCl2 0,5, CaCl2 0,9, Na-laktat 20; BSA 0,1%, 310 mOsm/I,
pH = 6,4). Ezt kovette egy 2 oras reperfuzios periddus (R) tapoldatban, amikor a sejteket vagy
normoxikus koriilmények kozott (37° C, mesterséges levegd), vagy CHas-gyel kiegészitett
normoxikus levegdjii kamraban (37° C, 2,2% CHas + mesterséges levegd) tartottuk (sI/R,
illetve sI/R + CHs csoportok). A kontrollcsoportokat 4 oran keresztiil normoxikus
inkubatorban tartottuk fiziologias koriilményeket fenntartva, amit 2 6rés reperfizios periodus
kovetett a normoxikus inkubatorban CHa-kiegészitéssel vagy anélkiil (normoxia és normoxia
+ CHa csoportok). A végén az NRMC-ket HRR és sejtéletképességi vizsgalatoknak vetettiik
ala (13. abra).
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13. é&bra. A CHs hatasanak vizsgilata NRMC-k szimulalt IR-karosodasaban. Az 1jsziilott
patkanykardiomiocitdkat (NRMC-k) 24 oran at 10% FBS-szel kiegészitett novekedési tapfolyadékban
inkubaltuk, majd a tapfolyadékot 1% FBS-tartalmi tapfolyadékra cseréltiik, ami eldsegitette a sejtek
differencialodasat. Az NRMC-ket fiziologias koriilmények kozott, normoxikus inkubatorban (37°C, 5% CO2 és
95% levego) tartottuk. A haromnapos NRMC-ket a kovetkezképpen kezeltiik: 4 6rds normoxia (normoxikus
oldat és normoxikus inkubator), majd 2 o6ras reperfuzié (CHs-et tartalmazé vagy nem tartalmazéd kozeg).
Szimulalt iszkémia (hipoxias oldat + hipoxids kamra) 4 6ran keresztiil, majd reperfiiziéo (CHs-gyel vagy anélkiil)
2 oran keresztiil. A kisérletek végén a sejtek életképességét és a mitokondrialis funkcidt vizsgaltuk. NRMCs:
0jszilott patkany kardiomiocitak; CHa: metan; FBS: magzati szarvasmarha szérum; COg: szén-dioxid; Ny:
nitrogén.

2. lzolalt kardialis mitokondriumok anoxia-reoxigenizéacios karosodasa

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 periddus
kovette (95% levegd és 5% CO2) 2,2% CHa 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

(14. abra).
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14. abra. A CHs hatasanak vizsgalata izolalt sziv mitokondriumok anoxia-reoxigenizacidja soran. A
mitokondriumokat a Gnaiger-moédszerrel izolaltuk és a kovetkezOképpen kezeltikk: 2 6ras normoxiat (95%
levegd és 5% CO.) vagy anoxiat (A) (100% N») kdvetett 30 perces reoxigenizacio (R) (CHa-gyel vagy anélkiil).
A kisérletek végén a mitokondrialis funkciot vizsgaltuk. CHa: metan; CO,: szén-dioxid; N2: nitrogén.

A mitokondridlis funkcidkat respirometrias vizsgalata soran az NRMC-k és az izolalt sziv
mitokondriumok oxigénfogyasztasat mértikk kiilonb6z6 mitokondrialis anyagcsere-

allapotokban, valamint meghataroztuk a mitokondrialis H2O> termelését és a A¥m valtozasat.

Sziv hideg IR karosodasa

Heterotrop szivtranszplantaciés modelliinkben izogén him Lewis - Lewis patkanyokon
heterotop (n=36) transzplantaciot végeztiink a korabban leirtak szerint [170]. Roviden, a
donorokbdl torténd kivagéas utan a graftokat 60 percig transzplantacios oldatban hidegen
taroltuk (hideg iszkémids 1d0), amit heterotopikus transzplantacio €s 60 perces reperfizids
periodus kovetett. A transzplantdcid sordn a donorsziv aortajat és tiiddartéridjat
mikrosebészeti technikaval végrdl-oldalra anasztomosztizaltuk a recipiens patkany hasi
aortajahoz, illetve a vena cava inferiorhoz. A reperfuzié végén in situ hemodinamikai
méréseket végeztek a recipiensben a korai graftfunkciok értékelésére; ezt kdvetden
biopszidkat vettiink a graftok bal kamrajabol (LV) mitokondriélis funkciondlis mérések és
biokémiai vizsgalatok céljabol.

Az allatokat véletlenszeriien harom csoportba osztottuk. Az 1. kontrollcsoportban (n=12) a
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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,
CS-oldatban taroltuk, mig a 3. csoportban (n=12) a transzplantatumokat a 60 perces hideg
1szkémias periddus alatt CHas-gyel dusitott CS-oldatban taroltuk (6,57+0,27 pmol/mL CHs-t
tartalmaz, 1d. el6z0 kisérlet). Ebben a csoportban a sziv ledllitasdhoz hasznalt hideg

kardioplegikus CS-oldatot is CHs-gyel egészitették ki (15. abra).

:| Tarolés CS-ban l Hemodinamikai mérések

- Tarolas CS + CH,-ban ﬂ Mintavétel

Kontroll I__l

16 hideg iszkémia 1 6 reperfizid l ﬂ
cs | | | |
'llﬂ
|
|

R e

Donor patkany Hideg tarolas (4°C) Recipiens patkany

15. abra. Kisérleti protokoll szivgraft statikus hideg tarolasa soran alkalmazott CHs-dusitott szervtartdsito oldat
hatasanak vizsgalatara. A donor Lewis patkanyokbol eltavolitott szivgraftokat a heterotdpias szivtranszplantacid
el6tt 60 percen at hideg konzervalo oldatban taroltuk. A reperfuzié megkezdése utan 60 perccel hemodinamikai
méréseket végeztiink a recipienseken a transzplantacio utani korai graftfunkcio értékelésére. Ezt kovetéen a bal
kamrabol mintdkat vettiink mitokondrialis funkcionalis mérésekhez, biokémiai vizsgalatokhoz, qPCR-
analizishez és szOvettani vizsgalathoz. A kontrollcsoportban a szivek ugyanolyan miitéti eljarason estek at, mint
a donoroké, de nem kertiltek hideg tarolasra és transzplantaciora. A CS-csoportban a transzplantatumokat hideg
(4 °C) CS-oldatban taroltak a hideg iszkémias idészak alatt; a CS-CHa-csoportban a protokoll azonos volt, azzal
a kiilonbséggel, hogy CHa-gyel dusitott CS-oldatot hasznaltak.

A mitokondrialis 1égzést HRR-rel mértiik, az I-es és Il-es komplex milkodését a Leak
protokollal és a citokrom c felszabaduldsanak mérésével vizsgaltuk.

A szivizombol az ER-stressz marekerek mRNS-expressziojat 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)
homolég fehérje), hipoxia-indukalhaté faktor 1-alfa (HIF1a), glikogén-szintaz kindz 3 béta
(GSK3p) és nagyon alacsony stirtiségii lipoprotein receptor (VIdIr).
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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, koztiik a SERCA1 kifejezodését
indukalhatja a posztischemids szivben. Ebbdl kiindulva a SERCA1 expresszidjat standard
immunhisztokémiai festési technikaval (anti-SERCAL antitest, #S1189, Sigma-Aldrich,
Budapest, Magyarorszag) detektaltuk a transzplantalt patkanysziv-graftok bal kamraiban. A
SERCA1 immunreaktivitasat nyilt forraskédu képalkotod szoftverrel (Image] 1.8 verzid,
National Institutes of Health, Maryland, USA) hataroztuk meg, és az immunpozitiv sejtek

szazalékos aranyaban fejeztiik ki, latomezénként szamszeriisitve [172].

4.3 Trauma és alkoholfogyasztas okozta stressz biomarkereinek monitorozasa

4.3.1 Kilélegzett CH4 meghatarozas fotoakusztikus spektroszkopiaval

segitségével mutattuk ki [173]. A PAS a spektroszkopia egy specialis modja, amely az optikai
abszorpcidt kozvetett modon, a CHs elnyelt fényenergia akusztikus hullamokka torténd
atalakitasa révén méri. A keletkezd hang amplitiddja egyenesen ardnyos az elnyeld
amely a CHs abszorpcidos vonala koril, 1650,9 nm-en sugaroz, 15 mW kimend
teljesitménnyel (NTT Electronics, Tokyo, Japan). A 1€gzés €és a kornyezeti levegd kozos
Osszetevlire vonatkoz6  keresztérzékenységet tobbszor megvizsgaltuk, és  tobb
térfogatszazaléknyi CO2- vagy H20-gdz esetén sem talaltunk mérheté miiszerreakciot. A
dioddalézer nagy szelektivitast biztosit; a CHs abszorbanciaja tobb nagysagrenddel nagyobb,
mint a H20, CO2 vagy CO abszorbanciaja az altalunk hasznalt 1,65 pm-es hullamhosszon. A
késziiléket 100 ppm CHa-t tartalmaz6 szintetikus levegd (Messer, Budapest, Magyarorszag)
higitasaval eldallitott gazkeverékekkel kalibraltuk, és a késziilék dinamikus 4 nagysagrendnyi
tartomanyban mitkddik; a szenzor legkisebb detektalhato koncentracioja 0,25 ppm (36), 12 s

integracios id6 mellett [174] (16. abra).
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16. abra. Fotoakusztikus spektroszkop miikodésének sematikus dbrazolasa €s egy eredeti regisztratum.

4.3.2 Kilélegzett CHs 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 késobb). Kizaro6 kritériumok voltak: a
CHas-termeldi statusz, a dohdnyzas, a rendszeres alkoholfogyasztés, a versenysport, valamint
a maj- és cukorbetegség. A vizsgalatot megeldzden a résztvevOknek 3 napig nem volt
megengedett az alkoholfogyasztas, 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 kozott megismételtek 4 egymast kdvetd napon.
A kilélegzett CHs méréseket minden nap eldre 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 human vizsgalatok soran a kilégzett levegdé CH4 koncentraciojat PAS segitségével mértiik
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 CH4 szintjét meghataroztak, és alapértékként hasznaltak az in
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vivo CH4 kibocsatas szamitasaihoz. A CH4 termelést Appm-ben adtak meg, ami a netto
kilélegzett CH4 koncentraciobol.

A kapcsolodo allatkisérleteket him, nem-CHs-termeld (0,3 ppm-nél alacsonyabb kilélegzett
CHa értékii) Sprague-Dawley patkanyokon (190-300 g testtomeg) végeztiik. 24 nem-CHs-
termeld patkanyt véletlenszerlien négy csoportra osztottunk. Az 1. csoport (n=6) nem kezelt
kontrollként szolgalt, a 2. csoportban (n=6) az allatok a human vizsgalatban alkalmazott 1,15
o/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 Spezialdidten 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 patkanyok egész testre vonatkozé CHs kibocsatasat egy specidlisan kialakitott zart
mintavételezé kamraban mértiik, melynek belsé térfogata 2510 cm?® volt [173]. A kisérletek
elétt meghataroztuk a kamraban 1€v6 alap CHs koncentraciot, majd a patkanyt a zart kamraba
helyeztiik 10 percre. Az allatok egész testre vonatkozé CHs kibocsatasat az alap CHs
koncentracio és a 10 perces minta kozotti kiillonbség alapjan szamoltuk ki, és a testfeliilethez
(F (dm?) = 10*S°.75 kg) viszonyitottuk.

A mitokondrialis funkcionalis mérésekhez 50 mg majszovetet 2 ml PBS-alapti homogenizald
pufferbe helyeztiik, amely 0,25 M szachar6zt, 10 mM Tris-t, 0,5 mM EDTA-t és 0,05%-0s
BSA-t tartalmazott. Ezt kovetéen 50 pl szovet-homogenizatumot a HRR mér6kamraiba
helyeztiink, és a mitokondrialis II-11l-as allapotu (alaplégzés + OxPhos) 1égzési protokollt

alkalmaztuk.

4.3.3 Vitalis paraméterek és a szivfrekvencia prediktiv értéke traumas sokkban

Retrospektiv kohorszelemzést végeztiink intézetiink I. szintli trauma kézpontjaban az ATLS-
szerinti sokkosztalyozasban hasznalt VS-ek (HR, SBP, GCS a tudatallapot és BD a
metabolikus 4llapot jellemzésére) mortalitds szempontjabdl perdiktiv — értékének

vizsgalataval. Az adatokat 2014. julius 11. és 2019. szeptember 11. kozott gyljtottik a
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Szegedi Tudomanyegyetem elektronikus adatbazisabol (MedSolution). Az intézményben a
stirgdsségi traumatologiai ellatas protokolljai, beleértve a massziv transzfuzios protokollokat
is, a teljes vizsgalati idészak alatt megfeleltek az ATLS elveinek.

A bevonasi kritériumok kozé tartozott a traumas team aktivalasa, a helyszinrdl torténd
kozvetlen szallitas, >16 éves életkor, részletes dokumentacio, beleértve a roviditett sériilési
skalat (AIS=Abbreviated Injury Severity Score), a sériilés sulyossagi pontszdmat (ISS=Injury
Severity Score), a sériilés pontos mechanizmusat és a megjelenéskor rogzitett teljes HR, SBP,
GCS ¢és BD adatsort. A fizioldgiai valtozok tekintetében az elsé korhdzi mérések értékeit
vették figyelembe és jelentették.

Betegcsoportok

Az ATLS nem hatdrozza meg kifejezetten, hogy a legrosszabb paraméter vagy az 0sszes
paraméter kombinacidja hatarozza meg a beteg stlyossagi osztalyat. A legtobb traumés
beteget nem lehet helyesen besorolni az ATLS IV. stlyossagi osztalyaba (I-IV), ha a vitalis
paraméterek kombinaciojat értékelik [121,132]. A résztvevOk sokk osztalyba torténd
beosztasa 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 kordbbi ATLS osztalyozasbol vettiik 4 a HR értékeket,

valamint a Dunham és munkatarsai tanulmanyabol az SBP és GCS értékeket [176] (1.

tablazat).
Sulyossagi Osztalyok | 1l 1} v
Becsiilt vérveszteség <15% 15-30% | 31-40% >40%
T HR* (/perc) <100 100-119 |120-139 2140
:E_,” ‘g £ | SBP* (mmHg) >110 100-109 | 90-99 <90
25 GCs* 15 15 12-14 <12
[ BD** (mEq/L) 0-2 mEq 2-6 mEq 6-10 >10 mEq
Transzfuzio Monitorozds | Lehetséges | Igen Massziv

1. tablazat. Egyszerisitett sokkosztalyozas abszolut értékek felhasznalasaval. A tablazat az ATLS [6] ajanlasain
alapul. A pulzusnyomas, a 1égzésszam és a vizeletiirités nem szerepel az élettani valtozok kozott. A tendenciak
helyett abszolut értékeket hasznaltunk, hogy a kritériumokat objektivebbé tegyilik. VS: életjel, HR:
szivfrekvencia, SBP: szisztolés vérnyomds, GCS: Glasgow-koma skala, BD: bazishiany, bpm: percenkénti
itésszam. *A HR-értékeket a korabbi (9.) ATLS sokkosztalyozasbol vettiik at. Az SBP és a GCS esetében a
Dunham és munkatarsai altal hasznalt értékeket vettiik at [176].**A hipovolaemias sokk jelenlegi ATLS-
osztalyozasa csak a BD-re ad pontos értékeket. A negativ bazisfelesleget (BE) bazisdeficitnek (BD) nevezziik,
¢és metabolikus acidozist jelez.

Kimeneti eredményként megvizsgaltuk az egyes paraméterek (HR, SBP, GCS ¢és BD)
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prognosztikai potencialjat, hogy meg tudjuk hatarozni a legerdsebb és leggyengébb eldrejelzd

tényezoket a traumads sulyos 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 szerepérél 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 Nyilvantartaisa (CENTRAL) és a Web of Science
adatbazisokban 2020. szeptember 1-jén a kovetkezd keresési kifejezésekkel: “trauma” ES
(“szivfrekvencia” VAGY “pulzusszam” VAGY “tachycardia” VAGY “bradycardia” VAGY
“Sletje]” 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 kritériumok

A vérzé traumds betegek adatait csak akkor vettilk figyelembe a bevalasztds soran, ha
tartalmaztak a kezdeti szivfrekvencia (HR) értékeket — akar a helyszinen (prehospital, PH),
akar a korhazi felvételkor (admission, AD) —, valamint a halalozasi adatokat egy legfeljebb
30 napos iddintervallumon beliil a sériilés iddpontjatdl szamitva. Csak teljes szdvegl
kozleményeket vettiink figyelembe. A nem angol nyelvii kozleményeket, szakirodalmi
attekintéseket, konferencia-osszefoglalokat és alacsony esetszamu (<10) esetismertetéseket
kizartuk. Figyelembe véve a traumaellatds elmult évtizedbeli fejlédését (példaul a
tranexdmsav (TXA) bevezetését és a folyadékreszuszcitaciés szemléletvaltast), kizartuk
azokat a tanulmanyokat is, amelyek 2010 el6tt kezelt betegek adatait tartalmaztak.[177].
Egy betegcsoportot akkor tekintettiink vérzonek, ha az egyes vizsgéalatok bevalasztasi
kritériumai kozott szerepelt a vérkészitmények transzfizioja és/vagy pozitiv FAST és/vagy
hemodinamikai instabilitads trauma utan és/vagy hasi 16tt sériilés. A specialis populaciok,
példaul terhesek, gyermekek (<18 év) vagy geriatriai betegek (>55 év) adatait nem vettiik

figyelembe. Kizartuk tovabba azokat a tanulmanyokat, amelyek égési sériilést, traumas
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gerinc- vagy agysériilést elszenvedett betegekre vonatkoztak. A specidlis populaciok,
valamint a gyermek- és idéskoru betegek kizarasaval célunk az volt, hogy csokkentsiik a
zavard tényezOk hatasat. Mivel a traumat elszenvedett geriatriai betegek vizsgalataiban az
¢letkori hatarértékek 55 ¢és 80 év kozott valtoznak, és a szakirodalomban nincs egyértelmii
konszenzus, ugy dontottiink, hogy az 55 év feletti populaciokat kizarjuk az életkorral

Osszefliggd zavard tényezok hatasanak minimalizalasa érdekében.

Kozlemények kivalasztasa

A duplikaltumokat és 2010 el6tt megjelent cikkeket referencia menedzser szoftver (EndNote
V.X7) segitségével eltavolitottuk. A fennmaradé kozlemények cim és absztrakt alapjan
torténd sziirését két szerzé végezte. Ezt kovetden azon kozlemények teljes szOvegét
értékeltiik, amelyek megfeleltek az elézdekben ismertetett bevonasi kritériumoknak. Az

eltéréseket konszenzussal rendeztiik.

Adatgytijtés

A vizsgalatba bevont kozleményekbdl a kovetkezd adatok keriiltek kivonasra: cim, elsd
szerzd neve, publikélds éve, tanulmany tipusa (prospektiv vagy retrospektiv), adatforras
(orszag, korhazi adatbazis/regiszter), adatgyljtési iddszak, bevondsi kritériumok, al-
csoportok, az al-csoportok betegszama, Gsszes betegszam, HR (atlag = SD vagy median
(IQR)), HR értékek rogzitésének fazisa (PH/AD), 30 napon beliili haladlozas (n, %). Az atfedd
adatokkal rendelkez6é tanulmédnyok esetén a kisebb mintaval rendelkezd, kevésbé atfogd
jelentéseket kizartuk. A torzitds (bias) kockéazatanak értékelésére a Prognosztikai
Tanulmanyok Mindsége (QUIPS) eszkozt kiilon-kiilon alkalmazta két szerz6 [178]. Az

eltéréseket konszenzussal rendeztiik.

4.3.4 A Kilélegzett CH4 kimutatasa traumaval 6sszefiiggé vérzésben

Prospektiv, obszervacios vizsgalatot végeztiink a Szegedi Tudoményegyetem Traumatoldgiai
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 kozoltik [83]. A vizsgalatba 18

évesnél iddsebb, stilyosan sériilt (ISS >16), a helyszinen vagy kdzvetleniil érkezéskor intubalt
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betegeket vontunk be. Egy beteg esetében, akinek athatd sériilése miatt a végsd analizisbe
nem keriilt bevondsra, a prospektiv vizsgalat modszertanaval 4 6ran keresztiil folyamatos
monitorozast végeztliink. Az érintett beteg egy 45 éves férfi volt, aki 2021 oktoberében egy
frontalis motorbalesetet kovetden érkezett helikopteres slirgdsségi mentOszolgalattal a
Szegedi Tudomanyegyetem Damage Control miitdjébe. A beteg tobb stlyos sériilést
szenvedett, koztiik a bal als6 végtag részleges amputéaciojat. A helyszini ellatas soran stlyos
vérzés, hemodinamikai instabilitas és 3-as GCS pontszdm keriilt megallapitasra. Elsédleges
ellatasként intravénds folyadékot, epinefrint, tranexdmsavat €s fibrinogént kapott, valamint
endotrachealis intubaciot, bilaterdlis thoracosztomiat ¢és vérzéscsillapité tourniquet-et

alkalmaztak.

Korhazi kezelés

A Damage Control mitébe érkezéskor vérnyomasa 74/36 mmHg, szivfrekvenciaja 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 (2. tablazat).

Nem

Enyhe Moderalt Komoly Sulyos Kritikus Kezelhetd

Fej és nyak X
- a ll. nyakcsigolya testének elmozdulas nélkili torése
Arc X
- zZUzddasok az arcon
Mellkas X

- kis pneumothorax mindkét oldalon €20 mm

Has és kismedence X
- b6r alatti véromleny a bal lagyéktajékon (25 mm)

Végtagok és medence X

- a bal als6 végtag szubtotalis amputdcidja a combcsont proximalis és medialis
harmadanak hataran, stlyos vérzéssel, ami kezelhetetlen TIC-et eredményezett.
- ficam, szilankos, zart torés a bal felkarcsont distalis harmaddban

Kiils6leges sériilés X

- kiterjedt bérszakadasok a haton, amelyek a testfellilet 5%-at érintik

2. tablazat. A sériilés soran elszenvedett sériilések és azok stlyossaga. 45 éves motorkerékparos sériilései
személygépkocsival vald frontalis iitkozés utan. Bar a nyak, az arc, a mellkas, a has és a kiils6 régi6 teriiletén
csak kisebb és kdzepes mértékii sériilések keletkeztek; a bal also végtag kritikus mértékben megsériilt, ami nagy
vérveszteséget, vérzéses sokkot és trauma altal kivaltott koagulopatiat (TIC) eredményezett.

Erkezés utan folyadék-reszuszcitaciot kezdtek 1000 ml Gelofusine, 500 ml Ringer-laktét és
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1000 ml Isolyte-al, és elinditottak a massziv vértranszfizios protokollt (MBT). A MBT-t az
ATLS szerint ugy definialtuk, mint 10 egységnél tobb vordsvérsejt-koncentratumot a felvételt
kovetd els6 24 oOrdban, vagy 4 egységnél tobb vvt transzfuziot 1 oOra 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

crer

A kilélegzett CHyg-szint mérése

A hagyoméanyos diagnosztikai eszk6zok (VS, laboratdriumi vizsgélatok, vérgazelemzések,
szonografia, CT-képalkotas) mellett az ellatas elsd 4 orajaban folyamatosan mértiik a beteg
1ézertechnikéan alapuld PAS-késziiléket csatlakoztattuk a I1€legeztetogép kilégzési nyilasahoz,

lehetévé téve ezzel a kilélegzett CHa folyamatos nyomon kovetését[179]. A hattérlevegd

crer

4.3.5 Mitokondrialis diszfunkcioé trauma-indukalt koagulopatiaban

A Szegedi Tudomdanyegyetem Traumatoldgiai Klinikajan (I. szintli trauma kozpont)
prospektiv, obszervacios vizsgalatot végeztiink, amelynek célja a TIC soran eléfordulod
trombocita mitokondridlis diszfunkcio vizsgalata volt stlyosan sériilt betegek korében. A
kutatds regisztracigja a ClinicalTrials.gov oldalon NCT05004844 azonositoszammal

megtortént, részletes protokolljat pedig munkacsoportunk publikalta [116].

Betegbevonasi szempontok

A vizsgélat a Szegedi Tudomanyegyetem Siirgdsségi Osztalyara 2021. szeptember 1. €s
2023. november 30. kozott, traumas anamnézissel kozvetleniil szallitott, >18 éves, CT-
vizsgalattal igazolt vérzO, sulyosan sériilt (ISS >16) betegek bevonasaval zajlott. A
ciklooxigenaz-1 vagy adenozin-difoszfat (ADP) receptor (P2Y12) gatloét (aszpirin,
klopidogrél, prasugrel és ticagrelor) tartalmazé oréalis trombocita-gatld szereket szedd

betegeket kizartuk a végs6 elemzésbdl (17. abra).
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Szegedi Tudomanyegyetem
Trauma team altal ellatott politraumatizalt betegek

2021. Szeptember 01. — 2023. November 30. kdzétt

(n=248)
Kizarasi kritérium (n = 64)
-ISS <16
-Kor <18 év
-Izolalt koponya sértilés
-Antikoagulacids terapia
\ 4 -Prehospitélis transzfuzid
[ Sulyosan sérdilt csoport 1SS 2 16 (n = 136) ]
Egészséges Kontroll csoport (n = 48)
Kizarasi kritérium (n = 23)
- Hidnyos Dokumentdcio
- Mintak mérésébdl szarmazd
v hiba
[ Sulyosan sérdilt csoport > 16 1SS (h = 113) ]
Egészséges Kontroll csoport (n = 48)

17. abra. A betegek kivalasztasat bemutatd abra. 2021. szeptember 1. és 2023. november 31. kdzott 248 traumas
beteget vettek fel akiket a trauma team aktivalasaval regiszraltak. A >18 éves, ISS >16 betegek, akiknél vérzés
nem igazolodot, az ordlis antikoagulansokat szeddk, izolalt fejsériiltek ¢€s azok akik transzfiziot kaptak
érkezésiik eldtt, kizarasra keriiltek. Osszesen 136 beteg teljesitette a bevonasi kritériumokat, koziiliik a nem
teljes betegdokumentacidval rendelkezd betegek kizarasa utan 6sszesen 113 beteget vontunk be a vizsgalatba.
Kontrollként véletlenszeriien kivalasztasra keriilt 48 beteg, akiket kisebb, elektiv ortopédiai mitétre vettek fel.
Az esetiikben ugyanazokat a kizarasi kritériumokat alkalmaztdk a traumas esemény kivételével. ISS, sériilés
stlyossagi pontszam.

Vizsgalt paraméterek

A résztvevOk demografiai adatait és tarsbetegségeit ideédlis esetben a felvételkor
dokumentéltuk. A beteg megérkezésekor hagyomanyos laboratoriumi vizsgalatokat
végeztiink, beleértve a Hb, Ht, trombocitaszam, aktivalt parcialis tromboplasztin id6 (aPTT),
protrombin i1d6 (PT) és nemzetkdzi normalizalt arany (INR) vizsgalatat. A belsd vérzések
kimutatasara eFAST-ot ¢és CT-vizsgalatot hasznaltunk. Viszkoelasztikus vizsgalatokat
(ClotPro, Enicor GmbH, Munich, Germany) és aggregometriat végziink a koagulopatia

értékelésére. Az MBT-t és a 24 6ras mortalitast dokumentaltuk.

Viszkoelasztometriai vizsgalatok

A viszkoelasztometriai vizsgalatokhoz a vénas vért 3,2%-os pufferelt natrium-citrat csovekbe
gyljtotték, és 30 percen beliil egy 1j generacios ClotPro viszkoelasztometriai analizatorral
(Enicor GmbH, Miinchen, Németorszag) elemeztiik az EX-teszt és a FIB-teszt (standard
ClotPro vizsgalatok) segitségével a gyartd utasitdsainak megfeleléen. Az EX-tesztben
(extrinsically activated test) az extrinsic koagulacids utvonalat vizsgaltuk, amelyet szoveti
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faktorral aktivalunk és CaClz-vel rekalcinalunk. A fibrinogénszintet és a fibrin-polimerizéaciot
FIB-teszttel (fibrinogen assay) is nyomon kovettiik, amely az extrinsic koagulacids titvonalat
a trombocitak citokalazin D-vel, egy glikoprotein Il1b-IIla antagonistaval torténd gatlasaval
abrazolja. A ClotPro altal szolgaltatott numerikus paraméterek koz¢ tartozott a véralvadasi

id6 (CT, clotting time), a maximalis alvadasszilardsag (MCF) és a maximalis lizis (ML).

Aggregacids vizsgalat

A vizsgalathoz multiplate impedancia aggregométert (Multiplate 5.0 Analyzer, Roche,
Magyarorszag) hasznaltunk, amely kvantitativ és kvalitativ informaciot szolgaltat a
trombocita funkciordl antikoagulalt 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 aggregéacios gorbe magassaga és meredeksége hataroz

meg [180]

Mitokondrialis funkcionalis mérések HRR-el

A trombocitakat kozvetleniil a beteg érkezésekor vett 4x6 ml-es csévekbe gyiijtott 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 feliilaszot 200 pl MIROS5 respiraciés médiummal helyettesitettiik [181].
Ezt kovetéen 50-50 pl trombocita szuszpenziot a HRR kamraiba mérve egy korabbi
kisérletiink soran felallitott permeabilizacios titralasi protokollt alkalmaztunk, hogy
permeabilizalasat kovetden a mitokondrialis 1€gzés hatékonysdgat HRR-el vizsgaltuk korabbi
kisérletiinkben mar alkalmazott kapcsoltsagi protokoll szerint [182]. Vizsgaltuk tovabba a
trombocita mitokondriumok H20. termelését [182], a AWm valtozasat, valamint az
extramitokondridlis Ca?* mozgést, szintén korabbi kisérleteinkben felallitott protokollal

[183].
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5 EREDMENYEK
5.1 Mikrokeringés valtozasa gyulladasos modellekben

5.1.1. 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 vevé csoportok kozott (18.
abra). 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 (18. abra).
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18. abra. A diklofenak-kezelések hatasa a gordiil6 (A) és kitapado (B) leukocitak szamara a szinovialis membran
posztkapillaris vénaiban. C/K-val injektalt térdek (fekete oszlopok), kontralateralis térdek sooldatos
hordozbanyaggal kezelve (fehér oszlopok). Az adatokat atlag = SD abrazoltuk. #P < 0,05 vs. Kontralateralis,
fizioldgias soval oltott végtag; *P < 0,05 vs. Kontroll C/K oltott (kétiranya ANOV A és Holm-Sidak teszt). C/K,
karragén/kaolin; SD, szdras.

5.1.2. Boér mikrokeringése bérirritaciéban és sebgyégyulisban
A mikrokeringést a bérredé nem sériilt (€p, teljes vastag borfeliilet) €s sériilt oldalan is

megvizsgaltuk IVM-el. Az el6bbi helyen a dermisz dermoepidermalis vonalhoz kozeli ereit
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lehetett lathatova tenni, mig az utobbi helyen a boOr alatti hardntcsikolt izomréteg
mikrokeringését lehetett vizsgalni. Az RBCV értékei (atlag + SD) a kovetkezok voltak: 502
+ 204 pm/s ép boron €s 595 + 266 um/s a borseb feldl. A statisztikai elemzés nem mutatott
szignifikans kiilonbséget az oldalak k6zott. Az adatok azonban nagy szorast mutattak: az ép
bor esetében a minimalis és maximalis értékek 178 €s 957 um/s, mig a borseb oldalan 225 és
1061 pm/s kozott mozogtak. A masik vizsgalt paraméter a PR volt. Mindkét oldalon magas
PR-értékeket mértek (ép bor: 91,41 + 2,24; boérseb: 91,34 + 4,08), és az oldalak kdzott nem

volt szignifikans kiilonbség.

Bor mikrokeringése bdrirritacioban

Az SLS altal kivaltott borirritaciés modellben a kontrollcsoport kapilldrisaiban az RBCV
median értéke 663 um/s volt. Az SLS okozta gyulladas jelentdsen fokozta a helyi véraramlast.
Hasonloan magas RBCV-értékeket mértiink a 3. csoportban is, amelyet 5%-0s glicerinnel
kezeltiink. Ezzel szemben a 10%-o0s glicerin és a xilit mindkét alkalmazott koncentracioban
hatékonyan megakadalyozta az RBCV emelkedését (19A. abra). A 19B. éabra a leukocita-
endotél interakciok mennyiségét mutatja a kiilonbdzd csoportokban. A kontrollcsoportban
viszonylag kevés kitapadt leukocitat észleltiink. Az SLS-kezelt csoportot szignifikansan tobb
leukocita-endotél interakcio jellemzi. Bar az 5%-os glicerin csokkentette a leukocitak
tapadasat az SLS-sel kezelt csoporthoz képest, a kdlcsonhatdsok szdma magasabb volt, mint
a kontrollcsoportban. A 8,26%-os és 16,52%-0s Xilit, valamint a 10%-os glicerin hatékonyan
akadalyozta meg a leukocita-endotél interakciokat: a tapadd leukocitdk szama ezekben a

csoportokban nem kiilonbozott szignifikansan a kontrollcsoportétol.
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19. abra. (A) Vorosvérsejtek (VVT) sebessége a boérkapillarisokban 3 oras kezelés utan a csoportokban. Az
értékek um/s-ban vannak megadva. (B) A kitapadt leukocitak szama a dermalis posztkapillaris vénakban 3 6ras
kezelés utan. A sejtszdmok az érfal teriiletére vonatkoznak, és sejt/um?-ben vannak megadva. A grafikonok a
mediant mutatjak 25. és 75. percentilisekkel. #P < 0,05 vs. kontroll, §P < 0,05 vs. SLS-kezelt csoport. A
csoportok kozotti kiilonbséget Kruskal-Wallis-féle egyszempontos rangvariancia-analizissel elemeztiik,
amelyet a Dunn-mddszerrel végzett paronkénti tobbes Gsszehasonlitas kovetett. SLS: natrium-lauril-szulfat, Gl:
glicerin, Xy: xilit.

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 (20. abra). A kisérlet végén, a

20. napon a Ca?*-antagonistaval kezelt sebek mindegyike teljes sebzarodast ért el, mig a 4

CMC-vel kezelt allatoké nem.
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20. abra. Sebgydgyulas vizsgalata DA-val, 4-CMC-vel vagy sooldattal tortén6 kezelés hatasara. SKH-1 egerek
hatan teljes vastagsagt, kimetszett bérsebeket hoztunk létre, amelyeket naponta kezeltiink, és négy naponként
digitalis fényképet készitettiink (n=6-6). A fels6é képen a kontroll és a dantrolén csoportok Gsszehasonlitasa
lathato, amelyb6l megfigyelhetd, hogy a Dantrolén eldsegitette a sebgyogyulast. Az alsé grafikon a sebzarddas
mértékét szazalékos formaban mutatja, a sebteriilet csokkenését a kiindulasi (0. napi) mérethez viszonyitva. #P
< 0,05 vs. kontroll, *P < 0,05 vs. 4-CMC. A csoportok kozotti kiilonbségeket Kruskal-Wallis-féle
egyszempontos rangvariancia-analizissel elemeztiik, amelyet Dunn-moédszerrel végzett paronkénti tobbes
Osszehasonlitas kovetett. 4-CMC: 4-klor-m-krezol, DA: dantrolén

Az IVM-videofelvételek elemzése kimutatta, hogy az ératmérék 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 megfigyelhetd volt (21A. abra).

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

volt kiilonbség (21B. abra).

72



Hart mann Petra_ 154 23

A B
20 4 1200 -
—o—— kontroll ——— Kontroll
18 4 — =k —  4-CMC — = —  4-CMC
—— DA 1000 | | =—— DA

# 800 1# T# JL#
g.u_ L _ I 600 H’J‘-ﬁ
_ II— @ 400 1

200

um/mp

4 § 8 10 12 - - 5 10 2

Id& (nap) IdG (nap)

21. abra. A mikrokeringés IVM vizsgalata DA-val, 4-CMC-vel vagy s6oldattal torténé sebkezelés hatasara. A
mikrokeringési paramétereket a hati boérredében 1év6, fluoreszcein-izotiocianat-jelolt dextrannal perfundalt
erekbdl hataroztuk meg. (A) Az erek atmérdje (um) a regeneracio soran a sebzés utani 4., 8. és 12. napon a DA-
val kezelt egereknél jelentds novekedését mutat a kontrollcsoporthoz képest. (B) A kalciumantagonistaval kezelt
egerek mikroereiben a vorosvértestek sebessége elérte a 800 pm/sec-ot, ami jelentsen kiilonbozik a
kontrollcsoport értékeihez képest. #P < 0,05 vs. kontroll, n=6-6. A csoportok kozotti kiilonbséget Kruskal—
Wallis-féle egyszempontos rangvariancia-analizissel elemeztiik, amelyet a Dunn-modszerrel végzett paronkénti
tobbes 6sszehasonlitas kovetett. 4-CMC: 4-klor-m-krezol, DA: dantrolén.

A 1ézer-Doppler-aramlasmérés eredményei megerdsitették az IVM-b6l nyert adatokat. Az
aramlasi gorbék a véraramlas konzisztens, szignifikdns novekedését mutattak a kiindulasi
szintr6l a kezelés utani szintre, atlagosan 15-sz6ros novekedéssel a DA-val kezelt csoportban
(22A. abra). Az MPO-aktivitast, a gyulladasos sejtek felhalmozodasanak altalanosan hasznalt
indexét a sebgyogyulas gyulladdsos fazisaban, a sebzés utani elsd és negyedik napon mértiik.
Eredményeink szerint nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a csoportok kozott (az adatok
nem lathatoak). Ezzel szemben a ROS-termelés kritikus forrasat jelentd XOR-aktivitas
jelentds csokkenését figyeltiik meg a DA-val kezelt csoportban az elsd és a negyedik napon
a kontrollcsoporthoz képest, mig a 4-CMC nem valtoztatta meg az enzimaktivitast (22B.

abra).
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22. abra. (A) A kiilonboz6 kezelések véraramlasra gyakorolt hatasanak vizsgalata LDF-fel, a sebkezelés el6tt
és utan DA-val, 4-CMC-vel vagy sooldattal kezelt egerekben. A kalciumantagonista DA-val kezelt egerek
véraramlasa a kezelés utan 10 perccel 200 és 500 P.U. kdzo6tt mozgott, ami szignifikansan eltért a kiindulasi
értékekt6l (20-30 P.U.). #: p<0,05 a kezelés elotti értékekhez viszonyitva, n=6-6. (B) A XOR-aktivitas
meghatarozasa a bérsebben. A mintavétel a seb kialakitasat kovetden az 1. és a 4. napon tortént. Az allatokat
naponta egyszer kezeltilk 4-CMC-vel (0,5 mM, pH=6,5), DA-val (100 uM, pH=7,1) vagy sooldattal (kontroll).
A kontrollcsoporthoz képest a DA a sebgyogyulas gyulladasos fazisaban szignifikansan csokkentette a XOR-
aktivitast a szovetben. #P < 0,05 vs. kontroll, n=6-6. A csoportok kozotti kiillonbséget Kruskal-Wallis-féle
egyszempontos rangvariancia-analizissel elemeztiik, amelyet a Dunn-mddszerrel végzett paronkénti tobbes
Osszehasonlitas kovetett. 4-CMC: 4-klor-m-krezol, DA: dantrolén.

Bor mikrokeringése szovetbarat implantatum kozelében

tartalékkapacitas-funkciojat becsiiltiik meg betegenként. Az eredeti regisztratumon lathato,
hogy i1zoterm koriilmények kozott az alapvonal véraramlas minden beiiltetett csoportban
stabil maradt (az atlagok 63 és 65 PU kozott valtoztak) (23. abra). A jellegzetes aramlasi
gorbék azonban a véraramlasnak a kiindulési szintrél a hdprovokacid utani szintre torténd

kovetkezetes, szignifikans novekedését mutattak minden csoportban (24. abra).
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23. abra. Két beteg reprezentativ LDF regisztratumai Kiilonb6z6 muitéti beavatkozasok hatasara. A gorbék a bér
mikrovaszkularis rezerv kapacitasat mutatjak a kiindulasi értéken €s a hdprovokaciot kovetéen, hagyomanyos
STR (A) és az STP (B) miitéti technika utan, valamint a kontralateralis oldalon. Kék kettds nyil az A. betegnél
a jelentésen cs6kkent mikrokeringési alapallapotot jelzi az implantalt régidban a kontralateralis retroaurikularis
régidhoz képest.

Kontroll Beliltetett cs.
Naiv Kontralateralis STR STP
Kiindulasi érték 42.216.8 64.115.6 65.0£10.6 62.818.6
Provokacio 291.8+37.4 299.4+24.7 134.6+25.4 216.4132.2
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24. abra. A pontdiagram az egyén borének véraramlas (PU-ban megadva) valtozasat abrazolja a hdprovokaciot
kovetden. (A) Az 6sszekapcsolt pontok a melegités elotti €s utani perfuzios egységeket jelolik minden alany
esetében. Az &sszekotd vonalak mutatjak a megfeleld parokat. A szaggatott vonalak az atlagos hoprovokaciot
koveté eredményt abrazoljak a csoportokban (B) Az abra az atlagos csoportos PU-gradienseket és a jelentésen
csokkent reakcidt mutatja az STR csoport esetében a tobbi csoporthoz képest (csillag). Also tablazat: Atlagos
kiindulasi és héprovokaci6 utani véraramlasi értékek a kiilonbozd csoportokban. Az adatok dbrazolasa atlag +
SEM. Nincs szignifikans kiilonbség a kiindulasi értékekben a kiilonb6z6 csoportok kozott.
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5.1.3 A perioszteum és endoszteum keringése kiterjedt oszteoszintézist kovetéen

A kontralateralis, nem operalt végtaghoz képest (25A. abra) a reoperalt tibia perioszteumaban
(25B. abra) 1ényegesen alacsonyabb periosztealis aramlas értékeket mértiink (atlagosan 106
PU, illetve 76PU) (25E. abra). Az endoszteum kozelében nagymértékben alacsonyabb
perfuzio volt megfigyelhetd; a nem operalt tibidban azonban atlagosan 30 PU endosztealis
perflziot talaltunk (25C. abra). A reoperalt tibia endosztealis régidjaban még alacsonyabb
perfizios szintet mértiink (atlagosan 9 PU; 25D. abra), még a jellegzetesen jo jelmindség

mellett is (25E. abra).
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25. abra. A lézer—Doppler éramlésmérés felvételei a perioszteélis (A és B) és endoszteélis régiokrdl (C és D) a

az (E) rész tartalmazza.

5.1.4 A tavoli iszkémias prekondicionalas és a L-a-glicerilfoszforilkolin hatisa a maj
iszkémia-reperfuzios mikrokeringésére

5.1.4.1 A tavoli iszkémias prekondicionalas hatasa a mikrokeringésére

02C mérések

A mérések soran a mikrohemodinamikai paraméterek, a kapillaris véraramlas, RBCV, SO-
¢és rHb-tartalom egyidejii meghatarozasa tortént a bal majlebenyben (26. abra). A 60 perces
iszkémiat kovetd reperfiizié nem jart a majon beliili véraramlas szignifikans valtozasaval az
Aloperélt csoporthoz képest. Ha azonban az IR-t tivoli IPC eldzte meg, akkor a
posztischemids m4j véraramlas szignifikansan magasabb volt, mint az iszkémiat megel6z6
értekek az egész vizsgélati iddszakban. Az IR csoportban a RBCV szignifikdnsan

alacsonyabb volt a reperfuzi6 soran az iszkémiat megel6zd értékekhez képest, és a vizsgalati
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idészak alatt nem volt megfigyelhetdé helyreallas (26B. abra). A tavoli IPC azonban
visszaforditotta az RBCV-valtozasokat a Aloperalt csoportban mért szintre. Osszességében a
60 perces részleges iszkémia altal okozott aramlasi €s sebességvaltozasok a szoveti SOz és
rHb szintek romlasaban nyilvanultak meg, amelyeket a tavoli IPC protokoll helyreallitott

(26C., D. 4bra).
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26. abra. A hepatikus mikrokeringési paraméterek valtozasai. Him Sprague Dawley patkanyokon aloperaciot
végeztek (Alop. csoport, fehér oszlopok), vagy 60 perces részleges hepatikus iszkémia, majd 180 perces
reperfuzid kovetkezett (IR csoport, fekete oszlopok), vagy 2 ciklus 10 perces teljes hatso végtag iszkémia, majd
10 perces reperfuzios idészakot alkalmaztak prekondicionald triggerként a maj iszkémia el6tt (tavoli IPC+IR
csoport, csikos oszlopok). A mérési idépontok a reperfiizid 60., 120.¢s 180. percében torténtek. (A) Kapillaris
véraramlas (6nkényes egységben, AU-ban megadva), (B) sebesség a kapillarisokban (RBCV, AU-ban
megadva), (C) szoveti oxigéntelitettség (SO2, %-ban megadva), (D) szoveti hemoglobin (rHb, AU-ban
megadva). Az adatokat 4tlag = SEM abrazoltuk. *P < 0,05 a kiindulasi értékhez képest; #P < 0,05 az Aloperalt
csoporthoz képest (kétirinyu ANOV A, Bonferroni-teszt).

IVM mérések

A szelektinmolekuldk hidnya miatt a posztszinuszoidalis endotéliumban a ,klasszikus
gordiilés” nem volt megfigyelhetd, azonban a gordiilési jelenséget mutaté PMN-ek szdma
tovabbra is meghatarozhato volt a centralis véndkban. M4j-IR esetén a gordiilé leukocitak
szama koriilbeliil négyszeresére ndvekedett az aloperalt allatokhoz képest (27A. abra). Ezzel

Osszhangban a tapad6 sejtek szdma is jelentdsen emelkedett a méj-IR-re adott valaszként
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(27B. abra). A tavoli IPC mindkét sejt-sejt kolcsOnhatas tekintetében jelentOs javulast

eredményezett.
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27. abra. A tavoli IPC hatasa a maj IR-karosodasaban a PMN-endotél interakciokra (A) A gordiillo6 PMN-ek
szdma a maj kdzponti vénaiban (gordiilé, mm? s -ben megadva). (B) a kitapaddo PMN-ek szdma (Kitapadas,
mm2-ben megadva). Az adatok atlag + SEM értékben vannak feltiintetve. #P < 0,05 vs. Aloperélt csoporthoz
képest (egyiranyt ANOVA, Holm-Sidak-teszt).

NOX2 és NOX4 fehérje expresszio

A NOX2 ¢és NOX4 fehérjék Western blot analizise jelentés novekedést mutatott a részleges
maj IR utan az Aloperalt allatokhoz képest. A tavoli IPC alkalmazasa az IR eldtt
szignifikansan csokkentette az NOX2 expressziojat (28A. abra), de nem befolyasolta az
NOX4 expressziojanak szintjét (28B. abra). A kovetkeztetés tehat az, hogy az IR
sziginifikansan noveli a NOX2 expressziojat, viszont az [PC hatakonyan csokkenti a fehérje
szintjét, ami arra utal, hogy az IPC véddhatast fejt ki a NOX2 okozta oxidativ stressz ellen.
A NOX4-nél ez a hatds nem figyelhetd meg, igy valdszinlileg mas mechanizmussal okoz

oxidativ stresszt.
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28. abra. A tavoli IPC hatasa a maj IR-karosodasaban a NOX2 és NOX4 fehérjék hepatikus expresszidjara. A.
NOX2 expresszid; B. NOX4 expresszio. Az adatokat median + SD-ben abrazoljuk. #P < 0,05 vs. Alop.csoport
(Mann-Whitney-teszt). SD: szoras

5.1.4.2 GPC hatasa a maj mikrokeringésre iszkémia-reperfiiziéban

t a bal majlebenyben egyszerre vizsgaltuk (29. abra). A 60 perces iszkémiat kovetd
reperfuzios fazis (IR + vivOanyag csoport) nem jart egyiitt a m4j kapillaris véraramlasanak
szignifikans valtozasaval az Aloperalt (Alop + vivéanyag) csoporthoz képest, mig a kapillaris
véraramlas a reperfuzid 120 és 180 percében szignifikansan alacsonyabb volt a kiindulasi
értéknél (29A. abra), amikor a GPC-t 5 perccel az iszkémias periddus vége elétt adtuk be (IR
+ GPC csoport). Az IR + vivéanyag csoportban az RBCV szignifikansan alacsonyabb volt az
iszkémiat megel6z6 értékhez képest a reperfuzio 60 és 120 percében, és jelentdsen
kiilonbozott a vizsgalt idészak 60 percében mért értéktél az Aloperalt csoportban mért
értektol (29B. dbra). A GPC szignifikans novekedést eredményezett 120 és 180 percben az
aloperalt csoportban mért szintekhez képest. Osszességében a 60 perces részleges iszkémia
altal okozott aramlési és sebességvaltozdsok a szoveti oxigénszaturdcidé romlésidban
nyilvanultak meg a vizsgalati iddszak alatt (IR + vivoanyag csoport), amit a GPC adésa

teljesen megakadalyozott (IR + GPC csoport; 29C. abra).

A, B .
# S 3
! s 2008
— 300 % 25 |
5 s SR
= - w l
» 2 & g I
£ 200 @ |
£ w 15 ]! |
I | Y | I
kY : * E 10 : :
2 100 {|fy * B | I
5 I
| 5 o5 |
| K |
I = | |
0 LA T r T 04 r
Alapvonal 1] 60 120 180 Alapvonal 0 60 120 180 Alapvanal
1d8 (perc) 1d& (perc) 1d8 (perc)

29. abra. A mikrokeringési értékek valtozasai a bal majlebenyben 60 perc részleges m4j iszkémia és 180 perc
reperfizié hatasara. Him Sprague Dawley patkanyokat GPC-vel (50 mg/kg i.v.; 5 perccel az iszkémia vége
eldtt; sziirke haromszdgek) vagy hordozoval (fekete négyzetek) kezelték, illetve Al-operaciot végeztiink rajtuk
(fehér négyzetek). (A) Kapillaris véraramléds (Kapillaris véraramlas, onkényes egységekben megadva), (B)
sebesség a kapillarisokban (Véraramléasi sebesség, Onkényes egységekben megadva), (C) szoveti
oxigéntelitettség (SO2 szdzalékban megadva). Az adatok atlag + az atlag standard hibaja alapjan vannak
prezentalva. *P < 0,05 a kiindulasi értékhez (Alapvonal) képest; #P < 0,05 az Alop. csoporthoz képest (kétiranya
varianciaanalizis, Bonferroni-teszt).

NOX2 és NOX4 fehérje expresszio

A reperfiizios periddus végén mind a NOX2, mind a NOX4 fehérje expresszioja emelkedett
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amajszovetben (30A. és B. abra). Amikor a GPC-t 5 perccel az iszkémias periodus vége elétt
adtuk be (IR + GPC csoport), az NOX4 expresszioja csokkent, mig a NOX2 szintjében nem

észleltink valtozast.
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30. abra. ANOX2 és NOX4 fehérjék expresszidjat a majban Western blottal hataroztuk meg 60 perces részleges
maj iszkémia és 180 perces reperfuzid hatasara. Az allatokat GPC-vel (50 mg/kg i.v. 5 perccel az iszkémia vége
elétt; IR D GPC) vagy hordozoval (IR) kezelték, vagy Aloperacionak vetettiik ala (Alop.). (A) NOX2
expresszio; (B) NOX4 expresszi6. Az adatok atlag + az atlag standard hibaja alapjan abrazoltuk.

5.2 Mitokondrialis diszfunkcio

5.2.1 Mitokondrialis diszfunkcié maj meleg iszkémia-reperfiizios karosodasaban

Az iszkémia/reperfizid hatasara jelent6sen 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-r6l 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
légzési komplexek szelektiv vizsgalataval az iszkémia/reperfizio alatt kialakuld elektron
transzportlanc zavara mogotti oki tényezdként, az I-es komplex kiemelt szerepe igazolodott,

a respiracio (7,77 = 2,39 pmol/ml/sec-rdl 4,94+2,05 pmol/ml/sec-ra) csokkent a kontrollhoz

képest (31. abra).
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31. abra. Iszkémia-reperfiizio soran karosodott és aloperalt, kontroll allat majmitokondriumainak respiracios
aktivitasa. (A): eredeti regisztratumok ¢és (B): SUIT (szubsztrat-szétkapcsoldszer-gatldszer) protokoll
bemutatasaval. Az adatokat atlag + SEM értékben adjuk meg. #P < 0,05 a kontroll csoporthoz képest (egyiranyu
ANOVA, Bonferroni-teszt). alap: alapvonal; M: malat; D: ADP; G: Glutamat; S: Szukcinat; C: karbonil cianid
3-klorofenilhidrazon (CCCP) szétkapcsoldszer; Rot: Rotenon; A: Antimicin-A.

5.2.1.1 GPC kezelés hatasa a maj iszkémia-reperfizios karosodasara

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 szignifikdnssan megn6t, amikor 100 pM GPC-t alkalmaztunk a respirometrit
megel6zéen a kezeletlen kontrollhoz képest (32A. abra). Emiatt a patkanymaj
mitokondriumain egy nagysagrenddel kisebb (nM-o0s) ¢és nagyobb (mM-0S)
koncentraciotartomanyban vizsgaltuk a GPC hat4sat normoxias és anoxias koriilmények
kozott. A GPC fokozta a mitokondriumok oxigénfogyasztasat az 5-200 mM
koncentraciotartomanyokban (32B. abra). A mitokondriumok ETC és OxPhos kapacitasat
sziginifikanssan novelte, amikor a GPC-t 200 mM koncentracioban alkalmaztuk (32C. abra).
Ezenkiviil a GPC jelentdsen mérsékelte a 30 perces anoxia karos hatdsait az izolalt

mitokondriumok oxigénfogyasztasara (32D. abra).
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32. &bra. Kiilonb6z6 koncentracioban alkalmazott GPC hatasara a mitokondriumok nagyfelbontasa
respirometriaval mért oxigénfogyasztasara (pmol/s/ml-ben). (A) Az oszlopok a kiilonb6z6 GPC-koncentraciok
hatasat mutatjak NRMC-k oxidativ foszforilacidjara. Az adatokat atlag + SEM értékben adjuk meg. Az adatok
statisztikai elemzését egyiranyt ANOV A-val, majd Dunnett tobbszords 6sszehasonlitd teszttel végeztik, #P <
0,05 vs. VH. (B) A kiilonb6z6 GPC-koncentraciok hatasa a maj mitokondriumainak oxidativ foszforilaciojara.
Az adatok atlagok = SEM. #P < 0,05 vs. VH csoport (egyiranyt ANOV A, Holm-Sidak teszt). (C) A GPC hatéasa
a II. és II1. allapott 1égzésre. Az adatokat atlagok £ SEM-ként abrazoljuk. #P < 0,05 vs VH I1. allapot (fekete
S oszlop); *P < 0,05 vs VH csoport 1l1. 1égzési allapot (sziirke D oszlop) (egyiranyt ANOVA, Holm-Sidak
teszt). (D) 200 mM GPC hatasa a mitokondrialis anoxia-reoxigenizaciora in vitro. A maj homogenatumait 30'
anoxianak tettiik ki 200 mM GPC jelenlétében (fekete oszlop: GPC csoport) vagy GPC eldkezelés nélkiil (fehér
oszlop: VH csoport). Az adatokat atlag + SEM értékben adtuk meg. #P < 0,05 vs 5'; *P < 0,05 vs VH csoport
(kétiranyu ANOV A, Bonferroni-teszt). VH: Vivéanyag; R: Rotenon; S: Szukcinat; D: ADP.

2. GPC Kkezelés in vivo hatasa

A GPC IR éltal kivaltott mitokondridlis diszfunkcidra gyakorolt hatdsat a SUIT és Leak
protokollal vizsgaltuk (33A. abra). A III. allapotu oxigénfogyasztas szignifikansan
alacsonyabb volt az IR-ben, mint az aloperalt allatokban. Emellett a maximalis 1égzési
kapacitas is szignifikdnsan alacsonyabb volt az IR stresszre adott valaszként. Ezzel szemben
a GPC-vel torténd kezelés fokozta az oxigénfogyasztas hatékonysagat. Ezek a hatasok
alapvetden az I. komplexhez, nem pedig a II. komplexhez kapcsolddtak, amint azt a komplex
I. inhibitor beadasat kvetd nagymértékii csokkenés is jelezte. A Leak protokoll (33B. abra)

az IR-sériilésre valaszul a IV. allapota oxigénfogyasztds jelentds csokkenését mutatta az
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aloperalt allatokhoz képest. GPC beadéasa visszaallitotta az oxigénfogyasztas szintjét az

almutott allatokéra.
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33. 4bra. Patkany majmitokondriumok oxigénfogyasztasa nagy felbontast rezpirometriaval mérve (pmol/s/ml-
ben). (A) SUIT protokoll. (B) Leak protokoll. Az allatokat 60 perc m4j iszkémia, majd 60 perc reperfizionak
vetették ala (IR csoport, fekete oszlop), vagy aloperaciot végeztek rajtuk (SH csoport, fehér oszlop). A 16,56
mg/kg GPC beadasat 5 perccel az iszkémia vége el6tt kezdtiik el (IR+GPC csoport, sziirke oszlop), vagy azonos
idépontban az aloperalt allatoknal (SH+GPC csoport, fehér csikozott oszlop). Az adatok atlag + SEM értékben
vannak feltiintetve. #P < 0,05 vs. SH csoport; *P < 0,05 vs. kiindulasi érték (kétiranya ANOV A, Bonferroni-
teszt). bsl: kiindulasi érték; M: malat; D: ADP; G: Glutamat; S: Szukcinat; CCCP: az OxPhos kémiai inhibitora
(uncoupler); Rot: Rotenone; Ama: Antimicin A; Omy: Olygomicin

5.2.1.2 A CHa4 kezelés hatasa

A mitokondrialis 1égzési lanc hatékonysagat a CHa-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 reperfuizio 60. percében. Az IR altal lecsokkent bazalis fluxus a
CHa kezelés hatasara megfordult. Erdekes médon a CHa-kezelés Snmagéban is (Alop. + CHa)
novelte az alap oxigénfogyasztast a megfigyelési id6szakban (34A. abra).

Az Aloperalt csoporttal 6sszehasonlitva az IR a mitokondriumok alacsonyabb OxPhos
kapacitasat (komplex II-kapcsolt I1l. allapoti 1égzés) eredményezte a vizsgalati periddus
soran. Ha azonban CHs-inhalaciot alkalmaztunk, a 1égzési kapacitas az iszkémia 55. percében
és a reperfuzid 30. percében is megmaradt (34B. abra).

A citokrém ¢ hem-csoportja elektronokat tovabbit a I1I-as komplexr6l a IV-es komplexre, a
citoplazmaba torténd felszabaduldsa az apoptozissal hozhatdé Osszefliggésbe. Az IR
kovetkezményeként a bels6 mitokondridlis membran kiilsé oldaldhoz lazan kapcsolodo

citokréom c enzim levalik, amit HRR soran vizsgalhatunk exogén enzimmel torténd potlassal.
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Meghatarozhaté az ugynevezett citokrom c kontrollhatékonysdg, ami membrankarosodas
esetén az exogén enzim hatasara az oxigénfogyasztas novekedését jelzi (34C. abra), amit a
CHas kezelés visszadllitott az alapszintre. A mitokondridlis citokrom c oxiddz aktivitasa
szintén a mitokondridlis membran karosoddsanak indikatora, amit spektrofotometrias
analizissel hataroztunk meg (34D. &bra). Az Aloperalt allatokban a citokrom c szint
minimalisan emelkedett az alapvonalhoz képest a kisérleti protokoll alatt. Az Alop. + CHa
csoportban az enzimaktivitas csokkent a CHs inhalacio hatdsara. Ezzel szemben az IR csoport
szignifikdnsan magasabb citokrém-c-oxidaz aktivitast mutatott a reperfuzios periodus alatt,
ami a funkcionalis allapot jele. Az IR + CH4 csoportban a citokrom c aktivitas nem nott az

IR altal kivaltott karosodas hatasara (34D. abra).
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34. abra. Patkdny majhomogenizatumok oxigénfogyasztdsa nagyfelbontasti respirometridval mérve. Az
allatokat 60 perces mdj ischaemianak, majd 60 perces reperfuzidénak vetettiik ald (IR csoport, fekete oszlop),
vagy aloperalt (SH csoport, fehér oszlop). A 2,2%-0s CH4 inhalaciét 10 perccel az iszkémia vége el6tt kezdtik
és folytattuk a reperfuzio teljes iddtartama alatt (IR+CHjy csoport, sziirke oszlop), vagy azonos iddtartam alatt
aloperalt allatoknal (SH+CHa csoport, csikos oszlop). (A) Alaplégzés (komplex II-kapcsolt allapotu IT 1égzés)
(pmol/s/ml-ben). (B) Oxidativ foszforilacio (komplex II-kapcsolt allapota III 1égzés) (pmol/s/ml-ben). (C)
Citokrom c helyettesités (I11. allapoth 1égzés, amelyet citokrom c taptalajhoz adunk) (a III. allapoth 1égzés %-
aban. (D) Citokrom c oxidaz aktivitas (%). Az adatokat atlag + SEM formaban adjuk meg. #P < 0,05 az
alapvonalhoz képest; *P < 0,05 vs IR csoport (kétiranya ANOV A, Bonferroni teszt).
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5.2.2 Maj hideg iszkémia-reperfiizio mitokondrialis hatasa

A mitokondrialis 1égzési funkciok valtozasait glutamat és malat vagy szukcinat jelenlétében
értékeltiik, hogy kiilonbséget tegyiink az I-es €s a II-es komplexen alapulo 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 + CHjs-
pmol/s/ml és 280,2 £ 64,5 pmol/s/ml). A komplex I aktivitas csokkenése és az ehhez
kapcsolodd  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 szamszerlsitésére 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 szignifikdns kiilonbséget a mitokondriumok kapcsoltsagi aranyaban (2,7 + 0,6 €s
4,9 £ 0,6) (35. abra).
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35. abra. Majhomogenatumok mitokondrialis 1égzésének vizsgalata a majgraft hagyomanyos HTK -oldatban és
CH;-dusitott HTK-oldatban (HTK + CHa) torténd hideg (4 °C-os) tarolasa, valamint a reperfiziot kdvetéen. (A)
A mitokondrialis oxigénfogyasztas reprezentativ felvételei nagy felbontasi respirometriaval mérve. (B)
Komplex I-hez kotott (NADH-termelé szubsztratok: glutamat- és malat-fliggd) 1égzés, (C) Oxidativ
foszforilacio (ADP-fiiggd 1égzés) telitddd szubsztratszintek jelenlétében. (D) Komplex I-hez és II-hez kotott
(hozzaadott szukcinat-fiiggd 1égzés). (E) A citokrom c felszabadulasat exogén citokrom c hozzaadasaval
értékeltiik glutamat és malat vagy szukcinat jelenlétében. (F) Az ADP-fiiggd oxidativ foszforilacio és az ADP-
fiiggetlen Leak-légzés aranyaként kifejezett 1égzéskontroll-arany (RCR). A hideg iszkémia nélkiili W1 csoportot
zolddel, a HTK csoportot sargaval, a HTK + CHa4 csoportot kékkel jeloltik. Az adatok atlag + SD értékben
vannak feltiintetve. *P < 0,05 vs. WI; # P < 0,05 vs. HTK (egyiranyG ANOVA és Tukey-teszt). HTK: hisztidin-
triptofan-ketoglutarat oldat.

A hideg iszkémia okozta endogén Ca?*-felszabadulast eldszor a mintdk alapszintii Ca?*-
aramlasaként értékeltik. A HTK csoportban a CaGreen-5SN fluoreszcens intenzitds
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 + CHa csoportban CH4 adalék hozzaadasa a tartositd
oldathoz a fluoreszcencia intenzitasanak jelentds csokkenését eredményezte (36B. abra). Ezt
kovetden az exogén Ca?* altal kivaltott Ca®" fluxust vizsgaltuk telitédd mennyiségii CaClz
hozzaadasaval, igy indukéalva az mPTP nyitast. Az elhtizddo6 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 + CHgs
csoportban szignifikdnsan magasabb Ca?* fluxust észleltink (2,9 + 0,1 mV/s) a CHa

kiegészités hatasara (36. abra).
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36. 4bra. Majhomogenatumokban mitokondrialis Ca?*-dramlas vizsgilata a majgraft hagyomanyos HTK-
oldatban és CHy-dusitott HTK-oldatban (HTK + CHy.) torténé hideg (4 °C-os) tarolasa, valamint a reperfuziot
kovetben. (A) A WI (z6ld vonal), HTK (sarga vonal) és HTK + CH4 csoportok (kék vonal) extramitokondrialis
Ca?* fluxusainak reprezentativ felvételei a mitokondrialis oxigénfogyasztéasra (piros vonal) szuperponalva. (B)
Hideg iszkémia sordn mért endogén Ca?* felszabadulas a 3. 1égzési allapotban. (C) Exogén Ca?* altal kivaltott
maximalis Ca®*-aramlas CaClp-titralast kdvetSen, ami az mPTP megnyitdsat jelzi. A hideg iszkémia nélkiili WI
csoportot zolddel, a HTK csoportot sargaval, a HTK+CH4 csoportot kékkel jeloltik. Az adatok atlag £ SD
értékben vannak feltiintetve. *P < 0,05 vs. WI; #P < 0,05 vs. HTK (egyiranyG ANOVA és Tukey-teszt). HTK:
hisztidin-triptofan-ketoglutarat oldat, Ama: antimicin-A.

A m4j morfologiai vizsgalata életképes hepatocitakat mutatott a kontrollcsoportban (WI). A
HTK csoport esetében a majsejtek karosodasa kifejezettebb volt. A HTK + CH4 csoport
esetében a karosodas mértéke szintén emelkedett, bar kisebb mértékben, mint a HTK
csoportban, ami fokozott szoveti védelmet jelez. Az endotélkarosodas minden csoportban
megtalalhat6 volt, kiilondsen a nagy erekben. Figyelemre méltd, hogy a HTK csoportban a
kis erekben endotél levalast is mutattak (37A-D. dbra). A SERCA2b immunreaktiv
hepatocitak szama jelentdsen csokkent a HTK-tartalmu graftokbodl szarmazo metszetekben a
kontrollokhoz (a WI csoporthoz) képest (37E,F. abra). Ezzel szemben a HTK + CHs

csoportban az immunreaktiv sejtek szdma jelentdsen megnétt (37. bra).
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37. abra. Hisztologia és immunhisztokémia majszovetbdl a majgraft hagyomanyos HTK-oldatban és CHa-
dusitott HTK-oldatban (HTK + CHy) torténd hideg (4 °C-os) tarolasa, valamint a reperfuziot kovetden.. (A,E)
A WI csoport, (B,F) a HTK csoport és (C,G) a HTK+CH4 csoport. A sav 100 um-t jelol. (D) A csoportok
szOvettani osztalyozasa a sériilt hepatocitdk szamanak Osszetett értékét mutatja (n = 15-18). A szdvettani
metszeteket hematoxilinnal és eozinnal festettiik. A morfoldgiai majintegritast az IPRL-majakra kidolgozott
kritériumok szerint osztalyoztuk az 1-t61 (kivalo) 5-ig (rossz) terjedd skalan, az alabbiak szerint: (1) normalis
négyszogletes szerkezet, (2) lekerekitett hepatocitadk megndvekedett szinuszoidalis terekkel, (3) vakuolizacid,
(4) nuklearis pyknoézis és (5) nekrozis. Az endotélsejtek sériilését az érmatrixrol vald levalds mértéke alapjan
osztalyoztuk, megkiilonbdztetve az arteriolakat, a nagy vénakat és a kis vénakat (H). A SERCA2b immunfestett
sejtek a latomezoben szazalékban abrazolva. A WI csoportot zolddel, a HTK csoportot sargaval, a HTK+CHj4
csoportot pedig kékkel jeloltiikk. Az adatok atlag + SD értékben vannak feltiintetve. *P < 0,05 vs. WI; # P < 0,05
vs. HTK (Kruskal-Wallis egyszempontos rangvariancia-analizissel, Dunn-teszt).

5.2.3 Iszkémia-reperfuzié szivmitokondriumokra gyakorolt hatisa

5.2.3.1 Sziv meleg iszkémia-reperfuzios karosodasa

In vitro eredmények

1. NRMC-k szimulalt iszkémia-reperfizios karosodasa

A CHs hatdsat 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) (38A. abra). A CHas-kezelés az sI/R + CHa csoportban jelentésen novelte az
oxigénfogyasztast (40,88 + 15,08 pmol/s*ml-re; P = 0,004) (38A. abra). 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 + CHa csoportban (19,94 + 3,15 pmol/s*ml; P < 0,001) (38A. abra).

Az sI/R szignifikdnsan csOkkentette a maximalis 1€gzési kapacitast a normoxikus csoporthoz
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képest (17,35 + 4,46 pmol/s*ml vs. 35,72 + 6,55 pmol/s*ml; P < 0,001) (38A. abra). A CHas-
kezelés nem volt hatassal a maximalis 1égzési kapacitasra sI/R alatt (18,41 + 2,99 pmol/s*ml;
P =0,986) (39A. abra). A kiilonb6z6 allapotokban mért fluxusértékeket korrigaltuk a ROX-
ra (az adatok nem lathatoak). Az I/R csoportban a mitokondrialis H2O2-szintek szignifikansan
emelkedtek a normoxids csoporthoz képest. A CHs-nal valod inkubécid a reperfuzio alatt
csokkentette a H>O>-termelés mennyiségét (38B. abra). 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) (38B. abra). A CHs
inkubacié nem volt hatassal a szabadgyok-szivargasra a normoxia + CHas csoportban a

normoxia csoporthoz képest (3,97 + 2,80 vs. 2,91 + 0,64; P < 0,05) (38B. abra).
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38. abra. A CHj inkubécié hatasa az ujsziilott patkanyok szivizomsejtjeire (NRMC). (A) Az NRMC-k
oxigénfogyasztasa (pmol/s/ml™?). A bal felsé abra a mitokondridlis oxigénfogyasztas nagy felbontasa
respirometriaval mért reprezentativ felvételeit mutatja. A jobb felsé diagram az oxidativ foszforilaciot
(OxPhos), a bal als6 diagram az oligomicinszivargast (Omy), a jobb als6 diagram pedig a maximalis 1égzési
kapacitast (FCCP) mutatja. (B) Az NRMC-k hidrogén-peroxid (H202) termelése. A felsé diagram az NRMC-k
mitokondrialis H2O»-termelését mutatja pmol/s/ml-ben. Az als6 diagram a szabadgyok-szivargast mutatja, a
H2O-termelés altal eltéritett oxigénfogyasztas szazalékaban kifejezve a II1. 1égzési allapotban.

sI/R: szimulalt iszkémia/reperfizid; CHa: metan; Dig+Succ+D: 1pl digitonin+10 mM szukcinat+5 mM ADP;
Omy: 0,5 uM oligomicin; FCCP: 1uM karbonil-cianid p-trifluor-metoxi-fenil-hidrazin; Rot: 1 pM rotenon;
Ama: 1 uM antimicin-A; OxPhos: oxidativ foszforilaci6; ROX: maradék oxigénfogyasztas; fehér oszlopok:
normoxia csoport; sziirke oszlopok: normoxia + CHa csoport; piros oszlopok: sI/R csoport; fekete oszlopok:
SI/R + CHa csoport. Az adatok atlag = SEM értékben vannak feltiintetve. *P < 0,05 vs. normoxia; #P < 0,05 vs.
sI/R (egyiranya ANOVA, Tukey’s-teszt).

2. Izolalt sziv mitokondriumok anoxia-reoxigenizacios karosodasa
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Az izolalt patkany sziv mitokondriumok anoxia-reoxigenizaciora adott valaszat és a CHa
hatdsat vizsgaltuk. A A¥Ym valtozasait a potenciadlérzékeny fluorofér, a Safranin O
segitségével jellemeztiik. A 1égz6komplexek szubsztratjai normoxikus koriilmények kozott
jelentds hiperpolarizaciot indukaltak a mitokondrialis membranban (39A. abra). Ezzel
szemben a hiperpolarizacié megsziint az A/R-csoportban. A AWm szubsztrat altal kivaltott
valtozasait a CHa-kezelés részben konzervalta (39A. ébra). Az anoxids periddus alatt
alkalmazott CHs4 csokkentette a H2Oz-termelés mennyiségét (39B. abra). Az
oxigénfogyasztas szempontjabol kiilon vizsgaltuk a komplex I-hez és a komplex I1-hez kotott
légzést. A CHgs jelentdsen csOkkentette az I-es komplex oxigénfogyasztasat, mig a II-es
komplexhez kotott 1égzésre normoxikus koriilmények kozott nem volt hatasa. Ezzel
ellentétben a CHs-kezelés az A/R+CHj4 csoportban szignifikansan csokkentette a komplex 11

oxigénfogyasztasat, szemben a komplex I-vel (39B. abra).

4.8
A v
- ———— T ﬁ * *
g \__r-—-— . 44
{8 S
E2 EE
< ] = T a0 -
3 1 1 3 < *
0| Safranin titralas | 3 CCCP titralas (3-16pés) E 3,6
(4-lépés) "l,—" ¥ > 3
~— 17 3 %
2L # -8 AR
~E 28 —a— AR+CH4
g £ ' O SH+CHg
3= —O—SH
15 24— r r -
1d5 (perc) D Alap v. Rot Succ CCCP  Ama
C 400 - 35
Komplex | Komplex I1
3,0
wd{ 4 # 2s

2,0
200 1

1,5
100 4 1,0

0,5
#

H,0, fogyasztas
{(pmol/s/mg) protein

0, fogyasztas (pmol/s/mL)

=)

- e - 0,0
& HN e
S O
o"é\ ‘\c}f(‘ﬁ' > Q\Q'

Succ Rot Ama

39. abra. A CHs4 hatasa izolalt patkany sziv mitokondriumokra. (A) A bal felsé diagram a mitokondrialis
membranpotencidl reprezentativ gorbéit mutatja, amelyet fluorometriasan, HRR-rel mértiink. A folyamatos
fekete vonal a AYm-t jelzi, mig a piros vonal a szubsztrat altal hajtott respiraciot abrazolja. (B) A jobb fels6
diagram az egyes kisérleti csoportok A¥m-t mutatja. Az A/R csoportot piros vonal, az A/R + CH4 csoportot
fekete vonal jel6li, mig a normoxia és a normoxia + CHa csoportokat vilagos- €s sotétsziirke vonalak képviselik.
(C) A bal als6 diagram a komplex I- és [I-vezérelt mitokondrialis oxigénfogyasztast szemlélteti. (D) A jobb also
diagram a forditott elektrontranszfer (RET) soran keletkezé H2Op-termelést mutatja.*P < 0,05 vs. A/R; #P <
0,05 vs. Normoxia (kétiranyt ANOVA, Bonferroni teszt). AYm: mitokondrialis membranpotencial
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5.2.3.2 Sziv hideg iszkémia-reperfizios karosodasa

A komplex I1-héz kotott alaplégzés szignifikansan magasabb volt a CS - CHs graftokban,
mint a CS csoportban 60 perccel a reperfuzié utan (az adatok nem lathatoak). Telitd
mennyiségli ADP hozzdadasa utan az OxPhos kapacitéas szignifikansan magasabb volt a CS
- CH4 csoportban (40C. abra). A mitokondrialis 1égzést citokrém c¢ hatasara (40D. abra)
vizsgaltuk, hogy meghatarozzuk, 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.
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40. abra. Patkany sziv mitokondriumok oxigénfogyasztdsa (pmol/s/mL™) a szivgraft CHs-dusitott Custodiol-
oldatban vagy hagyomanyos Custodiolban torténé 60 perces tarolasat 4 °C-on, majd beiiltetését kovetéen. A
kontroll csoportban a sziveket nem vetettiik ald hideg iszkémianak és tarolasnak, és nem transzplantaltuk Sket.
A felsé abrak (A; B) a mitokondriumok oxigénfogyasztasanak reprezentativ felvételeit mutatjak (A)
Custodiolban tarolt vagy (B) Custodiol-CHa-tarolt mintak nagyfelbontast respirometriaval mért értékeit. A kék
vonal a légzékamraban 1évé pillanatnyi oxigénkoncentraciét, mig a piros vonal a minta egyideji
oxigénfogyasztasat jelzi. A jobb also diagram az oxidativ foszforilacios (OxPhos) kapacitast, a bal also6 diagram
pedig a citokrom c felszabadulasi adatokat mutatja. Az adatokat az oszlopokban atlag + SEM-ként abrazoljuk,
az egyes adatpontokat egyéni adatokként abrazoljuk (n = 7-7, a citokrom c felszabadulasanak mérése
duplikatumban tortént). ¥*P < 0,05 vs. CS; #P < 0,05 vs. kontroll (egyiranyt ANOVA, Tukey-teszt).

A szivizom ER stressz- és apoptozissal 0sszefliggd génexpresszidja hipoxia- és ER stressz-
asszocialt gének (HIF-la, CHOP, GSK3B ¢és VIdlr) relativ mRNS-expresszidja
szignifikdnsan alacsonyabb volt a CS - CH4 csoportban (41. abra). A kaszpaz-3 és kaszpaz-
9, valamint a pro-apoptotikus Bax expresszidja nem csokkent szignifikansan. Az anti-

apoptotikus Bcl2 és a Bax/Bcl2 expresszid aranya azonban jelentdsen kiilonbozott a CS-CHa
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csoportban, ami az anti-apoptotikus utvonalak relativ dominanciajat jelzi (41. abra).
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41. abra. Génexpresszids valtozasok patkany szivgraftban CHas-dusitott Custodiol-oldatban (Custodiol + CHa)
vagy hagyomanyos Custodiolban torténd 60 perces tarolasat 4 °C-on, majd beiiltetését kovetden. Az adatokat
atlag + SEM, az egyes adatpontokat egyéni adatokként abrazoljuk (n=7-7). #P < 0,05 vs. CS (egyiranyu
ANOVA, Tukey-teszt). HIFlo: hipoxia-indukalhato faktor 1-alfa; VLDLr: nagyon alacsony siriiségii
lipoprotein receptor; CHOP: CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) homolog fehérje; GSK3p: glikogén-
szintaz kinaz-3 béta. Bcl-2: B-sejtes limfoma 2; Bax: bel-2-like protein 4.

A H&E festés a CS-csoportban a kontrollokhoz képest csak enyhe dezorganizaciot mutatott
a myofibrillumokban, a bardzdak elvesztésével, valamint hullimossag, kontrakcios savok és
a myocitak plazmamembranjanak felbomlasaval (42A-B. abra). A CS - CHs tarolo
csoportban a szivizomsejtek architektiraja kozel normalis volt (42C. abra). Ezek a valtozasok
nem kiilonboztek szignifikdnsan a CS-csoportban tapasztaltaktol, igy kozel azonos
szovetvédelmi potencialt jeleztek (42D. abra). A SERCA1 immunreaktiv szivizomsejtek
szdma jelentésen megndtt a CS-tarolt graftokbdl szarmazd metszetekben a kontrollokhoz
képest (42E-F. abra). Ezzel szemben az immunreaktiv sejtek szama jelentésen csokkent a CS

- CH4 csoportban (42G-H. abra).
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42. abra. Patkany szivgraftok hisztologia és immunhisztokémia vizsgalata CHa.gyel dusitott Custodiol-oldatban
vagy hagyomanyos Custodiolban t6rténd 60 perces tarolasat 4 °C-on, majd beiiltetését kovetden. Hematoxilin
és eozin festés (A-C) szivmetszeteken. (A) Kontroll csoport, (B) CS csoport és (C) CS-CH4 csoport. (D) A
csoportok szdvettani osztalyozasa a karosodott szivizomsejtek szdmanak és a karosodasi fokuszok szamanak
Osszetett értékét jelenti. SERCA1 immunfestés (E-G) a szivmetszeteken. (E) Kontroll csoport, (F) CS csoport,
(G) CS-CHs4 csoport és (H) A SERCA1 immunreaktivitds az immunpozitiv sejtek szdzalékos aranyaban,
latomezonként szamszerlisitve; az adatokat atlag = SD-ben mutatjuk be (az oszlopoknal egyedi adatpontok
(n=12-12) szerepelnek). *P < 0,05 vs. CS; #P < 0,05 vs. kontroll (ANOVA rangvariancia analizis, Tukey-
Kramer). Jel6lés: 200 um.

5.3 Trauma és alkoholfogyasztas okozta stressz biomarkerei

5.3.1 Kilélegzett CH4 alkoholfogyasztas okozta stresszben

Human vizsgalatokban az etanol altal indukalt metanogenezist a korabban nem CHa-
termeldnek bizonyult résztvevoknél standardizalt koriilmények 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 késObb megismételtiik a 1€gzési CHs-elemzést, statisztikailag szignifikans CHs-

termelés nem volt kimutathat6 (1asd az 43. abrat).
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43. abra. Kilélegzett CH4 koncentracié emberben alkoholfogyasztas okozta stresszben a vizsgalati napok soran.
A vizsgalat 1-5. és 31-33. napjan a kilélegzett CHs-termelés lathatd. Az 1. napi els6 mérés soran minden
onkéntes kezeletlen volt. Az alkoholfogyasztas a 2. napra az 1. naphoz képest jelentés CHs-termelést indukalt,
¢és ez a szint az 5. napra jelentésen csokkent. Az atlagértékeket és az atlag standard hibajat (SEM) adjuk meg;
**Pp < 0,01 és ***P < 0,001 az 1. naphoz képest (Egyiranyu ANOVA, Dunnett tobbszords osszehasonlitdo
teszttel). A felfelé és lefelé mutatd nyilak az alkoholfogyasztas kezdetét, illetve végét jelzik.

Az éllatkisérletekben 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, €s ez a szint egészen a 8 napos megfigyelési
idOszak végéig fennmaradt (2,47 = 1,29 Appm/1000 dm?). Ugyanakkor, a 1,15 g/kg/nap
etanol + GPC kezeléssel nem tapasztaltak emelkedést a CHs 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 novelte az egész test CHa
termelést (2,3 + 0,43 Appm/1000 dm?), és a magas CHys kibocsatas fennmaradt a 8 napos
kisérletek végéig (1,03 + 0,33 Appm/1000 dm?). A kis dozisu etanol+GPC csoporthoz
hasonloan, 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 idészak alatt (8. nap: 0,23 = 0,18 Appm/1000 dm?) az els6é napi alapértékekhez
képest (44A. abra). A majban a 1,15 g/kg/nap etanol bevitele nem befolyasolta a

mitokondrialis oxigénfogyasztast a kontrollcsoporthoz képest (26,17 + 2,45 pmol/s/mg
94



Hart mann Petra_ 154 23

fehérje vs. 31,79 + 1,74 pmol/s/mg fehérje), mig a 2,7 g/kg/nap etanol terhelés szignifikans
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 képest (1,15 g/kg/map etanol + GPC: 38,08 = 4,99 pmol/s/mg fehérje; 2,7
o/kg/nap etanol + GPC: 31,66 + 8,11 pmol/s/mg fehérje) (44B. abra).
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44. abra. A patkanyok etanol terhelésének a CH4 termelésre és mitokondrialis funkciokra gyakorolt hatasa. (A)
Az egész testre vonatkoz6é CHy termelést az 1., 3., 5. és 8. napon mértiik a vizsgalat soran. Az iires korok
folytonos vonallal a kontrollcsoportot, a fekete haromszogek folytonos vonallal az 1,15 g/kg/nap etanollal kezelt
csoportot, az lires haromszogek szaggatott vonallal az 1,15 g/kg/nap etanol + GPC-kezeléssel ellatott csoportot,
a fekete négyzetek folytonos vonallal a 2,7 g/kg/nap etanollal kezelt csoportot, és az iires négyzetek szaggatott
vonallal a 2,7 g/kg/nap etanol + GPC-kezeléssel ellatott csoportot jelolik. Az atlagértékeket és az atlag hibajat
(SEM) adjuk meg; *P < 0,05, **P < 0,01 és ***P < 0,001 a kontrollcsoporthoz képest, ###P < 0,001 a megfeleld
GPC-kezelésii csoportokhoz képest (Kétutas ANOVA, Bonferroni post-hoc teszt). (B) A patkiany maj
mitokondriumainak  oxigénfogyasztasa. A  mitokondriumok O: fogyasztasi sebességét a maj
homogenizatumaban mérték, miutdn 0,5 pM rotenont, 10 mM szukcinatot és 2,5 mM ADP-t adtak hozza a
vizsgalat 9. napjan. A 2,7 g/kg/nap etanollal etetett csoportban csékkent mitokondrialis funkciot figyeltek meg
a kontrollcsoporthoz képest, mig a GPC-kezelés megakadalyozta a mitokondrialis oxigénfogyasztas
csokkenését, amit a nem GPC-kezelt etanollal etetett csoportokhoz képest magasabb szintek is mutattak. Az
atlagértékeket és az atlag hibajat (SEM) adjuk meg; **P < 0,01 a kontrollcsoporthoz képest, #P < 0,05 a
megfeleld GPC-kezelésii csoportokhoz képest (Egyiranyt ANOV A Bonferroni post-hoc teszttel).

5.3.2. Vitalis paraméterek prediktiv értéke traumas sokk osztalyozasban
A retrospektiv kohorszelemzés eredménye szerint intézménylinkbe Gsszesen 684 beteget

észleltek a trauma team aktivalasaval. Végiil 156 résztvevd felelt meg a bevonasi

kritériumoknak. A betegek felvételének folyamatabrajat a 45. dbra mutatja be.
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45. abra. A retrospektiv kohorszelemzésbe torténd betegbevonas folyamatabraja. A folyamatibra bemutatja,
hogy az adott id6szakban Osszesen 684 trauma team aktivacid tortént. Azokat a betegeket, akik a baleset
helyszinén vagy egy masik intézményben végzett elsédleges vizsgalat soran szivmegallas allapotaban voltak,
kizartak, igy 542 beteg maradt. Tizenhat esetben a részletes orvosi dokumentacié nem volt beazonosithatéd a
személyes adatok hianya miatt. 332 esetben hianyoztak bizonyos valtozok (HR/SBP/GCS/BD), vagy nem volt
rogzitve az Injury Severity Score, az Abbreviated Injury Scale, illetve a pontos sériilési mechanizmus.Tovabbi
38 esetben a 30 napos utankovetés nem allt rendelkezésre.Végiil 156 beteget vontak be a végsé elemzésbe. HR:
szivfrekvencia, SBP: szisztolés vérnyomas, GCS: Glasgow-koma skala, BD: bazis deficit.

A résztvevOk atlagéletkora 49,4 + 20,7 év volt, és a betegeknek csak 26,7%-a volt n6. A
leggyakoribb sériilési mechanizmusok a kozuti balesetek (56,4%) és az esések (29,5%)
voltak. A leginkabb érintett testrészek a fej €s a nyak (74,4%), a mellkas (53,9%) és a
veégtagok (48,1%) voltak. Mivel a legtobb beteg nagy energidjii traumat szenvedett, tobb
esetben tobb testrész is érintett volt. A betegpopulacié jellemz6it a 3. tablazat mutatja.
Minden beteget besoroltunk a régi (VS) és az 0j, BD bevonasaval modositott (VS + BD)
ATLS sokk osztalyba.

, ; Minden Osztaly | Osztaly I Osztaly I Osztaly IV
Valtozék i
Osztaly VS VS + BD VS VS + BD VS VS + BD VS VS + BD
kor (év) 49,4 + 20,7 |48,0+ 18,7 |46,4 + 15,2 |39,7 + 14,8 |48,2+ 19,9 |47,0 £ 24,3 |44,2 £ 23,9 |52,1+21,2 |52,2 + 21,3
NG (%) 26,9 30,6 33,3 20,0 23,3 23,8 26,1 26,3 26,6
Férfi (%) 73,1 69,4 66,6 80,0 76,7 76,2 73,7 73,7 73,4

HR (/perc) 82,3+21,4 178,0+11,1179,3+9,4 |90,7+21,3 |81,5+15,5 |88,0+18,5 |84,4+ 20,5 (82,4 +26,4 |82,9 26,0
SBP (Hgmm) [125,7 + 33,5(142,4 + 22,5|144,2 + 22,1]119,5 * 16,2|{137,0 + 23,9|130,0 + 27,8[127,4 £ 22,7|114,5 + 37,9|115,3 + 38,3

GCS 98+55 [150+0,0 |150+0,0 |150+0,0 [150+0,0 |13,7+10 [140+10 [47%33 |[50%36
BD (mmol/L) [41+49 [22+21 |06+10 (3336 [30+17 [47%56 [39232 |[53:t56 |[57%6,0
Vazopresszor |36(23,1) |2 (4,1) 0(0) 0(0) 1(3,3) 5(23,8) |5(21,7) [29(38,2) {30(38,0)

3. tablazat. A vizsgalatba bevont stlyos sériilteket besoroltunk a régi (VS) és az 0j, BD bevonasaval modositott
(VS + BD) ATLS sokk osztalyba. Az I.-IV. osztalyig megfigyelhetd a csokkend SBP és ndvekvo tendencia az
atlagos BD értékekben. A 11, III. és IV. osztaly kozott nagymértékili csokkenés tapasztalhatd az atlagos GCS-
értékekben, ami arra utal, hogy a GCS-nek lehetett a legerdsebb hatasa a betegek elosztasara. A vazopresszorok
sziikségessége foként a III-IV. osztalyban fordult elé. Az értékek atlag + SD-ként vannak megadva, kivéve a
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vasopresszort igényld betegek szamat és szazalékat, valamint a férfi és nbi betegek szazalékat. HR:
szivfrekvencia, SBP: szisztolés vérnyomas, GCS: Glasgow-koma skala, BD: bazis deficit, SD: szoras.

A sériilési mechanizmusok, az érintett testrészek €s a klinikai eredmények megoszlasat a 4.

tablazat tartalmazza.

Beteg populacié (n=156)

Sériilés sulyossdga, n (%)

ISS median (1QR) 29 (20-34)
AlS¢ejnyak 231 (%) 47(30,1)
AlS,.. 23 n (%) 6(3,9)
AlS aiikas =3 N (%) 44 (28,2)
AlShasi s kismedence 2 3 N(%) 24 (15,4)

—Alsvégtagok medencedv 23n (%) 51 (32:7)
AlSyiiss seriies = 3 N (%) 3(1,9)

Sériilés mechanizmusa n (%)

Kozlekedési balesetek 88 (56,4)
Jarokels 18(20,5)
Kerékpar 16 (18,2)
Motorkerékpar 17(19,3)
Gépjarmu 37 (42,1)

Esés 46 (29,5)

Tamadas 6(3,9)

Onkarositas 3(1,9)

Egyéb 13(8,3)

Eredmények n (%)

Vérkészitmények beadasa 97 (62,2)

Tomeges transzfuzio 27 (17,3)

Vazopresszorok alkalmazasa 36(23,1)

Az intenziv osztalyra valé felvétel 111 (71,2)

M(itét az els6 24 6raban 89(57,1)

Halalozas az els6 24 éraban 16 (10,3)

Halalozas az els6 30 napban 34 (21,8)

4. tablazat. A sériilés sulyossaga és mechanizmusai, érintett testrészek, kimenetel. ISS: Sériilés stlyossagi
pontszam, AIS: roviditett sériilési pontszam, IQR: interquartilis tartomany. Az AlS-kodolas az AIS 2008 szotar
alapjan tortént. A kozati kozlekedési balesetek és az esések voltak a leggyakoribb sériilési mechanizmusok,
amelyek a traumatologus csapat aktivalasat igényelték. Az esetek nagy szamaban a fej €s a nyak, a mellkas és
a végtagok régioi voltak érintettek. A résztvevok tobb mint felénél az elsd 24 oraban miitétet hajtottak végre.
Vérkészitményeket 97 esetben adtak be. 34 beteg halt meg 30 napon beliil, ami 21,8%-os haldlozasi aranyt
jelent.

A VS szerint a betegek 31,4%-a az 1. osztalyba, 6,4%-a a II. osztalyba, 13,5%-a a IlI.
osztalyba és 48,7%-a a IV. osztalyba tartozott. A VS + BD kritériumok alapjan a betegek
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16,0%-a a kovetkezO, magasabb osztalyba tartozott; ez az eltolodas azonban foként az
alacsony kockazata osztalyokat (I. és II.) érintette. Harmincnégy beteg halt meg az elsé 30
napon beliil, ami 21,8%-o0s halalozasi aranyt jelent. A betegek és a haldlozas osztalyok kozotti

megoszlasat a 46. dbra mutatja.
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46. abra. A betegek (A) és a halalozas (B) eloszlasa a sokk stilyossagi osztalyai kozott a VS és VS + BD alapt
osztalyozas szerint. A betegbesorolasbeli eltérés elsGsorban az alacsony kockdzati osztalyokban (I és II)
figyelhetdé meg. Az A. diagram arra utal, hogy a BD nem volt kulcsfontossagu paraméter a stulyossagi osztaly
meghatarozasaban. A B. diagram azt mutatja, hogy a halalos esetek tulnyomo tobbsége a IV. osztalyban
talalhato.

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 szignifikans 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 ROC-

elemzés eredményeit a valtozok ROC-gorbéivel az 47. dbra mutatja.
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Valtozék AUC (ROC) P-érték . . .
Also hatar Felsé hatar
HR 0,595 0,090 0,480 0,710
SBP 0,633 0,018* 0,521 0,744
GCS 0,799 0,000* 0,722 0,875
BD 0,683 0,001* 0,576 0,790

47. abra. Az egyes valtozok ROC-elemzése. HR: szivfrekvencia, SBP: szisztolés vérnyomas, GCS: Glasgow-
koma skala, BD: bazis deficit.

A HR, mint prognosztikai faktor hatékonysagat vizsgald szisztematikus attekintés és meta-
regresszio keretén beliil 2017 kozleményt azonositottunk az alkalmazott keresési stratégiaval,

amibdl végiil 19 kozlemény felelt meg a bevonasi kritériumoknak (48. abra).

99



Hart mann Petra_ 154 23

Adatbazis kereséssel azonositott rekordok

EMBASE: n=752

MEDLINE: n=359

CENTRAL: n=369
Web of Science: n=537

]

10 évnél 6regebb
keresések kizarasa

Szisztematikus
attekint6be bevont
tanulmany
n=19

'S 3
w
P
w
(=]
c
2
a
n=2017 n=1544
!
Keresések
2 Teljes szovegli cikkek kizarva duplikitumok
- . . .z -
= ) Indoklas: eltavolitasa utan Cim alapj?n kizart
w Attekintd cikk: n=7 n=1373 keresések
Eset tanulmanyok: n=9 T n=816
— Tartalmaz >10 éves adatok: n=25 Keresések sziirése
o Korai HR nem vizsgaltuk: n=14 n=1373
-§ HR csak az osztalyokban *: n=28 T —
5 Haldlozési adat nem rogzitett: n=22 — AI:')s'ztrakt 3|3'P13|'|
3 Atfedé vizsgalati populéciok: n=3 Az e”"gadh‘a’t"fag kizart keresések
g A teljes szoveg nem talalhaté: n=3 . 51“3’"9""'_:15["3' n=425
u A teljes széveg nem angol: n=2 értékelt teljes cikk
— n=113 "=1132
£
o
(1]
£
8
| —

48. abra. A keresési stratégia folyamatabraja. Keresési stratégiank 2017 kozleményt eredményezett. A 2010
el6tt megjelent kozlemények és a duplikaciok kizarasa utan 1373 cikket szlrtiink ki a cim és az absztrakt alapjan.
79 esetben a cim egyértelmiien jelezte, hogy a vizsgalat nem bevonhatd, mert attekintd kozlemény vagy
szisztematikus attekintés. Huszonnégy kézleményben a cim utalt arra, hogy a kozlemény egyetlen esetrdl sz616
esetriport. 124 esetben a cim egyértelmiien jelezte, hogy a vizsgalat populaci6 alapjan nem bevonhato, példaul
terhes vagy gyermekpopulacio. Otszaztizenhat cim alapjan a kozlemény nem kapcsolodik szorosan a kutatasi
témankhoz. 73 esetben a kézlemény cim alapjan egyértelmiien allatkisérlet. Huszonegy kdzleményt az absztrakt
alapjan kizartunk, mert attekintd kozlemény vagy szisztematikus attekintés. Absztrakt alapjan 94 esetben a
vizsgalat populacioja nem volt bevonhatd, 110 esetben az Absztrakt alapjan a kozlemény nem kapcsolodott
szorosan a kutatasi témankhoz. Harminckilenc allatkisérlet keriilt kiszilirésre az absztrakt alapjan. Nyolc
tanulmanynak nem volt angol nyelvii 6sszefoglaloja. 112 esetben az Absztrakt részbdl kideriilt, hogy a
tanulmany tobb mint 10 éves adatokat tartalmaz. Negyvenegy <10-es betegszammal rendelkez6 kozleményt az
absztrakt alapjan kizartuk. Miutan a cim alapjan 816, az absztrakt alapjan pedig 425 tanulmanyt kizartunk, 132
teljes terjedelmii kozleményt vizsgaltunk meg a bevonhatdsag szempontjabol. A teljes terjedelmii kdzlemények
kizarasanak okait a fenti abra részletezi. Végiil 19 kzleményt vontunk be a metaregresszidba.*A szivfrekvencia
(HR) atlag vagy median értékei nem alltak rendelkezésre, csak a betegek szama adott HR -tartomanyokban (pl.
100-120/perc).

Metaregresszid

Elsddleges metaregresszionk a HR és a haldlozas kozotti kapcesolatot vizsgalta a vérzéssel
jard trauman atesett betegek esetében mind a 19 kozlemény adatai alapjan. Nem talaltunk
szignifikans kapcsolatot a HR és a kimenetel kozott (p = 0,847), igy linearis Osszefiiggést
nem tudtunk megallapitani. Az eredményeket a szamitott regresszios vonallal az 49A. abra
mutatja be.

Az egyes tanulmanyok betegbevonasi kritériumainak viszonylagos heterogenitdsa miatt egy
10 kozleménybdl 4ll6 alcsoportot alakitottunk ki, amelyben a kezdeti vérkészitmény adasat
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hataroztuk meg bevondsi kritériumként. Eredményeink ismét azt mutattak, hogy a HR ¢és a
halalozasi arany kozott nincs szignifikans kapcsolat és linearis 6sszefiiggés (49B. abra).

8 A o 8 B

Halalozasiarany
=Y

Halalozasiarany
~

90 100 110 120 130 20 100 110 120 130
HR HR

49. abra. Metaregresszio a szivfrekvencia (HR) és a haldlozas kozotti kapcsolat vizsgaltara a vérzéssel jard
trauman atesett betegek esetében. (A) A HR és a halalozas koz6tti kapcsolat a bevont 6sszes kézlemény alapjan.
Linearis Osszefiiggés a HR és a haldlozds kozott nem volt azonosithatd. (B) Alcsoportelemzés kezdeti
vérkészitményt kapott betegek HR és mortalitds adataibol. Linedris 0sszefiiggés a HR és a betegek haldlozasi
aranya kozott nem volt azonosithato.

5.3.3 A Kkilélegzett CHs kimutatasa traumaval 6sszefiiggo vérzésben

A vérzéscsillapitas és az MBT eredményeként a Hb értékek normalizaldédtak, mig a BD
csokkend tendenciat mutatott. Ezzel Osszhangban a kilélegzett CHs szintek ndvekvd
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-CHy 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 csdkkent.

Az 50. abra bemutatja az vizsgalt paraméterek valtozasait a beadott vértranszfuiziok fényében,
valamint ezek eredményeként a Hb egyidejii novekedését és a kilélegzett CHa-koncentracid
folyamatos emelkedését. A vizsgalat szignifikdns korrelaciot talalt a Htc és a CHa-
koncentracio, a Hb és a CHas-koncentracio, valamint a BD és a CHas-koncentraci6 valtozasai

kozott.
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50. abra. A sulyosan sériilt beteg reprezentativ fotoakusztikus spektroszkopias (PAS) felvétele, amire a
vérgazmérések soran meghatarozott hemoglobin koncentraciok goérbéjét raillesztettiik. A nyilak 2 egység
vorosvérsejt-koncentratum beadasat jelzik. Megfigyelhetd, hogy minden transzfiziot a kilélegzett CHa Szint
novekedése kovet. Hb: hemoglobin

A 51. abra szemlélteti a Hb (A), a Het (B) és a BD (C) korrelacigjat a kilélegzett CHa-
szintekkel.
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51. abra. A Htc-értékek, Hb-szintek, BD-szintek és a kilélegzett CH4-koncentracidk dsszefiiggése a stlyosan
sériilt beteg esetében. A fekete pontok az egyéni adatokat mutatjak a szorasdiagrammon. Pearson korrelacios
elemzéssel késziilt grafikon abrazolja a regressziot (egyenes fekete vonal) és az ahhoz tartozo r értékeket,
amelyek a linearis dsszefiiggések erdsségét jelzik, valamint a szignifikanciat (P < 0,001).
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Az EtCO; szintek 27 és 40 mmHg kozott mozogtak, ami azt mutatja, hogy nem volt jelentds

ventilacids karosodas, amely befolyasolhatta volna a kilélegzett CHs-koncentracidkat.

5.3.4. Mitokondrialis diszfunkci6 trauma-indukalt koagulopatiaban

Betegpopulécio és demografiai adatok

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 jellemzdékben, kivéve a trauma elézményeit. A stlyos traumas sériiltek
tobbsége tompa sériilést szenvedett (68%), és a leggyakoribb sériilési mechanizmusok k6zé
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 o6ran beliil miitéten esett at. Vérkészitményeket az esetek 68,7%-aban
alkalmaztak. 22 beteg halt meg 30 napon belil, ami 19,4%-os haldlozéasi aranyt

eredményezett (5. tablazat).

103



Hart mann Petra_ 154 23

L Sulyos traumas (Kontroll ..
Demografia P érték
beteg (n=113) |beteg (n=48)
Nem
férfin (%) 86 (76) 40(83)
nén (%) 27(24) 8(17)
Kor median (IQR) 38(26-59) 43(29-62) |0,18
BMI median (IQR) 27 (19-34) 25(18-31) [0,54
Sérilés
Tompan (%) 77 (68)
Athaté n (%) 36(32)
Sérulés sulyossag
ISS medidn (IQR) 28 (20-48)
AIS fo pyaic 230 (%) 32(28)
AIS .. 23n (%) 5(4)
AIS oiias> 31 (%) 29(26)
AIS pasi, kismedenceirész 231 (%) 20(18)
AlS végtagok, medence év 23n (%) 40 (35)
AlS sgtagok 231 (%) 3(2.7)
Sérulés Mechanizmusa n (%)
Kozlekedési baleset 59 (52)
Esés 21(19)
Tamadas 7(6)
Baleset 4(4)
Egyéb 22(20)
Kimeneteli eredmények n (%)
Vérkészitmény alkalmazasa 77 (68)
Massziv transzfuzio 26(23)
Vazopresszorok alkalmazasa 52 (46)
Intenziv osztélyra valo felvétel 74 (66)
M(tét az els6 24 draban 76 (67)
Haldlozas az els6 24 6raban 14 (12)
Halalozas az els6 30 napban 22 (19)
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szignifikansan eltértek a polytrauma csoportban (6. tablazat).

5. tablazat. A sulyos traumas sériiltek jellemzo6i, a sériilések stlyossaga és mechanizmusa, az érintett testrészek
és kimeneti eredmények. IQR: interkvartilis tartomany, BMI: testtdmegindex, ISS: sériilés sulyossagi pontszam,
AIS: roviditett sériilési skala.

A sulyos traumas sériiltek ¢letfontossagl paraméterei, mint a HR és a SBP, szinte normalisak
voltak, akarcsak a Hb, Ht és trombocitaszam csOkkenése. Azonban a BD ¢és a standard

koagulacids teszt értékei, amelyek képesek mérni a hemosztazis egyes komponenseit,
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Sulyos
Diagnosztika traumas Kontroll ..
) P érték
(atlag £ SD) beteg beteg (n=48)
(n=113)
HR (/perc) 99+ 16 81+16 0,661
SBP (mmHg) 124 +29 122+ 20 0,784
BD (mmol/L) 43+5,3 1+0,4 <0,001
Lac (mmol/L) 3,5+1,7 1+0,3 <0,001
Hb (mmol/L) 6,715 6,7£1,6 0,915
Ht (%) 36+6 36+7 0,904
Plt (10°/L) 244 + 44 256+ 71 0,412
PT (mdsodperc) 16+2 14 +0,5 <0,05
INR 1,31+0,2 1,0+0,1 <0,001
aPTT (mdsodperc) 35+5 28+2 <0,001

6. tablazat. A sulyos traumas és kontroll betegek vitalis paraméterei és laboratoriumi értékei. HR:
szivfrekvencia, SBP: szisztolés vérnyomas, GCS: Glasgow Koma Skala, BD: bazishiany, Lac: laktat, Hb:
hemoglobin, Ht: hematokrit, Plt: trombocitaszam, aPTT: aktivalt parcialis tromboplasztin id6, PT: protrombin
id6, INR: nemzetkdzi normalizalt arany, SD: standard deviacio.

Az extrinszik koagulacios utvonal miikodését a szoveti faktor és CaCly jelenlétében
értékeltiik. A CT (66 = 16 masodperc vs. 50 £ 6 masodperc) és az ML szignifikdnssan n6tt
(11 + 4% vs. 6 + 2%), mikdzben a MCF értéke jelentds csokkenést mutatott (61 £ 8 mm vs.
66 + 9 mm) a sulyos sériilt csoportban a kontroll csoporthoz képest. A fibrin polimerizacidjat
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 stlyos sériilt csoportban a kontroll
teszt) mértiik. Az aggregacio szintje jelentdsen csokkent a polytraumatizalt csoportban (38 +
12 AUC vs. 112 = 14 AUC). Ez a csokkenés arachidonsav jelenlétében is megfigyelhetd volt
(ASPI-teszt) (78 £ 22 AUC vs. 84 + 28 AUC), azonban nem volt szignifikans (53. abra).
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52. abra. Viszkoelasztometriai vizsgalatok sulyos traumas és kontroll betegek vérmintaibol. (A) A sulyos
traumas sériilés hatasa az extrinsic koagulacids Gtvonalra. (B) A polytrauma hatésa a fibrin polimerizacidjara.
Fehér oszlopok: kontroll csoport; sziirke oszlopok: polytrauma csoport; CT: alvadasi id6 (masodperc); MCF:
maximalis alvadékszilardsdg (milliméter); ML: az MCF-et kdvetd maximalis lizis szintje. (a teljes
vérrogképz6dés szazalékaban); Az adatokat atlag = SD-ben adjuk meg. *P < 0,05 vs. kontroll (kétmintas t-
proba, kontroll: n = 48, stlyos trauma: n = 113).
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53. abra. Aggregacios vizsgalatok stlyos traumas és kontroll betegek vérmintaibol. (A) ASPI-teszt. A
trombocita-aggregacio mérése prokoagulans arachidonsav jelenlétében. (B) ADP-teszt. A trombocita-
aggregacio mérése a véralvadast elésegitd adenozin-difoszfat (ADP) jelenlétében. A piros és a kék gorbe két
parhuzamos mérést abrazol kiilonallo elektrodakkal, azonos koriilmények kozott, 6 percen keresztiil. Fehér
oszlop: kontrollcsoport; sziirke oszlop: polytraumas csoport; AU: dnkényes egység; AUC: gorbe alatti teriilet;
az adatok atlag + SD-ben vannak feltiintetve, *P < 0,05 vs. kontroll (kétmintas t-proba, kontroll: n = 48, stlyos
trauma: n = 113).
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Mitokondrialis 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) jelentésen 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 val6 hozzaférésének hianyabol erednek, hanem a mitokondrialis

membrannal kapcsolatos karosodasbol is (54. abra).
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54. abra. Mitokondrialis oxigénfogyasztas kiilonb6z6 allapotokban, HRR-rel mérve. Bal oldalon a trombocita
mitokondriumok oxigénfogyasztasanak (piros vonal) reprezentativ mérései a Kontroll és a Sulyos Trauma
abrazolja. Jobb oldalon a mitokondrialis mérések eredményei. Az oxidativ foszforilaciéo (OxPhos; ADP-fiiggd
1égzés) a Komplex II szubsztrat szukcinat (S), Komplex V szubsztrat adenozin-difoszfat (D) és Complex I
inhibitor rotenon (Rot) jelenlétében volt mérve. A Leak 1égzést az ATP szintézis (ADP-fiiggetlen 1égzés)
gatlasara hasznalt Komplex V inhibitor Oligomicinnel (Omy) mérték. A maximalis elektrontranszport
kapacitast (ETC) a dekapcsolot, a Carbonyl-cianid m-klor-fenil-hidrazon (CCCP) hozzaadasat kovetden mérték.
Dig: Digitonin; S+D: szukcinat és ADP egyidejii hozzaadasa; Rot: Rotenon; Ama: Antimicin-A; C-F: A
trombocita mitokondriumok mitokondrialis 1égzése. Fehér oszlop: Kontrollcsoport; Sziirke oszlop: Stlyos
Trauma csoport; Az adatok atlag £ SD formajaban keriilnek bemutatasra. *P < 0,05 vs. kontroll (kétmintas t-
proba, kontroll: n =48, sulyos trauma: n = 113) szignifikdnsnak tekintendd. RCR: Respiracios akceptor kontroll
arany, amely az OxPhos és Leak hanyadosaként van meghatarozva. HRR: magas felbontasu respirometria

A mitokondrialis H2O2 kibocsatas, mint a mitokondrialis eredetli ROS termelésének markere,
szignifikdnsan megnodvekedett a sulyos traumas sériilt csoport trombocitaiban a kontroll
csoporthoz képest (1,6 + 0,3 pmol/s/mg vs. kontroll 0,8 + 0,2 pmol/s/mg). El6szor az alap
Ca?* fluxust értékeltiik, ami az endogén Ca®" felszabadulasra utal. Szignifikdns ndvekedést

figyeltiink meg a CaGreen-5N fluoreszcens intenzitdsaban a polytraumas csoportban (2,6 +
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0,4 mV/s) a kontroll csoporthoz képest (1,8 + 0,5 mV/s). Ezt kovetéen az exogén Ca’*-
triggerelt Ca?* fluxust vizsgaltuk, amelyet a CaCl, telitd mennyiségének hozzaadasaval
indukaltunk, ezaltal megnyitva az mPTP-t a mitokondrium belsé membranjan. A polytrauma
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)
(55. abra).

A B C
3 H,0, 5 . Endogén Ca?*-felszabadulas 4 Maximum Ca?*-aramlas
= *
£ 4]
g . 311
= $ 3 $
< E 2. I E 2
=1 I
g 1 1
o
0 0 0

55. dbra. A trombocitak mitokondriumaihoz kéthetd hidrogén-peroxid (H202) termelés és Ca?* dgramlasok. (A)
H,0, termelés a trombocita mitokondriumokban (B) Endogén Ca?* felszabadulas OxPhos soran. (C) Exogén
Ca?*-triggerelt maximalis Ca?* fluxus a CaCly titralas utan. A stilyos traumas sériilt csoport sziirkével, a kontroll
csoport fehérrel van jelolve. Az adatok atlag + szoras formajaban keriilnek bemutatasra. *P < 0,05 vs. kontroll
(kétmintas t-proba, kontroll: n = 48, stlyos trauma: n = 113).

A mitokondrialis funkcionalis paraméterek és a rendelkezésre allo klinikai paraméterek
kozotti Osszefiiggések vizsgalatara korrelacidos elemzést végeztiink. A mitokondridlis
mérések, a betegdemografiai adatok, a sériilési informaciok, a hagyomanyos alvadasi
paraméterek és koagulacios vizsgalatok adatait bevonva egy korrelacidés matrixot képeztiink
(56A. abra). Erds negativ korrelacio figyelhetd meg az OxPhos és az ISS kozott a trombocita
mitokondriumokban (R2 = 0,448; P < 0,05), az ICU tartozkodas idétartama, a 30 napos
mortalitds €s a massziv transzfuzio6 irdnti sziikséglet k6zott, mig a FIB-teszt MCF ¢és a Ht

pozitiv korrelaciot mutattak. Nyilvanvalo, hogy az OxPhos az egyéb mitokondridlis

paraméterekkel is korrelalt (Leak 1égzés, ETC, RCR) (56B. abra).
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56. abra. Korrelacio analizis, amely a trombocita mitokondrialis diszfunkciojat mutatja klinikai paraméterekhez
kapcsolododan polytrauma esetén. (A) A korreldcios matrix pozitiv (piros) és negativ (z6ld) Pearson r értékeket
jelol. (B) A mitokondrilis diszfunkcidval szignifikansan kapcsolédé korrelaciok. ISS: sériilés sulyossagi
pontszam, HR: szivfrekvencia a felvételkor, SBP: szisztolés vérnyomas a felvételkor, SaO2: oxigén szaturacio,
PT: prothrombin idd, PTT: részleges tromboplasztin idd, FGN: fibrinogén, Hgb: hemoglobin, Het: hematokrit,
PLT: trombocita. OxPhos: oxidativ foszforilacio, Leak: leak 1égzés, RCR: respiracios kontroll arany, ETC:
elektrontranszfer kapacitas, H2O»: hidrogén-peroxid.
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6 MEGBESZELES

6.1 Mikrokeringési kutatiasok

A gyulladas mikrokeringési valtozasainak vizsgalatat C/K-indukalt arthritisz modellben
végeztiik [184], amely az oszteoarthritiszhez hasonlo, akut kezdetli monoarthritisz jol ismert
modellje [185]. Ebben a modellben az iziileti gyulladds az iziileti hartya mechanikai
karosodasa nyoman indul, gyulladasos vélaszt valtva ki, és aktivalva a vér-iziilet gat
endotélsejtjeit [186]. A C/K injekcié utan a PMN-ek Kitapadasa szignifikdnsan nétt a
szinovialis membran posztkapillaris venulaiban, amit a 32-integrinek és endotél-ligandjaik
(ICAM, VCAM) szabalyoznak [187]. Korabbi eredményeink szerint az endotél adhézios
molekulak j6 markerei a gyulladasos aktivitasnak, és IVM-mel kvantitativan értékelhetok,
objektiv modon mérve terapias beavatkozasok hatékonysagat [188]. EP alkalmazasa soran a
diclofenac szérumkoncentracidja szignifikansan magasabb volt, mint hagyomanyos topikalis
alkalmazéasnal. Mig hagyomanyos alkalmazas utan a szinovialis folyadékban a diclofenac
nem volt kimutathat6, EP-vel a iziileti koncentracioja hasonlo volt a szérumszinthez. Az EP
eldsegitve a diclofenac hatékonyabb bejutasat a szinovialis térbe csokkentette a leukocita-
endotél interakcidkat €és a gyulladast. Eredményeink azt sugalljak, hogy az EP alkalmazasa
igéretes modszer a transzdermalis gydgyszeradagolas hatékonysaganak novelésére, mivel
képes ideiglenes porusokat nyitni a membranokon, eldsegitve a gyogyszerek hatékonyabb
bejutasat a célzott szovetekbe [189]

A transzdermalis gyogyszerbevitel hatékonysaganak fokozasa mellett kiemelten fontos
annak biztonsagossa tétele is. Ennek érdekében egy 1j in vivo kisérleti modellt dolgoztunk
ki, amely lehetdvé teszi a penetralt gydgyszermennyiség pontos mérését [190]. A
vizsgalatokhoz SKH-1 szértelen egereken hati bérred6t hoztunk 1étre. A borredd sebzetlen
oldalat ibuprofénnel kezeltiik, mig a sebzett oldalon egy fémhengerben 1év6 puffer oldatban
hogy a korabbi in vitro rendszerekkel (pl. Franz-cella) szemben itt in vivo vizsgalhattuk a
gyogyszer farmakokinetikajat [191]. A mikrokeringési vizsgalatokat annak érdekében

végeztlik, hogy megallapitsuk, a sebészeti technika befolyasolja-e a gyogyszer felszivodasat

crer
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Eredményeink alapjan a mikrokeringési paraméterek a sebzett és a nem sebzett oldalon nem
mutattak szignifikans eltérést, vagyis a mikrokeringés nem valtozott meg a kisérlet soran.
Ez azt jelzi, hogy a kisérleti modell megbizhato, és nem okoz mikrokeringési karosodast,
ami zavarhatnd a gyogyszerfelszivodast, igy alkalmas a transzdermalis gyogyszerbevitel
tovabbi vizsgalatara.

A bérredd modell alkalmazasat kiterjesztettik az ICD vizsgalatara, amelyet SLS-sel
indukaltunk [192]. A gyulladas kezelésére természetes poliolokat, glicerint és xilitet
hasznaltunk. Az SLS altal kivaltott lokalis véraramlas-novekedést és fokozott perfuzids
aranyt a poliolok alkalmazdsa normalizalta. Emellett csokkentették a leukocita-endotél
interakcidkat, ami a gyulladas mérséklddését jelezte. A poliolok nemcsak a bor hidrataltsagat
javitottak, hanem kedvezden befolyésoltak a mikrokeringési paramétereket is, igy potencialis
terapias szerekké valhatnak az ICD kezelésében.

A borredé modellt tovabbi vizsgalatokhoz is alkalmaztuk, amelyek a bér mikrokeringésére
és a sebgyogyulas folyamatara 6sszpontositottak [193]. A kisérlet fokuszaban a RyR szerepe
allt, amely kulcsszerepet jatszik a Ca®* felszabaditasban és ezaltal a mikrokeringés és a
gyulladas szabalyozdsdban. A kisérlet soran teljes vastagsagu bdrsebek gydgyuldsit RyR
agonista és antagonista kezelésekkel befolyasoltuk. Ismert, hogy a RyR-ek szamos szerv
kiilonboz6 kaliberii ereiben expresszalédnak, példaul a vesében és az agyban, ahol
kulcsszerepet jatszanak az érrendszeri tonus szabalyozasaban [194,195]. A bérben betoltott
szerepiik azonban eddig kevéssé volt feltarva. IVM vizsgdlati eredményeink szerint a RyR

antagonista Dantrolén helyi alkalmazasa 25%-al novelte a sebszélek kapillarisaiban a
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prekapillaris sphincterek relaxdciojanak volt tulajdonithatdo, ami jobb oxigén- ¢és
tapanyagellatast biztositott a sériilt szovetek szamara [196]. Az LDF mérések eredményei
egyarant alatimasztottak, hogy a RyR antagonista Dantrolén jelentdsen javitotta a sebteriilet
mikrokeringési eredmények azt mutatjak, hogy a RyR-ek gatlasa hatékonyan csokkenti a
gyulladasos reakciokat, amit mas szervekben korabban leirt farmakologiai megfigyelések is
alatamasztanak [197,198]. Ezek az eredmények tovabb bovitik a transzdermalis kezelések
lehetdségeit, hangstlyozva a mikrokeringési paraméterek pontos mérésének ¢és

optimalizalasanak jelentdségét az akut és kronikus gyulladasos allapotok kezelésében. A
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gyulladdsos modellek ¢és transzdermalis gyogyszeradagolas vizsgalatdbol szarmazo
eredményeink egyarant ramutattak a mikrokeringés szerepére a gyulladas és a regeneracio
szabalyozasaban. Ezek a megfigyelések tovabb erdsitik azt a felismerést, hogy a
mikrokeringési folyamatok pontos monitorozasa €s befolyasoldsa kulcsfontossagu lehet
nemcsak gyulladasos betegségek, hanem implantatumok koriili szOveti regeneraciod
szempontjabol is.

Ezen megkozelités szellemében végeztiik el az osseointegralt implantatumok peri-implant
teriileteinek mikrokeringési vizsgalatat, amelyben kiilonbdz6 mitéti technikaik, félvastag bor
(STR) és lagyrészkimélé (STP), hatasat hasonlitottuk Ossze [199]. A mikrokeringési
paraméterek mérésekor a bor PR és a RBCV voltak a f6 mutatok. Ebben a vizsgalatban az
LDF-et helyi hdhatassal kombinaltuk, amely soran a hd hatasara bekdvetkezd
aramlédsvaltozasok a boér mikrokeringésének reaktivitdsat mutatjdk. Amig a véradramlas
abszolut értékei jelentds valtozékonysdgot mutattak kiilonbozd testfeliileteken, az
aramlasvaltozas elfogadott paraméterként szolgal a mikrokeringési funkcid mindségének
meghatarozasaban [200].

Eredményeink szerint a hOprovokéacido utan az STP technika alkalmazédsa javitotta a
véraramlast, mig az STR csoportban a perfiizié és az RBCV csokkent. Bar a szovédmények
el6fordulasa nem mutatott szignifikans kiilonbséget a két implantaciés technika kozott, az
STP technika meg0rizte a bér vaszkularizaciojat, elésegitve a regeneracios folyamatokat és
csokkentve a szovédmények kockazatdt. Az implantaitumok koriili mikrokeringési
folyamatok vizsgalata soran kapott eredményeink hangstlyozzak a megfeleld technikai
megkozelitések fontossagat a szoveti regeneracid eldsegitésében. Az STP technika altal
biztositott jobb vascularizacio ravilagitott arra, hogy a lokélis mikrokeringés optimalizalasa
jelentds szerepet jatszik a regeneracios folyamatokban és a szovédmények csokkentésében
[201]. Ezt a megkozelitést tovabb erdsitik a kovetkezd vizsgalataink, amelyekben az
endoszteum ¢s a periosteum keringését elemeztiik egy torés utani aliziilettel rendelkez6 beteg
reoperacioja soran. A beteg tobb kordbbi oszteoszintézis miitéten esett at, €s kiilonféle
implantatumokkal rendelkezett az érintett teriileten. Az eredmények alatdmasztottak, hogy a
mikrokeringés zavara kozvetleniil 0sszefiigg az elhtizodo torésgyogyulassal. Kiemelnénk a
periosztealis és endosztealis rendszerek integritasanak megdrzésének kritikus jelentdségét a

csontgyogyulasban. A mikrokeringési mérések igy 0j perspektivat kinalnak az aliziiletek
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kezelésében, kiilondsen azokban az esetekben, ahol az etiologiat nehéz pontosan
meghatarozni. [202]. Az eredmények elsé izben nyujtottak bizonyitékot arra, hogy a
mikrokeringési zavarok, kiilondsen a periosztedlis és endosztedlis rendszerek egyiittes
karosodasa, jelentdsen befolyasolhatjadk a klinikai kimenetelt kiterjedt oszteoszintézisek
esetén. Ennek megfeleléen a preoperativ tervezés és a lokalis mikrokeringés fenntartasa
donto fontossagh a sikeres reoperacié érdekében [203,204].

Mikrokeringési kutatasaink kovetkezd célpontja az IR 4altal kivéltott mikrokeringési
karosodasok mérséklése volt. Az IR soran fokozodik a ROS termelése, amely gyulladésos
valaszokat valt ki, mint a leukocitak aktivacidja és endotélidlis adhézioja, stilyosan karositva
a mikrokeringés integritasat [21]. A ROS f6 sejtes forrasai az erek simaizom és
endothélsejtjeiben a NADPH-oxidéazok, kiilondsen a NOX2 és NOX4, amelyek aktivitasa az
IR hatasara n6 [205,206].

Kutatasaink soran két kezelés hatasat vizsgaltunk a maj IR-re: a tavoli IPC-t és a GPC adasat
[207]. Az IPC alkalmazasa, amely rovid, ismétlodé iszkémias periddusokbol all, jol
megalapozott megkdzelités a kiilonbozo szovetek iszkémids tolerancidjanak novelésére.
Erdekes médon a tavoli szervek kozotti IPC szintén védelmet nyujt a késdbbi IR
sériilésekkel szemben [208]. Az IPC tavoli jotékony hatasainak megvalosulasaban a sejtek
redox homeosztazisat befolyasold gének expresszidjanak valtozdsa az egyik
kulcsfontossagii védelmi mechanizmus, amelyen keresztiil alacsonyabb szinti ROS
képz6dés érhetd el az endotél szovetben [208,209]. Vizsgalatunkban az IPC szignifikansan
csOkkentette a NOX2 expresszidjat, mérsékelte az oxidativ stresszt és a gyulladdsos
reakcidkat, javitotta a maj véraramlasat ¢s a RBCV-t, valamint csokkentette a leukocitak
endotélidlis tapadasat. A NOX4 expresszioja azonban valtozatlan maradt, ami tovéabbra is
hozzajarult a mikrokeringési diszfunkcid fenntartdsdhoz. Ez ravilagit a NOX4 célzott
gatlasanak sziikségességére az IR sériiléseinek tovabbi csokkentése érdekében. Az IPC hatdsa
elsdsorban a NOX2 szabalyozasdhoz kapcsolodhat, mivel a NOX2 expressziojat leukocitak
¢és endotél sejtek medialjak, amelyek érzékenyek az IPC altal aktivalt gyulladascsokkentd
mechanizmusokra. A NOX4 konstans expresszidja viszont azt sugallja, hogy ez az izoforma
az endotél sejtekben és mas parenchimalis sejtekben konstitutiv aktivitassal bir, és nem
konnyen befolyasolhat6 az IPC altal.

A GPC kezelés antioxiddns és membranvédd tulajdonsdgai révén csokkentette a NOX4
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expressziojat, javitotta a kapillaris véraramlast és a szoveti oxigéntelitettséget, valamint
mérsékelte a gyulladasos enzimek, példaul az MPO és a HMGBI aktivitasat [210]. Ezaltal
csokkentette a leukocitdk endotéliumhoz valo tapadédsat és a mikrokeringési gyulladast. A
NOX2 szintjét nem befolyasolta, ami arra utal, hogy a GPC hatasa els6sorban a NOX4-hez
kapcsolodik. A GPC foszfolipid prekurzorként fontos szerepet jatszik a sejthartya
stabilitasanak és a sejtek antioxidans védekezésének fenntartasaban [89-91]. Ez kiilondsen a
NOX4 expresszio csokkentésében nyilvanul meg, mivel a konstitutivan is expresszalodo
NOX4 aktivitasa er6sen fiigg a sejtek ROS-termelésre adott valaszatol és a
membranstrukturak stabilitasatol [211,212]. Ezen kiviil mas NOX-oktol eltéréen a NOX4 a
sejtplazmaban és a mitokondriumokon is megtalalhaté [213]. A NOX2 aktivitasanak
valtozatlansaga valosziniileg annak koszonhetd, hogy a GPC elsdsorban a parenchimalis
sejtekre gyakorolt hatdsan keresztiil fejti ki hatasat, mig a NOX2 tulnyomorészt

leukocitakban expresszalodik.

6.2 Mitokondrialis kutatasok

Els6ként a mitokondrialis 1égzés IR hatasara bekovetkez6 valtozasait irtuk le, amihez
részleges maj IR modellt hasznaltunk [60]. A maj homogenatumok respiracids aktivitasat
SUIT protokollal vizsgaltuk, amivel az ETC egyes elemei, a légzési lanc komplexei
szelektiven vizsgalhatok. Kisérleteink soran 60 perc iszkémiat és 60 perc reperfiziot
kovetden vizsgalva a méaj mitokondriumok ETC hatékonysaga csokkent, ami alacsonyabb
OxPhos kapacitasban nyilvanult meg a kontroll csoporthoz képest. A mitokondriumok
kapcsoltsaga is romlott, ami megnovekedett ROS termelddésre és membran karosodasara
utalt. A 1égzési komplexek szelektiv vizsgalataval az IR alatt kialakuld ETC zavara mogott
pedig oki tényezoként, az I-es komplex kiemelt szerepe igazolodott. Az IR soran jelentkezd
mitokondrialis zavarok enyhitésére a GPC ¢és a CHs egyarant igéretes terapids
megkozelitésnek bizonyult ugyanebben a modellben alkalmazva a mitokondrialis stressz
hatasainak csokkentésére. Els6ként a GPC mitokondrialis 1égzésre gyakorolt hatasait is
értékeltik az IR modellben [167]. Annak ellenére, hogy a membranban akar jelentOs
mennyiségben is jelen lehet, a m4j endogén GPC-koncentracidja a vérzéses sokk utan
jelentésen csokken. Ez az allapot a szisztémas IR-sériilés egyik jol ismert modellje [214].

Korabbi kutatasok azt sugalltak, hogy az exogén GPC kedvezden befolyasolhatja a szoveti
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reakciokat IR-esetekben [88,90,99]. Ezen tulajdonsagai alapjan a GPC kiilondsen igéretes
terapids szerként meriilt fel az IR altal kivaltott majkéarosodés kezelésére, amit a fent emlitett
részleges maj-IR modellben is vizsgaltunk [94].

Kisérleteink soran a GPC molekula egy 10j hatasmechanizmuséat azonositottuk, amely
megmagyarazza a mitokondrialis szinten kifejtett gyulladascsokkenté hatasat. In vitro
vizsgalatok soran kimutattuk, hogy 100 pmol GPC mar kozvetleniil javitani képes a
mitokondrialis  OxPhos  kapacitaist NRMC  mitokondriumokban [215]. Emiatt
majhomogenatumokon dézis-hatas kisérleteket végeztiink in vitro anoxia-reoxigenizacios
modellben, és igazoltuk a bazalis oxigénfogyasztas dozisfiiggd fokozddasat 100 és 200 mM
kozotti koncentraciokban. A 200 mM GPC alkalmazéasa pedig, mitokondrialis ETC és
OxPhos kapacitasanak novekedéséhez vezetett mind normoxias, mind anoxias koriillmények
kozott [167].

A mitokondridlis bazélis oxigénfogyasztds novekedésének pontos mechanizmusa még nem
ismert, de két lehetséges modot vetettiink fel: 1) a GPC kolcsonhatasba 1éphet bizonyos
fehérjékkel, modositva azok mitkddését, vagy 2) befolyasolhatja a redoxkdrnyezetet. Fontos
megjegyezni, hogy az OxPhos szervezddése valoszinilileg nem all meg a 1égzési komplexek
I-V sorrendjénél. A fluxuskontroll-kisérletek azt mutatjdk, hogy a 1égzési lanc egyetlen
funkcionalis egységként mikodik [75,216].

A "fluid-state modell” szerint az ETC egyes fehérjekomplexei szabadon diffundalnak a
membréanban, és az elektrontranszport véletlenszerii iitkozéseken alapul. Ujabb kutatasok
viszont azt sugalljak, hogy az OxPhos enzimek szupramolekuldris struktardkba rendezddnek
[217]. Kimutattak példaul, hogy egy OxPhos-komplex alegységeit kodold gének mutacioi
mas komplexek stabilitasat is befolydsolhatjak; igy a III. és IV. komplex elengedhetetlen az
I. komplex Osszeallitasahoz és stabilitasahoz [217,218].

Tovabba ugy tlnik, hogy a szuperkomplexek még nagyobb, hurszerii struktirdkba
szervezddnek. Példaul az ATP-szintaz komplex (V. komplex) hosszu oligomer lancokat alkot
[219]. Bizonyos szuperkomplexek kialakulasahoz pedig megfeleld ozmotikus kornyezet
sziikséges [98,220], vizsgalataink pedig felvetik, hogy a GPC befolyasolja ennek a
A GPC kezelés tovabbi hatdsa kisérleti modelliinkben, hogy csokkentette az IR karosodas

kovetkeztében fellépd Leak respiracid mértékét, ami dsszhangban a korabbi eredményekkel,
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csokkent ROS-termeléssel jart egyiitt [93,214,221]. Ezen kiviil az exogén GPC fokozta a
mitokondrialis oxigénfogyasztast mind normoxias, mind hipoxias koriilmények kozott, ami
egyértelmiien bizonyitja, hogy a GPC képes ndvelni a mitokondridlis aktivitast. Ennek
tovabbi tisztdzasara egy masik protokollt alkalmaztunk, amely soran az egyes ETC-
komplexek szubsztratjait és gatloit adtuk hozza. A komplex I inhibitora, a rotenon hatasara
az oxigénfogyasztas jelentdsen csokkent, ami azt sugallja, hogy a komplex I a GPC altal
kozvetitett hatas célpontja.

Az IR okozta mitokondridlis karosodas kovetkezd terapias megkozelitése az altatott,
részleges m4aj iszkémidnak kitett allatok 2,2%-0S CHs-tartalmi normoxids mesterséges
levegbvel torténd 1élegeztetése volt [67]. Hagyomanyosan a reperfizios karosodast
vizsgaljak ebben a modellben, de mi nem csak a reperfiziot kdvetden, hanem az iszkémias
periddus végén is szovetmintat is vettlink HRR vizsgalatra. Eredményeink szerint a CHs-
tartalmi normoxias levegd belélegzése megdrizte a méj mitokondriumok OxPhos aktivitasat
a szoveti iszkémia utan, és jelentdsen javitotta a bazalis (II-es allapott) mitokondrialis 1€gzést
a reperfuzié megkezdése utan. Ezen kiviil az IR altal indukalt ROS termelést, a citokréom c
felszabadulast és a hepatocita apoptozist is jelentdsen csokkentette. A CHa hatdsa révén a
mitokondrialis membranok stabilizalodtak, ami cs6kkentette az oxidativ stresszt és segitette
amitokondrialis funkci6 fenntartasat. Erdekes modon a CHy az dloperalt allatokban is novelte
a bazalis légzést, anélkiil, hogy az a ROS termelddés fokozodasaval jart volna A bazalis
1égzés a fiziologidsan nem kapcsolt (“uncoupled”) vagy pathologias esetben szétkapcsolt
(“dyscoupled”) mitokondrialis 1égzés, amikor az oxigén aramlas fenntartodik a proton
szivargas kompenzaldsara magas kémiai ozmotikus potencial mellett, amikor az ATP-szintaz
nem aktiv. Aloperalt allapotban pedig a CHs fokozta a bazélis 1égzést, ami arra utal, hogy a
metan kozvetlenill hatott a mitokondridlis membranok védelmére és a proton szivargés
kompenzalasaval.

Eddigi vizsgalataink a meleg iszkémia-reperfuzio (IR) altal kivaltott mitokondriélis hatasokra
Osszpontosultak, azonban a klinikumban a szervtranszplantaciok soran a hideg IR legalabb
olyan jelentdséggel bir. Szamos tanulméany ravilagitott a hideg és a meleg IR kozotti
kiilonbségekre a sejtszintli €s molekularis mechanizmusok tekintetében [222,223].
Kutatdsaink soran a hideg IR mitokondriumokra gyakorolt hatdsat kiilonb6z6

transzplantaciés modellekben vizsgaltuk [183,224]. Szivtranszplantaciés modelliinkben a
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donor szivet 1 oran at 4 °C-os HTK szervtartositd oldatban taroltuk, majd heterotop
transzplantacioval iiltettiik at a recipiensbe [224]. Preklinikai majatiiltetési modelliinkben a
majgraftot 24 oran keresztiil hideg HTK-ban tartositottuk, ezt kdvetden pedig egy ex Vvivo
szervkad rendszerben reperfundaltuk [183]. Eredményeink szerint a hideg IR jelentOs
hatassal van a mitokondridlis funkciokra, amelyek alapvetden befolyasoljak az allograftok
poszttranszplantaciés mitkodését [59,225]. A szivgraftok statikus hideg tarolasa csokkent
mitokondrialis OxPhos kapacitassal, fokozott citokroém-c felszabaduldssal ¢és a
proapoptotikus ~ fehérjék transzkripcidjanak fokozodasaval jart. E  valtozasokkal
parhuzamosan a szivizom kontraktilitas is csokkent [224]. A hideg IR hatasara a
majgraftokban a mitokondrialis metabolikus aktivitdas csokkenésén és a szovettani
elvaltozasokon kiviil portalis nyomasfokozddast, és az epe kivalasztdsanak csokkenését is
meg lehett figyelni.

Az emlitett mitokondridlis metabolikus valtozasokrol kimutattdk, hogy jelentdsen rontjak a
poszttranszplantacids graftfunkciokat, ezért az utobbi idokben a graftok hideg tarolashoz
hasznalt szervtartdsitd oldatok fejlesztésének kdozéppontjaba keriilt a mitokondrialis védelem
[225,226]. Kisérleteinkben a HTK-oldatot hasznaltuk, ami a majatiiltetésben rutinszertien
hasznalt megoldas, kiilondsen hatékony az epetti szovédmények megeldzésében, alacsony
viszkozitasa miatt gyorsabb hiitést tesz lehetévé. A HTK-t mint cardioplégias oldatot
eldszeretettel hasznaljak szivmiitétek soran is, mivel a hideg HTK egyszeri beaddsa a
koronariakba legalabb 2 o6ran at megbizhatd védelmet nyujt a sziv IR sériilésével [227]. Ami
a HTK szamunkra legkedvezobb tulajdonsaga volt vizsgalataink soran, hogy sikeresen
dusithaté CHas-gyel [224,228].

A mitokondrialis folyamatok hatterében a graft eltavolitasat kovetden a keringés
megszakadasa 4ll, ami az oxigén, mint a 1égzési lanc utolso elektronakceptoranak hianyat
idézi eld. Ez az elektrontranszport kdrosodasahoz vezet, amely sordn a légzési komplexek
szubsztratjai, példaul a NADH és a szukcinat, felhalmozodnak, mig az OXPhos révén torténd
ATP-termelés megszinik [67,69,229]. Oxigén hianyaban a szukcinat-dehidrogenaz (II.
komplex) a CoQ-allomany magas redukalt szintje miatt megforditja mikodését, elektronokat
adva at a fumaratnak, ami szukcinat-felhalmozodast eredményez. Ez utobbi az iszkémia
egyik jellegzetes metabolikus markere [57]. Az ATP kimeriilése diszfunkciot okoz a

membran natrium—kalium pumpak (Na*/K*-ATPazok) és Ca®*-pumpak (Ca*-ATPazok)
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miikddésében, akadalyozva a Ca?*-ionok visszavételét, és zavart keltve a sejten beliili
enzimatikus reakciokban. A reperfizi6 tovabbi mitokondrialis kdrosodasokkal jar, amikor a
felhalmozddott szukcinat gyors oxidacidja révén szuperoxid képzddik.

A reperfuzios karosodas korai szakaszaban a szuperoxid-termelés tilnyomorészt az |-es
komplexhez kotott [230-233]. Ezt a feltételezést alatimasztjak olyan tanulmanyok, amelyek
kimutattdk, hogy az iszkémids prekondiciondlds vagy az I-es komplex reverzibilis gatldival
végzett elokezelés csokkenti a ROS-termelést €s a sziv IR sériilését [231,233]. Iszkémia soran
a szubsztratok hianya miatt az I-es komplex miikodése gatlodik, és 1égzési aktivitasa a
reperfuzio korai szakaszaban is gatolt marad, mikozben tilzott mértékii ROS-termelés zajlik.
A reperfuzi6 alatti mitokondridlis  szabadgyoktermelés  vizsgalatara NRMC
mitokondriumokon végeztiink in vitro vizsgalatokat [69]. A CHs-kezelés soran az I-es
komplexhez kotott 1égzés mind a kontroll, mind az iszkémiasan karosodott
mitokondriumokban cs6kkent, azonban nem valtozott, ha a rendszert rotenonnal, az |-es
komplex irreverzibilis gatloszerével kezelték. Ez arra utalt, hogy a CHas részleges
elektrontranszport-blokad révén csokkenti az I-es komplex altal termelt ROS-t.

Az l-es komplexen beliil két szuperoxid-termeld helyet azonositottak: az ubikinon (Q)-k&td
helyet és a flavin helyet[232]. A flavin helyen a szuperoxid-termelés az el6rehaladd
elektrontranszporthoz kapcsolodik, amelynek sebességét a matrixban 1évé nikotinamid-
adenin-dinukleotid (NAD) kot6 hely redukcids allapota szabalyozza. Ezzel szemben a Q-ko6t6
hely sokkal gyorsabb iitemben termel szuperoxidot, amit az elektronok reverz aramlasa, a
RET okoz, amikor a ll-es komplexbdl az I-es komplexbe iranyul az elektronaramlas a
reoxigenacio soran [57].

Az NRCM mitokondriumokban a RET mechanizmusanak alapjat a hipoxia alatti szukcinat-
felhalmozddas és annak gyors oxidacigja képezi a reoxigenacio alatt, amit a magas A¥Ym tesz
lehet6vé [234]. A rotenon, amely az elektrontranszport irreverzibilis gatloja a Q-ko6td helyen,
kimutathatdéan kardioprotektiv hatast fejt ki azaltal, hogy csokkenti a RET-et a reperfuzio
korai szakaszaban [231]. Eredményeink szerint a CH4 hatdsmechanizmusa a flavin helyen
tali aktiv teriiletre koncentralodik, hasonloan a rotenonéhoz. Ez azért valdszintisithetd, mert
a CH4 fokozza a mitokondrialis ROS-termelést, amikor az elektronok NADH-bol 1épnek be
az l-es komplexbe, mikozben gatolja a ROS-termelést a II-es komplexbdl az I-es komplexbe

iranyuld6  RET révén. A nagy A¥Ym kulcsfontossagi ahhoz, hogy az elektronok a
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redoxpotencial-gradiens ellenében haladjanak a IlI-es komplexbdl az I-es komplexbe.
Kimutattak, hogy izolalt mitokondriumokban mar a A¥Ym minddssze 5%-os csokkenése is
95%-kal mérsékli a peroxid-termelést [235]. Kisérletinkben a CH4 enyhén mérsékelte a
szubsztrat altal kivaltott hiperpolarizaciét a kontroll mitokondriumokban, mikézben védo
hatast mutatott az anoxids karosodott membranok esetében.

Kutatésainkban kimutattuk, hogy az I-es komplex aktivitdsa jelentésen csokkent az IR
hataséara, mig a II-es komplex aktivitasa k6zott nem mutatkozott szignifikans kiilonbség a
csoportok kozott. A tovabbiakban részletesen vizsgaltuk az I-es és Il-es mitokondrialis
komplexek szerepét a reperfuzid soran, specifikus szubsztratokat alkalmazva, szintén
NRMC-modellben. A CHs-kezelés hatasara csokkent a 1€gzés, amikor glutamatot és malatot
alkalmaztunk az I-es komplex szubsztratjaiként, azonban szukcinat, mint a II-es komplex
szubsztratja esetében nem tortént valtozds. Ez arra utal, hogy a CHjs csokkenti az
elektronaramlast az I-es komplexen keresztiil, mikozben nem befolyasolja a szukcinat
oxidaciojat a II-es komplexben. Ezek az eredmények azt valdszinisitik, hogy a CHa jelenléte
az l-es komplex gatlasan keresztiil csokkenti a mitokondridlis ROS-termelést, mikdzben
megérzi a Il-es komplex szukcinat-oxidaciojat. Ugyanakkor a CHs hatasa az
elektrontranszport részleges blokadjaban rejlik az I-es komplexen beliil, nem pedig az
oxidativ anyagcsere teljes gatlasaban a reoxigenacid soran.

Az l-es mitokondrialis komplex két konformécidban fordul eld: aktiv (A) és deaktivalt (D)
allapotban, amelyek élettani koriilmények k6zott nagyjabol 9:7 aranyban vannak jelen [236].
Az A/D atmenet iszkémia vagy anoxia soran kovetkezik be, gyorsan reagalva az
oxigénhianyra [237]. Ezt az atmenetet kiilonboz6 tényezok, példaul az oxigén elérhetdsége,
a matrix NAD-készlete, a hdmérséklet és a pH befolyasoljak. Az anoxia alatt felhalmozodé
D-forma azért lehet jelentds, mert csokkenti a reoxigenacio sordn fellépd gyors 1égzés altal
kivaltott ROS-termelést [230,238]. A D-forma meg6rzése hatékony stratégianak bizonyult
poszt-iszkémias agyi és szivsériilések elleni védekezésben [230,239,240]. Iszkémias vagy
anoxias kortilmények kozott a NAD teljes készlete redukalodik, de a flavin kotéhelyen 1évo
nukleotid gyorsan csokkenhet a reoxigenacid kezdetén a RET révén. Azonban az I-es
komplex D-formaja nem képes katalizalni a RET-et, igy védelmi mechanizmusként
mitkodhet az enzim downstream redukcidjanak megakadalyozasaval. Mind a D-forma, mind

arotenonnal gatolt enzim korlatozza az ubikinon-ko6td zsebhez vald hozzaférést, amely a vas-
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kén klaszter kozelében taldlhato. Ennek eredményeként az eldérehaladd elektrontranszport
blokkolddik, és az ubikinol nem jut el a vas-kén klaszterhez, ezaltal a RET-bdl eredé ROS-
termelés is kikiiszobolhetd [237,241]. Vizsgalatainkban a CHs-kezelés gatolta az elérehalado
elektrontranszportot az I-es komplexben kontroll mitokondriumok esetében, mikozben
hatékonyan korlatozta a RET-et a poszt-iszkémias mitokondriumokban. Eredményeink
alapjan az I-es komplex konformacios valtozasai kulcsszerepet jatszanak a CHs-kezelés védo
mechanizmusdban az IR okozta kdrosoddsokkal szemben. Ez a hatds nem a membranhoz
kotott kotéhely kozvetlen kolesonhatasanak eredménye, hanem az I-es komplex szerkezeti
valtozasaibol adodik.

Eredményiink megerdsiti az I-es komplex kdzponti szerepét a hideg tarolds soran kialakuld
mitokondrialis diszfunkcidban, és egyben a jovobeli graftmegdrzési terapidk fo célpontjava
teszi [59,242].

Az l-es komplex aktivitasaval vald kdlcsonhatas mellett a CH4 nem specifikus hatésai is
megfigyelhetok voltak, amelyek a fokozott OxPhos kapacitasban és a Leak 1égzés
javulasaban nyilvanultak meg. Ezeket a hatdsokat a mitokondrialis membran integritdsanak
megdrzésével és az elektrontranszport kapacitdsanak fenntartdsdval hoztdk Osszefiiggésbe,
amit a citokrom-c felszabadulds csokkenése is alatdmasztott, utalva a membran épségének
megOrzésére.

Korabbi tanulmanyok mar sugalltak, hogy a CHs hatassal van a mitokondrialis fiziologiara
¢és a Ca?"-homeosztazisra [243]. Az iszkémia soran a mitokondrialis szubsztratok kimeriilése
jelent6s tényez6 az intracellularis hiperkalcémia okozta sejtkarosodas kialakulasaban [57]. A
hideg iszkémia altal kivaltott sejtkdrosodas mechanizmusaban az endoplazmas retikulum
(ER) Ca**-transzportjanak aktivalasa jol ismert [244]. A hipoxia Ca**-felszabadulast idéz el
az ER-b6l, mig a visszavételét a SERCA-pumpék szabalyozzak, amelyek expresszidja
csokken a maj IR-karosodasa utan [245]. A kisérletek soran az IR csokkent SERCA
expressziot okozott, amelyet a CHs-dusitott HTK mérsékelt. Az ennek kovetkeztében
megemelkedett  citoszolikus ~ Ca?'-szintek  fokozott mitokondrialis  Ca?*-felvételt
eredményeznek, ami az mPTP megnyilasdhoz, mitokondrilis depolarizacidhoz és a sejthalal
beindulasahoz vezet [246,247]

A Ca*-bearamlas altal kivaltott membran diszfunkcié mogott all6 mechanizmus magaban

foglalhatja a mitokondrialis Na*/Ca?*-pumpat, a H*/Ca?*"-pumpat és az mPTP-ket, valamint
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ezek kombinalt miikodését [248,249]. Modellkisérletiinkben a 24 6ras iszkémia jelentds
emelkedést idézett el6 az endogén Ca?*'-forrasokbol szarmazo extramitochondridlis Ca?*-
szintben. A CHg-kiegészités hatékonyan mérsékelte ezt a Ca**-felszabadulast azaltal, hogy
elOsegitette a visszavételt az ER-be, helyreallitotta a mitokondridlis membran integritasat és
kozvetetten megdrizte az energiaigényes, membranhoz kotott Ca**-csatornak mitkodését. Az
mMPTP-k funkcidjat is értékelték ebben a tanulményban, amikor a mdj mitokondriumait
exogén Ca?*-tulterhelésnek tették ki, amely az mPTP megnyildsanak kivalto tényezdje. A
hideg IR hatasara a mitokondriumok alacsony szintii Ca?*-kibocsatast mutattak, ami az mPTP
korai vagy mar meglévé megnyildsara utalt. Az CHjs-dusitott szervtartosité oldatok
alkalmazasa megakadalyozta a graftokban az iszkémia altal kivaltott mPTP-megnyilast, amit

magasabb Ca?"-kibocsatas is alatdmasztott.
6.3  Trauma és alkoholfogyasztas okozta stressz biomarkerei

Kutatasaink elsoként mutattdk ki, hogy a magas etanolbevitel atmeneti, jelentés CHa-
termelést eredményezett olyan emberekben, akik korabban nem termeltek CHs-et. Hasonldan
magas CHs-termelés volt megfigyelhetd etanolt fogyasztd patkanyokban, 0sszefliggésben a
maj mitokondrialis diszfunkcidjaval [179].

A laktuléz kilélegzett levegd tesztet mar alkalmazzak a SIBO diagnoézisaban, ahol a
kilélegzett H2 és CH4 koncentracid valtozasai segitenek a diagnozis felallitdsaban. A nem
felszivodott laktuloz baktérialis fermentacidja soran ugyanis Hz és CH4 keletkezik, melyek a
kilélegzett levegbben talalhatoak [114]. Ugyanakkor Keppler és munkatarsai stabil szén-
izotopos vizsgalatokkal azt mutattak, hogy minden vizsgalt emberben keletkezik CHa, ami
azt jelzi, hogy a CH4 a mikrobiomtdl fiiggetleniil, endogén modon is keletkezik [250].

A bél mikrobiomjanak és az alkohol fogyasztasanak kapcsolatat mar vizsgaltak, a metanogén
baktériumok valaszarol még nincsenek konkrét adatok [251]. Sajat eredményeink azt
sugalljak, hogy a CHs-termelés nemcsak a mikrobiom, hanem mas tényezok, példaul az
etanol hatdsara is kialakulhat, mivel alkoholfogyasztds utan etanolt nem termeld allatoknal és
emberi alanyoknal is jelentds CHs-kibocsatast figyeltink meg. A légiti CHs szintet
gazkromatografids (GC) és GC-massza spektrometriai mddszerekkel mérik a klinikai

gyakorlatban, de az altalunk hasznalt PAS rendszer alkalmazéasa lehetévé tette a CHa
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valtozasok online, nagy specifikussaggal torténd nyomon kovetését széles dinamikus
tartomanyban [173].

Korabbi tanulmanyok alapjan a kilélegzett levegében mért CHs4 koncentracidja alapjan
nagyok az egyéni kiilonbségek, az embereket 30-60%-ban CHs termeldkre (1 ppm feletti
CH4) és nem termeldkre kategorizaljak. Adataink arra utalnak, hogy a kilélegzett gazok
analizisében megfigyelt nagy kiilonbségek valdsziniileg nemcsak az egyéni hattér,
mikrobiom Osszetétel, mintavételi és analitikai technikak eltéréseibol adddnak, hanem mas
tényezok is befolyasolhatjdk a CHas szintjét, amely az etanol hatisara, dozisfiiggden
novekedhet [252] Az etanolbevitel a maj mitokondrialis diszfunkcidjaval Osszefiiggésben
csokkentette a I1-es komplexhez kapcsolddo alap oxigénfogyasztast és az OxPhost is, ami azt
sugallja, hogy a CHs biomarkerként szolgalhat az oxidativ stressz és az alkoholos
metabolizmus allapotanak felmérésére.

A traumas sériiltek ellatasa soran a sokk felismerése és kezelése kiemelkedd fontossaggal bir,
mivel a megfeleld beavatkozas idében torténd alkalmazasa jelentdsen javithatja a betegek
tulélési esélyeit. Ennek érdekében, kovetkezo retrospektiv kohorsz vizsgalatunkban a trauma
okozta hipovolémids sokk osztdlyozasdnak hatékonysagat vizsgaltuk, Osszehasonlitva a
korabbi, VS-alapu (ATLS 9. kiadas) ¢és a jelenleg érvényes (ATLS 10. kiadas) rendszert,
amely mar a BD-t is figyelembe veszi [253]. Az el6z6 VS-alapu osztalyozas a HR, SBP és
GCS értékeket hasznalta a sokk felismerésére és a vérveszteség becslésére [121,254].
Azonban 2013-ban a Német Trauma Regiszter (Trauma Register DGU®) elemzése arra
mutatott ra, hogy a VS-alapu osztalyozas nem tiikrézi pontosan a klinikai allapotot, ezért
javasoltak a BD, mint metabolikus paraméter bevonasat az osztalyozasba [129,132].

A tanulmany eredményei alapjan mindkét osztalyozasi rendszer képes volt eldre jelezni a
haldlozasi aranyt, és statisztikailag nem volt jelentds kiilonbség a prediktiv teljesitményiik
kozott. A ROC elemzések alapjan a GCS, BD és SBP voltak a legfontosabb prognosztikai
paraméterek, mig a HR valtozasa nem birt prediktiv értékkel a progndzis szempontjabol. Ez
a megallapitas 6sszhangban all a korabbi kutatasokkal, amelyek szintén kiemelik a BD alapt
osztalyozas elényeit a hipovolémias sokk kezelésében [121].

Ezen feliil kutatasunkban megvizsgaltuk a hipovolemias sokk osztilyozasanak kiilonb6zd
aspektusait is, kiillonos figyelmet forditva a vérzés és a koagulopatia Osszefliggéseire,

amelyek kulcsfontossagli hatdssal vannak a betegek kimenetelére. A trauma okozta
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koagulopatia és a vérzés kezelése soran a BD alapu osztalyozas segithet a transzfuzios
igények és a halalozasi arany el6rejelzésében [121]. Mindezek alatamasztjadk a trauma
ellatasanak folyamatos fejlédését és az osztalyozasi rendszerek finomitasanak sziikségességét
a betegek jobb kezelése érdekében [121,253].

Ezeket az eredményeket figyelembe véve tovabb vizsgaltuk a HR szerepét a hipovolémids
sokk eldrejelzésében [255] amely bar egy hasznos indikatornak tiinhet, de valojaban tobb
problémat is felvethet a pontos prognodzis szempontjabol. A HR hasznélata a hipovolémids
sokk kezdeti értékelése soran kézenfekvOnek tlinhet, valdjaban azonban a hasznossaga
megkérdojelezhetd az elégtelen érzékenysége és specificitdsa miatt. A HR vérzés kdzbeni
komplex valasza félreértelmezéshez, a hemodinamikai stabilitds hamis érzetéhez, és ennek
kovetkeztében a megfeleld terdpia késlekedéséhez vezethet. A tachycardia, mint gyakran
vérzéssel tarsulo reakcio, felvetheti a vérzés gyantijat, de nem feltétleniil alkalmas arra, hogy
a terapias dontések, példaul a vérkészitmények alkalmazasanak egyik meghatarozo tényezdje
legyen. Tanulméanyunk igazolta, hogy a HR nem mutat lineéris 0sszefiiggést a mortalitassal,
ami tovabb erdsiti a szakirodalomban mar ismert, vérzésre adott tobbfazisu valasz tényét
[124,125]. A HR csokkenése vagy stagnalasa a vérzés két kiilonb6z6 szakaszaban fordulhat
eld. Az els6 esetben, koriilbeliil 30%-o0s vérvesztés kornyékén — amely az ATLS Il-es és I11-
as sokkosztalyanak felel meg —, a Bezold-Jarisch-reflex altal kivaltott fokozott vagus-
aktivitas csokkentheti a HR-t, annak ellenére, hogy az ATLS osztalyozas itt egyértelmi HR-
emelkedést feltételez. A masodik esetben, a vérzés végstadiumaban, bradycardia jelentkezik,
amelyet a szivmegallas el6z meg. Ezek alapjan javasoljuk az ATLS sokkosztalyozas kisebb
modositasat, amely a HR-valtozasok mintazatanak beépitésével pontosabban tiikrozheti a

klinikai allapotot (8. tablazat).
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8. tablazat. A hipovolémias sokk Advanced Trauma Life Support (ATLS) osztilyozasa, beleértve a
szivfrekvencia (HR) eltérések javasolt modositasait. A tablazat az ATLS 10. kiadasan alapul. A becsiilt
vérveszteség a teljes vérmennyiség szazalékaban van feltiintetve. *A javasolt modositasok félkovérrel vannak
kiemelve: a HR-érték lehetséges stagnalasat a 30%-os vérveszteség koriil jelzik a fokozott vagalis aktivitas
miatt. A IV. osztalyba tartozo mély vérzés esetén a bradycardia lehetdsége ki van emelve. BD: bazishiany, GCS:
Glasgow Coma Scale, HR: szivfrekvencia, SBP: szisztolés vérnyomas.

A hemodinamikai allapot felmérésének €s nyomon kovetésének masik igéretes eszkoze a
kilélegzett gazok monitorozasa, amely 0 perspektivakat nyujt a vérzéses betegek kezelése
soran. Bar a kilélegzett levegd Osszetételének vizsgdlatait mar régota alkalmazzak a
gasztrointesztinalis  betegségek, példaul peptikus fekély és laktoz-intolerancia
diagnosztikajaban [114,256,257]. hemodinamikai monitorozas céljara torténd felhasznalasa
teljesen uj megkozelitést jelent. Ez a modszer a kilélegzett gazok, a mesenterialis perfuzio és
a szisztémas keringési allapot kozotti Osszefiiggésen alapul. A mesenterialis perfuzio
monitorozasara vonatkozd 1égzésvizsgalati lehetéségek még feltarasra varnak, de a CHga
igéretes biomarkernek tlinik [111,258]. A CH4-t anaerob bélbaktériumok termelik [252], és
alacsony véroldhatosaganak koszonhet6en gyorsan {iriil ki a tidén keresztiil [115]. Egy
nagyallat-modellen végzett kutatds kimutatta, hogy a kilélegzett CHas-Szintek szoros
Osszefliggést mutatnak a vékonybél mikrokeringéssel és a SMA véraramlasaval. Ezek az
értékek mar 5%-os vérvesztésnél jelentés csokkenést mutattak [115,139].

A CHs monitorozasa tobb szempontbol is eldnyds lehet vérzd betegek hemodinamikai
allapotanak felmérésében ¢s folyamatos kovetésében, kiilondsen rejtett vérzések esetén. A
hagyomanyos markerekkel (Hb, BD) szemben a PAS-technol6gian alapul6 valos idejii CHs-
elemzés nem igényel sorozatos, invaziv mintavételezést. A delta-pulzusnyomas
monitorozasaval ellentétben a CHs-mérés noninvaziv, nem igényel artérids kaniilt vagy
intubécidt, €s barmilyen életkoru vagy allapotu betegen kockazatmentesen elvégezhetd.
Ugyanakkor a modszernek vannak korlatai is. A CHs-termelés egyéni kiilonbségeket mutat,
amelyeket befolyasolhatnak tényezdk, példaul alkohol fogyasztdsa vagy a bél mikrobiom
Osszetétele. Tovabba traumas sériilések, kiilondsen mellkasi sériilések, befolyasolhatjak a
1égzésfolyamatokat, ami hatassal lehet a CHs-mérések pontossagara. Fontos kiemelni, hogy
jelenlegi ismereteink foként sertéseken végzett kisérleteken alapulnak, és bar a sertések
kardiovaszkularis rendszere hasonlésdgot mutat az emberével [259], a bél érrendszeri
anatomidja jelentdsen eltér [260]. Ezért tovabbi human vizsgalatok sziikségesek a mddszer

Klinikai alkalmazhat6saganak megerdsitésére.
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Vizsgalatunk a kilélegzett CHs-koncentraciok €s a vérzés hagyomanyos indikatorai kozotti
Osszefliggéseket elemezte egy stlyosan sériilt beteg esetén keresztiil [261]. A korhazi ellatas
elsé négy orajaban a CHa-szintek szignifikans kapcsolatot mutattak a hematokrit Htc, Hb és
bazisdeficit BD értékekkel. Ezenkiviil azt tapasztaltuk, hogy a CHas-koncentracio azonnal
reagalt a beadott vérkészitményekre. Eredményeink alapjan a PAS-alapu CHs-elemzés
igéretes modszer lehet a vérveszteség gyors felmérésére és folyamatos monitorozasara a
stirgdsségi és traumatologiai ellatds soran.

A CHs-monitorozas mellett kiilon figyelmet kell forditanunk a vérzés és a koagulopatia
Osszefiiggéseire, amelyek jelentds hatassal vannak a sulyosan sériilt betegek kimenetelére.
Ezen 6sszefiiggések pontosabb megértése érdekében egy prospektiv esettanulmany-kontroll
vizsgalat soran elemeztiik a stlyosan sériilt betegek trombocitdinak mitokondridlis
mitkodését [262]. Eredményeink koagulacids zavarokat és trombocita diszfunkciot mutattak
a betegek felvételekor vett vérmintdkban, akik traumas vérzésben szenvedtek. Emellett
els6ként igazoltuk a mitokondrialis 1égzési lanc diszfunkciojat és az ATP-termelés
csokkenését a trombocitak mitokondrialis funkcidjanak elemzésével.

A sulyos sériiltek csoportjaban (median ISS = 28) az olyan paraméterek, mint a HR, SBP,
Hb, Ht és trombocita szdm, kozel alltak az egészséges kontroll csoporthoz. Azonban a BP és
laktat szignifikdnsan eltértek, jelezve metabolikus rendellenességeket. Korabbi kutatdsaink
szerint ezen eltérések sulyos vérveszteség idején finomak lehetnek, és csak a kompenzacios
mechanizmusok kimeriilése utan valnak nyilvanvalova. A koaguldcids zavarokat mind a
hagyomanyos (emelkedett PT, aPTT, INR), mind a viszkoelasztikus tesztek (emelkedett CT,
csokkent MCF EX ¢s FIB) megerdsitették. A koagulacios zavar valoszintlileg a koagulacios
faktorok és fibrinogén hidnyanak kdvetkezménye, de a trombocitak aktivacidjanak zavara is
hozzajarulhat. Kutatdsunkban a sulyos sériiltek ADP-tesztje szignifikdnsan csokkent, ami
Osszhangban all egy korabbi multicentrikus tanulmany eredményével, ahol azt talaltak, hogy
a sulyos trauma, amely vérveszteséggel jar, megvaltoztatja a trombocitdk ADP- és
arachidonsav-aggregacios kapacitasat [263]. A csokkent ADP-reaktivitas egyik oka a
trombocitak kezdeti hiperaktivacidja miatt kovetkezhet be, amely csokkenti a trombocitak
valaszat a tovabbi ADP-expoziciora [144].

A posztraumds trombocita diszfunkcid mechanizmusét tobb kutatas probalta feltarni. Az

egyik elmélet szerint a trombocitdk korai hiperaktivacioja és kimeriilése okozza a
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diszfunkciot, amit a rendszerszinti trombocita agonistak emelkedett szintjei €s a sériiléshez
kapcsolédé molekularis mintazatok, példdul a DAMP és a Ca?*-mobilizacid zavarai
magyaraznak [148,264]. Emellett egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy a TIC osszefiigg a
mitokondrialis diszfunkcioval [146].

A traumas sériilés ROS-t general és oxidativ stresszt indukal amivel jelentds szerepet jatszik
a posztraumas mitokondrialis diszfunkcié kialakulasaban [265]. Mivel a mitokondriumok
kiilonosen érzékenyek az oxidativ karosodasra, az emelkedett ROS-termelés karosithatja
miikddésiiket, ami tovabb fokozza az oxidativ stresszt. A jelen tanulméanyban a traumas
betegcsoportban jelentds ndvekedést mutattunk ki a Leak 1€gzésben ¢és mitokondrialis H2O-
képzddésben a kontroll csoporthoz képest, melyek egylittesen hozzajarultak a trauma altal
indukalt oxidativ karosodashoz. Ezen tGlmenden a traumaval kapcsolatos metabolikus
zavarok, mint a laktat acidozis és a gliikdz anyagcesere valtozasai szintén hatdssal vannak a
trombocitdk mitokondridlis miikodésére. A sulyos sériilések gyakran energia kimeriiléshez
vezetnek az akut fazis fehérjék, immunmolekuldk ¢és szdveti reparacid szintéziséhez
sziikséges megnovekedett metabolikus igények miatt. A posztraumas metabolikus valtozasok
az emelkedett katabolizmus jellemzdi, ami a fehérjék aminosavakka torténd lebontasat
eredményezi [266] és metabolikus acidozist hiperlaktémiaval [267]. Az emelkedett laktat
szint a sulyos traumds betegekben jelezheti, hogy a sejtek energiaigényei nincsenek
megfelelden kielégitve, ami potencidlisan az ATP-termelés valtozasaira utalhat. Az anaerob
anyagcserére valo atallas és az azt kovetd laktat szint emelkedése akkor kovetkezhet be,
amikor a sejtek ATP igényeit nem elégiti ki az elérhetd oxigén és az OxPhos. Ezen kiviil a
polytrauma beteg megnovekedett oxigénigénye fokozza a hypermetabolikus éllapotot a
mitokondriumok fokozott oxigénfogyasztasaval [268,269].

Bdséges bizonyitékok vannak arra, hogy az ADP és az ATP kulcsszerepet jatszanak a
vérrogképzodésben, amelyek 6 forrasa az eukaridta sejtekben a mitokondriumok [270]. A
mitokondriumok elsdsorban ATP-t termelnek az OxPhos soran, amely a mi tanulmanyunkban
szignifikansan karosodott a traumas betegek trombocitdiban. Az OxPhos karosodasaval
Ossszefiigg a trombocitak mitokondrialis ETC és RCR csokkenése is. Az OxPhos megfeleld
miikodéséhez sziikséges a mitokondridlis membran ETC-je, mivel az elektront a végso
elektronakceptor oxigén molekuldhoz széllitja. Az ETC csokkenése a mitokondridlis belsé

membran karosodasat jelzi, amely esetben az OxPhos nem lehet hatékony [258]. Az RCR
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szintén kozvetleniil jelzi a mitokondridlis 1€gzési lanc fiziologiai mikodését, mint az OxPhos
hatékonysagat [59]. Az alacsony RCR az alacsony szubsztrat-oxidacios és ATP-csere
képességet jelzi a mitokondriumokban, és nagy proton szivargast.

Az ATP és az ADP magas koncentracidban taldlhatoak a trombocitak stirii granulumjaiban,
¢s aktivalaskor egyiitt szabadulnak fel. Ezen adenilnukleotid készletek poétlasa a
granulumokban akar 24 orat is igénybe vehet, ideiglenes trombocita diszfunkciot
eredményezve [143,271]. Azonban az evakuacid sebessége nem kozvetlenill aranyos a
trauma mértékével, akar kisebb sériilés utan is bekovetkezhet. Ezért az ATP/ADP-kimeriilés
jelezheti a koagulacios kaszkad kozelgé miikodési zavarat sériilés utan [272]. Az ATP/ADP,
amely felszabadul, specifikus purinerg receptorokhoz kotédik a trombocitak felszinén,
elésegitve tovabbi trombocitak toborzasat és aggregalddasat [273]. Az energiahianyos allapot
¢s a mitokondrialis diszfunkcié kovetkeztében fellépd potlas zavara trombocita aggregacios
zavart eredményez, amelyet sulyosbit a csokkent ADP-ellenallds és az ADP receptor
diszfunkcidja [144,272,274]. A trombocitak felszinén két f6 osztalyt purinerg receptor
talalhatd: a G-fehérjéhez kotott P2Y1, PY12 receptorok az ADP szamara és az ioncsatorna
P2X receptorok az ATP szaméara. A P2Y12 receptor kulcsfontossdgi célpont az
antitrombocita gyogyszerek, példdul a clopidogrel szamdara, és aktivalasa fokozza a
trombocita aggregaciot és eldsegiti a fenntartott trombocitaaktivaciot [275]. A P2Y'1 és P2X1
receptorok aktivaldsa a Ca?*-bearamlasaval és az intracelluldris Ca®*-felszabadulassal tarsul,
¢s részt vesznek a trombocita alakvaltozasaban és az aggregacio kezdeti fazisaban [276,277].
Ezekre az eredményekre alapozva a jelen tanulmanyban a trombocitdk extramitokondrialis
Ca?" mozgasait is vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a traumads betegek mitokondrialis mintai
magasabb bazilis Ca®*-szinteket mutattak, ami egy eldzetes aktivaciora és az endogén Ca?'-
raktarak felszabadulasara utalt. Szubsztratok alkalmazéasakor, amelyek hiperpolarizaljak a
mitokondrialis membrant, a Ca**-aktivacié fokozodott. Azonban exogén Ca?*-bevitel esetén,
a kontroll betegek esetében magasabb fluoreszcencia intenzitast mértek, mig a traumas
betegek mitokondriumaiban alig tértént valtozas, ami ismét egy tultelitett, refrakter allapotot
jelez.

Eredményeink alapjan megerdsitést nyert, hogy a sulyos trauma Osszefligg a trombocitak
mitokondrialis diszfunkcidjaval, amely csokkent ATP-szintézist és a Ca?*-mobilizacié zavart

miikodését eredményezi. Mivel ezek a tényezok sziikségesek a trombocitaaktivaciohoz, -
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toborzashoz €s vérrdg stabilitdsahoz, a mitokondrialis diszfunkcidé hozzajarulhat a traumaés

koagulopatia kialakuldsédhoz.
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7 UJMEGALLAPITASOK

Mikrokeringési kutatasok eredményei

1. Gyulladasos modellek mikrokeringési valtozasainak vizsgalata

- Az EP technika szignifikansan novelte a diklofenak 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 szinovialis térbe, ami kedvezd hatassal
van a gyulladasos reakciokra. A tovabbi kutatdsok célja az EP optimdlis paramétereinek
meghatarozasa ¢s a diclofenac plazmaszintjének csdkkentése.

2. Borirritacié és sebgyogyulas mikrokeringési mechanizmusainak feltirasa

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

- A glicerin ¢és xilit csokkentette a bor mikrokeringési stresszreakcidit, stabilizalta a
hidrataciot és megeldzte a gyulladasos sejtek felhalmozodasat az irritalt teriileteken.

- A RyR gatlasa dantrolénnal gyorsitotta a sebgydgyulast és javitotta a bdr kapillaris
véraramlasat.

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

- A lagyrészmegdérzd technika (STP) jobb posztoperativ mikrokeringési integritast
eredményezett a csOkkentett lagyrész technikahoz (STR) képest.

3. A perioszteum és endoszteum Kkeringése kiterjedt oszteoszintézist kovetoen

- Az els6 human intraoperativ LDF-mérés, ami kimutatta, hogy a hosszu csdves csontok bels6
(endosztealis) ¢€s 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
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paramétereit IR sériilések utan, melyek hatasai a NOX enzimek kdzremiikodésével valosultak
meg. Az IPC csokkentette a NOX2 expressziojat, ezaltal javitva a szoveti oxigéntelitettséget
¢és a kapillaris keringést, mikdzben a NOX4 expresszidjara nem gyakorolt hatast. Ezzel
szemben a membranstabilizdld6 GPC a NOX4 expresszidjanak csokkentésével mérsékelte a
gyulladasos enzimek aktivitasat és az oxidativ szovetkarosodast, ami a kapillaris véraramlas

¢s az LE-interakciok javulasahoz vezetett.
Mitokondrialis kutatasok eredményei

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

- Kimutattuk, hogy az IR soran a maj mitokondrialis diszfunkcidja jelentdés mértékben a
légzési lanc komplexeinek miikodési zavaraihoz kapcsoldodik. Az IR hatdsidra a
mitokondrialis respiracids aktivitas csokkent, kiilondsen az 1. komplex aktivitdsa, amely az
OxPhos csokkenését eredményezte. A mitokondrialis diszfunkcid kovetkezményeként

megnodvekedett szabadgyoktermelés és membrankarosodéas volt megfigyelhetd, ami tovabb

rontja a maj mitkodését. normoxic air containing 2.2% methane |élegeztetés a iszkémia

végétdl a reperflzio alatt ezt kivédte.

- A GPC rovid tava alkalmazasa védelmet biztositott a majsejtek szamara IR altal kivaltott
sejtpusztulas ellen, mikozben nem befolyasolta negativan az oxidativ stressz mértékét. A
GPC jotékony hatdsa kifejezetten az I. komplex mitokondridlis respirdcids aktivitdsanak
fenntartdsaban mutatkozott meg, csokkentve a ROS termelést és a gyulladasos valaszokat.

- A CHjs inhalacidja a meleg IR alatt jelentés védelmet nyujtott a maj mitokondridlis
diszfunkcidja ellen. Az oxigénfogyasztas és a respiracids kapacitds megmaradt, mikozben a
ROS-termelés csokkent.

- A CHjs-dusitott tartdsitd oldatok alkalmazéasa hideg iszkémiai allapotban javitotta a maj
transzplantacios eredményeit. A mitokondridlis OXPhos kapacitas megdrzése mellett a Ca®*-
homeosztazis is stabil maradt, ami hozzajarult a szerv jobb miikddéséhez és kevesebb
sejtkarosodéashoz.

6. Sziv IR mitokondrialis kovetkezményeinek enyhitése exogén CHs adasaval

- A CHg4 alkalmazasa sziv IR modellben csokkentette az oxidativ stresszt és a mitokondrialis
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ROS termelést. Az l-es komplex aktivitasa jelentdsen csokkent, mig a Il-es komplex
aktivitdsa megmaradt, ami jelzi, hogy a CH4 képes blokkolni az ETC zavart mikodését. A
szivizomsejtek apoptdzisa is csokkent, ami a CHs védo 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
kapacitds megdrz6dott, és a cytochrome ¢ felszabadulds 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

- Siirgdsségi koriilmények kozott elsOként végeztiink 4gy melletti méréseket embereken a
kilélegzett CH4 koncentracio6 vizsgalatara traumaval 6sszefiiggd vérzésben.

- A magas etanol bevitel atmeneti, jelentés CHa-termelést eredményezett korabban nem CHs-
termeld emberekben, és hasonldan magas CHa-termelés figyelhetd meg etanolt fogyasztd
patkdnyokban, a maj mitokondrialis diszfunkcidjaval dsszefliggésben.

- A kilélegzett CH4 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
indikétora lehet, igy eldsegitve a gyors klinikai dontéshozatalt.

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
Osszefiiggést a talélési eséllyel.

- Eredményeink megerdsitik, hogy a korabbi osztidlyozas a gyakorlatban tovabbra is
alkalmazhat6, és BD-nek nincs hozzaadott értéke/ nem modosit szamottevéen a mortalitas
becslésén.

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

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

9. A kilélegzett CHs kimutatasa traumaval 6sszefiiggé vérzésben

- Klinikai vizsgalatunk részeként egy vérzd, stlyos sériilt reszuszcitaciojat és MBT
protokolljat 4 6ran keresztiil monitorozva kimutattuk a Hb szintek és a kilélegzett CHa
koncentraciok kozotti Osszefliggést. A vérkészitmények adasa és a CHa koncentraciok
emelkedése kozotti idobeli 0sszefiiggést is abrazoltuk.

a vérvesztés mértékének becslésére és a reszuszcitacié dinamikus monitorozasra is.

10. Mitokondrialis  diszfunkci6 ¢és trauma-indukalt koagulopatia (TIC)
osszefiiggéseinek feltarasa

- Kimutattuk a trombocitak mitokondrialis diszfunkcidjanak és a TIC-nek egyiittes
el6fordulasat sulyosan vérzo, traumas betegeknél. A trombocitdk mitokondridlis
diszfunkcigja az OxPhos romlasaban és a Leak respiracido fokozodéasaban, a mitokondrialis
H202-termelés novekedésében volt megfigyelhetd, 0sszefliggésben a fokozott véralvadasi
iddkkel és csokkent MCF értékekkel.

- A mitokondrialis diszfunkci6 és a koagulopatia kozotti erds korrelacio alatdmasztja, hogy a
mitokondrialis mitkddés zavarai szerepet jatszanak a TIC kialakuldsdban, és potencialis

célpontot kindlhatnak a jovdbeli kezelési lehetdségek szamara.
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8 OSSZEFOGLALAS

Mikrokeringési kutatasaink soran szamos gyulladasos és IR modellt vizsgaltunk, amelyek
soran a mikrokeringési paraméterek, mint a sebesség, aramlas és a perfizié heterogenitasa,
érzékenyen reagaltak a gyulladasos allapotokra és az IR-karosodasra. A leukocita-endotélse;jt
interakcidk szintén fontos mutatoi a gyulladdsos 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 és a kezelések hatékonysaganak
optimalizélasat. 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 optimalizalasdval javitotta a
gyogyszerhatast és csokkentette a gyulladasos aktivitast. Az EP révén a transzdermalis
gyogyszerbevitel hatékonysdga ndtt, mivel a poérusok atmeneti megnyitdsa 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 gyulladds 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 meghatarozo. 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 ¢l6, és a szukcinat-felhalmozdodas 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 anoxias 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 €s a klinikai paraméterek kozotti kapcsolatokat. Az
alkohol indukalta metanogenezist a nem-CHs termeld résztvevok korében is sikeriilt igazolni,
jelentds CH4 kibocsatast észlelve a 4 napos alkoholfogyasztas utdn, amely a mitokondridlis
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 vizsgalo 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 Osszefiiggést 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 mitokondridlis 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
diszfunkciod és a koagulopatia kozotti erés korrelacio alatamasztotta, 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 trauméas 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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12 KOSZONETNYILVANITAS

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

Legnagyobb koszonettel Dr. Szabd Andrea TanarnOnek tartozom, aki életem 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 tudomdnyos gondolkoddsmodra 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 lehetévé 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 oOnzetlen munkdjukkal 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 foallasu 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 id6t a munkatarsak szamara.

Halaval tartozom PhD ¢és TDK hallgatdoimnak, akik nemcsak tanitvdnyaim, 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 utolsosorban, szivbol kdszondm 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 fobb tamogatasok:

OTKAG60752 (Szab6 A.), OTKA75161 (Boros M);
OTKA109388 (Szabd 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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