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. Bevezetés
1. Az oxigén és az aerob élet

A gerinces ¢él6lények legtobb szdvettipusaban az oxigén (O;) legnagyobb felhasznaloi a
mitokondriumok, a sejtek ,,erémiivei”. E sejtszervecskékben a 1égzési lanc fehérjekomplexei oxido-
reduktiv reakciok sordhoz kapcsoltan protonokat pumpalnak, mikdzben elektronokat juttatnak a
citokrom c oxidaz enzimhez, amely a végso elektron akceptor oxigén molekulat vizz¢ redukalja. Ez a
reakcid az emberi test oxigénfogyasztasanak tobb mint 90 szazalékaért felelds. Az oxidacios-
redukcids 1épésekkel a mitokondrium belsé membranon keresztiil pumpalt protonok altal 1étrehozott
elektrokémiai gradiens az ATP szintézis hajtoereje.

Az elektron transzport soran részlegesen redukalt szuperoxid gydk (0,°") is képzddik, mely az
elsédleges reaktiv oxigén szarmazék (ROS) az eukariota sejtben (Chance és mtsai, 1961). Ma mintegy
10 mitokondrialis enzimr6l ismert, hogy képes ROS termelésre (Andreyev és mtsai, 2005; Quinlan és
mtsai, 2012). Maga a ROS termelés szorosan szabalyozott és antioxidans védelmi mechanizmusok
soraval kordaban tartott folyamat. Napjainkban altalanosan elfogadott, hogy az élettani mennyiségben
képz6dé ROS szamos jelatviteli 1épést szabalyoz direkt és indirekt modon (pl. az NF-kB, Nrf-2,
STATS3 ttvonalat) (Hamanaka és mtsai, 2010; Niture és mtsai, 2014; Weidinger és mtsai, 2015).

2. Hypoxia, reoxigenizacio és gyulladas

Az artérids vérellatds karosoddsa (ischaemia) szdveti hypoxidhoz vezet, mely gatolja a
mitokondrialis oxidativ foszforilaciot. A mitokondrialis funkciok zavara kdzponti tényezd a hypoxids
szovetkarosodas kialakulasaban. A diszfunkcid mind a csokkent ATP szintézisben €s a mitokondrialis
membranpotencial (Ayp) fenntartasa érdekében megndvekedett ATP hidrolizisben, mind a rosszul
szabalyozott mitokondrialis Ca?* homeosztazisban, talzott ROS termelésben és mitokondrialis
permeabilitas tranzicioban megnyilvanulhat (Di Lisa és mtsai, 2006; Bernardi és mtsai, 2015).

Az i1schaemia hossza meghatdrozza az érintett szovet thlélését, ezért a vérellatds mieldbbi
helyreallitasa elengedhetetlen a szervfunkcié megmentéséhez. Azonban maga a reperfuzié is okozhat
kéarokat, paradox moédon sulyosbithatja a kezdeti, ischaemia alatt kialakult folyamatokat. Ennek
magyarazata foként a molekularis O 4jboli belépése az elézdleg még oxigénhidnyos szdvetbe, mely
felboritja a ROS termelés és semlegesités kozotti egyensulyt (Granger és mtsai, 1981). A reperfuzio
alatti koros ROS képzdédéshez mitokondridlis, citoplazmatikus és extracellularis folyamatok is
hozzajarulnak. A postischaemids szovetek valdszinlileg legfontosabb ROS forrdsa a xantin-
oxidoreduktaz (XOR) enzim (Harrison, 2002; Khambata és mtsai, 2015).

A hypoxiaval jar6 allapotok gyulladast okoznak és forditva, a gyulladasos folyamatokat is
gyakran kiséri szoveti hypoxia. Az ischaemia-reperfuziés (IR) kérosodast is gyulladasos

valaszreakci6 kiséri, a velesziiletett immunrendszer aktivacidja az oxidativ szovetkarosodas egyik
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fontos, sulyosbitdo tényezdje. A ,gyulladasos mediator” kifejezés a gyulladas kialakuldsaban,
tovabbvitelében ¢€s szabalyozott lecsengésében résztvevd molekulakra és sejtekre alkalmazott
gytjtéfogalom. A mediator molekuldk legtobbje szolubilis, mint pl. a citokinek, kis fehérjék, de a
ROS mellett mas gazmolekuldk, mint a nitrogén monoxid (NO), a szénmonoxid (CO) és a
kénhidrogén (H,S) is a gyulladasos mediatorok soraba tartoznak (Liu és mtsai, 2012).

A reperfuzids karosodas tovabbi fontos jellemzdje a no-reflow jelenség. ROS €és mas oxidalod
agensek, mint pl. a peroxinitrit (ONOO), a membran lipidek peroxidacidjaval csokkentik a
vorosvérsejtek (vvs) deformabilitasat, ami csokkent kapillaris keringést, sulyos esetekben kapillaris
stasist okozhat (Dobretsov és mtsai, 1977; Vollmar és mtsai, 2011).

3. A vékonybél ischaemia-reperfizios karosodasa és a mucosa epithelialis barrier

Mind az okkluziv, mind a nem-okklazids eredetii mesenterialis ischaemia és az ezt kovetod
reperfizié a nyalkahartya oxidativ sériilésével jar, ami a bioldgiai membranok visszafordithatatlan
strukturélis kdrosoddsdhoz vezethet. E folyamat sordn a permeabilitads ndvekedése miatt baktériumok
¢s toxinjaik juthatnak a bél lumenébdl a vérkeringésbe. A mucosa metabolikusan igen aktiv, azonban
az O, szint a bél lumenben meglehetésen alacsony (Levitt, 1971; Glover és mtsai, 2016) és az inter-
epithelidlis zarérendszer részeit képezod tight junction (TJ) mikodéséhez és a nyalkahartya szelektiv
ateresztoképességének folyamatos fenntartdsdhoz alland6 energiaellatds sziikséges. Az ATP szint
csokkenése (pl. mesenterialis ischaemia alatt) a TJ fehérjék felbomlasahoz vezet, de a meglévd TJ
visszanyerheti muikodoképességét, ha az ATP koncentracié révid idén beliil normalizaldédik
(Tsukamoto és mtsai, 1997; Bush és mtsai, 2000).

A lipopolyszacharid (LPS) endotoxin a bélrendszerben nagy mennyiségben jelen levd Gram-
negativ baktériumok sejtfalanak alkotdja. Az LPS jelentds szerepet jatszik a csokkent keringéssel
jaro allapotok €s IR utdn a bélbdl kiinduld szisztémas gyulladés, szepszis és tobbszervi elégtelenség
kialakulasaban (Olofsson és mtsai, 1985). Az LPS hatasait a Toll-like receptorokon (TLR) keresztiil
fejti ki, és szamos TLR4-et expresszalo sejttipusban igazoltak, hogy a sejtes stressz-valasz részeként
0" és NO is termelddik (Mittal és mtsai, 2014; Vaure és mtsai, 2014).

4. Biologiailag aktiv gazok

A géznemii jelatviteli molekulakat négy {6 jellegzetesség alapjan definialjak: kémiai
felépitésiiket tekintve egyszeriiek, mindenhol rendelkezésre allnak, illékonyak és bioldgiai hatéssal
birnak. E jellegzetességek mellett Wang tovabbi hat kritériumot fogalmazott meg, a kdvetkezok
szerint: (1) kis gazmolekuldk, (2) szabadon kozlekednek membranokon at, (3) emlds sejtekben
endogén uton, meghatarozott szubsztratokbol enzimatikusan képzddnek, (4) jol meghatéarozott,

specifikus funkcidval birnak élettanilag relevans koncentracidban is, (5) hatasuk utdnozhatd exogén



forrasbol szarmazd megfeleldjiikkel €s (6) specifikus sejtes €s molekuléris célpontjaik vannak.
Napjainkban az NO mellett a H,S és a CO a legismertebb gaztranszmitter molekula (Wang, 2014).
4.1. NO

Az NO pérositatlan elektronja miatt szabadgyoknek tekinthetd. Mivel toltéssel nem rendelkezik,
a bioldgiai membranokat konnyen atlépve minden irdnyban passzivan diffundalhat. Normoxias
koriilmények kozott a NO-t foként a NO-szintaz enzim izoformai termelik (iNOS, nNOS, eNOS).
Vazodilatativ hatdsdn talmenden a NO szamos ¢élettani szereppel bir a sejtes jelatviteli
mechanizmusokban (Hirst és mitsai, 2011). Elettani hatasainak tilnyomo részét a szolubilis guanilat-
ciklaz aktivacioja, s igy a cGMP szint novelése utjan fejti ki (Toledo és mtsai, 2012).

4.2. Metan (CH,)

A CHj a szén teljesen redukalt formaja, a legkisebb szerves molekula, a legegyszeriibb alkan.
Apolaros molekula 1évén oldékonysaga a membranalkotd lipidekben két nagysagrenddel nagyobb,
mint a vizes fazisban (Miller és misai, 1977; Meyer és misai, 1980). Ha az O, szallitas sulyos
mértékben nem akadalyozott, élettanilag relevans koncentracidban nem toxikus. Foldi koriilmények
kozott a CHy reakciokészsége alacsony, de a troposzféraban hidroxyl gyokok szén-dioxidda (COy)
oxidaljak (Cantrell és mtsai, 1990; Hurkuck és mtsai, 2012).

A legtobb emlds emésztérendszerében a szénhidratok erjedése soran felszabadulo CO»-t az
obligat anaerob prokariota, metanogén Archea torzsek metanna redukaljak (Conrad és mtsai, 1999).
A termel6dott gaz ezt kdvetden részben mint flatus, részben a bdéron at tavozik, vagy a human
populacié mintegy harmadaban a kilélegzett levegében is mérhetd (Nose és mtsai, 2005; de Lacy
Costello és mtsai, 2013). A CH4 nem-bakterialis képz6dését elészor Ghyczy és munkatarsai mutattak
ki eukariota mitokondriumokban (Ghyczy és mtsai 2003). Késébb bebizonyosodott, hogy oxido-
reduktiv stresszallapotokban CH4 szabadul fel sejtkulturakban, valamint allati és névényi in vivo
koriilmények kozott is (Ghyczy és mtsai, 2008; Wishkerman és mtsai, 2011; Keppler és mtsai, 2016).

Az utodbbi idOben jelentds figyelem Osszpontosult a CHy bioldgiai aktivitasara és lehetséges
terapias felhaszndlasara. A CHs biologiai hatidsat emldsokben eldszor Pimentel és munkatarsai
bizonyitottdk (Pimentel és mtsai, 2006). Eredményeik szerint a CHy lassitja a bél propulziv
motilitasat és noveli a simaizom kontrakciokat. A kilélegzett levegdben kimutathato CHy és a
bélperisztaltika valtozasai kozotti 6sszefliggést irritabilis bél szindroméaban, humén vizsgéalatokban is
igazoltak (Lee és mtsai, 2013; Pozuelo és mtsai, 2015). A CH, gyulladasgatlo hatasat elészor Boros
¢s munkatarsai bizonyitottak kisérletes mesenterialis IR soran (Boros és mtsai, 2012). Az elmult
években szamos tovabbi kozlemény sziiletett a CH, gyulladasgatld tulajdonsagirdl IR, hypoxia és
steril gyulladas kiilonbozd allatkisérletes modelljeiben. A legtobb kozlemény a CH4 bioaktivitdsanak

négy szempontjat vizsgalta: (1) a gyulladasos citokinek felszabadulasanak befolyasoléasat, (2) anti-
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apoptotikus hatasait, (3) az oxidativ stressz biomarkerek valtozasat és az endogén antioxidans
rendszerek aktivitasat nével6 hatasokat, valamint (4) a javulo szerv-funkciokat (Song és mtsai 2015;
Chen és mtsai 2016; Liu és mtsai 2016).

4.3. Az O; és mas gazok kozotti osszefiiggések, NO hatasai hypoxiaban és reperfuzié soran

A makro- és mikrokeringés zavarai megvaltoztatjadk a szovetek oxigenizacidos mintazatat,
fliggetlentil attol, hogy elsddleges vascularis karosodas vagy masodlagos, gyulladas talajan kialakuld
zavar all-e fenn. A gazok Osszetett kolcsOnhatasai kiilondsen fontosak hypoxiaval jard
korallapotokban. Szamos O;-t hasznald enzim képes mas gazokat is megkotni, igy O, hianyaban
olyan reakciok kertilhetnek talsulyba, melyek élettani koriilmények kézott nem jelentdsek.

A NOS izoformak NO termelése O,-fliggd. Hypoxia és anoxia alatt NO képzddhet nitritb6l (NO, )
¢s nitratbol (NO3 ) is redukcidval, utobbi aton NO,  koztesterméken keresztiil. Emberben az egyik 6
NO; redukal6 enzim a XOR. A hypoxia alatt nitritbdl torténé NO képzést mentd titvonalnak tekintik
(Dalsgaard és mtsai, 2007). A reperfizié alatt képz6dé6 ONOO és a NO karos hatasai legtobbszor
osszefonddnak. A ONOO ¢és beldle képzddd gyokok (pl. lipid hydroperoxidok) kdnnyen oxidaljak
¢és/vagy nitraljak a biomolekulakat, tirozin reziduumokat, tiolokat, DNS-t vagy telitetlen zsirsav
tartalmu foszfolipideket.

Emldsokben a CHy és a NO esetleges kdlcsonhatasait még nem vizsgaltak szisztematikusan, de
korabbi vizsgalatok bizonyitottak, hogy IR alatt a CH,4 belélegeztetés csokkenti a szoveti tirozin
nitraciot (Boros és mtsai, 2012). Fontos tovabba, hogy CH, felszabadulashoz vezet a mitokondrialis
citokrom ¢ oxidaz (Komplex IV) gatlasa, mely hypoxia alatt az NO célpontja (Wishkerman és mtsai,
2011; Tuboly és mtsai, 2013). Mindezek alapjan felmeriilhet, hogy a CH; modellrendszerekben
kifejtett hatasainak egy része a NO funkciok indirekt befolyasolasaval magyarazhato, tovabba az is,
hogy a két gaz befolyasolhatja egymas hatéasait olyan membran feliileteknél, ahol koncentraciojuk a

legmagasabb.

1. Célkitiizések

1. Egyik f6 célunk a normoxids CHy bevitel hatasainak és kovetkezményeinek vizsgalata volt IR altal

okozott gyulladasos reakcio alatt. Ehhez az alabbi konkrét célokat tliztiik ki:

- Elsé célunk az epithelidlis és endothelidlis permeabilitds-véaltozasok jellemzése volt patkany
vékonybél IR modellben. Ennek részeként az IR korai és késoi biokémiai valtozasait, strukturalis
¢s haemodinamikai kovetkezményeit is megvizsgaltuk a vékonybél nyalkahartyaban.

- Masodikként az exogén CHj4 kezelés lehetséges hatdsmechanizmusanak vizsgélatdhoz az oxidativ

és nitrozativ stressz biokémiai jelzOmolekuldit vizsgaltuk és azonositottuk.



- Harmadik célkitiizésiink azon a hipotézisen alapult, hogy a CH4 kozvetleniil képes a sejtmembran-
rigiditas befolyasolasara. Megvizsgaltuk a CHy in vitro hatasat az oxidativ stressz altal kivaltott
vorosvérsejt deformabilitds valtozasokra.

2. Masik 6 célunk a CH,; hatasmechanizmusanak tovabbi részleteinek feltarasa volt szoveti

hypoxiaval, valamint fokozott ROS és reaktiv nitrogén szarmazék (RNS) képzéssel jellemzett

modellekben. Ennek soran a CHy egyéb gazokkal (NO) vald kolcsonhatasaira fektettiink kiilon
hangsulyt. A kovetkezd konkrét célokat tiiztiik ki:

- A gyulladas endotoxin alapt, in vivo kisérleti modelljében a lokalisan képz6dé NO szint
vizsgalata; az NO meghatarozas specifikus és kellden érzékeny modszerének kidolgozasa és
validalésa.

- A CHy és a NO lehetséges kolcsonhatasainak feltarasa, az in vivo és ex vivo CH, kezelés NO
termelésre gyakorolt hatdsanak kozvetlen vizsgélata elektron paramagneses rezonancia (EPR) és

valds idejlii kemilumineszcencia segitségével.

I11. Anyagok és médszerek

1. CH, hatasa mesenterialis IR allatkisérletes modelljében
1.1. Kisérleti protokoll

A Kkisérletekhez him Sprague-Dawley patkdnyokat hasznaltunk fel az Eurdpai Uni6 2010/63.
tudomanyos célra hasznalt allatok védelmérdl szolo direktivaja betartasaval. A vizsgalatokat az
Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanics V/148/2013. sz. engedélye alapjan végeztik. Az els6
kisérletsorozatban (,.korai reperfuzidos vizsgalatok”) az allatokat 60 perccel a mesenterialis
vérkeringés helyredllitdsa utan, mig a masodik kisérletsorozatban (,,kés6i reperfuzios vizsgalatok™) a
reperfiizio 180. percében terminaltuk. Az elsd csoport almiitott kontrollként szolgalt, a masodik (IR)
csoportban az arteria mesenterica superior (AMS) vérkeringését 45 percre kirekesztettiik, a
csoportban (IR+CHyg) az allatok mesterséges, 2,2% CHy, 21% O, és 76,8% N tartalmt gazkeveréket
1élegeztek be a 45 perces ischaemia utols6 5 és a reperfuzio elsé 10 percében.
1.2. Nyalkahartya permeabilitas vizsgalatok

Az epithelialis permeabilitas (EP) meghatarozasa Cuzzocrea és mtsai (fluoreszcein-izotiocianat
(FITC)-dextran - FD4) modszerével tortént, az EP indexet a vékonybél lumenben és a vérplazmaban
mérhetd FD4 koncentraciok szazalékos aranyaként fejeztiik ki. A vascularis permeabilitasi (VP)
indexet Evans-kék azo-festék modszerrel (Szentpali és mtsai, 2001) hataroztuk meg, a VP indexet a

szoveti és vérplazma Evans-kék koncentracid szdzalékos aranyaként definialtuk.



1.3. Morfoldégiai vizsgalatok

A reperfuzio 30. percében teljes vastagsagl ileum mintakat vettiink, haematoxylin-eozin festés
utdn a metszeteket 40x nagyitdsu objektivhez csatlakoztatott digitdlis kameraval értékeltik. A
terminalis ileum feliileti epithelium karosoddsanak vizsgalata fluoreszcens konfokalis 1ézer scanning
endomikroszkopiaval (CLSEM) tortént. A mucosalis felszint feltartuk és acriflavin fluoreszcens
festék helyi alkalmazas utan, a nem atfedd latoterekrdl készitett felvételeket szemikvantitativ
pontrendszer szerint értékeltiink (Erces és mtsai, 2016).
1.4. Haemodinamikai vizsgalatok

Az AMS éramlast folyamatosan mértiik szamitégépes adatfeldolgozo rendszerrel. Az ileum
serosa mikrokeringés vizsgalatara intravitalis orthogonalis polarizacids spektralis képalkotd rendszert
hasznaltunk, a voOrosvértest sebesség meghatarozasa a posztkapillaris venulakban off-line,
szamitogéppel tamogatott képfeldolgozo rendszerrel tortént.
1.5. Biokémiai vizsgalatok

A myeloperoxidaz (MPO) aktivitast, a szoveti leukocyta-infiltracié indikatorat ileum mintak
homogenizatumaban Kiibler modositott eljarasa alapjan hataroztuk meg (Kuebler és mtsai, 1996). A
hatdroztuk meg és fmol/ml-ben fejeztiik ki. A Oy° termelés sebességét friss vékonybél mintakbol,
lucigenin-erésitett kemilumineszcenciaval (Ferdinandy és mtsai, 2000) mértiik. A szabad nitrotirozin
(NTyr) szintet, a ONOO termelés indikatorat, ELISA segitségével hataroztuk meg vékonybél
szOovetbdl, fehérje tartalomra vonatkoztattuk €s ng/mg mértékegységben fejeztiik ki.
1.7. A CHj szint mérése

A szdveti CHa koncentraciot kiilon kisérletsorozatban, altatott patkanyokban, szobalevegd vagy
2,2% CH; tartalmu levegd belélegzése utan, tobb iddpontban vizsgaltuk fotoakusztikus
spektroszkopia (PAS) modszerével (Tuboly és mtsai, 2013). A méréshez alkalmanként 200 mg sulyt
ileum biopsziat, illetve 1 ml vért vettiink, majd a szovetmintat a PAS késziilékhez csatlakoztatott
kiivettaba helyeztiik. A szoveti CHy szinteket a hattér CHy értékével korrigaltuk és ppm (parts-per-
million) egységben fejeztiik ki.
2. Invitro és ex vivo vizsgalatok a NO felszabadulas mérésére
2.1. A kisérleti protokoll, LPS kezelés

Az EPR spektroszkopia vizsgalat dozis-hatds kisérleteihez Escherichia coli 026:B6
szerotipusabol szadrmazo, >500,000 EU/mg aktivitasi LPS-t hasznaltunk. Patkdnyok 6 csoportjat
kiilonb6zé mennyiségii LPS-sel kezeltiik (0,2, 1,3, 2,5, 4,7, 6,3 és 8,5 mg/kg), mig a kontroll csoport
fiziologias sdoldatot kapott. A kezeléseket kdvetden 16 Oraval késébb szovetmintdkat vettiink az

allatokbol.



2.2. EPR spektroszkopia

Az EPR spektrumokat a rovid és hosszu skala tartomanyban, folyékony nitrogén homérsékleten
vettiik fel. Az alapbedllitdsok a rovid tartomanyban a kdvetkezdk voltak: modulécios frekvencia: 100
kHz, mikrohulldmu frekvencia: 9,425 GHz, mikrohullam energia: 8,3 mW, a modulacié amplitaddja:
5 G, erdsités: 200. Az NO—-Hb komplexeket 3300+£200 G értéknél rogzitettiik. A beallitasok a hosszu
tartomanyban a kovetkezok voltak: modulacios frekvencia: 100 kHz, mikrohullamu frekvencia:
9,429 GHz, mikrohulldm energia: 30 mW, a modulacié amplitaddja: 6 G, erdsités: 200. A maj szovet
spektrumat 3200+£500 G értéknél rogzitettiik. A jeleket a nagysaguk meghatarozasaval, illetve az
EPR spektrum kiilonb6z6 komponenseinek kettds integralasaval szamszerusitettiik.
2.3. A NO megkotése

CH, kezelt patkanyokban a vékonybél szoveti vas-kotott NO szintjeit Kozlov moédszerével
vizsgéltuk (Kozlov és mtsai, 2001). Az éllatok az AMS elzérasa el6tt natrium-dietilditiokarbamat
(Na-DETC) és FeSO, oldatokat kaptak (sc injekcioval). A DETC vassal vizben nem oldodo Fe-
DETC komplexeket képez, melyek a NO megkotése utan stabil DETC-Fe-NO komplexeket
alkotnak, igy lehetové téve a NO meghatarozasat képzddésének helyén.
2.4. In vitro vizsgalat a NO felszabadulas vizsgalatara anoxias kornyezetben

Gyorsfagyasztott patkany maj szovetet 1:10 aranyban homogenizaltunk 106 mM KCI, 5 mM
KH,PO,4, 20 mM Tris-HCI és 0,5 mM EDTA tartalmt inkubaciés pufferben. A maj homogenatbol
torténé NO felszabadulast 37°C-on, anoxias koriilmények kozott kemilumineszcencian alapuld
modszerrel mértiik. Az oldat pH értéket 6,0-ra allitottuk be, ezzel ischaemiat €s sulyos acidosist
szimuldlva. A mintdkat 10 percen at tiszta nitrogénnel vagy 2,2% CHga-t tartalmaz6 nitrogén
gazkeverékkel ekvilibraltuk. Ezek utan 4,4 mM NaNO,-t adtunk a mintdhoz, és a NO felszabadulast
valos id6ben, 15 percen at mértiik.
3. Invitro mikrorheologiai vizsgalat

Egészséges human onkéntesektdl szarmazd vénas vért hdrom csoportba osztottunk, majd a vvs
aggregacio és deformabilitds mérések elétt 120 percen at, 37°C-on és folyamatos forgatds mellett
inkubaltuk. Nem kezelt minta szolgalt negativ kontrollként. A mintak fenazin-metoszulfattal (PMS)
120 percen at torténd inkubalasaval valtottunk ki oxidativ stresszt (Rabai és mtsai, 2010). A CH,
kezelt csoportban PMS inkubéci6é utdn a vérminta feletti gazteret 10 percig 2,2% CH, tartalmu,
normoxias légkeverékkel perfundaltuk. A vvs deformabilitast ektacytometridval, mig az aggregacios
készséget fényateresztés elvén alapuld aggregometridval vizsgaltuk. Az elongacids indexet (EI) a vvs
(hossz — szélesség) / (hossz + szélesség) formula alapjan szamitottuk 0,5-50 Pa kozotti, 9 kiilonbozo

nyirderd értéknél meghatarozott diffrakcidos mintdzatbol (Hardeman és mtsai, 1994). Az aggregaciod
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mértékét az aggregacios index segitségével jellemeztiik, melyet egy 10 masodperces mérés
fényintenzitas gorbe alatti teriiletébol szamitottunk.
4. Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai vizsgalatdit GraphPad Prism 5.01 for Windows programmal végeztiik.
Normal eloszlasu adatoknal kétszempontos, ismételt méréses varianciaanalizist és Bonferroni-féle
post-hoc tesztet, mig a nem normal eloszlast adatok esetében a nemparametrikus Kruskal-Wallis
egyutas varianciaanalizist alkalmaztunk Dunn-teszttel kombinalva. A korrelaciok vizsgélatara
Pearson-féle tesztet hasznaltunk (p<0,0001). A median, valamint a 75 és 25 percentilis értékeket

adtuk meg és a szignifikancia szintjét p<0,05-nél allapitottuk meg.

IV. Eredmények

1. A CHj, szallitas kinetikai vizsgalata

A CH,; koncentracié a nem CHjy-termeld allatok artérias vérébol és ileum szovetébol vett
kontroll mintdiban a hattér CH4 szint alatt maradt. Normoxids CHy4 5 percig tartd, 300 ml/perc
sebességli belélegeztetése utdn, az AMS ischaemia végén a keringd arterias vérben jelentdsen
megemelkedett a CH; koncentracio és az ileumban is kisfokii emelkedést tapasztaltunk. A
reperfuzios fazis 10. percében, a 15 perces CHy belélegeztetés végén, az ileum szdvetben is
emelkedett CH, szintet mértiink. A reperfuzid 60. percében (50 perccel a CHy kezelés vége utan),
mar sem a vérben, sem a vérben nem talaltunk jelentés CH4 mennyiséget.
2. A vékonybél permeabilitisa
A vékonybél epithelium barrier funkcidja

A Kkorai reperfuzioban az EP nem valtozott az almitott kontroll allatokban, mig az FD4 plazma
szintje meredeken emelkedett az IR csoportban, az epithelialis barrier funkciojanak gyors romlasat
jelezve. A normoxias CH, kezelés jelentdsen alacsonyabb EP szinteket eredményezett, amely
megorzott interepithelilis kapcsold-strukturdkra utal. A reperfuzid késébbi szakaszaban az EP index
a nem CH, kezelt allatokban is csokkent, a korai fazishoz képest javuld barrier funkciot jelezve. A
CH, kezelt csoportban a korai reperfuzidhoz hasonld valtozasokat figyeltink meg. A kontroll
allatokban az EP index a kiindulasi értéken maradt.
A vékonybél mikrovascularis barrier funkcioja

A reperfuzié korai szakaszaban az almiitott allatokhoz viszonyitva megndvekedett Evans kék
kiaramlast mértiink, azonban statisztikailag szignifikans kiilonbségeket nem taldltunk a csoportok
kozott sem a korai, sem a késoi reperfuzios szakaszban.

Mikro- és makrokeringési valtozasok
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Az AMS elzérésa eldtt mindharom csoportban hasonld vvs sebességet mértiink az ileum serosa
mikroereiben. A reperfuzid 15. percében az IR csoportban a vékonybél mikrokeringése jelentosen
karosodott, ugyanakkor az IR+CH4 csoportban a vvs sebesség nem kiillonbozott az almiitott
kontrolltél, megtartott mikrokeringést jelezve. A reperfuzid 120. percére a csoportok kozotti
kiilonbségek elmosodtak.

Az AMS véraramlasat a kisérletek alatt folyamatosan mértiik. Az IR és IR+CH, csoportokban a
vérkeringés teljes kirekesztését kovetd reperfuzio alatt kiillonbozd reakciokat figyeltiink meg. Az IR
csoportban az AMS véraramlasa jelentésen elmaradt a kiindulési értékektol, ellentétben az almiitott
¢és a CHy kezelt csoportokkal. A CH4 kezelt csoport allataiban az AMS aramlas jelentésen magasabb
volt az IR csoporthoz viszonyitva.

ROS és RNS szintek

A szoveti NTyr szintek a reperfizid 180. percében jelentésen magasabbak voltak az IR
csoportban mint az almiitott kontrollokéi, azonban a CH4 kezelt allatok értékei nem kiilonboztek a
kontrolltol. A O,° szintjében az ileum mintakban a kisérletek elején nem volt kiilonbség a csoportok
kozott, azonban 15 perccel a reperfiizié kezdete utan az IR csoportban mind az almiitott, mind a CHy
kezelt csoport értékeinél magasabb szinteket mértiink.

ET-1 plazma szint

Az ET-1 koncentracid a reperfiizido végén, az IR csoportban jelentésen emelkedett az almiitott
kontrollhoz viszonyitva; a CHy kezelés statisztikailag szignifikans mértékben csokkentette az ET-1
szintet.

Szoveti MPO szint

A polymorphonuclearis (PMN) granulocytak marker enzimének aktivitasa a késdi reperfuzios
fazis végén, mind az IR, mind az IR+CH4 csoportokban statisztikailag szignifikdnsan emelkedett,
akut gyulladasra €s a leukocytak szovetekbe valo kilépésére utalva.

A vékonybél nyalkahartya strukturdlis integritasa

Az almitott kontroll csoportban a villus morfoldgia normalis volt. Ezzel szemben az IR
csoportban altalanos volt a sulyosan karosodott, az epitheliumtol megfosztott, fokozatosan zsugorodo
villusok képe a béllumenben fellelhet6 tormelékkel egyiitt, mig a villus kapillarisokban pangd vvs-ek
voltak lathatoak. A CHs kezelés megdrizte a nyalkahartya integritdsat a lamina propria enyhe
valtozésai és mérsékelt, lelokddott sejtmaradvany képzddése mellett.

Az epithelium felszin strukturdlis allapotanak vizsgéalatira intravitalis CLSEM képeket
rogzitettiink. A kontroll csoportban normal villusokat és intakt epitheliumot figyeltiink meg. Az
almutott allatok folytonos, nem megszakitott epithelium rétegéhez képest 30 perccel a reperfuzid

utan sulyosan karosodott nyalkahartya képe mutatkozott, a villusok felszinén végighuz6do
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epithelium hiannyal. A CHy kezelt csoportban ugyanakkor nem voltak jellemzdéek a szakadas-szerti
karosodasok az epithelium felszinen, és a nem kezelt IR csoporthoz képest szignifikdnsan
alacsonyabb pontszamot jelzett a karosodasi skala.

3. A NO-szint meghatirozasa EPR spektroszkopiaval, exogén spin-csapda molekulik nélkiil

A NO szint endogén csapdazdé molekuldkkal vald vizsgalatihoz EPR spektroszkopiat
alkalmaztunk. Az LPS beaddsa utan 16 6raval a majban dozisfliggé médon megemelkedett a g =
2,075 és g = 2,042 helyzetben talalhatdo komplexek EPR jele, melyek a haemoglobin-kotott NO
(NO—Hb) ¢és vas-kotott NO (NO—Fe) komplexeknek felelnek meg. Ugyanezen allatok vérmintaibol
csupan a g = 2,075 helyzetben taldlhato NO—Hb komplexeket tudtuk kimutatni. A ndvekvé LPS
doézissal jol korrelaltak mind az el6zdleg kalibralt NO—Hb, mind a NO—Fe jelek. Tovabba az NO—Hb
¢s NO—Fe mértéke kozott is erds korrelacio volt.

4, A CH, hatasa a NO felszabadulasra ischaemia alatt

A NO szintet patkany duodenumban ¢és ileumban, kiilséleg bevitt Na-DETC ¢és vassal képzett,
intracellularis NO-Fe-DETC komplexei forméjadban, EPR spektroszkdpidval vizsgaltuk. Az almiitott
kontrollhoz képest a 45 perces ischaemia végén mindkét bélszakaszban magasabb NO szintek
mutatkoztak, bar a kiilonbség nem volt szignifikans. 2,2% CH, tartalmu, normoxias gazkeverék 10
perces belélegzése az ischaemias csoporthoz képest csokkentette a NO szintet. A reperfuzi6 alatt
nem lattunk hasonlo trendet.

Annak megallapitasara, hogy a CHy képes-e anoxias szovetekben befolyasolni a NO; -bol
torténd NO felszabadulast, maj homogenatot inkubaltunk tiszta N, gazzal vagy 2,2% CHy tartalmu
N2 keverékkel. A NO termelés csokkent CHy jelenlétésben, a NaNO; hozzaadasa utani 10. perct6l
kezdve szignifikans kiilonbséget mutatva a csupan Nj atmoszféraban inkubalt csoporthoz képest.

5. A CH, hatasa teljes vér mikrorheologiai tulajdonsagaira

Human teljes vérbdl szarmazd erythrocytdk deformabilitasat 1ézerfény segitségével mitkodo
optikai rotacios modszerrel vizsgaltuk. A vért in vitro PMS oxidaloszerrel kezelve, az alacsony és
kdzepes nyirderénél a nem kezelt kontrollhoz képest jelentdsen csokkent elongacids index értékeket
mértiink. Az oxidativ stressz utan alkalmazott CHy kezelés részlegesen visszaforditotta a vvt-k
megnovekedett rigiditasat kdzepes nyirderoknél vizsgalva. Az in vitro oxidativ stressz novelte az
erythrocytak aggregabilitasat a kontroll csoporthoz képest. CH, alkalmazasa utan ugyanakkor ezek

az értékek szignifikdns mértékben, a kezeletlen kontroll mintak szintjére csokkentek.
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V.

Megbeszélés

A hatékony kezelések kulcsa a hatds mechanizmusanak megismerése €s az ekdzben megszerzett
tudas egy adott molekula élettani szerepét is tisztdzhatja. A jelen munkdban a CH, alapu terapia
hatékonysagat vizsgaltuk az oxido-reduktiv stressz kisallat modelljében, majd egy masodik 1épésben,
in vitro vizsgalatokban tettiink kisérletet a lehetséges hatasmechanizmus felvazolasara.
1. Azinvivo CHjy szallitas kinetikajanak vizsgalata

A NO vagy a H,S endogén felszabadulasanak fokozasa prekurzor vegyiiletek bejuttatasaval vagy
a termel6 enzimek serkentésével is lehetséges (Szczesny és mtsai, 2014; Gero és mtsai, 2016). A CH,
esetében azonban jelenleg a molekula kdzvetlen bejuttatdsa az egyetlen lehetséges mod a hatasok
megismerésére. Vizsgalatainkban normoxias, mesterséges, 21% oxigént 2,2% metant tartalmazé
légkeveréket alkalmaztunk. A CHj, oldékonysaga a lipid fazisban joval magasabb, a tiidét az
alveolusok és az endothelium ko6zotti vékony szovetréteg alkalmassa teszi a CHy vérbe vald oldasara,
a molekula apolédros tulajdonsdga miatt a gdz nagy részét a vvs-ek és a lipoproteinek szallitjak.
Megvizsgaltuk, hogy az in vivo kisérletekben az altalunk alkalmazott belélegeztetési modszer alatt és
utan miként valtozik a szoveti €s vérben mérhetd CHa szint. Igazoltuk, hogy a révid CHg
belélegeztetés is jelentds mennyiségi CHs-t oldott a vérben. Amint a vérkeringés tUjraindult a
szOvetben, a gaz szintje jelentdsen megndtt, de az inhaldci6 befejezése utan 50 perccel mar nem volt
CH, a szovetekben. Mindezek alapjan feltételezhetjiik, hogy a reperfiizio alatt a szisztémas vér CHa
tartalma azonnal elkezd kiegyenlitddni az elézoéleg ischaemias szovetével, ezaltal is csokkentve az
1d6t, amig a gz a sejtekhez jut. Mivel mar az ischaemia alatt is a CHy szint enyhe emelkedése volt
mérhetd a vékonybélben — valoszinilileg a molekula minden irdnyba valo terjedése miatt — a nem
polaros CHs molekula keringés nélkiil is el tud jutni a szovetekbe, hatdsat mély hypoxia alatt is
kifejtve.
2. Az exogén CH, bioaktivitasa a vékonybélben

A vékonybél igen érzékeny a hypoxidra, a gasztrointesztinalis keringés-atrendez8dések esetén a
legsériilékenyebb szervek egyike (Vajda és mtsai, 2004), igy ekkor a milieu interieur és a lumen
kozotti 1étfontossagl fizikai €s immunologiai hatéarfeliilet gyorsan karosodik. A CH4 gyulladasgatlo
tulajdonsagait mar vizsgaltak vékonybél IR-ban (Boros és mtsai, 2012), a jelen vizsgalatokban a
folyamat egyik Kulcs-tényezdjét, a nyalkahartya barrier funkcidjat kivantuk megismerni.
Eredményeink bizonyitjdk, hogy mar rovid, 15 percig tartd normoxids CH, belélegeztetés is
eredményesen befolyasolja a mucosa permeabilitds epithelialis komponensét, €és hatékonyan
megeldzi a barrier megsziinését a korai reperfiizié szakaszaban.

A 4 kDa molekulatomegli FITC-dextrannal a paracellularis permeabilitast vizsgaltuk, melyet

foként a TJ molekuldk szabalyoznak (Szabo és mtsai, 2006). A TJ zéart konformécioban tartasa
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energiaigényes folyamat, igy a csokkend cellularis ATP szint ndvekvd permeabilitassal jar
(Wattanasirichaigoon és mtsai, 1999). A CH,4 elméletileg gatolhatja a TJ megnyilasat a sejtmembran
fluiditasanak kozvetlen befolyasoldsaval vagy az intracellularis ATP szint megdrzésével, tovabba
hathat indirekt uton, példaul NO-fiiggd mechanizmussal. A szoveti NTyr szint csokkenése valoban
azt sejteti, hogy a CH; a NO-nak a mitokondrialis ETS-re gyakorolt gatldo hatasat akadalyozva
javithatja az epithelium barrier funkciot (Brown, 2001). A NO gatlas kiesése kovetkezésképp noveli
az ATP termelést a reperfuzido kezdetén, igy segitve hozza a sejteket megfeleléen magas
energiaszinthez, amely mar elég a TJ molekuldk zar konformacioban tartdsahoz.

A javuld barrier funkciéval parhuzamosan mind a hagyomanyos, mint az in vivo szdvettani
vizsgalat a nyalkahartya lumenhez legkozelebb esd részének megdrzott szoveti felépitését mutatta.
Az epithelialis permeabilitds mérséklédése CHy kezelés utan csokkent ROS és RNS termeléssel és
ET-1 szinttel jart egyiitt. A CH, belélegeztetés javitotta tovabba a serosa mikrokeringését és az AMS
aramlast is, valosziniileg serkentve ezaltal az O, eljutdsat a sejtekhez és a mitokondrialis oxidativ
foszforilaciot. A CHa kezelt csoport normalizalodd ET-1 plazma szintje jelezheti a lokélisan javulo
keringést, valamint a csokkent gyulladasos aktivaciot is.

A reperfuzié kés6bbi szakaszaban az ileum epithelialis barrier mar részlegesen helyreallt, de
adataink alapjan a véraramlds és az O, ellatds helyreéllitasanak elsd pillanataiban az endogén
védelmi mechanizmusok nem tudjdk azonnal szabalyozni és ellenstilyozni a kéarositdo hatasokat. A
terapias beavatkozasoknak ezeket a korai lépéseket kell megcéloznia, hogy a barrier karosodas
hosszu tava és tavoli kovetkezményeit megeldzhessiik. Eredményeink alapjan a CH,4 alkalmas erre a
célra.

A CHj hatasa az IR kivaltotta vascularis permeabilitas valtozasokra kevésbé vilagos, mivel a
keringd endothelialis jelzémolekula kilépése a szovetekbe nem fokozodott, ezért tovabbi mérések
sziikségesek a CH4 mikroér permeabilitasra gyakorolt hatdsanak kozvetlen vizsgalatahoz.

3. A NO meghatarozasa biolégiai mintakban

Feltételezhettiik, hogy a CH, 4tmenetileg felhalmozddhat membran feliiletek kornyezetében, és a
mas gazokkal (pl. NO) val6 egyenstly eltolodasa enzim-fliiggd folyamatokat, végiil a mitokondrium
funkciét is befolyasolhatja. Bar a NO ¢lettani és korélettani szerepérdl is sok informacioval
rendelkeziink, bioldgiai mintakban nehezen mérhetd maganak a molekuldnak a pillanatnyi szintje.
Jelenleg az EPR spektroszkopia a leginkabb alkalmas modszer a NO kdzvetlen mérésére, a modszer
specifikus a NO exogén spincsapdakkal (pl. Na-DETC ¢és FeSO,) alkotott komplexeire. Sajnélatos
modon e vegyiiletek mérgezdk, tovabba mivel affinitasuk igen magas, megzavarhatjak az endogén
NO-t hasznositd jelatviteli utakat is. Lehetséges alternativa az endogén NO koté molekulak

felhasznalasa erre a célra. Az intracellularisan képz6dé NO vas ionokkal reagalva dinitrosyl-vas
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komplexeket (NO—Fe) képez (Sergent és mtsai, 2005). Ezzel szemben, az érrendszerben a NO
mononitrosyl-haemoglobin komplexeket (NO—Hb) alkot (Gow és mtsai, 1998). Mivel a vérben
nincsenek Fe®* ionok, a két jel az EPR spektrum g = 2.075 és g = 2.042 pozicidiban specifikus a
NO-Hb illetve NO-Fe komplexekre.

Intakt, nem kezelt, fagyasztott szovetmintakban kimutattuk, hogy az LPS kezelés a m4jban mind
az intracellularis, mind az intravascularis térben dézisfiiggd modon novelte a NO szintet, a
szisztémas keringésben pedig a NO—-HD szintet. A természetesen el6forduld komplexekben mért NO
koncentracié lényegesen alacsonyabbnak bizonyult a specifikus NO csapda vas-dietiltiokarbamattal
intracelluarisan mért és az irodalomban korabban k6zolt szintekhez képest (Kozlov és mtsai, 2005).
Kovetkeztetésiink szerint az intracellularisan képz6dd NO-nak csupan egy része esik NO-Fe
komplexként csapdaba, a tobblet NO pedig az intracellularis jelatviteli utakban vesz részt, vagy a
vérbe diffundal (Kozlov és mtsai, 2001).

4. A CHj és a NO-fiiggo nitrozativ stressz kozotti kolcsonhatas

A NO kétélt kard a biologidban. Nanomolos koncentracioban vazorelaxans és antiadheziv,
azonban mikromolos mennyiségben reverzibilis moédon gatolja a mitokondrialis 1égzést (Cooper és
mtsai, 2007; Cooper és mtsai, 2008). Az ischaemia alatt megemelkedett NO szintet az EPR
spektroszkopiaval nyert adatok jelzik, CH4 kezeléssel azonban csokkentheté a NO taltermelés.
Fontos megjegyezni, hogy NTyr szint emelkedést észleltiink a bélszovetben, ami a ONOO molekula
indikatora, utobbi O,°*" és NO reakcidjaként képz6dik. A ONOO az ETS fehérjéit nem-specifikusan
nitralva tovabbi, nem-reverzibilis gatlast okoz az oxidativ foszforilacioban (Brown és mtsai, 2004).

A hypoxia alatt felszabadulé NO forrasa a NO, , melyet foként enzimatikus reakciok és Kis
molekuldk redukéalnak savas pH mellett NO-va. Kordbbiakban kimutattuk, hogy normoxias
kortilmények kozott a CHy gatolja a XOR enzimet. Ennek a hatasnak jelentds szerepe lehet a ROS-
indukalt kdrosodés csokkentésében a reperfuzid alatt, amikor a XO az egyik f6 ROS termeld enzim.
Ugyanez az enzim ugyanakkor NO, reduktazként is mitkddhet hypoxia és alacsony pH értékek
mellett, mely feltételek ischaemia alatt teljesiilnek.

Mindezeket megfontolva célkitlizésiink szerint valds idoben mértiink NO felszabadulast anoxias
koriilmények kozott maj homogenatbol in vitro, ischaemias szovetet modellezve. NaNO,, mint NO
forrds hozzdadésa utdn az anoxids CHj keverékkel inkubdlt mintdkban a NO termelés iiteme
jelentdsen kisebb volt, mint a csupan nitrogén légkor alatt tartottaké. Az endogén XOR szintek a
majban ¢s a vékonybélben hasonléan magasak. Kovetkezésképpen feltételezhetjiik, hogy a CH,4 XO-
ra gyakorolt szabalyz6 hatdsa hozzdjarul a vékonybélben mérhetd csokkent NO szinthez, azonban

mas mechanizmusok sem zarhatok ki teljes bizonyossaggal.
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Osszefoglalva, bizonyitottuk, hogy a megndvekedett CH, bevitel csokkenti a NO termelést és
NTyr szinteket hypoxids szervekben ¢és szdveti homogenizatumokban anoxia alatt. Latszolag
ellentmondds van a hypoxia/anoxia alatt csokkent NO termelés és a reperfuzid alatt javuld
mikrokeringés kozott, de a NO maximalis vazodilatativ hatdsdnak eléréséhez joval kevesebb NO
sziikséges, mint a citokrém c oxidaz gatlasdhoz.

5. A CHj kozvetlen hatasa az erythrocyta deformabilitasra

A szoveti NTyr szint a megemelkedett ONOO koncentracidoval Osszefliggd protein nitracio
indikatora. ONOO a membran lipidek peroxidacidjanak potens kivaltoja (Hogg és mtsai, 1999), és az
IR-val 0Osszefiiggd lipid peroxidacid szamos szovetben (Dobretsov és mtsai, 1977) ¢és
erythrocytdkban is csOkkenti a membran fluiditast (Watanabe és mitsai, 1990). A vvs
alakvaltozasaihoz a citoszkeleton és a membran is hozzajarul (Reinhart, 2001). A lipid peroxidacio
megszakitja a kapcsolatot a két komponens kozott (Mohandas és mtsai, 1993), a vvs deformabilitast
¢s aggregaciot is karosan befolydsolva (Kayar és mtsai, 2001). Brath és munkatarsai patkany
mesenterialis ischaemia utan, a korai reperfuzié alatt csokkent vvs deformabilitasra és
megnovekedett aggregacios készségre utalo adatokat kozoltek (Brath és mtsai, 2010). Mivel az
erythrocytdk kb. 25%-kal nagyobbak, mint az atlagos kapillaris atméré, a vvs deformabilitas
elengedhetetlen az egészséges mikrokeringéshez (Reinhart és mitsai, 1985; Baskurt és mtsai, 2003).

Erre a hattérre alapozva gyljtottiink intravitdlis adatokat az IR alatt kdrosodott vékonybél
mikrokeringésrél. A CHy belélegeztetés javuld serosa mikrokeringéssel jart, és a kezelés az AMS
véraramlast is javitotta. Feltételeztiik, hogy a CH4 képes befolyasolni a vvs deformabilitdst melyek
igy szabadon haladhatnak keresztiil a mikroereken. In vitro mikrorheologiai vizsgalatban, human
teljes vérrel, vazoaktiv metabolitok zavard hatdsa nélkiil bizonyitottuk, hogy a lipid peroxidacid
csokkenti a vvs elongaciot és noveli az aggregaciot. Normoxids CHy kezelés utdn kdzepes nyirderdk
mellett javult a vvs deformabilitas, tovabba a CHy javitotta az aggreagacios paramétereket 1s. Mindez
alatamasztja a CHs kozvetlen hatdsat a membran fluiditasra és/vagy a membran-citoszkeleton

junkciokra.
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VI. A tézis fontosabb megallapitasai

Az exogén CH, alkalmazasaval végzett vizsgdlatok megerdsitették a korabbi eredményeket a
molekula gyulladasgatld hatasardl és adatokat szolgaltattak a CH4 hatdsmechanizmusanak tovabbi

részleteir6l.

1. A CHj a tiidébdl a keringéssel gyorsan a vékonybélbe jut. Patkdnyokban 2,2% CH, tartalmu
normoxias levegd belélegzése utan a vér CHy tartalma a kiindulasi érték mintegy 2-3-szorosara
novekszik, mely elegendd a ROS és RNS termelddés mérsékléséhez.

2. A vékonybél IR mikrokeringési ¢€s strukturalis karosodasa megemelkedett epithelialis
permeabilitassal jar. Normoxids CHjs belélegzése hatékonyan gatolta a permeabilitas
novekedését, megorizte a mucosa strukturalis épségét és mérsékelte a gyulladas biokémiai jeleit
a korai reperfuzid soran. Az adatok igazoljak a CHy bioaktivitasat és az exogén CHy
gyulladascsokkentd, nydlkahdrtya-védd hatdsat IR alatt.

3. Uj, nem toxikus, exogén spincsapda-mentes, EPR spektroszképos modszert dolgoztunk ki NO
mérésére. A modszert ugyanazon szovetbiopszidban torténd intra- és extracellularis NO
meghatdrozasra is validaltuk.

4. EPR spektroszkopiaval csokkent NO szintet mutattunk ki vékonybél szdvetben in vivo
normoxias CHy kezelés utan, valamint in vitro, anoxias majszovetben CHy inkubacié utan.
Osszességében ezen eredmények igazoljak, hogy exogén CHy alkalmazisa csokkenti az
ischaemids szovet NO szintjét.

5. In vitro szimulalt oxidativ stressz alatt a CHy javitja a vorosvérsejtek deformabilitasat, mely
ezaltal hozzdjarulhat a mesenterialis mikrokeringés hatékonysaganak javulasahoz ischaemiat

kovetben.
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VII.

Koszonetnyilvanitas

Oszinte halaval tartozom Boros Mihély Professzor Urnak, témavezetémnek és mentoromnak
folyamatos tamogatasaért és tiirelméért a Sebészeti Mutéttani Intézetben toltdtt éveim alatt.
Stimulaléd irdnymutatasa, optimista hozzaallasa és az altala megteremtett, 6vo 1égkor tette lehetove,

hogy fejlédjek és kovessem a kivancsisdgomat.

Megkiilonboztetett koszonetemet fejezem ki Andrey V. Kozlov egyetemi docens Urnak, bécsi
témavezetOmnek biztatasaért, elméleti és gyakorlati tanacsaiért. Alapos tudasa nélkiilozhetetlen volt

e dolgozat elkésziiltéhez.

Koszondm Kaszaki Jozsef egyetemi docens Ur segitségét és gyakorlati tanicsait a
mindennapokban. Halas vagyok Varga Gabricllanak és Fazekas Borbalanak, tudomanyos diakkori
témavezetdimnek segitséglikért az egyetemi éveim alatt és utan. Kiilon kdszondm Szabd Andrea
egyetemi docens Asszony mindig professzionalis, barati €s rendkiviil hasznos tanacsait. K6szonom
Biiki Tamasnak ¢és Horvath Kittinek, hogy 2008 szeptemberében elvittek a Sebészeti Miitéttani
Intézetbe. Akkor kezd6dott minden.

Elismeréssel tartozom Adelheid Weidingernek értékes tamogatasaért és segitéséért. Koszonom
Sergiu D. Dumitrescunak, a nagyszer(i baratnak és kivald kolléganak, hogy mellettem volt nehéz

idokben és az Onfeledt pillanatokban egyarant.

Rendkiviili halaval tartozom Heinz Redl és Soheyl Bahrami Professzor Uraknak, a Ludwig
Boltzmann Kisérletes és Klinikai Traumatologiai Intézet igazgatdjanak ¢és igazgatohelyettesének,
Marcin F. Osuchowskinak ¢és Peter Dungelnek bécsi munkdm folyamatos ¢és nagyvonali
tamogatasaért.

Nagyon koszonom Tretter Laszlo Professzor Urnak és munkacsoportjanak, hogy belém oltottak
a mitokondriumok csodélatos vilaganak szeretetét.

Ez a munka nem j6hetett volna létre munkatarsaimnak, az egylittmiikodo kutatoknak és az SZTE
AOK Sebészeti Miitéttani Intézet, a Ludwig Boltzmann Kisérletes és Klinikai Traumatolégiai Intézet
(Bécs) és a PTE AOK 1. sz. Belgyogyaszati Klinika dolgozoinak erdfeszitései nélkiil. Kiilon
koszonom Stefan Puchner €s Tanja Stogerer szakképzett segitségét.

Végiil, legfontosabbként, koszondm sziileimnek és csaladomnak sohasem muld batoritasat és
bizalmat. Céljaimat sosem érhettem volna el egy ilyen erds hattér nélkiil.

A dolgozat az Orszdgos Tudomanyos Kutatasi Alapprogramok OTKA K104656 valamint a Nemzeti
Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Hivatal NKFI K120232 és GINOP-2.3.2-15-2016-00015

palydzatainak tamogatdsdaval késziilt el.
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