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1. BEVEZETES
1.1. A gaztranszmitterek és a metdn

A biologiailag aktiv gazok koziil a nitrogén monoxid (NO), a kénhidrogén (Hz2S)
¢s a szénmonoxid (CO) fontos szabalyozé szerepet tolt be a szervezet kiilsé vagy belsd
hatasokra bekdvetkezd valaszreakcidinak kozvetitésében. Ezeket az egyszerli kémiai
szerkezetli, in vivo &ltalanosan jelenlevd, élettani koriilmények kozott hatékony
molekuldkat géaz-transzmittereknek nevezziik. Az eldbbi jellegzetességek mellett
tovabbi hat kritérium megléte alapjan definidlhatok. A gaz-transzmitterek (1) kis
gazmolekulak, (2) membranokon at szabadon kozlekednek, (3) emlds sejtekben
endogén Uton, enzimatikusan képzddnek, (4) specifikus élettani funkciojuk van, (5)
hatasuk utdnozhaté exogén forrasbdl szarmazo megfeleldjlikkel és (6) meghatarozott
sejtes és molekularis célpontjaik vannak (Wang és mtsai. 2014). A metan (CHy) a
legegyszeriibb, mindeniitt  kimutathatd  gdzmolekula, mely az emlds
emésztorendszerben szénhidratok erjedésekor képzddik. Az anaerob, biotikus
metanogenezis soran metanogén mikroorganizmusok (Archea torzsek) széndioxidot és
hidrogént redukalnak metanna metil coenzim M reduktdz enzim segitségével (Eckburg
¢s mtsai. 2005). A metan korabbiakban megismert tulajdonsagai nem felelnek meg a
fenti gaz-transzmitter kritériumok mindegyikének, ugyanakkor az utdbbi években
szamos tanulmany igazolta a gaz bioaktivitasat. Kimutattdk, hogy exogén 2,5 v/v%-0s
normoxias CHy-levegd keverék belélegeztetése csokkenti a bél okkluziv ischemia-
reperfuzios (I-R) karosodasait (Boros €s mtsai. 2012), majd ezt kvetden az antioxidans
¢s antiapoptotikus hatdsokat tobb in vitro és in vivo kisérleti kornyezetben is
bizonyitottak (Li és mtsai., 2019; Ye és mtsai. 2015; Chen és mtsai. 2016; Liu és mtsai.
2016). A hatdsmechanizmus vizsgalata soran igazoltak a reaktiv oxigéngyokok (ROS)
de a gyulladasos kaszkadra gyakorolt dsszetett hatds minden részletében ma még nem

ismert (Mészaros és mtsai. 2017).
1.2. Perioperativ gyulladdsos reakcio a szivsebészetben

A szivsebészeti betegek perioperativ elldtdsa sordn tobb alkalommal, tobb
helyzetben és tobb nem vart esemény kovetkeztében alakulhat ki lokalis vagy
szisztémas gyulladasos valasz. Ezek koziil kiilonds jelentdségli a perikardialis
tamponad sordn kialakul6d keringési zavar és kardiogén shock (Seferovi¢ és mtsai.
2006). E korallapotban keringési redisztribucid, regionalis hipoperfuzio és sokszervi

mikrokeringési zavar mutathato ki, leginkdbb a zsigeri szervekben, kiilondsen a vese és



a bélrendszer teriiletén (Kaszaki és mtsai. 1989). A hipoperfuzid és a szoveti hipoxia
kovetkeztében gyulladésos kaszkadok - tobbek kozott a komplement és a bradikinin-
kallikrein rendszerek aktivalédnak. A kovetkezményes citokin felszabadulas fokozott

crer

ROS képzddés és szoveti karosodas alakul ki.

Klinikai problémat jelent a szivsebészeti miitétek egy részénél sziikségszertien
hasznalt extrakorporalis keringés (ECC) is, melynek szovoédményeként szisztémas
gyulladésos valaszreakcio (SIRS) alakulhat ki (Day és mtsai. 2005; Millar és mtsai.
2016). E folyamat kialakuladsadban Kkitiintetett szerepet jatszik a véralvadasi kaszkad
idegen feliileten torténd kontakt aktivacioja. Ennek sordn - az ECC beinditasdhoz
kotelezden alkalmazott heparinos véralvadasgatlas miatt - nem képzddik thrombus,
azonban a koagulacios kaszkad aktivaciojanak elsé fazisa bekdvetkezik, s igy a
komplement rendszer mellett leukocytdk, thrombocytdk és az érendothel sejtek
aktivalodnak (Millar és mtsai. 2016). Ha ezek a komplex proinflammacios folyamatok
kiterjednek és kontrollalatlannd valnak, pl. hosszantartdé cardiopulmonalis bypass
(CPB) esetében, akkor a SIRS vitélis fontossagu szerveket is érinthet és a szeptikus

shockhoz hasonlo szdveti €s szervi kdrosodas 1éphet fel.
1.3. Perikaridalis tampondd és CPB kisérletes modellek

A kardiogén shock kovetkezményeit a korabbiakban szamos nagyallat
modellben vizsgaltak (Lluch és mtsai. 1969), és az egyik legalkalmasabb modszernek
a perikaridalis tamponad létrehozasa bizonyult (Starr és mtsai. 1982). E beavatkozéasok
sordn thoracotomias feltarasbol torténik a a pericardium kaniil bevezetése, amelyen
keresztiil a tamponad fiziologias sooldat feltdltésével kivalthato. Kutatocsoportunk is
bizonyitotta, hogy a perikaridalis tamponad modell alkalmas a kardiogén shock okozta
keringési zavarok korélettananak tanulmanyozasara (Kaszaki és mtsai. 1989). A
tamponad standard modelljeiben azonban thoracotomiat kell alkalmazni, aminek
szamos technikai hatrdnya van és a beavatkozds szovodményei miatt a kisérletes

eredmények is gyakran megkérddjelezhetdk.

Az ECC technoldgiai fejlesztési igényei mellett az alapvetd korélettani
problémak tanulméanyozésa is jol hasznéalhatd, klinikailag relevans, stabil
allatmodelleket igényel. Az irodalombdl ismert, hogy ECC ragcsalokban is
létrehozhatd (Fujii és mtsai. 2015), azonban e mddszer sebészi elokészitése és
kivitelezése komoly technikai és manudlis kihivést jelent és az eredmények emberi

transzlacidja is kérdéses. Jelenleg az ECC kisérleti modelljeként tobbnyire sertést és



kutyat hasznalnak, de teheneket €s juhokat is alkalmaztak (Jungwirth és mtsai. 2010).
Altalanos probléma, hogy a CBP komponensek magas miikodési koltségei miatt in vivo
ECC tanulméanyok csak néhany kutatointézetben végezhetdk, a nagyallat modellek
létrehozasahoz a human miitéi kornyezet és teljes korli operativ-technikai hattér

sziikséges.
2. CELKITUZESEK

A szivsebészeti perioperativ ellatas soran bekovetkezd gyulladdsos reakciok
befolyésolasa kihivast és megoldasra var6 feladatot jelent. Fontosnak tartottuk olyan
adjuvans  terapidk kisérletes kidolgozasat, amelyekkel e szovédmények
befolyasolhatok. Vizsgalataink els6 célja olyan in vivo allatmodelleket kialakitasa volt,

melyek standardizalt koriilmények kozott alkalmasak lehetnek e szivsebészeti klinikai

crer

1. A jelenleg alkalmazott perikardidlis tamponad modelleknek tobb hatranyuk van. A
szivtamponad kialakitdsdhoz sziikséges thoracotomia romld tlidéfunkciot
eredményez, a nagy sebfelszin vérzéses szovodményekhez vezethet €s nagy esélye
van mas, tovabbi szovetkarosodasnak is. Célunk egy olyan perikardialis tamponad
allatmodell kidolgozasa volt, amelyben a thoracotomia kikiiszobolhetd, az allapot
jol kontrollalhato, ¢és alkalmazasakor klinikailag relevans képet alakithatunk ki.

2. Masodik célunk az ECC altal kivaltott hemodinamikai és mikrokeringési hatasokat
tanulmanyozésa volt, egy klinikailag relevans nagyallat modellben.

3. Korédbbi vizsgalatok igazoltdk a CHa gyulladdscsokkentd hatasait, az oxido-
tulajdonsagai potencialisan alkalmassa teszik terapids alkalmazasat a szivsebészeti
gyakorlatban. Kovetkezd célunk tehat az volt, hogy megvizsgaljuk a CHa
belélegeztetés hatasat a perikardidlis tamponad soran kialakuld bélrendszeri
szovédményekre, splanchnikus I-R esetén, altatott sertéseken.

4. Célul thztik ki a CHs4 kezelés hatdsanak vizsgalatat az ECC kovetkeztében
kialakulé gyulladdsos valaszra. Ezen tilmenden célunk annak a kérdésnek a
megvalaszolasa volt, hogy belé¢legzett CH4 alkalmazasaval befolydsolhato-e a CPB
soran kialakuld vesefunkcids kéarosodas. Ezeket a vizsgalatokat altatott
torpesertéseken végeztiik, amelyeken centralis kantilalassal hoztunk 1étre CPB-t és

a CHy-t az oxigenator gazaramlasadhoz kevertiik.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Kisérleti allatok

A kisérleteket 28 db (az elsd vizsgalat-sorozatban n=18, mig a masodikban
n=10) atlagos testtomegii (4548 kg) altatott, I¢legeztetett him, vietnami térpesertéseken
végeztik, az EU 2010/63 iranyelveknek megfeleléen és a Szegedi Tudomanyegyetem
Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga jovahagyasaval (engedély szama: V/148/2013).

3.2. Anaesthesia és hemodinamikai monitorozas

Az anesztéziat ketamin (20 mg/ttkg) és xylazin (2 mg/ttkg) kombinécidjaval
indukaltuk, majd a fenntartds propofol (6 mg/kg/h), midazolam (1,2 mg/kg/h) és
fentanyl (0,02 mg/kg/h) infizioval tortént. Az izomrelaxacidt pipercuronium egyszeri
dozisaval (4 mg) értiik el. Endotrachelis intubalast kovetden mesterséges 1élegeztetést
alkalmaztunk, amelynek soran a 1égzési térfogatot (9+2 ml/kg) és a légzésszdmot ugy
allitottuk be, hogy a PaCO; 35 és 45 Hgmm koz¢ essen. Az allatok testhdmérsékletét
36-37°C-on tartottuk, és volumen fenntart6 infuziét adtunk 10 mL/kg/hr sebességgel.
Kipreparaltuk a véna jugularist, vénas nyomasmérés, vérminta vétel és infizio beadas
céljabol. Az arteria femoralisba perctérfogat mérésére alkalmas PiCCO termodilticios
nyomasmérd katétert helyeztiink (PiCCO Catheters; PULSION Medical Systems,
Feldkirchen, Germany). Median laparotomiabol a terminalis ileumhoz futd arteria
mesenterica agat preparaltunk és koré ultrahangos aramlasmérd fejet helyeztiink fel
(Transonic Systems Inc., Ithaca, NY, USA). A 2. tanulmany egyedei esetében az arteria
renalist is preparaltuk, amelyre szintén ultrahangos dramlasmérd fejet helyeztiink. Az
allatok a kisérlet soran folyamatos invaziv hemodinamikai monitorozas alatt alltak, 30

percenként vérgdz analizist végeztiink.
3.3. Tovabbi sebészi beavatkozas és kisérleti protokoll az 1. tanulmanyban

Az allatokat 3 kisérleti csoportba osztottuk. Az 1. csoport (almiitdtt, n=6)
kontrollként szolgalt, itt nem hoztunk létre tamponddot. Mindharom csoportban median
laparotomidn keresztiil a rekeszen ejtett kb 3 cm-es metszésen at a pericardiumba
pledgetes dohanyzacskooltéssel vékony kaniilt rogzitettiink. A PT soran az artérias
kozépnyomas értékeit (MAP) 40 és 45 Hgmm kozott tartottuk az allatokbol nyert,
alvadasban gatolt sajat vérrel. A tampondd 60 percig tartott, majd a folyadék
lebocsatasat kovetden az allatokat tovabbi 180 percig obszervaltuk. A 3. csoport allatait
a tamponad utolsé 5 percében és a tamponad felolddsa utani tovabbi 10 percben 2.5 v/v

% normoxias CHy-legevo keverékével I¢legeztettiink (Linde Gas, Hungary). A centralis



vénas nyomast (CVP), arteria mesenterica 4g aramlasat, a MAP, a perctérfogatot (CO),
a szivfrekvenciat (HR) értékeit regisztraltuk. A  vékonybél nyalkahartya
mikrokeringését ¢és nyalkahartya kéarosodas mértékét tamponad kezdete eldtti 0.
percben, a tampondad oldasa utani 30. percben ¢€s a kisérlet 240. percében regisztraltuk.
A kisérletek végén biopsziat vettiink az ileumbol a leukocyta akkumulécio és a hizosejt

degranulacié mértékének meghatarozasara.
3.4. Tovabbi sebészi beavatkozas és kisérleti protokoll a 2. tanulmdnyban

Az allatok 1. csoportja (n=5) kontrollként szolgalt, a 2. csoport (n=5), CH4
kezelést kapott. Mindkét csoportban median sternotomiat végeztiink, a pericardiumot
(ACT>500 sec) kontrollt kovetéen dohanyzacskd Oltéseket helyeztliink az aorta
ascendensbe ¢és a jobb pitvari flilcsébe, majd standard kaniilalast végeztiink. Aorta
lefogés nem tortént. Hemodinamikai méréseket kovetden a CPB-t elinditottuk, majd a
1égzést megallitottuk. A CPB-t 60 percig tartottuk fel, majd leallitasat kovetden tovabbi
120 percig monitoroztunk. A kontroll csoport allatai standard levegd-oxigén keveréket
kaptak, a metan kezelt allatok a CPB teljes id6tartama alatt 2,5 v/v %-0s normoxias
CHy-levegd oxigén keveréket (1 I/min aramléssal) kaptak a CPB oxigenatorba. A
vérben 1évé metan koncentracidt kozel-infravords lézer alapu fotoakusztikus
spektroszkoppal monitoroztuk. A CPB utdni idészakban a hemodinamikai stabilitast
(MAP > 60 Hgmm) folyamatos iv. folyadékpotlassal tartottuk fenn, tovabba a
szisztémads vaszkularis rezisztenciat sziikség szerint noradrenalin (0,05-0,35 pg/kg/h)

perfuzioval biztositottuk.
3.5. A mikrokeringés in vivo monitorozdsa

A vékonybél nyalkahartya mikrokeringésének vizsgalata orthogonalis
polarizacios spektralis (OPS) technikaval tortént (Cytoscan A/R, Cytometrics, USA),
analizdld szoftver segitségével (IVM Pictron, Budapest) meghataroztuk a

vorosvértestek atlagos aramlési sebességét (RBCV; um/s).
3.6. A szovetkdrosodas in vivo vizsgdlata

A termindlis ileum nyalkahartya karosodds mértékét in vivo szdvettani
vizsgalomodszerrel, konfokalis 1ézer pasztazo endomikroszkop (CLSEM) segitségével
hataroztuk meg (Fivel, Optiscan Pty. Ltd., Australia). A nyalkahartya szerkezeti

valtozasait akridin orange fluoreszcens festék felszini alkalmazasa utan vizsgaltuk.



3.7. A teljes vér szuperoxid gyok produkcio és a szoveti leukocyta akkumuldacio
meghatdrozdsa
A vér szabadgyok termeld kapacitasdit Zimmermann kemiluminometrids

mieloperoxiddz (MPO) enzim aktivitdsa alapjan hataroztuk meg (Kubler és mtsai.
1996).

3.8. A xanthin oxidoreduktaz (XOR) aktivitis mérése

A XOR aktivitast a szoveti homogenizatum feliilusz6jabol Beckman (1989)

modszerével mértiik fluorometrids kinetikus assay segitségével.

3.9. Fehérvérsejt infiltracio és hizosejt aktivacio meghatdrozdsa szovettani

vizsgalattal

Az ileumbol vett szovetmintdt hematoxilin-eozinnal (HE) festettilk, a
nyalkahartyat infiltral6é leukocitdk szdmlaldsa metszetenként legalabb 20 latotérben
tortént 400x-os nagyitason. A bélbiopszids mintdkat Carnoy fixaldszerbe helyeztiik és
HE, savas toluidin kék (pH 0,5) vagy alcian kék-safranin O-val (pH 0,4) festettiik. A
pozitivan festett hizosejteket 20 villus-kripta egységii villusban szamoltuk 400X optikai
nagyitéassal.

3.10. A vér CH, tartalmanak meghatdrozdsa

A vér exogén CHy jelenlétének bizonyitasara kozel-infravords 1ézer alapu
fotoakusztikus spektroszképot hasznaltunk (Tuboly és mtsai. 2013). A CH4 értékeit a
hattérszintekkel korrigaltuk és ppm-ben fejeztiik ki.

3.11. Statisztikai analizis

A csoporton beliili eltéréseket Friedman probaval vizsgaltuk, ezen beliil a
kontroll értéktdl vald eltérést Dunn probaval teszteltiik. A csoportok kozotti
kiilonbségek meghatarozasa Mann-Whitney probaval tortént. Abrainkon a median
érteket és a szorast jellemzd 25 és 75 percentilist tiintettiik fel, a statisztikai

szignifikancia szintet p < 0,05-nél hataroztuk meg.



4. EREDMENYEK
4.1. Az 1. tanulmany eredményei
4.1.1. Hemodinamikai valtozdsok

A MAP értékét mind a két csoportban a PT ideje alatt 40-45 Hgmm kozott
tartottuk. A tamponadot a MAP csokkenésével parhuzamosan a CO jelentds
csokkenése kisérte (Almﬁtt')tt: M=2.4; p25=2,3; p75=2,6 L/min/m?; Tamponad: M=1,2;
p25=1,2; p75=1,4 L/min/m?; Tamponad+ CHs: M=1,1; p25=1,1; p75=1,2 L/min/m?).
A MAP a perikardialis tampondd oldésa utani idészak végére (240. perc) mind a CHy-
nal kezelt csoportban (M=73; p25=70; p75=80 Hgmm), mind a kezeletlen, tamponad
csoportban jelentdsen lecsokkent az almitott értékekhez képest. A kisérlet végén a CO
értékekben nem tudtunk kiilonbséget kimutatni a kontroll csoporthoz (M=2,4; p25=2,1;
p75=2,7 L/min/m?) képest sem a kezeletlen tamponados (M=2,1; p25=2; p75=2,3
L/min/m?), sem a CHs-al kezelt csoport (M=2,1; p25=1,9; p75=2,2 L/min/m?) esetében
sem. A HR a tamponad alatt mind a kontroll értékekhez, mind az almiitétt csoporthoz
(M=75,8 1/min; p25=66,3 1/min; p75=85 1/min) képest szignifikansan megemelkedett
kezeletlen (M=118,8 1/min; p25=108,5 1/min; p75=144,1 1/min) és a CH4 kezelt
tamponados csoportban is (M=114 1/min; p25=108; p75=140,5 1/min). Mindkét
tamponados csoportban a kontroll értékeikhez képest magasabb HR volt mérhetd,
amely kompenzéacids folyamatok részeként hozzdjarult a CO tamponad utani
rendez0déséhez. A tampondd alatt szignifikdnsan emelkedett CVP-t mértiink (nem
kozolt adatok), amely a vénds visszaaramlas romldsara utal. A lokalis keringési
paraméterek koziill az SMA d4gaiban a perikardidlis tamponad alatt jelentds
keringésromlas volt megfigyelhetd a kezeletlen tamponados (M=192,2 ml/min;
p25=168,9 ml/min; p75=245,9 ml/min) és a CHs-al kezelt csoportban (M=175,2
ml/min; p25=138,5 ml/min; p75=263,5 ml/min) a kontroll értékekhez és az almiitott
csoporthoz (M= 439,2 ml/min; p25=400; p75=460,8 ml/min) képest, amely azonban a
tamponadot kovetéen mindkét csoport esetében rendezddott. A kisérlet tovabbi
szakaszdban nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a CHy-al kezelt allatokban sem az

almitott csoporthoz, sem a kezeletlen tamponados csoporthoz képest.
4.1.2. Mikrokeringés valtozdsai

A vékonybél nyalkahartya mikrokeringésének vizsgalata soran az RBCV nem
valtozott a kontroll csoportban (M=471; p25=411; p75=543 pm/sec), mig a
perikardiélis tamponad csoportban (M=379; p25=353; p75=488 um/sec) ¢és a CHas-al



kezelt csoportban (M=400; p25=328; p75=440 um/sec) jelentésen csokkent a RBCV a
kiindulési értékhez képest. Az obszervacios peridodus végén a CHy kezelés hatasara a
vorosvértest aramlasi sebesség szignifikansan emelkedett (M=522; p25=463; p75=557
pm/sec) a nem kezelt perikardialis tamponad csoporthoz képest (M=369; p25=318;
p75=402 um/sec).

4.1.3. Leukocyta akkumuldacio

A perikardidlis tampondd csoportban a leukocita felhalmozddas
szignifikdnsabban magasabb volt (M=55; p25=42; p75=65 leukocita/latotér), mint a
kontroll csoport bélnydlkahartya szoveti mintdiban (M=30; p25=24; p75=35
leukocita/latotér). A CHas-al kezelt csoportban szignifikdnsan kevesebb leukocita
akkumulaciét detektaltunk (M=34; p25=27; p75=38 leukocita/latotér) a kezeletlen

perikardialis tamponéd csoporthoz képest.
4.1.4. Hizosejt degranuldacio

A tamponad wutdn 90 perccel jelentdsen megndvekedett az ilealis
szovetmintakban a hizosejtek degranulacigja (M=19,4; p25=17,4; p75=21,3 %) a
kontroll csoporthoz képest (M=10,7; p25=9,7; p75=11,7 %), amely a megfigyelési
idészak végéig magas értéken maradt. A CHy-al kezelt perikardidlis tamponad
csoportban nem novekedett a degranulacié mértéke sem a 90. percben (M=10,9;
p25=10; p75=13 %) sem a 240. percben.

4.1.5. In vivo szovettan

Valos idejii szovettani vizsgalatokat végeztink CLSEM technikaval. A
kisérletek soran késziilt felvételeken igazolhatdo volt, hogy az almitott allatok
bélnyalkahartydja nem karosodott és a kontroll iddszakban mindkét tamponad csoport
allatainak bélnyéalkahartydja is ép volt. A tamponadot kovetd iddszak 30. percben a
mucosan mar repedések és hamhidnyok alakultak ki. A perikardialis tamponad csoport
allataiban a kisérlet végén készitett felvételek szamos kiterjedt hAmhianyt mutattak . A
CHa-al kezelt csoportban karosodas mértéke jelentdsen alacsonyabb volt a tamponadot

kovetd 30. percben €s a megfigyelési iddszak végén is.
4.1.6. Teljes vér szuperoxid tartalom

A perikardialis tamponadot kovetd 30. percben mért teljes vér szuperoxid
tartalom a nem kezelt PT csoportban szignifikdnsan emelkedett volt (M=28366;
p25=16558; p75=42792 RLU) mind az almiitott (M=6523; p25=2546; p75=14432
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RLU), mind a CHy-al kezelt allatokhoz képest (M=2946; p25=2313; p75=10473 RLU).

Ez a kiilonbség a megfigyelési idoszak végén mar nem volt kimutathato.
4.2. A 2. tanulmany eredményei
4.2.1. Vese véraramlds és oradiurézis

A CPB-csoportban a CPB ¢és a CPB utani iddszakokban szignifikdnsan csokkent
a vese artéria-aramldsa a kiindulasi értékhez képest. A CHgs-al kezelt allatok
csoportjaban a CPB periddus alatt szignifikdnsan magasabb vese véradramlast volt
megfigyelheté (M=77; p25=66; p75=79 ml/min) a kontroll csoporthoz képest (M=39;
p25=36; p75=44 ml/min). A megfigyelési id6szakban az déradiurézis szignifikansan
magasabb volt a CHs-al kezelt csoportban (M=1,1; p25=0,7; p75=1,4 ml/kg/h), mint a
kezeletlen allatokban (M=0,4; p25=0,3; p75=0,6 ml/kg/h).

4.2.2. Veér metdan tartalma

A fotoakusztikus spektroszkopiai adatok alapjan az aortabol vett vérminta CHg
koncentracidja 1,4 ppm-es novekedését mutatott a juguldris véndbodl vett minta CHy

szintj¢hez képest.
4.2.3. MPO aktivitas

A neutrofilek felhalmozddasanak mértékét a bél, a sziv és a vesék szovetében
az MPO aktivitds mérésével hataroztuk meg. Az ileum MPO aktivitas szignifikdnsan
alacsonyabb volt a CH4 kezelt csoportban (M=2,2; p25=2,1; p75=2,5 mU/(mg fehérje))
a kezeletlen CPB csoporthoz képest (M=3,3; p25=2,6; p75=3,5 mU/(mg fehérje)). A

sziv- és veseszovet MPO szintjeiben nem lattunk kiilonbséget a két csoport kdzott.
4.2.4. XOR aktivitas

A XOR aktivités a kezeletlen csoportban 2 6raval a CPB periddus utan az dsszes
vizsgalt szovetben szignifikdnsan magasabb volt (ileum: M=5,4; p25=4,3; p75=10,4
pmol/min/mg; sziv: M=4,0; p25=2,9; p75=6,0 pmol/min/mg; vese: M=9,7; p25=8.4;
p75=21,6 pmol/min/mg), mint a CHy-al kezelt allatok esetében (ileum: M=2,6;
p25=1,5; p75=2,7 pmol/min/mg; sziv: M=1,7; p25=1,1; p75=1,9 pmol/min/mg; vese:
M=1,1; p25=0,45; p75=1,9 pmol/min/mg).

4.2.5. Teljes vér szuperoxid tartalom

A CHg4 kezelt CPB csoportban a vér szuperoxid tartalma a megfigyelési idészak
végén szignifikansan alacsonyabb volt (M=543; p25=388; p75=728 RLU), mint a
kezeletlen csoportban (M=1301; p25=1089; p75=1458 RLU).
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4.2.6. Noradrenalin igény

A poszt-CPB periodus alatt noradrenalint alkalmaztunk, hogy legalabb 60
Hgmm MAP-t tartsunk fent. Jelentds kiillonbségeket talaltunk a két kisérleti csoport
vazopresszor igényei kozott. A CHgs-nal kezelt csoport szignifikdnsan kevesebb
noradrenalin-tdmogatast igényelt (M=0,08; p25=0,06; p75=0,14 png/kg/min) a nem
kezelt csoporthoz képest (M=0,25; p25=0,23; p75=0,33 pg/kg/min).

5. AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE
5.1. A metan belélegeztetés hatdasa perikardidlis tampondd sordn

Sertéseken végzett kisérleteinkben a CH4 hatdsat vizsgaltuk a perikardialis
tamponad altal kivaltott non-okkluziv mezenterialis ischemia miatt kialakul6 szdveti
karosodasban. El6szor az eredeti in vivo tamponad modellt mddositottuk a humén
transzlacios érték novelése céljabol. A korabbiakkal ellentétben, a jelenlegi, modositott
kisérletes modellben a perikardialis tamponadot laparotdmian keresztiil transphrenikus
kaniilalassal hoztuk 1étre. Ezzel a sebészi traumat mérsékeltiik, tovabba a thoracotomia
miatt kialakuld tlidosériilés kockazatat csokkentettiik. Ahhoz, hogy a klinikai
relevanciat fokozzuk, és a iatrogén PT kialakuldsat modellezziik, az allat sajat,
alvadasgatolt vérét hasznaltuk a pericardium feltoltésére. A modell finomitasaval egy

jol kontrollalhato, ismételhetd és klinikailag relevans uj PT allatmodellt alkottuk.

A CHy hatasainak vizsgélatahoz az 0j, modositott PT sertésmodellt hasznaltuk.
A tamponad idészaka alatt a MAP és a CO alacsony célértéken maradt. A tamponad
iddszakban a HR reaktiv emelkedést mutatott, amely jol jelzi, hogy a sziv
verdtérfogatanak csokkenésekor a szervezet a HR emelésével kompenzal. Ezalatt az
iddszak alatt a bélnyalkahartya vérdramlasa jelentdsen lecsokkent, és gyulladdsos
folyamatok beinditasaval jart. A tampondd old4sa utdn a makrohemodinamikai
paramérterek koziil a MAP emelkedése volt jelentds, azonban nem érte el a kiindulési
érteket. A PT olddsa utani id6szakban a bél gyulladasos karosodasat a szovetmintak
megnovekedett leukocita akkumulécidja és a hizosejtek ndvekedett degranuldcidja
jelezte. Ezzel egyiitt a PT id6szaka utan elvégzett in vivo hisztologiai vizsgalat a bél

mucosa jelentds strukturalis karosodasat mutatta ki.

A bél makrokeringésre iranyadd6 SMA daramlds a perikardidlis tamponad
iddszaka alatt jelentésen csokkent. Ez az alacsony CO miatt kialakulé inhomogén
véraramlasi redisztribuci6 kdvetkezménye. A tampondd oldasat kovetéen a SMA

véraramlasi értékeiben reaktiv reperfuzidos cstcs volt megfigyelhetd, amely ezt
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kovetden a kiinduldsi értékre csokkent. Bar a CHg belélegeztetés nem volt hatassal a
makrohemodinamikai paraméterekre, a mikrokeringést jellemzd vordsvértest aramlasi
sebességet a tamponad oldasat kovetd 2. Oraban szignifikdnsan emelte. A
mikrokeringés normalizaldsanak hatterében a hizosejt degranulacio csokkentése allhat,
amely a mérséklodd gyulladas kovetkeztében kialakult csokkent vazoaktiv valasz
kovetkezménye lehet. Ezzel parhuzamosan a CHs kezelés a szdveti leukocita szdm
csokkentése mellett mérsékelte a szuperoxid produkciot is. A javuld mikrokeringés és
a normalizalédé mediator szintek kovetkeztében jelentdsen javult az ileum

nyalkahartya allapota.

A CHgy eldny6s hatdsa jelenleg tobb elmélettel magyardzhatdé. Nem ismert
specifikus receptora, vagy cél-enzime, igy a CHs bioaktivitasa a gaz fizikai
tulajdonsagaihoz kothetdk. A CH4 apolaros molekula, amely képes a sejtmembranban
oldddni, igy megvaltoztatja a mitokondrialis membran stabilitasat is, és hatassal birhat
a légzési lanc transzmembran fehérjék ROS termelésére (Strifler és mtsai. 2016). Ismert
tovabba, hogy a CH4 a ROS képzddést az antioxidans enzimek aktivacidjaval a Nrf2-

ARE utvonalon keresztiil csokkenti (Wang L és mtsai. 2017).
5.2. A metdn hatasa CPB sordn kialakulo szisztémads gyulladdsos valaszra

A szivsebészeti ellatas soran gyakran alkalmazott CBP kovetkeztében kialakulo
szisztémas gyulladasos valaszt és a CHy terdpids hatésait vizsgaltuk altatott sertéseken.
Tanulmanyunkhoz egy uj, egyszertisitett CPB modellt alkottunk, amelyben a ECC-t
centralis kaniilalassal hoztuk 1étre. Ez a konfiguracio a szivsebészeti miitétek soran

hasznalatos CBP mellett j0l modellezi a centralis VA-ECMO tamogatast is.

Ismert, hogy a szivsebészeti posztoperativ elldtdsban a vesefunkcidé romlasa
igen gyakran kiséri az ECC, ezért nagy jelentdsége van vese protektiv terapidk
kidolgozasanak. A jelen vizsgéalatban a vese artérids aramlds jelentds csokkenését
figyeltik meg a CPB alatt és utdn. A csokkenés ellenére az aramlas szignifikdnsan
magasabb volt a CHs-al kezelt csoportban. A novekedésnek funkcionalis hatédsa is volt,
mivel az 6radiurézis a CHs-kezelt csoportban az alacsony normal tartomanyban maradt,
szemben a CHj4 kezelés nélkiili allatok oligurajaval. Korabbi vizsgalatok kimutattak,
hogy a szuperoxid (a ROS generaci6 els 1épése I-R soran) képes kozvetleniil ndvelni
a Ca?" bearamlasat a vese afferens arteriolak simaizomsejtjeiben, ami vazokonstrikciot
¢s igy csokkent vesekeringést okozhat (Vogel és mtsai. 2015). A CPB létesitése
bizonyos mértékii szoveti hipoperfuzidt eredményez, amely a szuperoxid termelésért

felelds enzimek (NADPH-oxidaz és XOR) aktivaciojadhoz vezet. Kisérleteink soran a
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CHa-al kezelt allatok vérmintdiban kevesebb szuperoxidot mértiink CPB-t kdvetden.
Ezzel egyidoben mindharom vizsgalt szovetmintaban (sziv, vese, vékonybél) csokkent
XOR aktivitast regisztraltunk, amely a CHs nem szerv-specifikus hatdsara utal. A
leukocita infiltraciora iranyadé MPO aktivitas szintén csokkent a vékonybélben metan
kezelés hatasara, azonban ez a valtozas a sziv és vese szOovetmintakban nem volt
regisztralhat6. Ennek valoszinii oka, hogy a CPB hatasara bekdvetkezd keringési
valtozasokra a vékonybél mikrokeringés kifejezetten érzékeny, és nyalkahartydja a
szervezet egyik fO barriere a kiilvilaggal szemben igy immunogén valaszai is
kifejezettebbek. Ismert, hogy a noradrenalin befolyasolhatja a vese perfuziot, azonban
jelen vizsgalatban alkalmazott dozisok nem okozhatjdk a vese perfuzid romlasat
(Bellomo ¢és mtsai. 2001). Schaer és mtsai. arrdl szamoltak be, hogy a noradrenalin
alkalmazas kutyaban 1.6 mg/kg/min dézisig ndvelte a vese perfuziot (Schaer és mtsai.
1985). Jelen tanulmanyunkban a maximalisan alkalmazott noradrenalin dézis 0.35
mg/kg/min volt. Tovabba a CH4 kezelés hatdsa a vesemiikodésre mar a CPB kezdete
utan 60 perccel megfigyelhetd volt, igy kizarhatjuk az inotrop kezelés lehetséges

hatasat erre a paraméterre.
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6. A TEZIS FONTOSABB MEGALLAPITASAI

1. A kordbbiakban alkalmazott allatmodellek finomitasaval egy 1ij perikardialis
tamponad modellt hoztunk Ilétre. A perikardidlis térbe thoracotomia nélkiil,
laparotomidn keresztiil, transphrenikus uton vezettiink be kaniilt, a tamponadot a
pericardium feltdltésével idéztik eld, amelyhez az 4llat alvadasgatolt sajat vérét

hasznaltuk.

2. Egyszertsitett és klinikailag relevans CPB allatmodellt hoztunk 1étre, amelyben az
ECC hemodinamikai hatdsai, mikrokeringési és biokémiai kovetkezményei is jol

megfigyelhetdk és jellemezhetdk.

3. Elséként mutattuk ki, hogy a CHs belélegeztetés hatékonyan befolyasolja és
jelentdsen mérsékeli a kisérletes perikardidlis tamponad altal kivaltott mesenterialis I-
R miatt 1étrejovo gyulladasos aktivaciot a bélnyalkahartydban. A CHg4 hatdsaban fontos
szerepet jatszhat a mucosa leukocyta infiltracio és a hizosejt aktivacio csokkentése. A
parhuzamosan csokkend ROS képzddés a gyulladasos effektorok csokkent miikodésére

utal.

4. Bizonyitottuk, hogy a CH4 hatasos mennyiségben bevihetd a szervezetbe az ECC
membran oxigenatoran keresztiil. Az eljaras mérsékeli az ECC gyulladdsos hatasat a
periférias szovetekben és hatékonyan befolyéasolja az ECC 4ltal kivaltott ROS termelést
is. Els6ként mutattuk ki, hogy a CH4 kezelés fokozza vese véraramldsat és az
oradiurézist CPB-t kovetden. Ezek az adatok felvetik a CHs inhal4cio terapids
alkalmazdsdnak lehetdéségét human szivmitétek esetén, a  funkciondlis

veseszovéddmények befolyasolasa céljabol.
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