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BEVEZETES

AKkut szervsériilés és oxidativ stressz

Az, hogy a sulyos betegségeknek mennyire Osszetett a biologidja nem csupan a
kivaltéd inzultus tiikkrézi, ami kovetkeztében a beteg az intenziv ellatasra szorul, hanem maga
az ¢letmentd akut beavatkozasok kovetkeztében kialakulod szervelégtelenség is. Habar az
oxidativ stressznek tobbféle biokémiai €s pathofiziologiai kovetkezménye van, mégis az akut
szerv sériilés kialakuldsdnak vannak jellegzetes vonésai, mint példaul a lipidperoxidacio ¢€s a
redoxi érzékeny sejten beliili jelatviteli folyamtok aktivalasa. Az oxidativ stresszre adott
genetikus valasz tiléléshez, sejt karosodas/ pusztulds, valamint apoptozishoz (programozott
sejthalal) vezethet.
Sulyos sejt stresszre adott valasz soran, a mitokondrialis porusok oxidéacidja révén az intrinsic
apoptotikus utvonal aktivalodhat, amely kovetkeztében pro-apoptotikus fehérjék, mint a
cytochrom-c felszabaduldsuk révén a caspase rendszer aktivaciojan keresztiil apoptozist
okozhatnak. Mivel az akut szervrendszer elégtelenség ellatasa az intenziv ellatas leggyakoribb
raison d'étre ezért egy relative fiatal tudomanyag kialakulasanak az alapjait képzi. Maga a
szerv rendszer védé mechanizmusa, 6nmaga karosodasat okozhatja. A sikeres resuscitacio és
intenziv osztalyos ellatas ellenére gyakran megfigyelhetd, hogy a kritikus allapoti betegeknél
de novo karosodas az eredeti sériiléstdl tavoli helyen alakul ki. Bar nem teljesen ismert a
mechanizmus mely sordn az akut ¢életveszélyes inzultus miatt végzett resuscitaciot kovetden,
kialakult homeosztatikus miikodési zavar, illetve szervkarosodas 1étrejon, kevés vizsgalatot
végeztiink arra vonatkozdéan, hogy a sulyos megbetegedéseket allat modelleken
tanulmanyozzuk.

Iszkémia-reperfuzios karosodas szerepe.

Mindennapi életiink sordn az antioxidans védekez0 mechanizmus szerepe az oxidativ
kérosodas kivédése. Iszkémia soran olyan anyagok szaporodnak fel a reperfuzidt kovetden
(ROS formajaban), amelyek kifejezett DNS, fehérje, szénhidrat, valamint lipid kéarosodast
okoznak. Habar az emldsok rendelkeznek bdséges antioxidans védekezd mechanizmussal,
nagy mennyiségli ROS képzddés feliilmulhatja ezen mechanizmusokat, sejt miikodési zavart,
elhalast okozva. A neutrophilek kiemelkedd szerepet jatszanak az IR karosodas soran, mivel
proteolitikus enzimek ¢és ROS képzés révén mukozalis és mikrovaszkularis karosodast
okozhatnak Annak ellenére, hogy in vivo modellen tobb kisérletes tanulmanyt folytattak, allat
kisérleteket csak kevés esetben végeztek

Oxidativ stressz szerepe.

Az oxidativ stressz a pro-oxidans/anti-oxidans rendszer egyensulyanak felboruldsa az
érintett sejtben. Ez arra utal, hogy a normal aerob metabolikus folyamatok sordn a sejtekben
olyan rendszer miikddik, amely folyamatosan képez ¢és eltavolit oxidans termékeket. Amikor
addicionalis oxidativ esemény fordul el6 a pro-oxidans rendszer tulsulyozza az antioxidans
rendszert, ami a lipidek, proteinek, szénhidratok, nukliensavak oxidativ sériilését
eredményezi, kovetkezéses sejthaldllal. Ezen folyamatokban szerepet jatszo kiilonbozo
gyokokre utald bizonyitékok (kis gazmolekuldk, nagy biomolekuldk) keltették fel az
érdeklddést a részlegesen redukalt oxigén termékek hatésara.

Szerv manifesztacio

A citokinek, valamint receptoraik altal kivaltott jelatviteli folyamatok lehetnek védo
vagy karos hatdsuak a sériilés helyétdl, illetve attol fiiggden, hogy a gyulladas helyi vagy
szisztémas jellegli. Ezen Osszetett események kevésbé ismert vondsai nagyon jellemzdek akut
szervsériilésekben, mint szepszis, sokk €és politrauma, valamint fontos szerepet jatszanak a



pathologiai valaszreakciok megértésében az adott inzultus altal okozott diffuz szerv sériilés
soran.

Maj karosodas

A maj a benne lezajlodé magas energiafiiggd folyamatoknak koszonhetden, magas
metabolikus rataval rendelkezik, ennek nagy része azonban a méregtelenitd folyamatokra
hasznalodik fel. Ezen folyamatok az endogénen képzddd szabadgyokok legjelentdsebb
forrdsa, mas szervekhez viszonyitva itt a legnagyobb a ROS képzddés. A legtobb
majsebészeti beavatkozas sordn talalkozhatunk IR karosoddssal. A hepatocytak sériilésének
nagysaga egyrészt az iszkémia sordn fellépd primer karosodastol, masrészt pedig a reperfiizid
kovetkeztében kialakuld sériiléstdl fiigg. A stlyos IR karosodds nem csak majelégtelenséget
okoz, de mas szervekre is hatassal van

Majkarosodas csokkenése N-acetilcisztein hatasara

NAC megndveli a hepatocytdk glutation szintjét, aminek kovetkeztében csokken a
hepatocellularis karosodast okozd ROS képzddése. A kifejezett antioxidans kapacitas mellett,
ciszteinné valo hidrolizise soran indirekt védelmet is nyujt a maj szamar. NAC egyrészt
szubsztratként szolgdl a redukalt glutation szdmdara, masrészt eldsegiti a szintjének
novekedését.

Tiidé karosodas

A kils6 kornyezettel kozvetlen kapcsolatban allo tiidét nem csak az exogén
oxidansok, de a gyulladasban résztvevo sejtek altal termelt endogén ROS is karositja. Szamos
tiidébetegség [p.l. ARDS, chronic obstructive pulmonary disease (COPD), bronchopulmonary
dysplasia (BPD)] ellatdsa sordn sziikséges alkalmaznunk oxigén terapiat, ami tovabb
novelheti az oxidansok okozta karosodast. Habar a mechanizmus még nem teljesen ismert,
feltételezziik, hogy a mitokondrialis epithelidl sejtek, neutrophilek és macrophagok NADPH
oxidaza 4ltal képzett H,O,, szuperoxid és hidroxil gyokok felelések az oxigén karositd
hatasaért.

Tiidé karosodas csokkenése szénmonoxid révén

CO hem fehérjékkel erdés komplexet formal. Ezen k&tddés kovetkeztében eltérd
fiziologiai, adaptiv, valamint toxikus hatédst alakulhat ki. Mostanaban valt ismerté, hogy emlos
sejtekben aerob koriilmények kozott, mind az exogén mind pedig a hem oxigenaz altal termelt
endogén CO szerepet jatszik egy pro-oxidans kornyezet kialakitasaban, amely elinditja a ROS
képzddéséhez vezetd jelatviteli folyamatokat. A CO-ra adott valasz magaban foglal alapvetd
fiziologiai szabalyoz6 folyamatokat, mint példadul redoxi szenzitiv transzkripcids faktor,
illetve stressz aktivalt kinaz aktivaciot, melyek hozzajarulnak a kompenzatorikus antioxidans
enzimrendszer és egyéb oxidativ stresszre adott adaptacids folyamatok aktivacidjahoz.

Sziv karosodas

Az akut koronaria elzarddast okozoé sejtelhalas (nekrdzis) nagysagat nem csak az
elzarodott ér altal ellatott teriilet nagysadga, hanem az iszkémia stlyossdga és ideje is
befolyasolja. Jol ismert, hogy az iszkémias sejtek tulélése kiilonbozo tényezékon mulik. Az
helyre allasatol fliigg, fiiggetlentl attol, hogy milyen technikaval (thrombolizis, invaziv
beavatkozas) végezték a reperfuziot. Habar az elmult 20 évben szdmos tanulmany
egyértelmiien igazolta, hogy revascularizacid az egyetlen lehetséges modszer az iszkémias
sejtek megmentésére, a sejtelhalds részben mégis maganak a reperfuzionak kdszonhetd.



Sziv karosodas csokkenése glutation S-transzferaz révén

Glutationnak kiemelkedd szerepet van a sejtek védelmében. Az apoptotikus jelatviteli
folyamatok ¢és sejtproliferacioé mellett GST fontos szerepet jatszik a masodlagos oxidans,
nagymértékben eltéré GSTt sikeriilt kimutatni. Ezen polimorfizmus jelentés mértékben
hozzéjarulhat a xenobioticumokra adott valasz, az oxidativ stressz termékek eltavolitdsa,
valamint a gyulladasos folyamatokat is magukba foglalé daganatos és cardiovascularis
betegségekre adott valaszban megnyilvanulé induvidualis kiilonbségekhez .

CELKITUZESEK

Vizsgalatunk célja kiilonb6z6 in vivo és in vitro modelleken tanulmanyozni az akut
karosodéasok szervi manifesztacioit.

Elsé Kkisérlet sorozat, in vivo allat maj modellben vizsgaltuk indocyanine green plasma
disappearance rate (ICG-PDR) alapjan az ismételt iszkémias prekondiciondlas ¢s NAC hatasat
IR kérosodas esetén, illetve az altaluk esetlegesen kivaltott, kedvezd hemodinamikai
hatdsokat. Az alap paraméterek mellett az iszkémids karosodds igazoldsara invaziv
hemodinamikai monitorizalast végeztiink. A madjkarosodas mértékét a plazma ICG-PDR,
valamint a sz€rum AST és ALT szint alapjan hataroztuk meg.

Feltételeztiik, hogy iszkémids prekondicionalas ¢s NAC addsa nagymértékben csokkentheti az
iszkémids karosodds mértékét, valamint a majfunkcidos értékek €és a hemodinamikai
paraméterek javulasat eredményezheti.

Masodik kisérlet sorozat, belélegzett CO hatasat vizsgaltuk harom kiilonb6z6 in vivo egér
modellben akut tiidokéarosodas esetén. Az intenziv ellatdst modellezve altatott egereket CO
jelenlétében illetve hidnydban l¢legeztettiik intravénas/intratracheédlis LPS vagy intravénas
oleic sav adasaval eldidézett az akut tiidokarosodast megelézden. Ezt kovetden tovabbi
I¢legeztetést végezve a hemodinamikai és 1égzési paramétereket monitorizaltuk. A
tiidokarosodas igazoldsara a mosofolyadékban 1€vé neutrophileket, teljes fehérje és citokin
mennyiséget hataroztuk meg. Vaszkularis tiidékarosodast igazolt az emelkedett plazma tumor
nekrozis faktor (TNF) szint és a fokozott neutrophil aktivacié (felszini Mac-1 upregulacio és
L-selektin csokkenés), pulmonaris vaszkulaturdban vald felhalmozddassal. Tiidé funkciot a
légz¢ési mechanika valtozasa, vérgaz paraméterek €s mosofolyadék neutrophil halmozas
alapjan hataroztuk meg

Feltételeztiik, hogy CO Iélegeztetés csokkentheti a citokin valaszt, javithatja a hemodinamikai
¢s 1égzési paramétereket, és eldnyos hatdssal van az akut tiid6 karosodés progressziojara.

Harmadik Kisérlet sorozat, in vitro modellt alkalmazva tanulmanyoztuk a GST szerepét
szivizomsejtek oxidativ stressz altal kivaltott apoptdzisaban. A sziv sejtek mitokondrialis
¢letképességét MTT assay, annexin V és propidium iodide flowcytometrids vizsgélataval
hataroztuk meg. Extracellularis signal-regulated protein kinaz (ERK '2), c-Jun N-terminal
kinaz (JNK) és p38 MAPK foszforilaciojat szintén tanulmanyoztuk. A GST biologiai szerepét
vizsgaltuk a szivizomsejtekben oxidativ stressz kivaltasa soran.

GST biologiai szerepének vizsgalata maga GST etakrinsav addsaval torténd gatldsa révén
iszkémia és/vagy reperfuzionak megfeleld koriilmények kozott.

Feltételeztiik, hogy GST aktivitas javithatja a szivizomsejtek talélését, az oxidativ stressz altal
okozott IR kéarosodas csokkentése révén.



ANYAG ES MODSZEREK

L N-ACETILCISZTEIN ES IS,ZKIEZMI’AS PREKONDICIONALAS SZEREPE
MAJ ISZKEMIA-REPERFUZIOS ALLAT MODELLBEN.

Altaldnos anaeszthezia mellett harom kutya csoportot vizsgaltunk (n=5 per csoport) az elsé
csoport 60 min. iszkémia, masodok 150 mg kg(-1) NAC intravénas adasat koveté 60 min.
iszkémia, harmadik csoport a 60 perces iszkémiat megel6zéen harom IPC peridodusban (10
min. iszkémia amit 10 min. reperfuzio kovet) részesiilt. Ezt kdvetéen 180 min reperfizid
fenntartasa mellett hemodinamikai mdj funkciés monitorizalast végeztiink. Feltételeztiik,
hogy az in vivo mdj modellben végzet kisérletiinkben, ismételt iszkémids prekondicionalas,
illetve N-acetylcysteine (NAC) addsa meggatolhatja az indocyanine green plasma
disappearance rate (ICG-PDR) altal meghatarozott iszkémias-reperfuzios karosodast vagy
kedvezd hemodinamikai hatissal rendelkezik a reperfuzi6 sordn. ICG-PDR, valamint a
szérum aszpartat-transzferaz €s alanin-transzferaz szint nem mutatott kiilonbséget az egyes
csoportok kozott. Habar a majkarosodédst a hemodinamikai paraméterek, vérgaz értékek és a
m4j funkcids tesztek egyértelmil igazoltdk, az NAC és IPC nem volt hatassal a méjfunkcio
kérosodasara. Cardiac index és az intrathoracalis vér volumen index szignifikdnsan magasabb
értéket mutatott a kontroll csoporthoz képest. Ezen eredmények tiikrében javasolt egy
nagyobb prospektiv tanulmany elvégzése, ami igazolhatja, hogy a m4j iszkémiat megel6z6
prekondicionalasnak van-e ICG-PDR altal kimutatott kedvezd hatasa a majsejtek talélésére.

1I. BELELEGZETT SZENMONOXID SZEREPE AKUT TUDOKAROSODAS
ESETEN EGER MODELLBEN.

Az altatott C57BL/6 egereket CO (500 parts per million) jelenlétben vagy hidnyaban
oxigénnel lélegeztettiik egy oraval a lipopoliszacharid (LPS) vagy oleic sav (OA) adasaval
eloidézett tiidosériilést megelézéen Ezt kovetden tovabbi 2 o6ran keresztliil azonos gaz
mennyiséggel folytattuk tovabb a Iélegeztetést, hemodinamikai és 1égzési paraméterek
monitorizalasa mellett. Habar acute lung injury (ALI) és acute respiratory distress syndrome
(ARDS) az intenziv osztalyon ellatott betegek kozott a leggyakoribb oka a mortalitas és
morbiditas novekedésének, a folyamatos kutatdsok ellenére is csak kevés hatékony therapia
all rendelkezésiinkre. Az elmult években szovetkarosodassal jard allatkisérletekben sikertilt
igazolni, hogy a belélegzett szénmonoxid (CO) citoprotektiv hatassal rendelkezik Ezen
eredmények tiikrében vizsgaltuk a belélegzett CO hatasat harom in vivo egér modellben.
Intratrachealisan adott LPS 4ltal eldidézett alveolaris gyulladassal (megndvekedett
mosofolyadék neutrophil, total protein, és cytokinek) jard tiidokarosodast idéztiink eld. LPS
intravénas adasa elsdsorban vaszkularis tiidékarosodast okozott, emelkedett plazma TNFszint,
neutrophil aktivacio (felszini Mac-1 upregulacio6 és L-selectin csokkenés) és halmozas mellett
a pulmonaris vaszkulaturdba. Intravénassan adott OA a 1égzési funkcid karosodasat okozta,
amely megmutatkozott, a ventillaciés mechanizmusok és vérgaz értékék romlasaval, valamint
a mosofolyadékban neutrophil halmozassal. Kisérleteink soran a belélegzett gdzhoz adott CO
szignifikans valtozast nem okozott a vizsgalt fizioldgiai és immunoldgiai paraméterekben.
Klinikailag ALI /ARDS sokkal lassabban fejlddik ki, mint az altalunk alkalmazott allat
modell esetén, igy CO hosszabb ideig torténd adasa kedvezdbb hatdst eredményezhet a
tulélés, illetve felépiilés tekintetében. Ezt a lehetdséget vizsgalatunk eredménye nem zarja ki
¢s tovabbi vizsgalat sziikségességét veti fel.



III. GLUTATION S-TRANSZFERAZ SZEREPE SZiVIZOMSEJTEK
OXYDATIV STRESSZ OKOZTA APOPTOZISA SORAN.

A kisérletekhez 2-4 napos, kollagendz altal kinyert 0jsziilott Wistar patkany kamrai szivizom
sejtkulturat hasznaltunk, hat random kisérleti csoportba osztva; I csoport CSFM inkubalt
kontroll csoport kezelés nélkiil; II csoport, EA 150 uM adéasa énmagéban; III csoport, 1 mM
H,0, adéasaban részesiilt; IV csooport, IR; V csoport, 1 mM H,0, és EA 150 uM kezelést
kapott; VI csoport, IR és EA 150 uM. 5 6rés kezelési id6t kdvetden kalorimetrids MTT assay
segitségével hataroztuk meg a szivizomsejtek életképességét az €él6sejtek abszolut szdmanak
megadasa révén. Flocytometrids vizsgéalatot alkalmazva hataroztuk meg az apoptosis ardnyat
kettés FITC-jelolt annexin V és propidium iodide festéssel. Mind az IR és H,O, adasa
onmagadban kifejezett csokkenést okozott az ¢l sejtszamban. Ezen csokkenés még
kifejezettebb volt EA adasa esetén. H,O, kezelés alatt adott EA megnovelte az apoptotikus
sejtek aranyat, valamint reperfuzioé sordn megndvelte a nekrotikus sejtek szamat. Onmagéban
adott EA az é16 sejtszamot csokkentette és megnovelte az apoptotikus sejtek aranyat. Erdekes
modon IR kézben adott EA a nekrotikus sejtek mennyiségét megndvelte (annexin V negativ
¢s PI pozitiv) és az €16 sejtszamot csokkentette. Szivizomsejteknek adott EA, valamint IR a
JNK aktivitast jelentdsen megnovelte. IR és H,O, inkubacié a p38 MAP kindz aktivaciot
jelentésen megnovelte. EA révén gatolt GST aktivitds az Akt foszforilacio kifejezett
csokkenését okozta H,O, kezelés kdzben. ERK foszforilacio megndvekedett mindkét GST
gatolt csoportban (EA inkubalt) IR-nak kitett, illetve a H,O; kezelt csoport esetén is. Kisérleti
eredményeink aldtdmasztjak feltételezésiinket, miszerint stressz okozta kéarosodas soran a
szivizomsejtek taléléséhez GST aktivitds sziikséges. Azonban tovabbi vizsgélatok
sziikségesek 1) farmakologiai vizsgalatok 1i) biokémiai folyamatok meghatarozasa iii) in vivo
GST gatlas relevancidjanak meghatarozasa érdekében.

EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

1) A klinikailag relevans mdj iszkémia-reperfuziéo allat modelliinkben hemodinamikai,
metabolikus ICG spectrophotometria mérések mellett kimutattuk, hogy a maj funkciot
vagy hemodinamikai 4llapotot nem befolyasolta az NAC adésa.

2) Munkacsoportunk altal bevezetett egyedi IPC modell magasabb ICG-PDR, CI és
ITBVI mutatott.

3) ALI/ARDS in vivo egér modellben a belélegzett CO hatasat vizsgalva arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a CO magasabb COHb szint mellett sem okozott
szignifikans valtozast a 1égzési és hemodinamikai paraméterekben.

4) Az akut tiidokdrosodas vizsgéalata sordn ujonnan bevezetett egér modelliink alapjat
képezheti egy hosszabb CO expozicionak a vizsgalatat szubakut, illetve kronikus
modellekben.

5) A sziv in vitro iszkémia-reperfiizi6 modelliinkben a GST gatlas hatasanak vizsgalata
soran, amikor a sejtek kiilonbozd stressz faktoroknak vannak kitéve, az EA az €16
sejtek hanyadat nagyobb mértékben csokkentette, mint a H,O, vagy IR, valamint
novelte az apoptotikus sejtek aranyat H,O, kezelés soran.

6) A GST modelliink bizonyitja, hogy a szivizomsejtek talélés¢hez stressz faktorok
okozta karosodasa soran GST sziikséges, tovabba mas in vivo GST modell kisérleti
alapjat szolgalja.



