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BEVEZETES

Az iszkémia/reperfazio (I/R)

A szivizomsejtek sziintelen 6sszehtzodasa elengedhetetlen az emberi szervezet megfelel6
vérellatasahoz, azonban a mechanizmus folyamatos fenntartisa rengeteg oxigént igényel. A
leggyakoribb szivbetegségek (pl. szivinfarktus, szivizom hipertrofia stb.) kialakulasaban az
iszkémia (azaz a szovet vérellatasanak csokkenése és az ebbdl kovetkezd szoveti oxigénszint
csokkenés) alapvetd szerepet jatszik és a meleg iszkémia altal okozott koros valtozasok
hatterében a hipoxia hatasara megvaltozo intracellularis milié all. A sejten beliili alacsony
oxigénszint mitokondrialis funkciécsokkenéshez vezet, ami a sejt adenozin-trifoszfat (ATP)
vesztését okozza. A mitokondrium elektrontranszportlancanak (ETC) karosodasa szukcinat
(Succ) és nikotinamid-adenin-dinukleotid-hidrid (NADH) felhalmozddast okoz, ami aktivalja
a sejt alternativ metabolikus utvonalait. A sejtek ATP vesztése emellett az els6dlegesen vagy
masodlagosan ATP-fiiggé ioncsatornak csokkent miikodésével is jar. E valtozasokat
kovetden, a reperfiizid soran, a sejteket tilzott oxigén terhelés éri, emiatt az iszkémia soran
lelassult miikodésti mitokondriumok sejtlégzése reaktiv oxigéngyokok (ROS) termeléséhez és
felszabadulasahoz vezet. A szervtranszplantacié soran alkalmazott hideg iszkémia alatt
bekovetkezd hipoxia mechanizmusa hasonlé koncepcion alapszik, de itt a hideg (altalaban
4°C) kornyezet lelassitja a szovetek anyagceseréjét, bizonyos foki védelmet nyujtva a karos
anyagcsere-valtozasok ellen. A hideg iszkémia ezen tulajdonsaga teszi ezt az eljarast
alkalmassa a szervek mitét el6tti és mutét kozbeni konzervalasara. Ugyanakkor a hideg
iszkémia is kimeriti a sejt energia raktarait, a lelassult metabolizmus jeleként az ATP termelés
csokken és anaerob metabolikus Utvonalak aktivalodnak. A hideg iszkémia jellemzdje az
intracellularis Ca** koncentracio jelentés emelkedése, melynek egy részét a mitokondriumok
felveszik, de az ennek ellenére fennmaradd magas Ca?* koncentricié aktivalja a pro-
apoptotikus enzimeket, mint példaul a foszfolipazokat, a kalmodulin szabalyozott protedzokat
és az endonukledzokat. A hideg kérnyezet hatasara Ca®* szabadul fel az endoplazmatikus
retikulumbol (ER) is. A sejten beliili magas Ca®* szint génexpresszid szintli valtozasokon
keresztiil is rész vesz az apoptozis sejten beliili jelutrendszerében, ugyanis a hipoxia-
indukalhat6 faktor 1-alfa (Hif-1a) és a Bax/Bcl2 rendszeren keresztiil pro-apoptotikus

valtozasokhoz vezet.
A mitokondriumok szerepe az I/R karosodasban

A mitokondriumok a sejtanyagcsere szamos biokémiai folyamataban részt vesznek, tobbek

kozott a zsirsavak P-oxidacidjdban, a Krebs-ciklusban és kiilonbozd alternativ szénhidrat-
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anyagcsere utvonalakban, de az energiatermeld folyamatokban bet6ltott kulcsszerep ellenére,
a mitokondriumok altal végzett oxidativ foszforilaci6 nemcsak a sejtek anyagcseréjéért,
hanem a halalukért is felelds lehet. A mitokondrialis ETC lehet a fészerepldje a reperfuzios
sériilés kialakulasanak is. A reperfuzids idészakban jelentkez6 oxigénterhelés az ATP-szintaz,
azaz az ETC V. komplex talzott miikodéséhez vezet. Az oxigénterhelés felgyorsitja az
elektrontranszportot is, ami a mitokondium komplexein keresztiil elektronszivargashoz vezet.
A kiszivargé elektronok visszakeriilhetnek az ETC-be, vagy redukalhatjak a rendszerben nagy
mennyiségben jelen 1évé NAD*-ot, igy NADH felhalmozddashoz vezetve. A helyileg magas
elektron koncentracido csokkentésének masik lehetdsége a rendszerben amugy is nagy
mennyiségli oxigén felhasznaldsa, igy ROS képzddést hozva létre, ami az oxido-reduktiv

stressz legfobb oka reperfuzids karosodas soran.
Az I/R-indukalt mitokondrium karosodas mechanizmusa

A mitokondrialis mechanizmusokon keresztiil 1étrejott graft karosodas kikeriilése mai napig a
transzplantacié egyik megoldatlan problémaja. Szdmos mitokondrialis mechanizmus, mint az
ATP szintézis, vagy éppen a pro-, ¢és anti-apoptotikus jelutak képesek befolyasolni a
sejtciklust és a sejtek tulélését. Az I/R-indukalt szervkarosodds intracelluldris hipoxias
mechanizmusokon keresztiil jon 1étre, mely végezetiill a graft kilokddését, vagy nem
megfelelé mikodését okozza. A vérkeringés és kovetkezésképpen szoveti oxigén hianya a
sejtek anyagcseréjét az anaerob glikolizis iranyaba tolja el, ami miatt a mitokondriumok
szintjén csokken az ETC-on athaladd elektronok szama. A hipoxias kdrnyezet ugyanakkor
gatolja a Il-es 1égzési komplex aktivitasat is, ezzel NADH és az iszkémia metabolikus
markereként is szamon tartott szukcinat felhalmozodasat okozva. A hipoxia soran megfigyelt
magas intracellularis Ca®* szint befolyasolja a mitokondrialis membranpotencialt, mely
kovetkezményeként ROS termelddik. A rendszerbdl kiszivargott elektronok és a reperfuzid
soran a rendszerbe nagy mennyiségben bedraml6 oxigén fokozott ROS termelést eredményez,
mely tovabbi ETC karosodast és csokkent ATP termelést eredményez, mely 6rdogi tovabb
rontja a sejt tulélését, mig végezetiil annak apoptozisat okozza. Emelkedett ROS koncentracio
tonkreteszi a mitokondrium membranjait is, ami a mitokondridlis permedbilis tranzicids
porusok (mPTP) nyitasat eredményezi, ndvelve ezzel Ca?*-4ram okozta stresszt.

A szivtranszplantacio

A gyakorlatban a transzplantacié sordan mind hideg, mind meleg iszkémias karosodas is
bekovetkezik. A transzplantacid a végstddiumu szervi elégtelenségek végsd és egyben

egyetlen megoldasa, azonban még a mai napig is a betegek biztonsaganak és a graft



tulélésének javitasara tett probalkozasok a klinikai kutatasok kézéppontjdban allnak. A mai
napig még mindig a hideg statikus tarolas a szervek ex- és implantacio kozti megdérzésének
arany standardja. A manapsag hasznalt technikdk még tokéletleniil védenek az atmeneti
anoxia vagy a reperfuzidé okozta karosodastol, ezért a modern kutatdsok és modszerek még
mindig a hideg iszkémia kivaltott szervkarosodas enyhitése €s kivédése fel¢ iranyulnak.

A metan (CH,4) kémiai tulajdonsagai és bioaktivitiasa

A CHj szintelen, szagtalan, mindeniitt jelenlévd, standard koriilmények kozt inert
gazmolekula. A légkor felsé rétegében hidroxilgyokokkel reagalva szerepet jatszik az
6zonképzddésben, am az cukaridta szervezetekben betoltott szerepe, vagy fiziko-kémiai
reakcioi még nem teljesen ismertek. Az exogén modon adagolt CH,; hatasait mar tobb
kutatocsoport vizsgalta, in vivo vizsgalatokban leirtdak a CHa bélperisztaltikara gyakorolt
bioldgiai hatasat, valamint a tulélési arany novekedését vérzéses sokk patkanymodelljében. A
CHy-nal dusitott folyadékok bizonyitottan védelmet nyljtanak az I/R-indukalt allapotok
kovetkezményeivel szemben: 2,5% CHy-t tartalmazo6 normoxias levegével torténd 1élegeztetés
csokkenti a bél és a maj I/R karosodasat is. Emellett mar tobb adat bizonyitja a CH,4 inhalacio
vagy a CHy-nal dusitott folyadékterapiak antioxidativ és anti-apoptotikus hatasat kisérletes

hipoxias és gyulladasos modellekben és szepszis esetén is.
CH, hatasa az I/R okozta karosodasra

A CHy eloszlasa in vivo jol jellemezhet6. I/R okozta sériilésekben a mitokondriumok belsd
membranjan talalhato ETC miikddése megvaltozik és szdmos korabbi tanulmany utal arra,
hogy exogén CHs bevitele befolyasolja a mitokondriumok funkciojat. Mas egyszerli
gazmolekulakhoz hasonloan valosziniileg a CHy 1s hatast fejt ki a mitokondriélis fehérjékre
¢s/vagy fehérjekomplexekre a biologiai membranok foszfolipid kettOsrétegének nem
specifikus fiziko-kémiai valtozasain keresztiil és Korabbi vizsgalatok alapjan ugy tiinik, hogy

ezekért a mitokondrialis ETC IV-es komplexe (citokrom ¢ oxidaz) lehet féleg a felelds.
CELKITUZESEK

Els6 1épésben a transzplantacios oldatok CHy-nal torténd disitasanak hatasat vizsgaltuk hideg
iszkémia alatt, heterotop patkanysziv-transzplantaci6 modellben. Az 1. kisérletsorozat

részeként

o megvizsgaltuk a CHa-dusitas hatasat a graft szivizomzataban lezajlé oxido-reduktiv és

nitrozativ stressz folyamatokra;



o tovabba vizsgaltuk az ER stressz és a mitokondrium-medialt apoptdzis markerek

expresszidjat, mint a CHy sejtvédd hatdsanak hattérében allo lehetséges okot.

Masodik 1épésként a CH4 extramitokondrialis Ca®*-dramlésra gyakorolt hatasat vizsgaltuk,
mivel feltételeztiik, hogy ez a folyamat fontos szerepet jatszik az ER-mitokondrium

kolcsonhatasban. A II. kisérletsorozat részeként

o megvizsgaltuk az exogén Ca’" hatasat izolalt sziv mitokondriumokon a

membranpotencial valtozasai hatterében;

o Végiil a CH,4 pontos, mitokondrialis hatasokért felelés ETC-n levd hataspont
meghatarozasara torekedtiink az egyes 1égzési komplexek szelektiv szubsztratjai és

inhibitorai felhasznalasaval.



ANYAGOK ES MODSZEREK

1. kisérletsorozat

CH,-disitott transzplantacios oldat szivgraftokon Kifejtett hatasanak vizsgalata

kisérletes transzplantacio soran

Kisérleteinket him Lewis-patkdnyokon (250-350 g; Charles River, Németorszag) végeztik a
tudomanyos célokra felhasznalt allatok védelmérdl szold 2010/63-as unids iranyelvvel
osszhangban. A vizsgalatot Magyarorszag illetékes nemzeti hatosaga (ATET) engedélyezte
PEI1/001/2374-4/2015 engedélyszammal.

Kisérleti elrendezés

Lewis-Lewis heterotop transzplantaciot (HTX) végeztiink az irodalomban leirtak szerint, egy
alombol szarmazo Lewis-patkanyokon a szerv kilokédés elkeriilése érdekében. Roviden
Osszefoglalva a mutéti technikat: a donor patkanyt izoflurannal altattuk, mikdzben heparint
(25000 NE) adtunk be intravénédsan. Kétoldali mellkasi metszést végeztiink a sziv feltarasa
érdekében, és hideg (4°C) kardioplégias Custodiol (CS, Dr. Franz Kohler Chemie GmbH,
Bensheim, Németorszag, n=12) vagy CHg-nal dusitott CS-t (CS-CH4, n=12) juttattunk a
koszorterekbe az aortan keresztiil. A vena cava superiort, inferiort és a tiidovénakat en masse
varrattal lekotottiik, mig a szivet az aortaivvel egyiitt vagtuk ki a hemodinamikai és
koszortér-aramlas (CBF) méréshez. A kimetszés utan a graftot 60 percig hideg CS-ban vagy
CS-CHg-ban taroltuk. A kontrollszivek ugyanezen a miitéti eljarason estek at, de nem taroltuk
¢s nem iiltettiik at (kontroll, n=12). A recipiens patkanyokat izoflurannal altattuk, majd
heparinizaltuk (400 IU/kg iv), mikdzben testhomérsékletiiket 37°C-on tartottuk. Az
infrarenalis aorta és a vena cava inferior koriilbelill 2 cm-es szakaszat izolaltuk és
Osszekapcsoltuk a recipiens hasi aortijaval, illetve a vena cavaval. A szervbeiiltetés
id6tartaméat 60 percben (iszkémids periddus) standardizaltuk, hogy minimalizaljuk a kisérletek
kozotti idobeli eltéréseket. Az anasztomodzisok befejezése utdn protamint (400 NE/kg iv)
adtunk a heparin antagonizalasara. A donorszivet 60 percig in situ vérrel reperfundaltuk.a
donorbdl torténd explantacio utan a graftot 60 percig hideg transzplantacios oldatban taroltuk
(hideg iszkémias id6), majd a HTX utan 60 perces reperfiizios periddus kovetkezett. A
reperfizido végén a korai graft funkciok értékelésére hemodinamikai méréseket végeztiink;
ezutdn biopsziat vettiink a graft bal kamrajabol (LV), melybdl a tovabbiakban a

mitokondrialis funkcidkat és biokémiai paramétereket jellemeztiik. Meghataroztuk a szdveti



myeloperoxidaz (MPO) €s xantin-oxidoreduktdz (XOR) aktivitast, a redukalt glutation (GSH)
¢s az oxidalt glutation-diszulfid (GSSG) aranyat, valamint a szdveti nitrit/nitrat (NOX) szintet.
A reperfuzids periddus végén a szivizomkarosodas szérum markereit a vena cavabol vett
vérmintabol hataroztuk meg.

Az éllatokat véletlenszertien harom csoportba osztottuk. Az 1. csoportban (kontroll, n=12) a
donor patkanyok az explantacidig ugyanazon a miitéti eljarason estek at, de a szivek hideg
tarolasa és implantacidja elmaradt. A 2. csoportban (n=12) a 60 perces hideg iszkémids
periodus alatt 4°C-on, gyari Custodiol (CS)-oldatban, mig a 3. csoportban (n=12) CHjy-nal
dusitott CS-oldatban taroltuk az explantalt graftokat.

Hemodinamikai mérések

60 perccel a transzplantacié utan 3F latex ballonkatétert (Edwards Lifesciences Corporation,
Irvine, CA, USA) vezettiink be a LV-ba a szivestcson keresztiil, hogy meghatarozzuk a
maximalis LV szisztolés nyomast (LVSP), a dP/dtmax-t (a szisztolés nyomasnovekedés
maximalis meredekségét) és a dP/dtmin-t Millar mikromanométerrel (SPR-838, Millar
Instruments) kiilonb6z6 LV térfogatok esetén (20-180 ul). Ezekbdl az adatokbdl LV nyomas-
térfogat Osszefiiggéseket kerestiink. A graft CBF-ét a donor felszalld aortajara szerelt

ultrahangos aramlasmérdvel (Transonic Systems Inc., Ithaca, USA) mértiik.
Mitokondrialis funkciok vizsgalata

A mitokondridlis 1€gzést 3 ml mitokondrialis respirdcios médiumban (MiROS5) homogenizalt
szovetmintabol nagyfelbontast respirometriaval (HRR, Oxygraph-2k, Oroboros Instruments,
Innsbruck, Ausztria) vizsgaltuk. A mitokondridlis O,-fogyasztast (1égzési fluxus), a II-es
komplexhez kotott alaplégzést (szukcinat-medialt 1égzés, az I-es komplex inhibitor rotenon
jelenlétében), az oxidativ foszforilacios kapacitast (OxPhos) €s a citokrom c felszabadulést (a
mitokondrialis bels6 membran karosodasanak indikatora) a korabban leirtak szerint
hataroztuk meg. A  respirometrids  adatokat Lowry-moddszerrel = meghatarozott

fehérjetartalomra normalizaltuk.
Kvantitativ valés ideji PCR (QPCR) vizsgalat

A szivizom mRNS-expresszidjat qPCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
segitségével elemeztiik a kaszpaz-3, kaszpaz-9, DNS-karosodas altal indukalhaté transzkript 3
(Ddit3, més néven CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) homolég protein (CHOP)),
Hif-1a, GSK-3p és VLDL receptor (VLDLr) génekre vonatkozoan elemeztiik.

Biokémiai vizsgalatok - szoveti xantin oxidoreduktaz (XOR) aktivitas



A szivizom biopszidkat 50 mM Tris-HCI-t, 0,1 mM EDTA-t, 0,5 mM ditiotreitolt, 1 mM
fenilmetil-szulfonil-fluoridot, 10 pug*ml™ széja tripszin-inhibitort és 10 pg*ml™ leupeptint
tartalmaz6 foszfat pufferben (pH 7,4) homogenizaltuk. A homogenatumot 4°C-on 20 percig
24 000 g-vel centrifugaltuk, és a feliiliszot centrifugalas-koncentrald csdvekbe toltottik. A
XOR-aktivitast a feliilusz6 pterin-izoxantopterin atalakulas fluorometrias kinetikaja alapjan

hataroztuk meg metilénkék jelenlétében (teljes XOR) vagy hidnyaban (XO-aktivitas).
Glutation és glutation diszulfid (GSH/GSSG) arany meghatarozasa

A GSH/GSSG aranyt fluorimetrias Gluthatione Assay Kit (Sigma Aldrich, Budapest,
Magyarorszag) segitségével hataroztuk meg. A minta GSH-tartalmat a tiolcsoportokat célzo
kromogén reakcid termékének detektalasaval (478 nm) nyert adatokbol a gyartd ajanlasa

alapjan szamitottuk ki.
Szoveti myeloperoxidaz (MPO) aktivitas

A szoveteket 0,1 M polimetilszulfonilfluoridot tartalmazé Tris-HCI pufferrel (0,1 M; pH 7,4)
homogenizaltuk a szoveti proteazok blokkolasa érdekében, majd 4°C-on 20 percig 24000 g-
vel centrifugaltuk. 450 nm-en (UV-1601 spektrofotométer; Shimadzu, Japan) mértiik a mintak
MPO aktivitasat, és az adatokat a minta fehérjetartalmara normalizaltuk.

Nitrit/nitrat (NOXx) arany

Az NOx-t, a nitrogén monoxid (NO) stabil végtermékeinek szintjét a szovetekben a Griess-
reakcioval mértiik. Ez a vizsgalat a nitrat nitritté torténd enzimatikus redukciojan alapul,
amely ezutdn szines azovegyiiletté alakul at, melyet 540 nm-en spektrofotometriaval
detektaltunk.

Szovettan, immunhisztokémiai festés

A sziveket pufferelt paraformaldehid-oldatban (4%) rogzitettiik, paraffinba agyaztuk, majd 5
mm vastagsagu metszeteket festettiink meg hematoxilinnel és eozinnal (H&E). Az ER stressz
marker szarko(endo)plazmatikus retikulum Ca®* ATPaz (SERCAl) immunhisztokémiai
festését SERCA1-specifikus antitesttel (#S1189, Sigma Aldrich, Budapest, Magyarorszag)
végeztliik a kordbban leirtak szerint. A szovettani értékelést két vizsgald (K.D.J. és Z.S.)
egymastol fiiggetleniil végezte, kodolt targylemezeken, egy kordbban leirt 0-4 fokozata
szovettani skaldn, a karosodott szivizomsejtek ¢és a karosodasi fokuszok szamanak
Osszességén alapuld pontozasi rendszer segitségével. A SERCAL immunreaktivitast nyilt
forraskodu képalkotd szoftverrel (Image] 1.8-as verzid) hataroztuk meg, €s a latdmezOnként

lathaté immunreakcio-pozitiv sejtek szazalékos aranyaban fejeztiik ki.
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I1. kisérletsorozat

A CHj in vitro hatasainak vizsgalata anoxia okozta stressz soran és a mitokondrium

membran potencial-valtozasainak értékelése

Az oldott CH,4 hatasat patkany szivizomsejtek izolalt mitokondriumain vizsgaltuk anoxia-
reoxigenizacié (A/R) alatt. A kisérleti protokollt az ATET V./148/2013-as engedélyszammal
jovahagyta.

Kisérleti elrendezés

Az 1zolalt sziv mitokondriumokat az alabbiak szerint kezeltiikk: az anoxiat 100%-0S N
perszufflacioval idéztiink el 2 oOran keresztiil egy 2 ml térfogati kiivettaban, amely 1 ml
respiracios médiumot és 1 ml légteret tartalmazott. Az anoxidt reoxigenizacids periddus
kovette (95% levegd és 5% COy) 2,2% CH, kiegészitéssel vagy anélkiil 30 percig (A/R,
illetve A/R+CH, csoportok) (n=12-16). A kontrollcsoportokban a mitokondriumokat
normoxias (95% levegd és 5% CO,) kiivettaban taroltuk a reoxigenacios id6 alatt 2,2% CHy,
hozzdadasaval vagy anélkiil (normoxia ¢és normoxia+CHs csoportok). Ezutin a

mitokondriumokat HRR vizsgalatnak vetettiik ala.
Mitokondrialis funkciok vizsgalata

Az Oxygraph-2k (Oroboros Instruments, Innsbruck, Ausztria) nagy felbontasu respirométer
segitségével vizsgaltuk az izolalt sziv mitokondriumok oxigénfogyasztasat kiilonb6zo
mitokondrialis komplexek stimulalasa mellett. A mitokondrialis hidrogén-peroxid (H,O,)
termelés meghatdrozasara és a mitokondrialis membranpotencidl valtozasainak kimutatasara

az Oxygraph-2k fluororespirometrias funkciojat hasznaltuk.
Mitokondrialis H,O, termelés

A mitokondrialis H,O,-felszabadulast, mint a ROS termelédés markerét fluorimetrias
eljarassal kovettiikk nyomon az Amplex Red/tormaperoxidaz rendszerrel, amely reakcio soran
a nem fluoreszcens Amplex Red a fluoreszcens tulajdonsagti rezorufinna oxidalodik. A H0,-
termelés kalibralasa ismert mennyiségii H,O,-dal tortént. Kisérletiinkben a ROS termel6dést
ugy vizsgaltuk, hogy oxidalo szubsztratokat (10 mM glutamat, 5 mM malat, 20 mM Succ, 5
mM ADP) adtunk a mitokondriumokhoz. Izoldlt mitokondriumokon a reverz
elektrontranszport (RET) é&ltal inditott H;Oj-dramléast zart rendszerben 20 mM Succ
hozzaadasa utan mértiik, majd ezt kdvetden 1 uM rotenon (Rot) hozzaadasaval blokkoltuk. A

rezidualis oxigénfogyasztast 1 puM antimycin A (Ama, a Ill-as komplex inhibitora)
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hozzaadasa utan becsiiltik meg, mellyel ki tudtuk zarni az oxidativ mellékreakciok hatasat.
Ezutan a szabadgyok-szivargast a HyO,-termelés és oxigénfogyasztas szdzalékos ardnyaként

hataroztuk meg State 3 1¢gzés soran.
Mitokondrialis membranpotencial

A mitokondrialis membranpotencialt is fluorimetrias modszerrel mértiik fluorofor safranin
segitségével. El6szor 1uM Rot, 10mM Succ és 1uM CCCP-t adtunk a rendszerhez, végiil 1
uM Ama hozzaadasaval meghataroztuk a rezidualis oxigénfogyasztast (ROX).

EREDMENYEK
A transzplantalt graftok hemodinamikai paraméterei

A transzplantacidét kovetéen az LV ballon térfogatanak ("eldterhelésének™) ndvekedése
emelkedett LVSP-t és dP/dtmax-ot eredményezett, melyek kozil mindkett szignifikansan
megnovekedett a CS-CH,4 csoportban a CS-hez képest a legnagyobb el6terhelés soran mért
értekek esetében. A diasztolés funkcioban hasonld valtozas volt megfigyelhetd a nagyobb
eléterhelési térfogatoknal, ami a CS-hez képest szignifikdnsan emelkedett dP/dtmin értékeket
eredményezett (p <0,05), ami a jobb szivizomrelaxaciora enged kovetkeztetni. A CBF szintén
szignifikansan (p <0,05) megndvekedett 60 perc reperfuzidt kdvetéen a CS-CHy-ben tarolt
graftok esetében a CS-ben taroltakhoz képest. A HR értékekben nem volt statisztikailag

szignifikans kiilonbség a kisérleti csoportokon beliil és a kisérleti csoportok kozatt.
Szivizomsejtek mitokondrialis funkcidja

A ll-es komplexhez kapcsolt 1égzés szignifikansan magasabb volt a CS-CH, csoportban, mint
a CS csoportban 60 perccel a reperfuziot kovetden. Telitd ADP dozis alkalmazasa utdn az
OxPhos szignifikansan magasabb volt a CS-CH,4 csoportban. A mitokondrialis membranban
kotott enzim exogén citokrom c-vel torténd helyettesithetdségét exogén adagolt citokrom c
hatasara vizsgaltuk. A CS-CHj csoportban a citokrom c felszabaduldsa a membranbol

szignifikansan alacsonyabb volt a CS-hez képest.
Szivizom ER stressz- és apoptézis-asszocialt gének expresszioja

A hipoxia- és ER stressz-asszocialt gének (Hif-1a, CHOP, GSK-3B és VLDLr) relativ mRNS-
expresszidja szignifikdnsan alacsonyabb volt a CS-CH, csoportban. A kaszpédz-3 és kaszpaz-
9, valamint a pro-apoptotikus Bax expresszidja nem csokkent szignifikansan. Az anti-

apoptotikus Bcl2 és a Bax/Bcl2 expresszio aranya azonban jelentdsen kiilonbozott a CS-CHa

crer
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Biokémiai oxidativ stressz markerek

Az XOR kulcsfontossagli enzim a reperfuzid altal kivaltott ROS termelésben, emellett
katalizalhatja a nitratok és nitritek redukcigjat. A XOR aktivitas és a szdveti NOx-szintek
egyarant szignifikansan cs6kkentek a CS-csoporthoz képest, amikor CS-CHj,-t alkalmaztunk a
hideg iszkémia alatt. Az MPO-t féként az aktivalt polimorfonuklearis sejtek (PMN) termelik.
A szdveti MPO szint szignifikansan emelkedett a kontrollcsoportéhoz képest, ugyanakkor az
MPO aktivitas szignifikansan csokkent CS-CH, hatasara. A GSH/GSSG arany az oxido-
reduktiv stressz egyik legfontosabb markere. Ez az arany szignifikdnsan csokkent a CS
csoportban; a graftok CS-CHj-ben torténé konzervalasa azonban magasabb GSH/GSSG

aranyt eredményezett.

Szovettani vizsgalatok

A H&E festés a CS csoportban csak enyhe myofibrillaris dezorganizaciét mutatott a
kontrollhoz képest, ami a barazdak elvesztésével, valamint a myofibrillumok
hullamossagaval, 6sszehtizodasi savokkal és a myocitak plazmamembranjanak felbomlasaval
jart. A szivizomsejtek felépitése a CS-CH, csoportban kozel normalis volt. Ezen valtozasok
nem kiilonboztek szignifikdnsan a CS csoportban tapasztaltaktol, ami a két oldat kézel azonos
szovetvédelmi potencialjat jelzi. A SERCA1 immunreaktiv szivizomsejtek szama jelentésen
megnétt a CS-tarolt graftokbol szarmazd metszetekben a kontrollokhoz képest. Ezzel
szemben a CS-CHj4 csoportban az immunreaktiv sejtek szama jelentésen csokkent a CS

csoportéhoz képest.

A CH, in vitro hatasai anoxias stressz soran és a mitokondriilis membranpotencial

valtozasainak értékelése

A mitokondridlis membran potencial-valtozasait a potencialérzékeny fluorofér safranin
segitségével jellemeztiik. A légzékomplexek szubsztratjai normoxias koriilmények kozott
jelentds hiperpolarizaciot okoztak a mitokondridlis membranban. Ez a kivaltott
hiperpolarizacio az A/R-csoportban megsziint. A membranpotencial szubsztrat okozta
valtozasait a CH, kezelés részben konzervalta. Az anoxias periddus alatt alkalmazott CHy
csokkentette a mitokondriumon keresztiil keletkezett H,O, mennyiségét. Az oxigénfogyasztas
szempontjabol kiilon vizsgaltuk az l-es és II-es komplexhez kapcsolt 1égzést. A CHy
jelentésen csokkentette az I-es komplex oxigénfogyasztasat, mig a II-es komplexhez kapcsolt
légzésre normoxias koriilmények kozott nem volt hatassal. Ezzel szemben a CHy-kezelés az
A/R+CH, csoportban jelentdsen javitotta a Il-es komplex oxigénfogyasztasat az I-es
komplexhez képest.
13



Extramitokondridlis Ca®" -kivaltotta membranpotencial-valtozasok

Az extramitokondridlis Ca?* 4ltal normoxids és anoxias kornyezetben kivaltott
membranpotencidl-valtozasokat izolalt sziv mitokondriumokban fluoreszcens szenzorral
(gerjesztés 465 nm; a szenzor erdsitése: 1000 és polarizacios fesziiltség: 500 mV) nagy
felbontasu fluororespirométeren értékeltiik. A safranin négylépcsos titralasa utdn 100ul mintat
toltottiink a kamrakba. Ezutdn a mitokondriumokhoz 1ul 0,5 uM Rot és 20ul 10 mM Succ-t
adtunk. A fluoreszcens festék érzékenységét 20 ul 20 mM CaCl, exogén adagolasaval
kovettilk nyomon haromlépcsds titralas soran egészen a platd eléréséig. A Ca®* jelet 1 ul 1
uM  Ama hozzaadasaval megsziintettik. A Ca* 4ramlas okozta membranpotencial-
valtozasokat a fluoreszcens jel valtozadsanak sebességeként és az 4tlagos nyugalmi

fluoreszcencia valtozasaként fejeztiik ki.

Az anoxiara adott hiperpolarizacioés valasz mértéke kevésbé volt szembetind a normoxias
csoporthoz képest. Ez valosziniileg a mitokondridlis permeabilitdsi tranziciés pérusokon
(mPTP) keresztiil t6rténé nem szelektiv Ca®" kidramlasnak volt kdszonheté. A CHy-kezelés
azonban szignifikinsan alacsonyabb Ca®* kidramlast eredményezett. Ezek az eredmények
Osszhangban vannak a membranpotencial-mérésekkel, ahol a mitokondriumok 2,2%-0s CHs-
nal torténd kezelése fenntartotta a hiperpolarizaciét. Erdekes modon a CHy kezelés a
normoxias csoportban a Ca®* kiaramlas esetében nem mutatott relaciot a membranpotencial
mérésekben megfigyelt szubsztrat-okozta valtozasokkal. Megjegyzendd, hogy ezek még
elézetes eredmények, mivel ezen moédszert eredetileg extramitokondrialis Ca®* mozgasok
mérésére fejlesztették ki maj mitokondriumokon. A Ca?* -aramok nagysaga eltérd lehet a sziv

mitokondriumaiban; ezért modszeriink tovabbi validalast igényel.
MEGBESZELES

A szivizom kiilondsen rosszul tiiri a hosszan tarto iszkémiat, emiatt a graftok tarolasi ideje és
modja a transzplantacio egyik f6 kérdése. A klinikai gyakorlatban a CS oldatot hasznaljak,
ezért kisérleti koriilmények kozott is idealis az ilyen iranya vizsgalatokra. Nem ujkelett otlet,
hogy kiilonb6z6 gazmediatorokat (példaul NO-t, szén-monoxidot (CO) vagy hidrogén-
szulfidot (H,S) oldatok adalékaként probalnak ki szervtranszplantaciés modellben.
Feltételezéseink szerint hatékonysadguk Osszefligghet azzal, hogy az oldatban vagy akar a
szervben levd biologiailag fontos molekulakkal kdlcsonhatasba 1épnek. A CH,4 elénye, hogy
in vivo koriilmények kozt nem toxikus; egyszerli aszfixias gaznak tekinthetd, ami azzal jar,
hogy hipoxiat okozhat olyan esetben, amikor a novekvé CHj; koncentracié kiszoritja a

crer
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Tovabba rendelkezésre allnak olyan adatok is, melyek igazoljak CH,; él6 rendszerekben
betoltott szabalyzo szerepét a NO-, CO- és H,S-hoz Kapcsolhatd élettani és biokémiai

reakciokon keresztil.

A keringés leallasa utan a mitokondriumok kimeriilése nagyban hozzajarul a Ca®* bearamlas
okozta membran miikddési zavar kialakulasdhoz. A CH,; dusitds eredményeként a
mitokondriumok nagyobb hatasfokkal hasznositottak az ADP-t, ami hozzajarult az elegendd
OxPhos fenntartasahoz. Tovabba csOkkent a citokrom c¢ felszabadulasa is, ami a
mitokondrium belsé membranjanak kisebb mértékii sériilését jelzi. A hideg iszkémia altal
kivaltott sejtkarosodds folyamata az ER ¢és a mitokondrium kettds, egymastol fiiggd
szerepével viszonylag jol jellemezhet6. A hipoxia megvaltoztatja a sejtplazma nyugalmi
potencialjat, és az ER altal kdzvetitett Ca?* transzport aktivalasan keresztiil noveli a Hif-1a
expressziojat, amely az egyik kulcsfontossdgi tényezd a 1étrejott intracellularis
lancreakcioban, mely végiil a sejt apoptozisahoz vagy nekrozisahoz vezet. Eredményeink azt
mutatjak, hogy a hideg iszkémia ¢és a graft hideg koriilmények kozt torténd tarolasa aktivalta
az ER-mitokondrium stresszfolyamatot a szivizomsejtekben, kezdve az ER fokozott Ca?
pumpa miikodését jelz6 emelkedett SERCA1 fehérjeszinttol, egészen a Hif-1a fokozott
expressziojaig. Emellett a magasabb sejten beliili Ca?*-szint aktivalhatja a belso,
mitokondrialis apoptotikus utvonal pro-apoptotikus faktoraként szolgaldé GSK-3B-t. Ennél is
fontosabb, hogy a CHy-nal dusitott transzplantacios oldatban a korabban emlitett jelatviteli

utvonal egyes génjeinek expresszidja is csokkent.

Részletesen vizsgaltuk az I-es és I1-es komplex iszkémiat kdvet6en a szivizom mitokondrialis
1égzésében betoltott szerepét. A CHg-kezelés gatolta a glutamat + malat stimulalt I-es
komplex aktivitast, mig a Succ okozta Il-es komplex aktivaciora nem volt hatassal.
Kovetkeztetésképpen, a CHy csokkent elektronaramlast eredményezett az I-es komplexen
keresztiil, de nem valtoztatta meg a Succ elektronaram-medialt oxidaciojat a II-es komplex
esetében. Ezen eredmények alapjan CH, jelenlétében a mitokondriumok nett6 ROS-
termelésének csokkenése megtartott Succ-oxidacidé mellett valdszintileg kozvetleniil az I-es
komplex gatlasaval fiigg ossze. Ugy tiinik, hogy a CHs izolaltan az l-es komplex
elektronszallito képességét blokkolja, ellentétben az oxidativ metabolizmus reoxigenizacid

soran zajlo teljes gatlassal.

A CH, altal kivaltott protektiv hatas valosziniileg az I-es komplexen keresztiili elektronaram
akadalyozasan és a ROS-termelés csokkenésén keresztiil valosul meg. Az l-es komplex

reverzibilis deaktivacioja egy belsé mechanizmus, amely fiziologias koriilmények kozt is
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biztositani képes az ETC gyors valaszat a kornyezet oxigénhianyara. Az ezt kovetd
reoxigenizacié azonban a hirtelen 1égzési robbanas miatt ROS termeléshez vezet. Normoxias
koriilmények kozott a magas NADH-szint a NADH-kot6é alegység kozelében elhelyezkedd
flavin-mononukleotid-résznél biztosithatja az el6re iranyul6d elektronaramlast szuperoxid-
termel6dés kiséretében. Reoxigenizacio soran az ubikinol és a megnovekedett protonmotoros
erd altal kialakitott reverz elektronaramlas (RET) ROS-t hozhat 1étre, hiszen az elektronok
visszadramlanak az ubikinolbdl az I-es komplex irdnydba. A CHy-kezelés korlatozza az I-es
komplexen keresztiil torténd elére iranyuld elektrontranszfert a kontroll mitokondriumokban,

mig a RET-t hatékonyan gétolja a poszt-iszkémids mitokondriumokban.

A mitokondrialis I-es komplexnek két kiilonboz6 katalitikus aktivitasii konformacidja van:
egy aktiv (A) és egy deaktivalt (D) allapot, amelyek fiziologias koriilmények kozott 9:7
egyensulyi aranyban vannak jelen. Az A/D atalakulas iszkémia/anoxia soran gyorsan
kovetkezik be, biztositva az ETC gyors valaszat a hirtelen oxigénhidnyra. Az A/D atalakulast
szabalyz6 tényezok kozé tartozik az oxigén bioldgiai hozzaférhetdsége, a matrixban 1évo
NADH mennyisége, illetve a hémérséklet és a pH. Az anoxids korilmények kozt
felhalmozodé D-konformacié fiziologiai szerepe valosziniileg az, hogy megvédje a
mitokondriumokat a reoxigenizaciot kovetd 1égzésrobbanas okozta ROS-termel6déstol. Az I-
es komplex D-konformacioban torténd atmeneti megdrzését korabbi kisérletek sikeresen
alkalmaztak a reperfuzidés karosodas ellen poszt-iszkémids agyban és szivben. Bar
iszkémids/anoxias koriilmények kozott a teljes NAD mennyiség csdkken, a flavin helyén 1évd

nukleotidot kozvetleniil az ubikinolbol redukalhatja a RET a reoxigenizacio kezdetén.

AZ UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

e Kisérleteink alapjan a transzplantacios oldat CHy-dusitasa a graft fokozott védelmét
eredményezi a hideg iszkémias szervkarositd folyamatokkal szemben patkany
szivtranszplantacios modellben.

e A CH,; tartalmii CS hatékonyan csokkenti a szivizomban lezajlé oxido-reduktiv
stresszt, melyet a szivizom csokkent GSH/GSSG aranyaként, alacsonyabb NOXx-
szintjeként, valamint a csokkent szoveti MPO- és XOR-aktivitds mértékeként

jellemeztiink.
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A CH, hatasa mogott allo mechanizmus a CH4 ER stresszre és a mitokondriumok
strukturalis és funkcionalis integritasara gyakorolt hatasaval fligg Ossze.

A mitokondriumok és az ER kozotti kolcsonhatds az extramitokondrialis Ca®*
aramlasban bekovetkezd valtozas miatt johet létre.

A Ca?* altal kivaltott mitokondrialis membranpotencidl-valtozasok anoxia hatasara
csokkennek, a CH4 azonban képes helyreallitani a hiperpolarizacidé nagysagat.

A CH; antioxidativ hatdsat az l-es komplex -elektronszallitasdnak részleges

blokkolésaval fejti ki, csokkentve ezzel a mitokondridlis ROS termelést.
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