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1. BEVEZETES

Szepszis soran a fertézésre adott diszregulalt valaszreakcio €letet veszélyeztetd allapothoz
vezethet, a regulacios zavart az oxigénszallitas (DOz) és az oxigénfogyasztas (VO2) kozotti
aranytalansag, valamint sejtszintii oxigén extrakcios (ExO2) elégtelenség kiséri (Singer et
al. 2016). A karosodott mikrokeringés kovetkeztében csokken a szovetek felé torténd
oxigénszallitas, mig a mitokondrialis elektrontranszport rendszer (ETS) mikodési
elégtelensége miatt az oxigénfelhasznalas hatékonysaga sériil. Ezek a folyamatok szorosan
kapcsoltak egymashoz és végiil mikrokeringési-mitokondrialis distressz szindromahoz
(MMDS) vezetnek, amely kulcsszerepet jatszik a szeptikus tobbszervi elégtelenség (MOF)
kialakulasaban (Spronk et al. 2014).

A szepszis kisérletes modelljei alkalmasak lehetnek a human terapiak teszteléséhez, de a
laboratoriumi koriilmények kozott hatékonynak bizonyuld terapias eljarasok nem mindig
tiltethetok at kozvetleniil a klinikai gyakorlatba. A preklinikai vizsgalatok transzlacios
értékét megfeleléen megalapozott iranyelvek erésitik, igy a ,,Minimum Quality Threshold
in Preclinical Sepsis Studies” (MQTiPSS) kritériumok meghatarozzak a ragcsalokon
végzett szepszis vizsgalatok tervezésének és kivitelezésének jelenleg elfogadott rendszerét
is (Osuchowski et al. 2018). Ugyanakkor az ajanlasok mellett elengedhetetlen a szeptikus
inzultusra adott valaszreakcio dinamikajanak figyelembevétele, amely alapjan
meghatarozhaté egy idéablak, ahol a human szepszishez leginkabb hasonld valtozasok
figyelhet6k meg.

A szepszis altal kivaltott MOF adekvat kezelése az intenziv osztalyok egyik legnagyobb
kihivasa, a 1égzés- és a keringés-tamogato terapiak nem mindig alkalmasak a korallapot
hatékony befolyasolasara (Armstrong et al. 2017). Az utdbbi években a mikrokeringés és a
mitokondriumok kozotti kétiranyu kolcsonhatas kertilt a figyelem kdzéppontjaba, és egyre
nyilvanvalobba valt, hogy az MMDS mechanizmusok alapvetden kiilonboznek a
makrohemodinamikai valtozasok kialakulasaban szerepet jatszo folyamatoktol. A szepszis
kortanaban részt vevd szamos mediator koziil a hipoxia-érzékeny endotelin (ET) rendszer
fontos szerepet jatszik a keringés szabalyozasaban, a vazokonstriktor ETa és ETg2, valamint
a vazodilatator ETg1 receptorokon (ETa-R; ETgi-R) keresztiil (Brooks et al. 1995).
Emellett, a triptofan-katabolizmus kynurenin-utvonalanak egyik metabolitja, a Kinurénsav
(KYNA) pleiotrop sejtprotektiv hatdsunak bizonyult gyulladasos allapotokban (Vécsei et
al. 2013). A fentiek alapjan feltételeztiik, hogy az ET rendszer receptorainak modulacioja,



vagy KYNA és analogjainak alkalmazasa kisérletes koriilmények kozott potencialis terapids

hatassal birhat a szepszis altal kivaltott MMDS-re.

2. CELKITUZESEK

A tézis fo célja 1) gyulladascsokkentd terapidk vizsgalata a szeptikus reakcid soran

kialakul6 mikrokeringési elégtelenséggel Osszefiiggd oxigénadossiag és energiadeficit

csokkentésére. Hipotézisiink szerint az ET vagy a KYNA rendszer kisérletes manipulalasa
hatékony eljaras lehet a szepszis-indukalt MMDS és szervkarosodas kezelésére. Ezek
alapjan célkittizéseink a kovetkezok voltak:

e Uj intraabdominélis szepszis ragcsalomodell megtervezése és jellemzése a terapias
stratégiak vizsgalatdhoz. Célunk a szeptikus reakcid idébeli lefolyasanak jellemzése
volt, a human korallapotot leginkabb tikroz6 optimalis kezelési idopont
meghatarozasahoz.

e Az ETa-R és ETei-R modulacio hatasainak vizsgalata a mikrokeringés és a
mitokondrialis respiracié helyreallitasara. Célunk volt tovabba az ETa-R antagonizmus
¢s a szelektiv ETg1-R aktivalas egyedi és kombinalt hatdsainak tisztazasa.

e A KYNA ¢és a szintetikus analdgja, az SZR-72 terapids hatékonysaganak vizsgalata a
mikrokeringési és mitokondrialis zavarok csokkentésére.

A fentiek alapjan megvizsgéltuk a mikrokeringés és a mitokondridlis funkcid kozotti

kapcsolatot, valamint a célzott mikrokeringési-mitokondrialis reszuszcitacio hatékonysagat

a szepszis klinikailag relevans ragcsaléo modelljében.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

A vizsgalatokat harom kisérletsorozatban végeztiik intraabdominalis szepszis modellben
(him Sprague Dawley patkanyok; 350 + 30 g; ny=187). Az 1. tanulmanyban a
meghataroztuk a szepszis progresszio klinikai szempontbdl legrelevansabb idészakat. A 2.
és 3. tanulmanyban makro- mikrokeringési, valamint mitokondridlis és biokémiai
valtozasokat vizsgaltunk. A 2. tanulményban az ETa-R és ETg-R célzott kezeléseket, mig a
3. tanulmanyban az NMDA-R antagonista KYNA és szintetikus analdgjanak, az SZR-72
hatasait vizsgaltuk.

3.1 Szepszis indukcio, monitorozds és sebészi instrumentdcio

Patkanyokban fekalis peritonitist (0,6 g/kg fécesz; ip.) indukaltunk, mig az almitott
csoportok ip. steril fiziologias sooldatot kaptak A kisérleti allatok altalanos allapotat

mindhdrom vizsgélatban standardizalt pontrendszer segitségével értékeltiik. A pontozassal



egyidében minden allat folyadékpdtlasban és fajdalomcsillapitd kezelésben részesiilt. A
szepszis indukciot kovetden, elére meghatarozott idopontban az allatokat elaltattuk. A
spontan 1égzés biztositasa érdekében tracheostomiat végeztiink, valamint kaniilaltuk a jobb
oldali v. jugularis-t a fenntarto altatashoz, a kezelésekhez valamint a folyadékpotlashoz. A
bal oldali a. carotis-t kaniilaltuk az artérias kozépnyomas (MAP) és a szivfrekvencia (HR)
monitorozasahoz. A 2. tanulmanyban a perctérfogat (CO) méréséhez a jobb oldali a. carotis-
ba termisztor katétert vezettiink (SPEL Advanced Cardiosys 1.4, Experimetria Ltd.,
Budapest).

3.2 Kisérleti protokollok

A szepszis indukcio hosszu tavi hatdsainak kévetése az 1. tanulmanyban

Az allatokat véletlenszer{ien almUitott (ny = 49) és a szeptikus csoportba (ny = 51) osztottuk,
amelyeket tovabbi négy (12, 24, 48 és 72 oras) fiiggetlen csoportra osztottunk (almiitott:
N1oh = 13, N2an = 12, Nagh = 12, N7on = 12; szeptikus: Nion = 13, Naan = 13, Nagh = 13, N7on = 12),
a terminalas idépontjainak megfeleléen. Az invaziv monitorozast 12, 24, 48 és 72 6ra
elteltével végeztiik, valamint vérmintakat vettiink a szeptikus reakcié id6fliggé vizsgalata
céljabol.

Kezelési protokoll és invaziv monitorozads a 2. tanulmdanyban

A kisérleti allatokat véletlenszerien (ny=55) almiitott (n=10) és szeptikus csoportokba
(n=45) osztottuk. Az altatas indukcidjat, a sebészi instrumentalast és a 30 perces
stabilizacios iddszakot kovetden 90 percen keresztiil 30 percenként MAP, HR és CO
monitorozast végeztiink. A szeptikus allatokat véletlenszerlien négy csoportra osztottuk. Az
1. a kezeletlen szepszis csoport, ahol az allatok vivéanyagot (1 ml séoldat) kaptak (n=13).
A 2. és 3. az ETa-R antagonista ETR-p1/fl peptiddel (100 nmol/kg/h; Kurabo Ltd., Osaka,
Japan; n=11) (Baranyi et al. 1995), vagy szelektiv ETg1-R agonista IRL-1620-al (0,55
nmol/kg/h; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; n=11) (Brooks et al. 1995) kezelt szepszis
csoportok. A 4. szeptikus csoport ugyanezen dozisokban kombinalt ETa-R antagonista és
az ETg1-R agonista kezelésben részesiilt (n=10). Minden kezelést folyamatos, 60 perces iv.

infazidban, 1 ml térfogatban adtuk.

Kezelési protokoll és invaziv monitorozds a 3. tanulmdnyban

A kisérleti allatokat (ny=32) véletlenszertien almiitott (n=8) és szeptikus (n=24) csoportokra
osztottuk. A szeptikus allatokat véletlenszertien KYNA, (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
Mo., USA; 160 umol/kg ip; n=8), vagy SZR-72 (2-(2-N,N-dimetil-aminoetil-aminoil-amin-



1-karbonil)-1H-kinolin-4-on-hidroklorid, = SZTE  Gyodgyszerkémiai  Intézet  altal
szintetizalva; 160 pmol/kg ip; n=8), illetve vivéanyaggal kezelt (sooldat ip; n=8)
alcsoportokba osztottuk. A kezeléseket két 1épésben végeztiik (Iépésenként 80 umol/kg; 1
ml/kg séoldatban) 16 és 22 oraval a szepszis indukcidja utan. A miitétet és a 30 perces
stabilizacios idGszakot kdvetéen MAP-ot és HR-t monitoroztunk 15 percenként 60 perces
megfigyelési idészakon keresztiil.

3.3 Mikrokeringés mérések a 2. és 3. tanulmanyban

A megfigyelési idészakot kovetden az ileum serosa rétegének mikrokeringését intravitalis
videomikroszkoppal vizsgaltuk. A 2. tanulmdnyban ortogondlis polarizacios spektralis
(OPS) képalkot6 technikat alkalmaztunk (Cytoscan A/R, Cytometrics, Philadelphia, PA). A
vorosvértestek sebességének (RBCV) és a kapillaris perfuzios rata (CPR; perfundalt/nem
perfundalt teriilet) kvantitativ értékelését szamitogépes képelemzd rendszerrel (IVM
Pictron, Budapest, Magyarorszag) offline végeztiik. A 3. tanulmanyban incident dark field
(IDF) képalkotd rendszert alkalmaztunk. A serosa mikrokeringés felvételeit CytoCam
videomikroszkoppal (Braedius Medical, Huizen, Hollandia) készitettiik, mig a perfundalt
erek aranyat (PPV) és a mikrovaszkularis heterogenitast (MVH) off-line, automatizalt
értékelérendszerrel (AVA 3.0, Automated Vascular Analysis, Academic Medical Center,
University of Amsterdam) szamszertsitettiik.

3.4 Metabolikus, gyulladdsos és szervfunkcios markerek vizsgalata.

A mikrokeringési méréseket kovetden majszovet mintat vettlink mitokondridlis
oxigénfogyasztas mérések céljara. Biokémiai mérésekhez vénds vérmintat, valamint a
termindlis ileumbol szovetmintat vettiink. A szovetmintavételeket kovetden az allatokat
altatasban terminaltuk. A szisztémas metabolizmus allapotanak vizsgalatahoz teljes vénas
vérbol laktat szinteket mértiink (Accutrend Plus Kit, Roche Diagnostics Ltd., Rotkreuz,
Svajc). A plazma ET-1 és IL-6 szintjét standard ELISA modszerrel (Biomedica Ltd., Bécs,
Ausztria; Cusabio Biotechnology Ltd., Wuhan, Kina) hataroztuk meg a gyart6 utasitasainak
megfeleléen. A vesekarosodast a plazma urea szintjébdl, mig a majdiszfunkciot a plazma
alanin-aminotranszferaz (ALT) szintjének mérésével hataroztuk meg, Roche/Hitachi 917

analizatorral (F. Hoffmann-La Roche AG, Svijc).
3.5 Patkany szervkdrosoddsi pontrendszer alkalmazdsa
A szervkarosodasok (Sziv- és érrendszeri, 1égzés-, maj- €s veseelégtelenség) sulyossagat

patkanyokra adaptalt pontozasi rendszer (rat organ failure assessment - ROFA) segitségével



hataroztuk meg. A ROFA-értékeket a pontozasi rendszer hatarértékeinek alapjan adott

pontok Gsszegzésével hataroztuk meg.
3.6 Az ileum xantin oxidoreduktdaz (XOR) aktivitds és a nitrotirozin szintjének vizsgalata
A 3. tanulmanyban fagyasztott ileum szOvetmintakbol fluorometrias modszerrel XOR
aktivitast hataroztuk meg. A szabad nitrotirozin szinteket ugyanezen szévetmintakbol
standard ELISA modszerrel (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) detektaltuk.
3.7 A mitokondridlis respirdcio vizsgdalata majhomogendtumokban
A 2. ¢és 3. tanulmanyban a mitokondridlis O; fogyasztdst majhomogenatumokbol
nagyfelbontastt respirometriaval (Oxygraph-2k; Oroboros Instruments, Innsbruck,
Ausztria) vizsgaltuk. A méréseket 37°C-on, Mir05 respiracios médiumban végeztikk. A
stabil alaplégzést kovetden (exogén szubsztrat és ADP nélkiil) meghataroztuk a 1. (CI) és
I1. (CII) komplex fliggd oxidativ foszforilacio kapacitasat (OXPHOS), valamint a respiracio
¢és a foszforilacid kozotti kapcsolatot jellemz6 respiracios kontroll hanyadost (RCR). Az
online megjelenitéshez, a respirometrias adatgyiijtéshez és elemzéshez DatlLab szoftvert
(Oroboros Instruments, Innsbruck, Ausztria) hasznaltuk.
3.8 Statisztikai analizis
Az adatok statisztikai elemzését SigmaStat statisztikai szoftvercsomaggal végeztiik
(SigmasStat for Windows, Jandel Scientific, Erkrath, Németorszag). Az adatok eloszlasanak
normalitasat Shapiro-Wilk teszttel elemeztiik. A csoportokon beliil a Friedman probat
alkalmaztunk, Dunn post hoc teszttel. A csoportok kozotti kiilonbségeket a Kruskal-Wallis
probaval vizsgaltuk, Dunn post hoc tesztettel. Szignifikans valtozasnak a <0,05 P-értékeket
tekintettiik.

4. EREDMENYEK

4.1 Az oxigén extrakcio és a plazma ET-1 szintjének idobeni valtozdsai az 1.
tanulmanyban

Az EXO; értékekben az almitott és a szeptikus csoportok kozott 12 oranal nem volt
szignifikans valtozas, azonban a szeptikus allatok esetében csokkenést tapasztaltunk 24
oréval a szeptikus inzultus kovetden. A 48. és 72. 6raban a szeptikus csoport EXO; értékei
alacsonyabbak voltak, amely valtozas jelzi, hogy az oxigénszallitas nem fedezte teljes
mértékben a szoveti oxigénigényt. Ez a csokkenés a késobbi idopontok esetében nem volt
szignifikans mértéki. A plazma ET-1 koncentracioja a szepszis indukciot kdvetd 24. dranal

szignifikansan emelkedett.



4.2 A 2. tanulmany eredményei - hemodinamikai valtozdsok

A megfigyelési idoszak alatt az almiitott csoportban szignifikdns hemodinamikai valtozast
nem tapasztaltunk. A szepszis azonban szignifikans hipotenzioval, emelkedett CO-val és a
periférias ellenallas (TPR) csokkenéssel jart egyiitt. A vivOanyaggal kezelt szeptikus
csoporthoz képest az ETR-p1/fl kezelés esetében nem figyeltiink meg hemodinamikai
hatést, azonban a 90 perces obszervacids iddszak alatt az IRL-1620 szignifikdnsan novelte
a MAP ¢s a TPR illetve csokkentette a CO értékekett. Az ETa-R antagonizmus és az ETg1-
R agonizmus kombinacigja a MAP ¢és a TPR értékek szignifikdns emelkedését
eredményezte a sajat kiindulasi, valamint a vivbanyaggal kezelt szeptikus csoport megfeleld
értekeihez képest.

4.3 Oxigén dinamikai valtozdsok

A szepszis 24 oras progresszioja jelent6s oxigéndinamikai valtozasokat eredményezett,
amely az almitott csoporthoz képest névekvé DOz, csokkend VO2 és ExO» értékekben,
valamint a PaO2/FiO, arany romlasaban nyilvanult meg. A szeptikus allatokban a
tiidékarosodast jelzé szignifikansan csokkent PaO2/FiOz-arany volt jellemezhetd, amelyre
az ETR-p1/fl és az IRL-1620 kezelés nem volt hatassal. Az ETR-p1/fl kezelést kovetden a
VO, és az ExO» értékek szignifikansan magasabbak voltak, a sooldattal kezelt szeptikus
csoporthoz képest. Az IRL-1620 kezelés hatasara az EXO; szignifikdns ndvekedése volt
megfigyelhetd a sboldattal kezelt szeptikus csoporthoz képest. A kezelések kombinalasa az
oxigéndinamikai paraméterek nem szignifikans, tendencidzus javulasat eredményeztek a

vivoanyaggal kezelt szepszis csoporthoz képest.
4.4 Metabolikus és szervkarosodasi valtozasok

A plazma ALT aktivitasa és urea szintjei az almiitott allatokhoz képest szignifikansan
magasabbak voltak a vivéanyaggal kezelt szeptikus csoportban, amelyet az ETR-p1/fl és az
IRL-1620 kezelés nem befolyasolt. A kombinalt ETa-R antagonista és ETgi-R agonista
kezelés esetében azonban a plazma ALT szintjei a vivoanyaggal kezelt szeptikus csoporthoz
képest szignifikansan alacsonyabbak voltak. Hasonloképpen szignifikansan emelkedett
laktat szinteket mértink a vivéanyaggal kezelt szeptikus csoportban. Az ETR-pl/fl,
valamint a kombinalt kezelés hatasara a laktat értékek az almiitott csoport szintjére

csokkentek.



4.5 Mikrokeringési valtozdasok

A 24 6ras szepszis progresszio jelentés mikrocirkulacids zavarokat okozott az ileum serosa
rétegében. Szepszis hatasara a CPR 55%-kal, mig a RBCV megkozelitleg 60%-kal volt
alacsonyabb az almiit6tt csoport allataihoz képest. A vivoanyaggal kezelt szeptikus
csoporttal Osszehasonlitva az ETR-pl/fl terapia jelentds javulast okozott a CPR-ben,
azonban az RBCV-re nem volt hatassal. Az IRL-1620 kezelés enyhe, nem szignifikans
perfuzié javulast okozott, az RBCV befolyasolasa nélkiil. A kombinalt ETR-p1/1l és IRL-

1620 kezelés azonban hatékonyan javitotta mindkét mikrokeringési paramétert.
4.6 Vialtozasok a gyulladdsos markerekben

A szeptikus allatok plazma IL-6 és ET-1 értékei az almiitott csoporthoz képest magasabbak
voltak. Az IRL-1620 nem befolyasolta a szepszis altal kivaltott IL-6 és ET-1 emelkedést,
azonban az ETR-p1/fl és a kombinalt terapia szignifikansan csokkentette a szepszis altal
kivaltott plazma ET-1 emelkedést és az IL-6 értékeket.

4.7 A mitokondrialis respirdcio és membrdn integritds valtozdsai

Az intraabdominalis szepszis az almiitott csoporthoz képest szignifikdnsan csokkentette a
szubsztrat oxidaciot. A vivoanyaggal kezelt szeptikus csoporttal 6sszehasonlitva az ETa-R
antagonista és az ETgi-R agonista terapia tendencidzusan ndvekvd oxigénfogyasztas
eredményezett, amely valtozas a kombinalt terapia esetében statisztikailag is szignifikans
volt. A szeptikus inzultus kdvetkeztében mind az OXPHOS kapacitas, mind az RCR-
értekek az almiitott allatokhoz képest szignifikansan alacsonyabbak voltak. A vivéanyaggal
kezelt szeptikus csoporttal 6sszehasonlitva az ETR-p1/fl kezelés megérizte mind a ClI
RCR, mind a Cll OXPHOS értékeket, valamint névekvo tendencia volt megfigyelhet6 a CI-
hez kapcsolt respiracidban is. Az IRL-1620 kezelés enyhe, nem szignifikans javulast
eredményezett a CI- és CII kapcsolt OXPHOS kapacitasban. A kombinalt kezelés hatasara
a Cl- és CII kapcsolt OXPHOS, valamint az RCR értékek is szignifikansan javulast
mutattak. A vizsgalt exogén citokrom c¢ alapjan a szeptikus inzultus a kiilsé membran

crer

membran integritds megdrzott volt.

4.8 A 3. tanulmany eredményei - hemodinamikai és oxigén dinamikai valtozdsok

A szepszis a megfigyelési id6szak alatt szignifikans hipotenziot eredményezett, amelyet
egyik kezelés sem volt képes befolyasolni. Az almiitott csoport allataihoz képest csokkent

PaO/FiO; aranyt figyeltiink meg a vivOanyaggal kezelt szepszis esetében, mig a tobbi



csoportban nem talaltunk szignifikans eltérést. A szepszis az almiitott csoporthoz képest
csokkentette az ExO» értékeket, mig a KYNA ¢és az SZR-72 kezelés is szignifikans javulast
eredményezett.

4.9 Metabolikus és szervdiszfunkcios markerek viltozdsai

A vivéanyaggal kezelt szepszis csoportban a plazma urea szintje szignifikansan emelkedett
volt, azonban mindkét kezelt csoportban esetében az almitétt csoport szintjén maradt. A
hepatocellularis karosodas jol megfigyelhetd volt a vivéanyaggal és az SZR-72-vel kezelt
csoportokban, mig az almitott és a KYNA-kezelt csoportok kozott nem volt kiilonbség. Az
almutott csoporthoz képest a teljes vér laktat értékek valamennyi szeptikus csoportban
hasonl6 mértékben megemelkedtek. A ROFA pontszamok az almiitdtt csoportokhoz képest
szignifikansan magasabb voltak a vivéanyaggal és az SZR-72-vel kezelt szeptikus
csoportokban. A KYNA-val kezelt csoport ROFA pontértékei nem kiilonboztek
szignifikansan az almitott csoport értékeitdl.

4.10 Gyulladasos és oxidativ/nitrozativ stressz markerek valtozdsai

A szepszis indukcio az ET-1, IL-6, a nitrotirozin szintjének és a XOR-aktivitasnak jelentds
emelkedését eredményezte. Ugyanezek a paraméterek azonban mind a szepszistKYNA,
mind a szepszis+SZR-72 csoportokban az almiitott csoport szintjén maradtak.

4.11 Mikrokeringési valtozasok

A szeptikus mikroperfuzios zavarok az almiitott csoporthoz képest alacsonyabb kapillaris
perfzios értékében és a perfiizios heterogenitas novekedésében nyilvanultak meg. Ezekben
a paraméterekekben a szepszis és a szepszis+SZR-72 csoportok, valamint az almiitott és a
szepszis+tKYNA csoportok értékei kozott nem talaltunk kiilonbséget.

A KYNA kezelés az SZR-72 kezeléshez képest szignifikansan hatékonyabbnak bizonyult a
szeptikus mikrokeringési karosodas mérséklésében.

4.12 Mitokondridlis respirdcios valtozdsok

A Kkiilsé szubsztrat hozzaadasa nélkiili alap respiracio illetve a Cl- és Cll-hez kapcsolt
szubsztrat oxidaciot kovetd respiracio is szignifikans csokkenést mutatott szepszisben. A
KYNA kezelés ezeket a paramétereket nem befolyasolta. Az SZR-72-vel torténd kezelés
azonban megdrizte a NADH- és FADH: szubsztratokhoz kotott, és az azoktol fliiggetlen
mitokondrialis respiraciot. Ezenkiviil, a szepszis szignifikdnsan csokkentette a Cl- és CII-
hez kotott OXPHOS-t. A KYNA és az SZR-72 kezelés novelte a Cll-hez kotott OXPHOS
kapacitast, mig az SZR-72 teljesen visszaallitotta a Cl-hez kotott OXPHOS-t. A szeptikus



inzultus kovetkeztében a CI RCR és a CII RCR értékek jelentésen csokkentek, amelyeket a
KYNA kezelés szignifikansan javitott, az SZR-72 kezelés pedig teljesen kivédett.

5. MEGBESZELES

5.1 A szepszis kortandnak dttekintése patkanymodelliinkben - a szepszis dltal kivaltott
szervi elégtelenség értékelése

Kisérleteink  kivitelezése soran, az MQTIPSS iranyelveknek  megfeleléen
fajdalomcsillapitast, folyadékpotlast, testhomérséklet ellendrzést és humanus végpontokat
alkalmaztunk (Osuchowski et al. 2018). Az 1. tanulmanyban a gyulladasos- és
immunreakcio a plazma ET-1 szintjének markans, id6fiiggé emelkedésében és csokkend
ExOz-ben nyilvanult meg. Ezek a valtozasok a szepszis indukciojat kovetd 24 oraban voltak
a legkifejezettebbek, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a modellben a valaszreakcié ennél
az idépontnal a legsulyosabb. Ezeket az eredményeket alapul véve a kezelések hatdsanak
vizsgalatat, az indukciot kovetd 24. 6rahoz idozitettiik. A kialakuld szervkarosodasokat az
altalunk kifejlesztett ROFA pontozasi rendszerrel jellemeztiik. A sziv- és érrendszer, tiido,
vese és majfunkcios paraméterek numerikus értékei megfeleléen jelezték a szeptikus
allapotot.

A mikrokeringés szerepe

A szepszis terapidja soran az egyik alapvetd cél a szdoveti perfuzio és a szubcellularis
oxigénfelhasznalas helyreallitasa (Balestra et al. 2009). A mikrokeringés vazodilatacioval
torténd manipulacioja alkalmas lehet a zart mikrokeringés Gjboli megnyitasara, és ezaltal a
szOveti oxigénellatas és felhasznalas kozotti egyensuly helyreallitasara. A szakirodalomban
a vazodilataciés terapiakkal kapcsolatos tanulmanyok azonban meglehetésen
ellentmondasos eredményeket kdzolnek (Boerma et al. 2010; Trzeciak et al 2014). Idealis
esetben a szepszis terapia a szisztémas toltdnyomas emelésével parhuzamosan képes az
elégtelen mikrokeringés vazodilatacioval torténd megnyitasara.

A mitokondriumok jelentosége

Szamos szepszis modellben kimutattak, hogy az oxigénfelhasznalasi zavar hatterében
leginkabb mitokondrialis diszfunkcié all. Ezekben a vizsgalatokban a szeptikus inzultust
kovetéen a szubsztrat- és ADP-stimulalt mitokondrialis respiracio, valamint az RCR
szignifikans csokkenése volt megfigyelhetd (Arulkumaran et al. 2016). Szeptikus allatok
esetében, az exogén citokrom c adast és OXPHOS stimulaciot kdvetd oxigénfogyasztas

novekedés a mitokondrialis kiils6 membran sériilésére enged kovetkeztetni (Bar-Or et al.
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2018). A membranintegritdas megsziinése hozzajarulhat az ETS csokkent ADP-ATP
konverziojahoz, ¢és az alacsonyabb RCR értékek kialakuldsdhoz. A szignifikansan
emelkedett laktat szintek alapjan a mitokondrialis oxidativ foszforilaciorol a glikolizisre
torténd metabolikus atallas kovetkezett be (Bkaily et al. 2008). Az ATP-termelés Oo-
fliggetlen glikolitikus utvonalat korabban mar leirtadk, azonban szepszis soran €z az
alternativ Gtvonal vélhetéen nem képes a megfeleld energiatermelés biztositasara. Mindezen
a folyamatok egymassal szorosan Osszefiigve, egylittesen vesznek részt a szepszis
progresszidjaban, és a MOF kialakulasaban.

5.2 Endotelin receptor célzott terdpidk a szepszisben. A kezelések keringési hatdsai

Az ET-A receptor antagonista kezelés hatdsai

Megvizsgaltuk az ETa-R antagonizmus hatasat a makro- és mikrohemodinamikara,
valamint a cellularis energiatermelé mechanizmusok f6 komponenseire. Az ETR-p1/fl
hatékonyan javitotta az oxigéndinamikat, a splanchnikus mikrocirkulaciot, valamint
tendenciozus javulast eredményezett a ROFA értékekben. Az ETa-R szelektiv
antagonizmusa gyulladascsokkentd hatastinak bizonyult, tovabba keringési sokk és szepszis
korabbi vizsgalataiban mar kimutattdk az ETa-R antagonizmus potencialisan kedvezd

vazodilatativ hatasat (Gulati et al. 2016).
Az ET-B receptor agonista kezelés hatdsai

Az IRL-1620 kezelés a hipotenziv szeptikus allatokban szisztémas nyomasvalaszt, a teljes
javulasat eredményezte. Az ETg-R agonizmus vazodilataciohoz kothet6 kedvezo hatésait
mar periférids és kozponti idegrendszeri rendellenességekben is leirtak (Gulati et al. 2016;
Matsuura et al. 1996). Az IRL-1620 beadasa szovet-dependens modon vazodilataciohoz
illetve vazokonstrikciohoz vezet; a MAP rovid, atmeneti csokkenését eredményezi, amit
egy hosszan tart6 nyomasemelkedés kovet (McMurdo et al. 1994). Az ETg-R-ok két
funkcionalis altipusa l1étezik: az ETg1-R-0kat a vaszkularis endothél sejtek expresszaljak és
nitrogen monoxid fiiggé vazodilataciot medialnak, mig az ETg2-R-0k hosszan tarto
vazopresszor hatdsuak, valdsziniileg a dominans ETa-R-aktivitdsnak koszonhetden.
Egyediil az ETg1-R IRL-1620 szenzitiv, mig az ETg2-R inszenzitiv (Brooks et al. 1995). Az
IRL-1620 CPR ndveld hatasa valdsziniileg a lokalis vazodilatacidval és a szisztémas

toltdnyomas emelésével magyarazhato.
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Kombinalt ET-A receptor antagonista és ET-B receptor agonista terdpia hatdsai

A kombinalt terdpia az oxigéndinamikai egyensuly, valamint a mikrokeringési paraméterek
javitasa révén hatékonyan egyesitette az ETR-p1/fl és az IRL-1620 kezelések elonyeit. A
kezelés hatasara a szervi diszfunkciot jelzé paraméterek szignifikansan mérséklodtek, igy a
kombinalt ETa-R antagonista és ETg1-R agonista terapia elérte céljat. Eredményeink arra
engednek kdovetkeztetni, hogy mikrokeringési elégtelenség esetén a vazokonstriktor ETa-
R-ok specifikus inaktivalasa felerdsitheti a keringd ET-1 ETp-R-okon keresztiili
vazomodulacids hatasat, ami szubcellularis szinten potencialisan kedvezd hatasu. Az ETR-
pl/fl az ETa-R intramolekularis komplementer peptidje, amely képes keringésben 1évé ET-
1 specifikus megkotésére €s blokkolasara. Ezenkiviil, az ETgi-R aktivalasa serkenti a
keringd ET-1 clearance-t, ami szintén az ET-1 szintjének csokkenését eredményezi
(Davenport et al. 2016; Baranyi et al. 1998).

Az endotelin receptor célzott terdapiak mitokondridlis hatdsai

Az ETa-R antagonista kezelés megemelte a csokkent szubsztrat oxidaciot és OXPHOS
kapacitast, javitotta a respirdcio és a foszforilacio kozotti kapcsolatot, valamint mérsékelte
a kiils6 membran funkcionalis karosodasat. A kozelmultban kimutattak, hogy az ETg-R-0k
a sejtmag membranban is jelen vannak, ami bonyolultabb intracellularis mechanizmusokat
is feltételezhet, mint a Ca?" csatorndk és Na'/Ca?" Kicserélok nyitasa, komplex
intracellularis Ca?* homeosztazis megvéltoztatsa, igy végsd soron mitokondrialis hatasok
sem nem zarhatok ki (Elustondo et al. 2015). A Ca?* felhalmozédas OXPHOS
elégtelenségéhez, a mitokondrialis bels6 membran depolarizacidjdhoz, igy sejthalalhoz is
vezethet. Korabban leirtdk, hogy az ET-1 fokozza a citoszolikus Ca?" tranzienst, a
mitokondrialis ROS-termelédést valamint az ATP-felhasznalast. Az ETa-R-0k gatlasa
markénsan csdkkentette a mitokondridlis Ca®" raktarozast és mérsékelte a rendellenes Ca?*
felhalmozodast (Brunner et al. 2002; Boveris et al. 2007). Az IRL-1620 6nmagaban nem
befolyasolta jelentdsen a mitokondrialis 1égzésfunkciot, viszont az ETa-R antagonistaval
valé kombinalasa az ADP-stimulalt 1égzés szignifikans javulasat eredményezte. Az ET-1
direkt, mitokondrialis hatasat az emelkedett mitokondrialis ROS-termelésre mar korabban
leirtak (Yuki et al. 2001), ugyanakkor az ET-receptorok intracellularis jelenlétét

mindezidaig egyediil a sejtmagban igazoltak.
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5.3 A Kinurénsav és az SZR-72 hatdsa a szeptikus szervi elégtelenségekre

A KYNA ¢és az SZR-72 kezelés a gyulladasos markerek szintjeinek csokkentésével és a
fokozott antioxidans/antinitrozativ hatas révén hasonldé mértékben csokkentették a tiido és
a vese miikodési zavarait. Azonban csak a KYNA-kezelés csokkentette a hipoxia-szenzitiv
ET-1 szintjét, valamint tendenciozusan javitotta a majkarosodast és a ROFA pontértékeket.
A Kinurénsav és az SZR-72 hatdsa a vékonybél mikroperfuziora

A KYNA, mind az SZR-72 azonos mértékben védte ki a szepszis indukalt ExO» csokkenést,
azonban a mikroperfuzio elégtelenségét csak a KY NA kezelés volt képes javitani. Korabban
leirtak, hogy a KYNA fiziologids koriilmények kozott képes novelni a globalis valamint a
vesekéreg véraramlasat, és csokkenteni az oxidativ stresszt vese iszkémia-reperfiizios
karosodas soran (Badzynska et al. 2014; Pundir et al. 2013). A simaizomsejtek felszinén
expresszalodo NMDA-R antagonizmusa simaizomrelaxaciot eredményez, ugyanakkor a
KYNA kezelés az IL-6 szintek, a XOR-aktivitas, valamint a megemelkedett vazokonstriktor
ET-1 felszabadulas csokkentése révén mérsékelheti a mikroerek citokin és ROS altal
medialt vazokonstrikciojat. Figyelembe véve, hogy a KYNA a GPR35 endogén ligandja
(Turski et al. 2013), valamint, hogy csak a KYNA (a szintetikus analog nem) volt képes
helyreallitani a perfuzids zavarokat, a hatasok értékelésekkor nem zarhat6 ki a GPR35 altal

kozvetitett mechanizmus sem.

A Kinurénsav és az SZR-72 hatdsa a mitokondridlis respirdciora

Az SZR-72 javitotta a CI OXPHOS-t, valamint a KYNA kezeléshez képest kifejezettebb
volt mitokondrialis funkciora gyakorolt hatasa. A KYNA analoggal végzett korabbi
vizsgalatok a KYNA-nal jelentdsebb anti-inflammacios hatast irtak le, azonban mind a
KYNA, mind az SZR-72 csokkentették az oxidativ/nitrozativ stressz markererek szintjeit, a
¢és stimulaltak az Nrf2-antioxidans tvonalat (Kaszaki et al. 2012; Ferreira et al. 2018).
Szepszis indukcidjat kdvetden az SZR-72 terapia a CI-II OXPHOS és az RCR javulasat
eredményezte. A KYNA ¢és az SZR-72 fiziko-kémiai tulajdonsagai eltéréek, az SZR-72
valdsziniileg képes atjutni a vér-agy gaton, igy képes lehet befolyasolni az intracelluléris
szingalizaciot. Nemrégiben kimutattdk, hogy az NMDA-R-0k jelen vannak a belsd
mitokondrialis membranban (mtNMDA-R), ahol szabalyozé szerepet tdlthetnek be Ca?*
transzportban, ROS termel6désben és a hipoxia alatti metabolikus atkapcsolasban (Nesterov
et al. 2018). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az SZR-72 a KYNA-hoz képest nagyobb

affinitassal rendelkezik a plazmamembran, illetve a mitokondrialis NMDA-R-hoz.
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6. A TEZIS LEGFONTOSABB MEGALLAPITASAI

1 Kialakitottunk és jellemeztink egy sokszervi elégtelenséget, komplex

makro/mikrokeringési €s mitokondrialis diszfunkciot mutatd, klinikailag relevans
patkany szepszis modellt.

Az ET-receptorok indirekt mdédon, a szdveti perfuzio €s az intracellularis oxigénellatas
helyreallitdsan keresztiil befolyasolhatjak a mitokondridlis funkciot. A szelektiv ETg-R
agonizmus ellenstlyozta a peritonitis okozta hipotenzidot, mig az ETa-R antagonizmus
javitotta a mikrokeringést ¢és az oxigéndinamikat. A kombinalt ET-receptor célzott
kezelés 1) lehetéséget kinalhat egy szimultan mikrokeringési és mitokondrialis
reszuszcitaciora, egyuttal a keringd ET-1 szintjének csokkentése révén enyhiti a
szeptikus gyulladasos reakciot.

A KYNA-val ¢és szintetikus analdgjaval végzett kezelések enyhitettek az
oxidativ/nitrozativ stressz karos kovetkezményeit, valamint mérsékelték a gyulladasos
mediatorok felszabadulasat. Az SZR-72 kezelés kozvetlenill szabalyozhatja a
mitokondrialis respiraciot és az ATP-szintézist, mig a KYNA-val torténd kezelés
elsésorban a mikrokeringési diszfunkciot javitja, igy helyreallitva a szervfunkciokat.

A kompartmentalizaci6 ellenére a mikrokeringési és a mitokondrialis funkcidk
fiziologias koriilmények kozott szorosan kapcsoltak. A két mechanizmus kozos
nevezOje valdszinisithetéen a kapillaris-mitokondrialis oxigéngradiens, amely
kulcsfontossagu lehet mitokondrialis miikodés szempontjabol szepszis soran. Mindezek
alapjan elmondhatd, hogy a mikrocirkulacidt célzd reszuszcitacids terapidk

hatékonysaga szubcellularis szinten is megmutatkozik.
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