KUTATASI TERV

1. Bevezetés:

Metan inhalacié hatasanak vizsgalata
a mitokondrialis kalcium homeosztazisra hipoxiaban

Keringési és légzési elégtelenség kovetkeztében kialakuld széveti hipoperfuzio és
hipoxias allapotok a klinikai gyakorlatban fellépd komoly és sokszor nehezen
orvosolhaté problémak. Ezen koérdllapotok kialakulhatnak egy terdletre
lokalizéltan (pl. agyi hipoperfuzid, szivizom iszkémia), de érinthetik az egesz
szervezetet (pl. akut respirdcios distressz szindréma); az egészen enyhe
oxigénellatottsdg csokkenéstdl a teljes anoxiaig. A szoveti oxigénellatottsag
csokkenése intracelluldrisan mitokondridlis diszfunkcidhoz, az elektron transzport
lanc zavardhoz vezet. Az oxigénhianyos teriiletek reperfundaldsa viszont kétéll
fegyver: az inkompletté valt oxigén redukcio az elektron transzport lancon
reaktiv oxigén gyokok felszabaduldséhoz vezet. A mitokondriumok a
citoplazmatikus kalcium homeosztaziaban is jelent8s szereppel birnak mind
fiziol6gids, mind patolégids kérulmények koézoétt. A mitokondrialis permeabilitasi
tranzicids pérusok (mPTP) kalcium tultelédés vagy oxidativ stressz hatasara
kinyilnak és a belsé membrant szabadon atjarhatéva teszik minden 1500 Da-nal
kisebb molekuldra. ) Ezen folyamatok felelések az iszkémia-reperfuziot koveto
sejthalal valamint a gyulladasos folyamatok elinditsaert.

Intézetiinkben  folyd  kordbbi  kutatdsok  kimutattak —a  metan gaz
gyulladascsokkenté hatasat ¥, mig mas kutatocsoportok az antioxidans és
antiapoptotikus hatasat ). Felmerll a kérdés, hogy a metén, kis apolaros, a
membranokba kénnyen bediffundalé molekula révén az oxidoreduktiv stressz
hatisokat a mitokondriumok membranjanak stabilizéldsaval ezaltal a
mitokondrialis funkcié megérzésével éri-e el®. Kutatdsunkban meg szeretnénk
vizsgalni, hogy egy olyan egyszer(i moddszerrel, mint a metan inhalacioja,
képesek vagyunk-e javitani szubcellularis szinten a sejtfunkciokat az oxigén
hidnnyal jaro kilonb6zé korallapotokban.

2. Célkitlizés: Célunk egy olyan hipoxids vagy hipoxias és metan tartalmu
gazkeverékkel lélegeztetett ragcsalomodell létrehozdsa, melyen a mitokondrialis
funkcidk és a kalcium mozgasok dinamikdja nyomon kovethet es
8sszehasonlithatd. Ezaltal a metdn mitokondridlis funkciora és kalcium
anyagcseréjére kifejtett hatasat vizsgalnank.

3. Kutatasi terv feladat- és iitemterv:

I. szemeszter (2018. szeptember 01. - 2019. januar 31.)

Kisérleteinket him Srague-Dawley patkanyokon intraperitonealis indukcios
ketamin-xylazin altatast kovetéen végezzik. A mitéti instrumentalas utan
(arteria carotis és vena jugularis katéterek, tracheostoman tracha kandl
behelyezése) volumen és frekvenciakontrollalt lélegeztetést alkalmazunk 30
percen at szintetikus leveg&keverékkel (21% O, 79% N,). Ezt kovetden az
allatokat véletlenszeren hat csoportba osztjuk: az elsé 3 csoport képviseli az



enyhe hipoxia modelljét. Tovabbi lIélegeztetésiik 30 percig tart, szintetikus
levegével (kontroll), enyhe hipoxids (18% O, illetve hipoxids levegdt és metant
(2,2% CH,) tartalmazo gazkeverékkel. A negyedik, 6tédik, €s hatodik csoport a
sulyosabb hipoxiat prezentalja, tovabbi lélegeztetésliik 60 percig tart szintetikus
levegdvel (kontroll), 16% O, + 2,2% metant is tartalmazé gazkeverekkel.
Ekozben a vénas kanilén keresztil RingerFundin infuzidt és ketamin-xylazin-
seduxen fenntartd altatdt biztositunk, az artérids kanilon keresztil folyamatos
invaziv vérnyomas és szivfrekvencia monitorizalds; valamint az alsé végtagon
oxigén szaturacio mérés torténik.

A kisérleteket kovetSen az allatokbdl artérids és vénas vérgaz mérés, laktat
mérés, valamint a gasztrointesztinalis traktusbol (maj, vékonybél) mintavetel
torténik.

A ma&j mintdkbdl homogenizatumot, valamint mitokondriumokat izolalatumot
készitink a nagy felbontdsti respirometrids mérésekhez. A respirométer
(OROBOROS Oxygraph-2k) két zart kamrajaban parhuzamosan Clark elektrod
méri a respiracios médiumban oldott oxigén mennyiségét, amelybdl a
szamitégép szoftvere kiszamolja a mitokondridlis oxigénfogyasztast. A kalcium
mozgasok detektaldsdhoz Calcium Green 5N fluoreszcens festéket hasznalunk a
respirométer amperometrikus csatornajahoz csatlakoztatott kék szenzorral. Az
izolalt mitokondriumokat szukcinat szubsztrattal energetizaljuk.

II. szemeszter (2019. februar 01. — 2019. janius 30.)

A tdmogatasi idészak masodik félévében az els6 félévben ismertetett protokolliok
szerint folytatom az in vivo és ex vivo méréseket, valamint a statisztikai analizist
hajtom végre. A kapott eredmények kiértékelését és interpretaldsat
szamitégépes szoftvereket (DatLab, Microsoft Office Excel, Microsoft Power Point,
SigmaPlot) segitségével végezném. Ebben az idGszakban az eredmeényeimbdl
tudomanyos publikaciot készitenék eld.

4. Kutatécsoport keretében megvalosult kutatas jellemzoi:

A Sebészeti M(itéttani Intézetben szamos kutatast folyt és folyik az exogén
metan jotékony hatdsairél ), valamint az endogénen felszabadulo metan
jelentdségérél . A kutatocsoportnak negyedik éve vagyok tagja, az elmult
években a metdn xantin-oxidoreduktdz (XOR) enzimre gyakorolt hatasat
vizsgaltam in vitro korilmények kozott. Ezen enzim az iszkémia-reperfuzid soran
képzdd6 reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) egyik legjelentésebb forrasa, de
hipoxidban nitrit- és nitratredukalé képessége miatt a nitrogén-monoxid (NO)
termelésben is szerepet jatszik ®. Eredményeink szerint metdn hatdsara
megvaltozik a XOR szubsztratspecificitasa, s igy iszkémiaban csokkenti a koros
mértéki NO termeld8dést, mig reperfuzid soran a ROS termelését, ezaltal az
oxidativ stressz mértéke csokken. Ezen kutatdgsom nyoman az intézet altal a
témaban megjelent tudomanyos cikk tarsszerzéje lettem”,

5. Vallalasok (kotelez6é és nem kotelezd):
Kotelezo:



e Szegedi Tudomanyegyetem - Altaldnos Orvostudomanyi Kar altal
szervezett Tudomanyos Diakkori Konferencian valo részvétel (2018. 6sz)
e Az Uj Nemzeti Kivaldsagi Program altal szervezett rendezvényen valo
részvétel
Nem kotelezo:
e Az Orszagos és a Marosvasarhelyi Tudomanyos Diakkori Konferencian valo
részvétel (2019. tavasz)

6. Osszegzés: Kutatdsunk soran a metan gaz antiinflammatorikus és
antiapoptotikus hatdasmechanizmusanak felderitése révén szeretnénk a kesobbi
klinikumban torténd bevezetését eldsegiteni, valamint az eredményeinket hazai
és/vagy nemzetkozi folyoiratokban publikalni.
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8. Témavezet6i ajanlas': A palyazoé 2014 6ta végez tudomanyos diakkori es
kutatdmunkat a Sebészeti M(téttani Intézetben, ahol a metan in vitro xantin-
oxidoreduktdz enzimre gyakorolt hatdsait vizsgdlja. Eredményei alapjan Naszai
Anna palyazaténak pozitiv elbirdlasat messzemenden tamogatom.
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