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A majfunkcio vizsgalata respirometriaval
Examination of liver mitochondria with respirometry
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A mitochondriumok kulcsfontossagu élettani feladataiknal fogva oki szerepet jatszanak szamos akut és kronikus majbe-
tegség kialakulasaban, igy e sejtalkotok terapias és lehetséges diagnosztikus célpontok is egyben. Jelen tanulmanyunk
soran bemutatunk egy vizsgalomodszert, amely nagy felbontasu respirométer (oxigraf) segitségével lehetdvé teszi a mi-
tochondrialis funkcidk értékelését. A vizsgalatok soran friss szovetmintak oxigénfogyasztasanak meghatarozasa alapjan
az oxidativ foszforilaciot és a mitochondrialis 1égzési lanc miikodését nagy pontossaggal, valds iddben lehet vizsgalni. A
respirometrias modszer lehetdséget adhat a miitét elStt vagy alatt vett biopszidkbol a majmitochondriumok funkcionalis
vizsgalatara is, igy hozzajarulhat a sebészeti beavatkozasok hatékonysaganak noveléséhez.
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Due to their diverse physiological functions, mitochondria can cause various acute and chronic liver diseases, thus being
potential targets for therapies and diagnostics as well. In this study, the advantages of high-resolution respirometry are
presented for the assessment of liver mitochondrial functions. During respitometry, the mitochondrial electron transport,
the oxydative phosphorilation and the efficacy of the ADP synthesis can be calculated on the basis of oxygen consump-
tion of freshly-taken tissue samples. Respirometry is a robust tool for the pre- or intraoperative analysis of liver mito-
chondrial functions and may increase the effectiveness of surgical interventions.
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Bevezetés

A majfunkciok mitét el6tti értékelése a sebészi kockazat-
elemzés fontos eleme, intraoperativ koriilmények kozott
pedig informaciot nyujthat az épben torténd metszés hata-
ranak vagy a transzplantalhatosag megitélésének szempont-
jabdl is. A jelenleg hasznalt funkcionalis modszerek kozé
foként biokémiai tesztek, képalkotd és szovettani eljarasok
tartoznak.! A rutin-laborvizsgalatok soran végzett majfunk-
cios tesztek (példaul az alanin- és aszpartat-aminotranszfe-
raz enzim szintjének meghatarozasa) specificitasa és érzé-
kenysége kielégité mértékii, de csak indirekt médon adnak
informaciot a majsejtek metabolikus miikodésérdl. A maj-
mintdk hagyomanyos szdvettani vizsgalata pedig id6igé-
nyes, és az értékelés erésen fiigg a vizsgald személyétdl.2
A majsejtek metabolikus aktivitasar6l és energia-
homeosztazisarol a mitochondrialis funkcidk értékelése

kozvetlen és objektiv informaciot nyujthat, de az eddigi
vizsgaloeljarasok nem tették lehetévé e modszerek ru-
tin diagnosztikai alkalmazasat. A mitochondrialis bels6
membranjaban talalhatd 1égzési lanc négy komplexbdl (1.,
1L, III., IV. komplex), egy lipidkomponensbdl (ubikinon),
valamint a hem-csoportot tartalmazo citokrom c fehérjébdl
all. A légzési lanc miikddése soran elektronokat tovabbit
a végso elektronakceptor oxigénmolekula felé, mikozben
az ioncsatornaként is funkcionald komplexeken keresztiil
protonokat pumpal ki a matrixbol az intermembrantérbe. A
1étrejovo protongradienst az ATP-szintaz hasznalja fel mi-
kodéséhez, amely a belsé membran matrix feldli oldalan az
ADP— ATP atalakulasért felel. Az I-IV. 1égzési komplexek
a belsé membranban egymassal 6sszekapcsolodva, ugyne-
vezett szuperkomplexek formajaban talalhatok meg>.

Az oximetria szovetmintak oxigénfogyasztasanak meg-
hatarozasara szolgald eljaras, az oxigraffal a mitochond-
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1. abra. Oxygraph-2k nagy felbontast respirométer

rialis elektrontranszportot, az oxidativ foszforilaciot és az
ATP-szintézis hatékonysagat lehet megitélni.* Az 1j gene-
racids oxigrafokkal lehetdség nyilik kisméretd (>10 mg)
minték, akar finomt{i-biopsziat kdvetd vagy miitétek soran
vett biopszidk fagyasztas nélkiili vizsgilatéra.> Jelen ta-
nulmanyunk célja a standardizalt, kisérletes koriilmények
kozott végzett, nagy felbontasu respirométer segitségével
torténd mitochondriumvizsgalatok bemutatasa volt.

Anyag és modszerek

Kisérleteinket az Allatkisérleti Tudoményos Etikai Tanacs
(ATET) jovahagyasaval végeztiik (Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsig — MAB) (engedélyszam: V./148/2013). A mi-
tochondriumok in vitro vizsgalatara a human mintak foga-
dasara is alkalmas OROBOROS Oxygraph-2k (Innsbruck,
Ausztria) nagy felbontast respirométert és kiegészité LED2
fluoreszcens modult hasznaltuk (1. dabra). A respirométer a
Clark-elektrod (bipolaris elektrokémiai oxigénszenzor) el-
vén mitk6dé mérérendszer, amely nagy pontossaggal képes
biologiai mintak pillanatnyi oxigénfogyasztasanak megha-
tarozasara és kovetésére. Az elektrodot polipropilén memb-

ran boritja, ami oxigénre és szén-dioxidra permeabilis, de
nem ereszti at a vizet és az ionokat, tovabba megakadalyoz-
za olyan vegyiiletek bejutasat az elektrodokhoz, amelyek
azokat karosithatjak vagy zavarhatjak a mérést. A kicsiny
katodfeliilet, a zart mintatart6 és a minta keverése biztositja,
hogy a minta térfogataban az oxigénkoncentracio allando,
amit a katédon torténd oxigénfogyasztas nem befolyasol.
Ez adja az oxidativ foszforilacio mint alapvetd mitochond-
riumfunkcid vizsgalatanak az alapjat.

A modszer tovabbi tulajdonsaga, hogy a mitochondrium
légzési lancanak komplexei miikddés kozben szelektiven
vizsgalhatok, mikdzben valos idében kovethetdk a valto-
zasok. A mitochondrialis funkciok meghatarozasa soran a
terminalis oxidacioban részt vevé komponenseket szubszt-
ratok €s inhibitorok hasznalataval lehet vizsgalni. A majbol
vett mintabol homogenizatumot készitiink, amelyhez eld-
szor glutamat (2 mM) és malat (10 mM) -szubsztratok hoz-
zaadasaval aktivaljuk az 1. komplexet, majd indukaljuk az
oxidativ foszforilacié folyamatat ADP-vel (2,5 mM). Szuk-
cinat (10 mM) hozzaadasaval aktivalodik a II. komplex,
ezaltal meghatarozhat6 az 1. és II. komplex maximalis ak-
tivitasa. Ha rotenonnal (0,5 uM) gatoljuk az I. komplexet,
kiilon-kiilon mérhetévé valik az 1. és a I1. komplex kapaci-
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2. abra. Egy nagy felbontasu respirometrids mérés eredeti regisztratuma
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tasa. Antimicin A (2,5 uM) hatasara a I11. komplex gatlodik.
Végiil elektrondonorokkal (aszkorbat [2 mM]/N, N, N, N-tet-
ramethyl-p-phenylenediamin [TMPD] [20 uM]) aktivaljuk
a IV. komplexet, amit natrium-aziddal (50 mM) lehet gatol-
ni (2. dbra).

Miitéti beavatkozas

A sebészi beavatkozasok soran el6fordul6 érkirekesztés ko-
vetkezményeinek vizsgalatara részleges maj ischaemia/re-
perfizios modellt alkalmaztunk altatott him Sprague-Daw-
ley patkanyok (atlagos suly 300 + 20 g, csoportonként
hat-hat) felhasznalasaval, amelyeket ellenérzott koriilmé-
nyek kozott, 12 oras nappal-éjszaka ciklusban, laboratori-

umi tapon tartottunk.

Az allatokat Na-pentobarbitallal altattuk (45 mg kg,
intraperitonealisan), majd a jobb oldali vena jugularis ex-
ternat és az arteria carotis communist kipreparaltuk. Az
erekbe 22 G méretii polietilén kaniilt vezettiink, a vénas
kaniilon keresztiil tortént sziikség szerint a folyadékpotlas
és az anesztézia fenntartdsa. A szabad 1égut biztositasara a
tracheaba tracheostoman keresztiil 3 mm-es szilikonkaniilt
helyeztiink.

Median laparotomia utan kétoldali subcostalis metszé-
sek torténtek, a behatolasi kapukbol mobilizaltuk a majat,
a vena portae hepatis agait s az arteria hepaticat. Kontroll-
biopszia utan az arteria hepatica és a vena portae hepatis
bal againak leszoritasaval a bal majlebeny teljes ischae-
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3. dbra. Ep és ischaemia/reperfuzion (IR) atesett majmitochondriumok oxigénfogyasztisa. A) Eredeti regisztratumok.
B) Szubsztrat-szétkapcsoloszer-gatloszer (SUIT) protokoll bemutatasa. alap = alapvonal; M = malat; D = ADP; G =
glutamat; S = szukcinat; C = karbonil cianid 3-klorofenilhidrazon (CCCP) szétkapcsoldszer; Rot = rotenon; A = antimicin A
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miajat hoztuk létre. Az egyodras idétartam utdn az ereket
felengedtiik, és a bal lebenybdl a reperfiizio 60. percében
szovetmintakat vettiink, amelyeket iiveghomogenizalo-
val jégen homogenizaltunk. Ezt kovetéen a majmintakat
a respirométer kamraiba helyeztiikk. Az oxigénfogyasztas
intenzitdsanak mérése az egyes 1égzési komplexek sza-
mara hasznosithatd szubsztrat-szétkapcsoloszer-gatloszer
protokollok szerint tortént. A mérési eredményeket parhu-
zamosan almit6tt, kontrollallatok majmintainak értékeivel
vetettiik dssze.

Statisztikai analizis

Az adatokat a SigmaPlot 12.5 statisztikai szoftver (Jandel
Corporation, San Rafael, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok)
segitségével értékeltiik ki. A csoportok kozotti kiillonbsé-
gek kimutatasdhoz kétutas ANOVA-t, majd ezt kovetden
Bonferroni post hoc tesztet hasznaltunk. Munkank soran az
adatokat az atlag és atlag szorasaként (mean + SEM) tiin-
tettiik fel. A valtozasokat p < 0,05 szint esetén tekintettiik
szignifikansnak.

Eredmények

A 3. dbra eredeti regisztratuma egy ischaemia/reperfizio
soran karosodott és egy aloperalt allatb6l szarmazé maj-
minta mitochondriumainak respiracios aktivitasat abrazol-
ja. A kiilonbség jol lathato, az ischaemia/reperfuzid hatasa-
ra jelentdsen csokkent a 1égzési lanc kapacitasa, vagyis az
elektrontranszport hatékonysaga, valamint szignifikansan
alacsonyabb oxidativ foszforilacios kapacitas (120,7 + 6,2
pmol/ml/s vs. 80,6 + 2,8 pmol/ml/s) észlelhetd. A mi-
tochondriumok kapcsoltsaga romlott (140,9 + 3,09 pmol/
ml/s vs. 90,2 + 3,09 pmol/ml/s), ami megndvekedett reak-
tivoxigén-szabadgyok termelddésére és a membran karoso-
dasara utal. A 1égzési komplexek szelektiv vizsgalataval az
ischaemia/reperfizié alatt kialakulo elektrontranszportlanc
zavara mogotti oki tényezoként az 1. komplex kiemelt sze-
repe igazolddott (70,77 £ 2,39 pmol/ml/s vs. 40,9 £ 2,05
pmol/ml/s).

Megbeszélés

A maj mitochondrialis funkcidzavara korjelz6 lehet szamos
esetben, példaul steatosis, cirrhosis, hepatocellularis carci-
noma és cholangiocarcinoma esetén.®8 A mitochondrialis
1égzési lanc zavaranak kimutatasara, vizsgalatira szolga-
16 modszer a kozelmultban kifejlesztett nagy felbontast
respirometria, amelyet jelenleg még foleg kisérletes ko-
rilmények kozott hasznalnak. Respirometriaval kapott
eredményeink megerdsitik mas kutatocsoportok eredmé-
nyeit, miszerint a maj ischaemia/reperfuzios karosodasa a
mitochondrialis elektrontranszportlanc hatékonysaganak
és az 1. komplex respiracios aktivitasanak csokkenésével
jellemezhetd. 811

A respirométer két csatornaja parhuzamos méréseket
tesz lehet6vé, ami egyrészt a vizsgalat pontossagat no-
veli, valamint kisérletek soran lehet6vé teszi kiilonb6z6
kezelési csoportok azonnali Osszehasonlitasat. Klinikai
koriilmények kozott kisméretli, homogenizalt majminta-
kat lehet diagnosztikus célra hasznalni, de a rendszer mas
mitochondriumpreparatumok mérésére is alkalmas: izolalt
mitochondriumok, szdveti homogenizatum, sejtszuszpen-
710, izomrostok, illetve specialisan metszett szovetdarabok
is vizsgalhatok.!2 A késziilékkel, az oxigénfogyasztas mé-
résével parhuzamosan, ugyanazon mintabdl a teljes sza-
badgyok-produkcioé, mitochondrialis membranpotencial,
valamint a Ca2"-szint meghatarozasat is el lehet végezni.

A fentieket 6sszefoglalva elmondhatjuk, hogy a respi-
rometria alkalmasnak bizonyult az ischaemia/reperfiizioval
jaré mitochondrialis karosodas kimutatasara és a 1égzési
lanc aktivitasanak mérésére. Sajat kisérletes vizsgalataink
és mas kutatocsoportok eredményei is arra utalnak, hogy a
respirometrias technika alkalmazasaval lehet6ség nyilhat a
mitochondrialis diszfunkcidoval jar6 human majbetegségek
klinikai diagnosztikajara, valamint egyes terapias beavat-
kozasok hatékonysaganak novelésére is.!1:13
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