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1. BEVEZETES

1.1. A transzplantalt szerv iszkémia-reperfizios (I/R) karosodasa

A szervatiiltetés ma az egyetlen rendelkezésre all6 kezelés végstadiumban 1évo
szervelégtelenség esetén. Az elmult évtizedekben rutinszerli beavatkozassa valt, amelyet
vilagszerte folyamatosan novekvé szamban végeznek. Ennek ellenére, ez az eljaras még mindig
szamos veszéllyel jar (Song et al., 2014). Az atiiltetett szerv (graft) a donorbol val6 eltavolitas
¢és tarolds soran tobbszords meleg ¢és hideg iszkémids peridduson megy keresztiil, amit a
keringés helyreallasa soran tovabb sulyosbit a reperfiizios karosodas (Brisson et al., 2017). A
hideg iszkémia soran az oxigén-, és tdpanyag ellatds megsziinik, az anaerob anyagcsere pedig
az energia raktarak kimeriiléséhez és ezzel egyiitt savas kornyezet kialakuldsdhoz vezet. A
reperflzios szakaszban a beiiltetett graftot tovabbi biokémiai €s metabolikus karosodasok érik,
tobbek kozott a reaktiv oxigéngyokok (ROS) képzédése, a DNS karosodasa és a helyi
gyulladasos reakciok kialakulasa (Hearse et al., 1991). A gyulladasos kaszkadok és az oxidativ
stressz kés6bb citokin-vihart gerjeszthetnek, amely végiil a szovetben sejthalalhoz vezet.

1.2. Tartésitasi technikak

Szamos modszert fejlesztettek ki a graftok tarolasa és szallitasa soran bekdvetkezd iszkémids
karosodas csokkentésére, valamint a szovetek életképességének fenntartasara (Brisson et al.,
2017, Jia et al., 2015). Jelenleg két technika all rendelkezésre a transzplantalhatd szervek
tartositasara: statikus vagy dinamikus tarolds. A statikus tarolds f6 modszere az egyszeri
statikus hiit6tarolas (SCS), mig a dinamikus tartositds modszereihez tartozik a hipotermikus
gépi perfuzid6 (HMP) és mas perfuzion alapulé modszerek, mint példdul a normoterm gépi
perfuzido (NMP) és az oxigénperszufflacio.

Ezen modszerekhez tobb tartositdo oldat all rendelkezésre, melyeket Osszetételilk szerint
intracellularis és extracellularis tipusokba oszthatok. A University of Wisconsin (UW) és az
Institut Georges Lopez (IGL-1) oldatok a magas K és alacsony Na® koncentracioju
intracellularis tartositd oldatok kozé sorolhatok, mig a hisztidin-triptofan-ketoglutarat (HTK)
¢s a Celsior (CS) oldatok, extracellularis tartdsito oldatok.

1.3. A metan (CH4) kémiai tulajdonsagai és bioaktivitasa

A CHjs a legkisebb szénhidrogén, mely szintelen, szagtalan, gaznemii molekula. A CH4 1égkdri
szerepe jol ismert az 6zonképzddés mechanizmusaban (hidroxilgyokokkel vald reakciok);
azonban az allati vagy emberi szervezetben lezajlo fizikai-kémiai reakcidoi még nincsenek
teljesen feltérképezve. Szamos tanulmany vizsgalta az endogén CHas bioldgiai szerepét

eukariota organizmusokban, ezek koziil tobb is bizonyitotta, hogy gombak, algak, névények és
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allatok is képesek CHa termelésre aerob anyagcsere folyamatok eredményeként (Keppler et al.,
2006, Althoff et al., 2014). Tobb kutatocsoport bizonyitotta az exogén CHa gasztointesztinalis
hatasait is (Pimentel et al., 2006, Mathur et al., 2016), emellett szamos tanulmanyban igazoltak
a CHg-duasitott fiziologias sooldat védbhatasat az I/R altal kivaltott karosodasok soran.
Munkacsoportunk irta le elséként, hogy normoxias CHs-nal torténd Iélegeztetéssel csokkenteni
lehet a szovetek I/R karosodasat kis- és nagyallat modellekben (Boros et al., 2012). Ezeket az
alapveté megallapitasokat szamos tovabbi kisérleti adat tamasztja ala, amelyek egyiittesen
igazoltak a CHs inhalacios vagy CHas-dusitott folyadékterapiak anti-oxidativ, anti-apoptotikus
¢és gyulladascsokkent hatasait (Boros et al., 2012). Mindezek ellenére eddig még nem
vizsgaltak a transzplantacios folyadékban oldott CH4 hatasat a graftok mikodésére.

1.4. A CH4 mitokondriumokra gyakorolt hatasa I/R karosodas soran

A CHs kedvezd eloszlasi tulajdonsagokkal rendelkezik in vivo, azon tulajdonsaganak
koszonhetben, hogy képes athatolni a bioldgiai membranokon. Ezért felvet6dott, hogy a CHa
potencialis hatast fejthet ki a mitokondridlis 1égzésre is. A mitokondriumok specialis
intracellularis struktarak, amelyek alapveto sejtélettani folyamatokban jatszanak szerepet, mint
példaul az energiatermelés, a ROS képzddés, a Ca®" homeosztazis és az apoptozis. Korabbi
adataink arra utaltak, hogy ezek a funkciok az exogén CHs célpontjai lehetnek I/R karosodas
soran, valoszinileg a foszfolipid membranok nem specifikus fizikai-kémiai megvaltoztatasaval
(Strifler et al., 2016). Tovabbi in vivo és in vitro hipoxias vizsgalatokban is bizonyitottak a CHa
modulaciods hatasat a mitokondrialis 1égzésre I/R soran (Chen et al. 2016, Wang et al., 2017).
1.5. A mitokondriumok szerepe az apoptozis folyamataban

A mitokondrium nemcsak a sejt anyagcseréjét, hanem halalat is iranyitja. A mitokondrium altal
vezérelt apoptotikus folyamat szabalyzasadban fontos szerepet jatszanak a Bel-2 csalad fehérjéi.
Ezek két osztalyba oszthatok: anti-apoptotikus Bcl-2 csaladfehérjékre (mint pl. Bel-XL, Bel-w,
Mcl-1, A1, Bcl-Rambo, Bcl-L10 és Bcl-G) és pro-apoptotikus fehérjékre (pl. Bel-2 asszocialt
X fehérje (Bax), Bak, és Bok). A Bcl-2 elsddlegesen a citokrom c felszabadulasat blokkolja,
igy fejti ki anti-apoptotikus szerepét. Ezzel szemben, a Bel-2 csalad pro-apoptotikus tagjainak
(Bak vagy Bax) stressz okozta aktivdldsa a mitokondridlis kiills6 membran
permeabilizacidjahoz és az intermembran tér fehérjéinek felszabaduldsdhoz vezet. (Brenner et
al., 2000, Cui et al., 2017, Fan et al., 2016). Ezen fehérjék kozé tartoznak pl. a prokaszpazok,
az apoptozis indukalo faktor (AlIF), az adenilat-kinaz 2, par hésokk fehérje (Hsp10, Hsp60),
Smac / Diablo (nemrégiben felfedezett kaszpaz-koaktivator) és még a 1égzési lanc fehérjéi is,

mint példaul a citokrom c. A citokrom c lazan kapcsolodik a belsé mitokondrialis membran



kiils6 oldalahoz, és a IIl és IV 1égzési komplex kozott szallit elektronokat. A membran
karosodasa soran a citokrom c felszabadul a citoszolba, itt elinditja a kaszpaz-kaszkad altal
iranyitott apoptoszoéma képzodését, mely végiil a sejt apoptozisahoz vezet (Mészaros et al.,
2017).

2. ATANULMANYOK CELJAI

Vizsgalataink f0 célja egy olyan modszer kidolgozésa volt, amely noveli a jelenleg
rendelkezésre allo transzplantacios oldatok hatékonysagat.

Elsé 1épésként a szervatiiltetés soran altalanosan alkalmazott oldatok hatékonysaganak
Osszehasonlitasat tliztiik ki célul. Erre a célra egy meta-analizist végeztiink el, melyben
Osszehasonlitottuk a négy legszélesebb korben alkalmazott transzplantacios oldat
hatékonysagat (HTK, UW, Celsior and IGL-1) (1. tanulmany).

Ezutan egy olyan transzplantacids oldat megtervezését tliztiik ki célul, mely a hideg tarolas
soran hosszabb ideig és nagyobb hatékonysaggal képes megdrizni a graft életképességét. Ezért
a 2. tanulmanyban 0Gsszeallitottunk egy olyan rendszert, mellyel vizsgalhattuk a CHa
oldhatésaganak és stabilitdsanak hdémérséklet- és nyomasfiiggését kiilonféle oldatokban,
valamint optimalizaltuk a CHs-dusitott HTK tarolas hatékonysagat.

Végiil az oldott CH4 hatésat teszteltiik a transzplantaci6 altal kivaltott I/R karosodas relevans
in vitro modelljében. Igy a 3. kisérletes tanulmany soran megvizsgaltuk az oldott CHy hatasait
ujsziilott patkany szivizomsejtek talélésére és mitokondrialis miikodésére, szimulalt /R (sI/R)

soran.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. 1. tanulmény: Szervtartésitdé oldatok hatékonysiagianak osszehasonlitisa
majtranszplantacio soran. Meta-analizis

3.1.1. Keresési stratégia

Szisztematikus szakirodalmi keresést végeztiink az EMBASE/MEDLINE, a PubMed, a Scopus
¢s a Cochrane adatbazisok felhasznaldsaval 2017. januar 31-ig bezardéan. Az adatbazis-
kereséseket MeSH kulcsszavakkal végeztiik, a szervatiiltetés €és a szervtartositd oldatok
kifejezéseinek kiilonféle kombinaciojaval. Nyelvi limitaciét nem alkalmaztunk.

Vizsgaltunk minden olyan randomizalt kontrollvizsgalatot, amelyben két vagy tobb tartositd
oldatot hasonlitottak Ossze. Bevalasztasi kritérium volt, hogy az oldatok SCS soran lettek
felhasznalva, elhunytbol szarmazé donormaj (DDLS) tartositasara. A DDLs feln6tt és gyermek
donorbol egyarant szarmazhattot. Az él6 donoros szervatiiltetést, a multi és retranszplantaciot,
illetve az allatokon végzet vagy kontroll nélkiili vizsgalatokat kizartuk.

3.1.2. Vizsgalt paraméterek

Az elsédleges kimeneti eredmény a primary non-function (PNF) volt. A PNF olyan
¢letveszélyes allapot a transzplantacid utan, amely haldlhoz vagy az atiiltetés megismétléséhez
vezethet a transzplantaciot koveté hét napon beliil.

A masodlagos kimeneti eredmény a transzplantacié utani egyéves graft tulélés (OGS-1) volt,
mivel egy szakértdi konszenzus véleménye alapjan a transzplanticid utan egy éven beliili
eltérések elemzése a legalkalmasabb a tart6sitd oldatok hatasanak értékelésére.

3.1.3. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzést a Stata 11 SE (Stata Corp) és a Comprehensive Meta-analizis Software
(Version 3, Biostat, Englewood) alkalmazéisaval végeztiikk. Véletlenszerli hatdas modellt
alkalmaztunk minden elemzés soran DerSimonien-Laird becsléssel.

3.2. 2. tanulmany. CHas oldhatdsaganak vizsgalata transzplantacios oldatban

3.2.1. CH4 koncentracié meghatarozasa

A CHs kimutatasara szolgalé fotoakusztikus spektroszkopias (PAS) technikat tars
munkacsoportunk fejlesztette (Tuboly et al, 2013). A CH4 oldhatésaganak meghatarozasat 20
cm? térfogatu kiivettaban végeztiik. A bemeneti nyilashoz a CHa-tartalmu gazpalack, a kimeneti
nyilashoz pedig a CHs-érzékeld rendszer volt csatlakoztatva. Az oldatok perszufflalasat 2,2%
CHs — mesterséges levegd keverékkel, 200 ml/perc dramlasi sebességgel végeztiik.

3.2.2. Kisérleti protokollok

Két protokollt alkalmaztunk a CHs folyadékfazisban vald oldhatosaganak és stabilitasanak



meghatarozasara. Kiilonb6z6 aramlési idé hasznalataval (10 és 60 perc) vizsgaltuk a CHa
oldhatosagat desztillalt vizben (H20), fiziologias sooldatban (NaCl) és HTK oldatban. A
masodik 1épésben, 4 és 21 °C-os homérsékleten hatdroztuk meg a CHs oldhatdsagat és
stabilitasat NaCl és HTK oldatokban. A mintdk CHy-tartalmat 10 perc, 1 ora, 3 6ra, 6 Ora és 24
ora inkubalas utan kétféle modon hataroztuk meg.

3.3. 3. tanulmany. Miokardialis I/R altal kivaltott mitokondrialis karosodas, a CHa in vitro
hatasai.

3.3.1. Ujsziilott patkany szivizomsejtek izolalasa és tenyésztése

A szivizomsejteket Gorbe ¢és mtsai modszere szerint, a korabbiakban kialakitott protokoll
alapjan izolaltuk (Gorbe et al., 2010).

3.3.2. Kisérleti protokoll

A Kkisérleteket intakt szivizomsejtek alkalmazasaval végeztiik. Az I/R csoportban harom napos
szivizomsejteket 4 oran keresztiil szimulalt iszkémianak vetettiik ala, ez id6 alatt a sejteket
hipoxias oldatban és hipoxias kamraban taroltuk. Majd 2 6ras reoxigenacios periddus soran a
sejteket tapoldatban, normoxias levegével vagy CHa-mesterséges levegd keverékével
aramoltatott kamraban taroltuk. A kontroll csoportokat normoxias inkubatorban taroltuk 4 éran
keresztiik, amelyet 2 Oras reoxigenacids periddus kovetett a normoxikus inkubatorban CHs-
mesterséges levegd keverékével vagy anélkiil.

3.3.3. A mitokondriumok funkciéjanak vizsgalata nagy felbontdsu respirometriaval
(HRR)

HRR soran (Oxygraph-2k, Oroboros Instruments, Innsbruck, Ausztria) a szivizomsejtek és az
izolalt sziv mitokondriumok oxigénfogyasztasat vizsgaltuk kiilonb6z6 metabolikus
allapotokban. A mitokondrialis metabolikus allapotok vizsgalata el6tt a szivizomsejteket
permeabilizatuk a respirométer kamraban, ezutan kapcsoltsag vizsgalati protokollt
alkalmaztunk.

3.3.4. Citokrom c-oxidaz aktivitas kimutatasa

A citokrém c-oxidéaz aktivitast a citokrém ¢ 550 nm-en torténd 1dofiiggd oxidacidja alapjan
szamoltuk, a korabban leirtak szerint (Szarka et al., 2004).

3.3.5. A szivizomsejtek apoptozisanak és életképességének vizsgalata

A szivizomsejtek talélését calcein viabilitds meghatarozassal és LDH szint méréssel, az

apoptozist TUNEL festéssel vizsgaltuk.



4. EREDMENYEK

4.1. Az 1. tanulmany eredményei

Tanulmanyunkba 15 db kozlemény adatait vontuk be, melyekbél meta- és subgroup
analizisekkel hasonlitottuk Ossze a transzplantacios oldatok hatékonysagat. Els6dleges kimeneti
eredményiink a PNF volt, melynek vizsgalata soran nem mutatunk ki szignifikéns kiilonbséget
az UW ¢és CS, valamint az UW és HTK oldatok kozott. Az IGL-1 oldat hatékonysagaval csak
egy RCT foglalkozott, ami nem volt elegendé a meta-analizishez. Mindezek alapjan a négy
oldatot subgroup analizissel hasonlitottuk dssze, szignifikans kiilonbség nem volt kimutathato.
A masodik kimeneti eredményiink az OGS-1 volt, melynek meta-analizis vizsgalata nem
mutatott szignifikans kiilonbséget az UW ¢és CS, illetve az UW és HTK oldatok kozott. A négy
oldat 9sszehasonlitasara az OGS-1 tekintetében is subgroup analizist végeztiink, szignifikans
kiilonbséget itt sem mutattunk ki.

Publikacids torzitds nem volt kimutathato.

4.2. A 2. tanulmany eredményei

Harom kiilonb6z6 oldatban (H20, NaCl és HTK) vizsgaltuk a CHs oldhatosagat, melyet az
aramlési 1d6 valtoztatasa nem befolyasolt. Eredményeink alapjan a CH4 koncentracié minden
vizsgalt idopontban szignifikdnsan magasabb volt 4 °© C-os tarols soran, mint 21 © C-on, mely
a vizsgalati idészak alatt folyamatosan csokkent. Ennek ellenére 24 o6rés, 4 °© C-on torténd
tarolas utan még mindig terapids koncentracioban volt jelen a CHs a transzplantacids oldatban.
Ugyanakkor 3 ora elteltével 21 °C-on tarolva mar nem volt kimutathaté mennyiségii CH4 az
oldatokban.

4.3. A 3. tanulmany eredményei

Az inkubdcios kamrak légterében a hattér CHs koncentracidja 1,46x10* + 94,95 ppm volt. A
2,2% CHs-mesterséges levegd keverékkel végzett perszufflacio megkezdése utan gyors
koncentracié novekedést detektaltunk (1,5x10°+58,12 ppm). Ez a koncentracié a 2 oras
reoxigenizacios periddus alatt folyamatosan fennmaradt. Az oldott CH4 koncentracié 1,46x10°
+ 76381 ppm Volt a sejttenyésztd tdpoldatban 5 perccel a CH4 perszufflacié utan.

A kapcsoltsag vizsgalati protokoll lehetdséget nyajt a mitokondrium leak respiracidjanak
elemzésére. Ennek eredményeként szignifikansan alacsonyabb OxPhos-értéket mértiink az sl/R
csoportban a normoxia csoporthoz képest. A CHa kezelés az sI/R+CHs csoportban
szignifikansan ndvelte az oxigénfogyasztast. A leak respiracio csokkent sI/R soran; azonban az
sI/R+CH4 csoportban a CHa-kezelés hatasara ez a csOkkenés mérséklodott. Az sl/R

szignifikdnsan csokkentette a maximalis 1€gzési kapacitast a normoxia csoporthoz képest. A



CHa kezelés nem befolyasolta a maximalis 1égzési kapacitast sI/R alatt.

A varakozasoknak megfeleléen a normoxia és normoxia+CHy csoportban csak kevés TUNEL-
pozitiv sejtet figyeltiink meg. A szimulalt I/R fokozott TUNEL pozitivitassal jart, amely a CHa
inkubaci6 kovetkeztében jelentdsen csokkent. A mitokondridlis citokrém c-oxidaz aktivitast
spektrofotometrias analizissel hataroztuk meg. I/R soran mitokondrialis membranbol szarmazo
citokrom c felszabadulas mutathato ki a citoszolban; ez az esemény a mitokondrialis membran
karosodasanak indikatoranak tekinthet6. A normoxiatCHs csoportban a CHs inkubaciod
hatasara az enzimaktivitds nem valtozott a normoxias csoporthoz képest. Ezzel szemben az
sl/R-t fokozott citokrom c-oxidaz aktivitas kisérte, amely a CHa4 kezelés hatasara szignifikansan
csokkent.

A szivizomsejtek életképességét kalcein-viabilitds vizsgalattal hatdroztuk meg. A normoxias
csoporthoz képest a normoxia+CHs4 csoportban a CHas kezelés az életképesség kismértékii
csokkenéséhez vezetett. Az sI/R hatasara az €16 sejtek szama csokkent, viszont az sI/R+CHy
csoportban a CHs kezelés ezt a sejtpusztulas megakadalyozta.

Az LDH aktivitas vizsgalataval nem volt kimutathato kiilonbség a két normoxias csoport
kozott, ugyankkor az LDH koncentracio szignifikansan alacsonyabb volt az sI/R+CHg

csoportban, mint az sl/R esetében.

5. MEGBESZELES

5.1. Szervtartosité oldatok hatékonysaganak osszehasonlitisa majtranszplantacio soran.
Kutatomunkank elsé 1épéseként a jelenleg forgalomban [évé transzplantacids oldatok
Osszehasonlitasara meta-analizist végeztiink. A kezelési csoportok a donorok és a recipiensek
tulajdonsagait tekintve homogének voltak. Az elsédleges és masodlagos paraméterek (azaz a
PNF és az OGS-1) fiiggetlenek voltak az egyéni kockazati valtozoktol. A paraméterek elemzése
0O bizonyitékot szolgaltatott arra vonatkozodan, hogy az UW-hoz képest a CS, a HTK ¢és az IGL-
1 oldatok nem hatakonyabbak a szerv életképességének megdérzésében a hideg tarolas soran.
A PNF els6sorban a szerv tarolasanak modszerétél fiigg (Rutger et al., 1993). A
transzplantaciok 2—6% -aban fordul eld, és nincs Osszefliggésben semmilyen kozvetlen miitéti,
immunologiai vagy egyéb komplikacioval (Uemora et al., 2007). Meta-analizisiink 15 olyan
vizsgalatot tartalmazott, amelyekben az UW oldat hatékonyséagat értékelték a CS vagy a HTK
oldatokhoz képest. Az irodalomi adatokkal Osszhangban a PNF altalanos ardnya nagyon
alacsony volt, egy tanulmany kivételével (13%) (Nardo et al., 2005). Az egyes vizsgalatok

elemzése soran két olyan vizsgalatot talaltunk, amelyekben magasabb volt a PNF el6forduléasi
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gyakorisaga az UW csoportban, mint a HTK csoportban, de a meta-analizis soran szignifikans
kiilonbséget nem tudtunk kimutatni (Kuznetsov et al., 2002, Meine et al., 2006). Hozza kell
tenni, hogy az ELTR adatok friss elemzése azt mutatta, hogy a HTK hasznélata egyéni
kockazati tényez6t jelent a PNF kialakuldsaban, az UW oldattal valé 6sszehasonlitas soran
(Adam et al., 2015). Az ellentmondasos kovetkeztetések az adatbazis-eclemzés szelekcios
torzitasaval magyarazhatok (Nashan et al., 2015). A PNF kockazatanak elemzése soran egyik
esetben sem taldltunk kiilonbséget az UW ¢€s a tobbi oldat kozott. Az IGL-1 és a HTK
tekintetében két prospektiv randomizalt klinikai vizsgalatot elemeztiink, melyek 356 beteg
bevonasaval, azonos eredményeket kozoltek (Rutger et al., 1993, Uemora et al., 2007). Hasonlo
eredményt mutattak ki egy 140 beteggel végzett klinikai vizsgalat soran, melyben az IGL-1
oldatot hasonlitottak &ssze az UW oldattal (Dondéro et al., 2010). Ezt a jelenlegi vizsgalatunk
is megerdsitette, mivel az IGL-1 subgroup analizislinkben hasonlé PNF-kockdzatot mutatott,
mint az UW és a HTK.

Vizsgalatunkban az OGS-1 volt a masodlagos kimeneti eredmény. A graft tlélési aranyait egy,
harom ¢és 6t évvel a majtranszplantacid utan értékelték a tanulmanyokban. A meta-analizis
elvégzéséhez az egyéves iddszakot valasztottuk a megfeleld iddszaknak a tartositd oldatok
hatasanak értékelésére, mivel az ezt kovetd idészakban mas tényezdk nagyobb hatast
gyakorolhatnak erre az eredményparaméterre. Egy tobbvaltozos statisztikaval kimutattdk az
ELTR adatbazis retrospektiv elemzése soran, hogy a HTK oldat hasznalata fliggetleniil mas
hatasoktol, magasabb mortalitassal jart, mint az UW, CS és IGL-1 oldatok hasznalata (Adam
et al., 2015). Egy masik elemzés, mely egy nagyméreti nemzeti nyilvantartasi adatbazist
vizsgalt (United Network for Organ Sharing, UNOS) szintén kimutatta a HTK ¢és az UW
oldatok kozotti eltéréseket a graft tilélési aranyaban (Stewart et al., 2009). Azonban a donorok
kozotti fontos kockazati tényezdket nem vették figyelembe az ELTR elemzés soran, és a masik
elemzésben a transzplantalt betegek kivalasztott csoportjai sem voltak homogének: a HTK-ban
tarolt graftokat kedvez6bb tulajdonsagokkal rendelkez6 recipienseknél hasznaltak fel, valamint
rovidebb hideg iszkémias id6tartamban (CIT) alkalmaztak (Nashan et al., 2015, Stewart et al.,
2009). Szamos klinikai vizsgalat eredményeivel Osszhangban a tanulmanyunk meta- és
subgroup analizisei nem mutattak szignifikans kiilonbséget az OGS-1 kockéazataban az UW és
a vizsgalt oldatok barmelyike kozott. Hasonloképpen, a subgroup analizisek sem mutattak ki
kiilonbséget az IGL-1 és az UW, valamint az IGL-1 és a HTK oldatok kozott.
Tanulméanyunknak vannak bizonyos korlatai. Eddig csak harom kisebb RCT hasonlitotta 6ssze

az IGL-1-et az UW-vel, vagy a HTK-val. Ezért nem tudtunk meta-analizis segitségével
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Osszehasonlitani az IGL-l-et barmelyik mas oldattal. A PNF-re vonatkozé négy oldat
kockazatanak 6sszehasonlitdsdhoz subgroup analizist kellett elvégezniink. Ezenkiviil a miitéti
id6 és a befogadd koagulacios problémak miatti hemoderivativ transzfuziok gyakran nem
szerepelnek a tanulmanyokban, mint a negativ kimenetel elérejelzéje (Mangus et al., 2007). Ezt
a tényezOt nem vették figyelembe a kivalasztott vizsgalatokban sem. Ezenkiviil a kiilonb6z6
tanulmanyok némi eltérést mutattak az operativ eljaras tekintetében is. llletve a mellékelt RCT-
k homogének voltak a donor és a recipiens paramétereit tekintve, mely egyrészt lehetdséget
adott a szelekcios torzitas kizarasara, masrészt a tartdsitd oldatok hatasait a hosszabb CIT és a
kibdvitett kritériumokkal rendelkezé donorok bevonasa esetén nem lehetett értékelni.
Osszefoglalva, a majtranszplantacio kimenetelét bonyolitja a klinikai eljards Osszetettsége,
mely a tartositd oldatok szerepének tisztazasat is befolyasolja. Igy elmondhaté, hogy ez az
attekintés a jelenleg elérhet6 legjobb elemzéseket foglalta 6ssze a leggyakrabban hasznalt négy
tartositod oldat 6sszehasonlitasarol. Tanulményunkban meta-analizist végeztiink, mely soran a
vizsgalt tanulmanyok mintanagysaga elég nagy volt ahhoz, hogy helyesen megbecsiilhessiik az
alacsony el6fordulasi aranyt kockazatok, példaul a PNF vagy az OGS-1 el6fordulasi
valoszinliségét. Eredményeink alapjan bebizonyitottuk, hogy az UW, a CS, a HTK és az IGL-
1 oldatok kozel azonos hatékonysaggal képesek megérizni a szerv életképességét a
transzplantacié soran. Tovabbi vizsgalatok elvégzése sziikséges nagyobb betegpopulacio
bevondasaval, ideértve a marginalis donorokat, a hosszabb hideg iszkémias 1d6t, a tobbszerves
transzplantaciokat és a gazdasagi szempontokat, hogy értékelni lehessen barmely alternativ
oldat felsébbrendiiségét az UW-vel szemben.

5.2. CHas gaz oldhatésaga transzplantaciés oldatban

Tobb, korabbi vizsgalat €s kutatds igazolta a CHs bioldgia hatésait. Ezek koziil szamos
tanulmanyban vizsgaltak a CHs-nal dusitott fiziologias s6oldat hatasat I/R karosodasok soran.
Ezekben a kisérletekeben CHg-nal szuperszaturalt fiziologias sooldatot hasznaltak (Song et al.,
2015, Fan et al., 2016, Brenner et al., 2000, Meng et al., 2018, Liu et al., 2012). Mindeddig
transzplantacios oldatokkal nem végeztek kisérleteket, ezért vizsgalataink soran meghataroztuk
a CHas gaz oldékonysagat és stabilitasat kiilonb6zd oldatokban, PAS technologia segitségével.
Kisérletiinkben a biztonsagos, inhaldciora és graft prezervaciora is hasznalhatd, megfeleld
oxigénkoncentracioval bird 2,2%-0s CHs-mesterséges levegd gazkeveréket hasznaltuk. Elsd
korben meghataroztuk az altalunk hasznalt gdzkeverékben 1évé CHs oldékonysagat kiillonbozo
oldatokban. Irodalmi adatok alapjan, tilnyomason, 99,9%-0s CHs-nal valo dusitast kdvetden

3,5 mg CH4 gaz oldodik 100 ml 21°C-os vizben (F.S. Structures, F. Damp, PubChem CID: 297
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Structure:, 1800.). Eredményiink alapjan a hosszabb perszufflacioés id6 hasznalataval a CHa
minta H2O és a HTK oldaté. E jelenség hatterében az all, hogy a magasabb sotartalom csokkenti
a gazok oldékonysagat, mig a magasabb fehérje tartalom és alacsonyabb hé noveli azt (Clever
et al., 2005). Adataink alapjan, ha tiszta (99,9%) CHas gazt hasznaltunk volna az oldatok
dusitasahoz gazkeverék helyett, akkor 4,5 mg/100 ml koncentraciot lehetett volna elérni NaCl-
ban ¢és 4,9 mg/100 ml koncentraciot HTK-ban.

Kovetkezd [épésként vizsgaltuk a CHs oldékonysaganak ¢és stabilitdsanak homérséklet-
fliggését. A dusitott HTK oldatokat kiilonb6zé homérsékleten 1 napig taroltuk és megadott
1dokozonként vizsgaltuk a CHg tartalmat. Az eredmények azt mutattdk, hogy az alacsonyabb
homérsékletii HTK oldatnak nem csak az oldékonysaga, hanem stabilitdsa is szignifikansan
jobb, mint a 21°C-0s CHa dusitott HTK oldaté. A maximalis CH4 koncentracié 586 ppm volt a
4°C-os HTK oldatban, ami az inkubécids idvel aranyosan csokkent. Azonban 24 h elteltével
még kimutathaté mennyiségben (3 ppm) volt jelen CHs. Az eredmények alapjan a CHs-nal
dusitott HTK oldat még 24 h inkubécio6 utan is rendelkezhet megfeleléen protektiv biologiai
hatassal az I/R karosodas befolyasolasara.

5.3. A miokardialis I/R altal kivaltott mitokondrialis karosodas csokkentése exogén CHu4
alkalmazasaval

Ebben a tanulmanyban felvazoltuk a CHa in vivo bioldgiai hatékonysagahoz kapcsolddod
lehetséges mechanizmusokat. A CHy varhato mitokondrialis hatasait HRR-rel jellemeztiik, és
kimutattuk, hogy beadasa csokkenti az sI/R-vel kapcsolatos mitokondrialis ETC-zavarokat és
enyhiti a késObbi apoptotikus kovetkezményeket. Fontos, hogy a CH4 csokkentette a citokrom
c felszabadulasat (a kiilsé mitokondridlis membran integritasanak jele) is.

A jelenlegi ismeretek szerint a CHs nem vesz részt az eukaridta sejt katabolikus vagy
metabolikus biokémiai folyamataiban. Erdekes modon a miokardialis infarktus (MI) preklinikai
modelljében a CHas-kezelés jelentdsen javitotta a szivmiikodést €s csokkentette a szivizom
sejtek apoptozisat (Chen et al., 2016). Anti-apoptotikus és antioxidans hatasait mas I/R
modellekben is bizonyitottak (Boros et al., 2012, Strifler et al., 2016, Chen et al., 2016). Ezek
az adatok mind azt sugalljadk, hogy a mdgottes hatdsmechanizmus szorosan kapcsolodik a
mitokondrialis funkcidkhoz.

A talzott oxidativ stressz az sI/R egyik f6 alkotoeleme, €s a mitokondridlis ETC a ROS
képzOdésének elsédleges forrasa. Hasonloképpen, a reperflizio korai szakaszaban a szuperoxid-

termelés nagy része az 1. komplexhez kapcsolodik (Korge et al., 2017, Votyakova et al., 2001,
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Gorenkova et al.,, 2013, Babot et al.,, 2014). Ezt az clképzelést alatamasztottak olyan
tanulmanyok, amelyekben kimutatttak, hogy az iszkémids prekondicionélds vagy a reverzibilis
I komplex gatlokkal torténd eldzetes kezelés mérsékelheti a ROS keletkezését és a sziv I/R
karosodasat (Ringe et al., 2005, Meng et al., 2018). Ebben a tanulmanyban igazoltuk, hogy az
| komplexel val6 kolcsonhatas minden bizonnyal kulcsfontossagli a CHa kezelés soran, vagyis
az /R karosodas elleni védekezé mechanizmusban. Eredményeink alapjan valdsziniisitheto,

hogy a kezelés soran a CHs nem kapcsolodik kozvetleniil az I komplex membran asSzocialt

crer

ki.

6. AZ UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

e Bizonyitékokat szolgaltattunk arra, hogy a jelenleg altalanosan alkalmazott
szervtartositd oldatok kozil a HTK, UW, Celsior és IGL-1 azonos hatékonysaggal
képesek megakadalyozni a graft karosodasat; ugyanakkor egyik tartositoé oldat sem
nyujt teljeskorli védelmet az atiiltetett graftok I/R sériilései ellen.

e Bebizonyitottuk, hogy az Eurdpaban leggyakrabban hasznalt tartésité oldat, a HTK
hatékonyan dusithato 2,2% CHs gazzal. Ezen tul, a Kkifejlesztett oldat CHas
koncentracidja 4 © C-on tarolva 24 ora elteltével is kellden magas lehet, ami véddhatast
gyakorolhat az I/R karosodasok ellen.

e Kimutattuk a CHas kezelés védoéhatasat szivizom sejtkultira I/R sériilése soran. A
védohatast a sejtek életképességének novekedése és az apoptotikus sejtek szamanak
csOkkenése bizonyitotta. A CHs hatasmechanizmusa a belsé mitokondrialis membran
integritasanak megdrzésén alapul.

Osszefoglalva, kifejlesztettiink egy 1j modszert, amely lehetéséget adhat a jelenleg alkalmazott

transzplantacids oldatok hatékonysaganak novelésére.
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