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1. BEVEZETES

1.1 A gasztrointesztinalis rendszer makro- és mikrokeringése

A gasztrointesztinalis (GI) traktus vérellatasat egy komplex arteriolas halozat
biztositja, amely a bélfal kiilonbozd rétegeit latja el. A bélfalban az arterioldk a vasa
rectabdl erednek, majd a szubmukdza rétegben artérids plexusokat alkotnak, amelyek
tovabb agazva kapillarishdlozatokat hoznak 1étre. A GI traktus véraramlasanak mintegy
80%-a a nyalkahartydba, mig koriilbeliil 20%-a az izomrétegbe irdnyul. A bélmotilitas,
amely az izomrétegek aktivitasatol fiigg, jelentds mértékben befolyasolja a nyalkahartya

A mikrokeringés szerkezete bélszegmensenként eltér6. A vékonybélben az
arteriolak a bélbolyhok csucsanal stirti kapillarishalozatot alakitanak ki, mig a vastagbélben
az arterioldk a nyalkahartyamirigyekkel parhuzamosan futnak, és a kapillarisok a
nyalkahartya felszinéhez kozel helyezkednek el. A vastagbél nyalkahartydjanak kapillarisai
méhsejtszerli mintazatot mutatnak, amely a disztéalis szakaszok fel¢ haladva fokozatosan

ritkul, igy perfuzios gradienst eredményez (Kvietys, 2010).

1.2 Gyulladasos bélbetegségek

A gyulladéasos bélbetegségek (IBD) kronikus, immunmedialt korképek, amelyek
leggyakrabban Crohn-betegségként vagy colitis ulcerosaként jelentkeznek. Az IBD
incidencidja vilagszerte, kiilondsen a fejlett orszagokban, emelkedd tendenciat mutat, ami
Uj terapias ¢és diagnosztikai stratégiak kifejlesztését teszi sziikségessé (Ng és mtsai, 2017).
A jelenlegi kezelések az 5-aminoszalicilsav-szarmazékoktol a biologiai terapiakig (anti-
TNFa, anti-integrin, IL-12/23-g4tlé monoklonalis antitestek) terjednek (Rutgeerts és mtsai,
2004; Steigleder ¢s mtsai, 2020). Ennek ellenére a betegek jelentOs része rezisztens egyes
gyogyszerekkel szemben, ezért 0 célzott terapidk — példaul homing-gatlok, Janus-kinaz-,
Th17- vagy szfingozin-1-foszfat receptor antagonistdk — jelenleg a kutatdsok
kozéppontjaban allnak.

Az 1BD jellemzden fiatal felndtteket érint, jelentds tdrsadalmi-gazdasagi terhet réva
az egészségiigyi ellatorendszerre. A betegség pontosabb megértése — kiilondsen a
patofizioldgiai mechanizmusok feltérképezése — lehetdséget nyujt 0j terapias célpontok
azonositasara ¢és hatékonyabb kezelések kifejlesztésére. Az IBD-kezelésében nemcsak a
gyulladés csokkentése, hanem a szovédmények megeldzése és a betegek életmindségének

javitasa is prioritast élvez.



A terapias hatékonysag objektiv értékeléséhez korszerli, nem-invaziv diagnosztikai
eszk6zok bevezetése is sziikséges. A vastagbélnyalkahartya mikrokeringésének valds idejii
monitorozasa értékes informaciokat szolgaltathat a betegség aktivitdsardl, a kezelések
hatékonysagardl, valamint a gyulladasos fellangolasok korai felismerésérdl. Jelen

tanulmanyban a kilélegzett metan mérését mutatjuk be, mint lehetséges biomarkert.

1.3 A bélnyalkahartya mikrokeringésének vizsgalata

A GI rendszer mikrokeringésének akut eltérései — példaul vérzés, gyulladas,
embolia vagy alacsony perctérfogat kovetkeztében — sulyos klinikai kovetkezményekkel
jarhatnak. Az intesztinalis perfiizi6 zavara jelentdsen névelheti a morbiditast és mortalitast
egyes sebészeti beavatkozasok sordn. Ilyen helyzetekben a makro- és mikrokeringési
paraméterek egymastol fliggetleniil valtozhatnak, ami azt jelenti, hogy a
makrohemodinamikai adatok onmagukban nem elegendéek a mikrokeringés megbizhato
megitéléséhez. Kritikus allapoti betegek esetében a mikrokeringési diszfunkcio
fennmaradhat akkor is, ha a szisztémas hemodinamikai értékek mar normalizalodtak
(Dubin és mtsai, 2009; Jhanji és mtsai, 2009; De Backer ¢és mtsai, 2010).

A GI mikrocirkulacié folyamatos monitorozasa kulcsfontossagu, mivel idébeni
felismerésével megeldzheté a nyalkahartya karosodasa ¢s az epitelidlis barrierfunkcio
romlasa. A gyomor-bélrendszeri mikrokeringés vizsgéalata azonban jelentds technikai
kihivasokat jelent. Jelenleg a szublingvalis mikroperfuzié intravitalis mikroszkopids
vizsgalata az egyetlen széles korben elfogadott, nem invaziv klinikai modszer, azonban e
modszer megbizhatosagardl az irodalomban eltérd adatok allnak rendelkezésre (Boerma és

mtsai, 2007; Qian és mtsai, 2014).

1.4 Endogén metantermelés: diagnosztikai jelentosége

A jelenlegi korlatozott diagnosztikai lehetdségek miatt javasoljuk a kilélegzett
metan valos idejii mérését. A metant — amelyet kordbban csupan a mikrobidlis fermentacio
melléktermékeként tartottak szamon — ma madar potencialis gazotranszmitterként is
vizsgaljak (Keppler és mtsai, 2016), A metan felhalmozodhat a sejtmembranok
hatarfeliiletein, befolydsolva a membranhoz kotott fehérjék mikodését, koztiik a reaktiv
oxigénszarmazékok (ROS) termelésében részt vevoket is (Boros és Keppler, 2019).

A metan keletkezése els6sorban a metanogén archaedk, kiilonosen a
Methanobrevibacter smithii  aktivitdsdhoz kothetd. Fizikokémiai tulajdonsagainak
koszonhetden a metan képes athatolni a bioldgiai membranokon, majd a tiidén keresztiil

megjelenik a kilélegzett levegdben, igy I1égzési tesztek alkalmazhatok a GI



rendellenességek diagnosztikajaban. A lakossag koriilbeliill 30-40%-a tekinthetd
metantermelonek, amit a 1égkdri szintnél magasabb (>1 ppm) kilélegzett
metankoncentracid alapjan hatdroznak meg (Bond és mtsai, 1971; Levitt és mtsai, 2006).
A jelenlegi l1égzési tesztek klinikailag jol hasznalhatok, azonban a hagyomanyos
gazanalitikai modszerek (példaul a gazkromatografia) (Levitt €s mtsai, 2006; Ligor ¢és
mtsai, 2008) mintavételi gyakorisadga és pontossaga korlatozott, ezért nem alkalmasak a
metankibocsatas dinamikus valtozasainak vizsgélatara in vivo koriilmények kozott (Yu és
Pawliszyn, 2004). Ezzel szemben a fotoakusztikus spektroszkopia (PAS) kivalo alternativat
kinal (Ngai és mtsai, 2006), kozeli infravoros 1ézerek alkalmazasaval a gazmolekulak
fényelnyelése altal generalt hanghulldmok detektalasaval (Bozoki és mtsai, 2011). A PAS
lehetévé teszi a nagy érzékenységili, valds idejli metananalizist, kikiiszobolve a

hagyomanyos moddszerek hianyossagait (Tuboly és mtsai, 2013).

2. CELKITUZESEK

A kutatas atfogd célja a metankibocsatas és a GI mikrokeringés kapcsolatanak
vizsgalata volt.

Az elsd tanulmany {6 célja az volt, hogy kisérletes patkdnymodellekben feltarja a teljes
test metankibocsatasa, a vastagbél-nyalkahartya gyulladdsa, valamint a vastag- ¢és
vékonybél szerdzdjanak mikrokeringése kozotti 6sszefiiggéseket:

1. Az Osszefliiggések azonositasa a teljes test metankibocsatasa ¢és a 2.,4,6-
trinitrobenzenszulfonsav (TNBS) altal indukalt kisérletes colitis soran bekovetkezd
vastag- és vékonybél mikrokeringési, illetve gyulladasos valtozasai kozott.

2. Annak vizsgalata, hogy a gydgyszeres kezelések altal eldidézett GI
mikrocirkulacios valtozasok miként hatnak a metankibocsatasra.

3. Kiegészitd célunk annak vizsgalata volt, hogy a TNBS-colitises patkdnyokban a
vastagb¢l nyélkahdrtya mikrokeringési zavaraira adott valaszreakciok hogyan
befolyasoljak a teljes test metantermelését, illetve hogy ezeket a valaszokat miként
modositjak a ketoprofen (Ket) és a ketoprofen-Tris (Ket-Tris) kezelések.

A masodik tanulmany célja az volt, hogy egy nagyallat-modellben vizsgéaljuk és

Osszehasonlitsuk a valos idejli kilélegzett metankoncentracid-mérés érzékenységét egy mar
klinikumban alkalmazott modszerrel, a szublingvalis mikrokeringés vizsgalatival

kontrollalt, fokozatos vérzés és a korai folyadékpotlas szakasza soran.



4. Célkitizéstink az volt, hogy nagyallat-modellben értékeljilk a valos ideji
kilélegzett metanmérés diagnosztikai potencialjat belsé vérzés kimutatasara,
valamint megvizsgaljuk az osszefliggéseket a kilélegzett metanszint valtozasa, az
artéria mesenterica superior véraramlasa (AMSF) és a nyalkahartya mikrokeringési
paraméterei kozott.

5. Emellett azt is vizsgaltuk, hogy a folyamatos kilélegzett metdnmonitorozas a
folyadékpotlas korai fazisdban klinikailag relevans informacidt nytjthat-e a

mezenterialis keringés allapotarol.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok

1. tanulményban hirom egymastol elkiiloniilé, de Osszefiiggd kisérletsorozatot
végeztiink him Sprague Dawley patkdnyokon (n = 72; atlagos testtomeg: 200 + 10 g),
amelyek tartasi koriilményei megfeleltek a hatdlyos eldirdsoknak. A patkanyok standard
laboratoriumi tapot kaptak, majd a kisérletek el6tt harom napig szénhidratban gazdag
étrenden (szaritott kenyér) tartottuk dket. Az allatok taphoz korlatozottan, vizhez szabadon
férhettek hozza, tovabba a kisérletek eldtt 12 oras éhezést alkalmaztunk. Minden kisérleti
protokoll megfelelt az EU 2010/63 iranyelvének, a beavatkozasokat az Allatkisérleti
Tudoményos Etikai Tanacs engedélyével végeztiik (engedélyszam: V./148/2013).

A 2. tanulmanyban hat him vietnami torpesertésen végeztiik a kisérleteket (atlagos
testsuly: 40 + 3 kg), szintén az EU 2010/63 irdnyelv el6irasainak megfelelden
(engedélyszam: V/148/2013). A sertések 7—10 napos akklimatizacids idészak utan keriiltek
kisérletbe bevonasra. Tartasuk sordn természetes fényviszonyokat, szabad viz- ¢és
takarmanyhozzaférést biztositottunk. A kisérleteket megelézéen 12 oras koplaltatason

estek at, de vizhez ebben az id6szakban is korlatlanul hozzaférhettek.

3.2. In vivo kisérleti modszerek
A mikrokeringés direkt vizsgalata

Az 1/1, 1/3. és a 2. tanulményban a mikrokeringés vizualizalasara és értékelésére a
Cytocam-Incident Dark Field (IDF) képalkotasi technikat alkalmaztuk (CytoCam Video
Microscope System, Braedius Medical, Huizen, Hollandia). Az IDF eljarassal
megjelenitheték a  hemoglobin-tartalmti  strukturak linedrisan  polarizalt fény

alkalmazaséaval (Aykut és mtsai, 2015). Az 1/1. és 1/3. tanulmanyban a vastagbél szeroza,



mig a 2. tanulmanyban az ileum szer6za és mukoza, valamint a szublingvalis teriilet
mikrokeringését vizsgaltuk. A felvételeket offline analizaltuk AVA 3.0 (Automated
Vascular Analysis, Amszterdami Egyetem, Hollandia) szoftverrel. Meghataroztuk a
mikrokeringési dramlasi indexet (MFI), a De Backer Score-t (DBS) és a heterogenitas
indexet (HI) (De Backer és mtsai, 2007).

Az 1/2. tanulményban az orthogonalis polarizacids spektralis (OPS) képalkotasi
technikat (Cytoscan A/R, Cytometrics, Philadelphia, PA, USA) alkalmaztuk a gyomor,
duodenum, jejunum, ileum és vastagbél szer6zajanak nem invaziv vizualizalasara. Ez a
modszer az oxi- és deoxihemoglobin izobesztikus pontjan (548 nm) visszavert polarizalt
fényt hasznal, amelynek révén csak a 200-300 pm mélységbdl visszaverddott fotonok
jérulnak hozzd a képalkotashoz. A 10x-es objektivet a vizsgalt gasztrointesztinalis
szerozara helyeztiik, majd S-VHS videodfelvételt készitettiink (Panasonic AG-TL 700,
Matsushita Electric Ind. Co. Ltd, Osaka, Japan). A mikrokeringési paraméterek kvantitativ
elemzését offline modon végeztikk. A vorosvértest aramlasi sebességét (RBCV, pm/s)
harom, posztkapillaris venuldban elhelyezkedd vizsgalati teriileten, szamitégép-vezérelt
képelemz6 szoftverrel (IVM Pictron, Budapest, Magyarorszag).) hataroztuk meg.

A metanemisszié mérése

Fotoakusztikus spektroszkopos (PAS) eszkozt alkalmaztunk, amely kozeli
infravords lézertechnikan alapul (Tuboly és mtsai, 2013). A PAS az optikai abszorpcids
spektroszkopia egyik formdja, amelyben az abszorbealt fényenergia héexpanzid révén
akusztikus hulldamokat general, igy kozvetetten méri az optikai abszorpciot. A keletkezo
fotoakusztikus cellan athaladva hozzadk I1étre a jelet, amelyet nagy érzékenységii
mikrofonok detektalnak. A mintavétel folyamatosan, 150 mL/min sebességgel torténik. Az

crer

levegd metantartalmat mértiik.

3.3. Labortoriumi modszerek
Az 6sszhemoglobin-koncentracio, a hematokrit és laktatszint mérése

Az O6sszhemoglobin (tHb), hematokrit (Hct) és laktatkoncentracid valtozasait
artérids vérmintakbol kooximetrias vérgazanalizatorral (Cobas b 123, Roche Ltd., Bazel,

Svéjc) mértiik.



Gyulladasos markerek vizsgalata

A kisérletek végén gyomor-, vastagbél- ¢és vérmintdkat gyijtottink. A
szovetmintakat —70 °C-on taroltuk felhasznélasig. A mérésekhez a szoveteket
homogenizaltuk, majd 24 000 x g centrifugalassal 20 percig, 4 °C-on Tris-HCI pufferben
(0,1 M, pH = 7,4), amely 0,1 mM polimetil-szulfonil-fluoridot (PMSF) tartalmazott a
proteazok inaktivalasa céljabol.

A mieloperoxidaz (MPO) aktivitasat — a leukocita akkumulacié indikatoraként — a
szovethomogenizatum iiledékébol, Kiibler és mtsai (1996) modszere szerint hataroztuk
meg.

Egy fontos szuperoxidgyok-termeld enzim, a xantin-oxidoreduktdz (XOR)
aktivitasat a homogenizatum feliilisz6jabol fluorometrids, kinetikai modszerrel, Beckman
¢s mtsai (1989) leirasa alapjan mértiik.
tiobarbitursav-reakcioval hatdroztuk meg, az eredményeket pedig a szoveti

fehérjetartalomra korrigéltuk (Placer és mtsai, 1966).

3.4. Kisérleti protokollok
I. tanulmany
1/1. tanulmany - A teljes-test metankibocsatas, valamint a TNBS-indukalta
gyulladasos valasz és mikrokeringési valtozasok kozotti osszefiiggések vizsgalata

Az 1/1. tanulmanyban az allatokat (n=30) véletlenszertien két csoportba osztottuk
(n=15/csoport). Az 1. csoportban colitist idéztiink eld intracolonalis TNBS alkalmazasaval
(40 mg/kg, 0,25 ml 25%-o0s etanolban), 8 cm-es puha miianyag katéter segitségével, enyhe
inhalaciés anesztézia mellett (Morris és mtsai, 1989). A kontrollcsoportban az allatok
0,25 ml 25%-os etanolt (a TNBS oldodszerét) kaptak bedontésként. A beavatkozas utan az
allatokat visszahelyeztiik ketreceikbe, ahol ad libitum jutottak sztenderd laboratdriumi
taphoz. A colitis indukcidjat kdvetd 1, 2. és 3. napon mindkét csoportbdl 5-5 allatot
altattunk el invaziv, videomikroszképos mikrokeringési vizsgéalatokhoz ¢€s biokémiai
mintavételhez. Minden allatnal, a vizsgalati idépontokban, a teljes test metankibocsatasat

is regisztraltuk.



1/2. tanulmany — A teljes-test metankibocsatas és a gyogyszeres kezelés altal indukalt
gasztrointesztinalis mikrokeringési valtozasok kozotti kapcsolat vizsgalata

Az 1/2. tanulmanyban az allatokat (n=18) véletlenszerlien harom csoportba
osztottuk (n=6/csoport). Az 1. csoport kontrollként szolgalt, ahol 10 ml/kg 0,11 M kalium-
hidroxid (KOH) oldatot kaptak oralisan, gavazs technikdval. A 2. csoport allatainak magas
dozist Ket-oldatot (0,56 mmol/kg, 10 ml/kg) adagoltunk. A kezelések utan az éllatokat
visszahelyeztiik ketreceikbe, ahol ad libitum szénhidratban gazdag tapot kaptak. A 3.
csoport ugyanilyen ekvimolaris dozisban Ket-Tris konjugatumot (0,56 mmol/kg, 10 ml/kg)
kapott. A teljes test metanszintjét a kezelések eldtt, kozben, utan, valamint az 1. és 2. napon
mértiik. A 2. napon a metanmérések utan az allatokat 50 mg/kg i.p. natrium-pentobarbitallal
altattuk el. A sebészi el6készités soran az allatokat haton fekve, flitéparnan rogzitettiik,
majd a tracheat és a jobb véna jugularist kaniilaltuk, spontadn 1égzés és folyadékpodtlas
biztositasa érdekében. Medidn laparotomia utan intravitalis videomikroszkopiaval
vizsgaltuk a gyomor ¢és a vastagbél szerdza mikrokeringési paramétereit. Az egyes allatok
teljes test metankibocsatasat a kezelést kovetd 24 oraval is regisztraltuk.
1/3. tanulmany — A teljes-test metankibocsatas és a TNBS-colitis gasztrointesztinalis
mikrokeringési valtozasai kozotti oOsszefiiggések vizsgalata, gyulladascsokkento
kezelés mellett

Az 1/3. tanulmanyban (n=24) a kontrollcsoport allatai (n=6) 0,25 ml, 25%-0s
etanolt tartalmazo6 bedntésben részesiiltek (a TNBS oldoszere). A 2, 3. és 4. csoportokban
(n=6/csoport) TNBS beontéssel (40 mg/kg) indukaltunk colitist. A 3. és 4. csoportban a
colitis kivaltasat kovetd 12 oran beliil Ket-et (Col+Ket; 0,56 mmol/kg, 20 mg/kg, 10 ml/kg)
vagy Ket-Tris konjugatumot (Col+Ket-Tris; 0,56 mmol/kg, 20mg/kg, 10 ml/kg)
alkalmaztunk. A kontroll- és a nem kezelt colitises csoport allatai a Ket olddszerét
(10 ml/kg, 0,11 M KOH) kaptak. A 2. napon (24 6raval a Ket vagy Ket-Tris kezelések utan)
az allatokat elaltattuk, haton fekvd helyzetben, flitdparnan rogzitettiik, tracheotomiat
végeztlink, majd a jobb v. jugularist kaniilaltuk. Median laparotomiat kovetden intravitalis
videomikroszkdpidval vizsgaltuk a vastagbél szerdza mikrokeringését. A teljes-test

metankibocsatast minden allaton 24 oraval a kezelést kovetOen 1s mértiik.

I1. tanulmany — A metankilégzés diagnosztikai értékének vizsgalata sertésmodellben
fokozatos, kontrollalt vérzés esetén
A miutéti eldkészités utan 30 perces nyugalmi periodust biztositottunk, majd

kontroll méréseket végeztiink. Ezt kdvetden fokozatos véreztetést alkalmaztunk, melyet



vérvesztést alkalmaztunk, amelyet a protokoll szerint 7 1épésben (T0-T7) hajtottunk végre,
majd 5 1épésben (T8-T12) volumenpotlast végeztiink, egészen az artérias kozépnyomas
(MAP) kezdeti értékének 80%-aig. A teljes vértérfogatot 65 ml/kg-ra becsiiltiik, minden
vérvétel alkalmaval a becsiilt volumen 5%-4at (129 + 8 ml) tavolitottuk el, mig az egyes
reszuszcitacios 1épésekben ugyanezt a mennyiséget hidroxietil-keményitd oldattal (HES;
Voluven 6%, 130/0.4; Fresenius Kabi, Németorszag) potoltuk.

Minden véreztetési vagy reszuszcitacios 1€pés utan az ileum mukodza és szeroza,
valamint a szublingvalis teriilet mikrokeringését vizsgaltuk; minden lokalizaciorél harom,
egyenként 20 masodperces videofelvételt készitettiink. Az intravitalis videomikroszkdpos
vizsgalatok utan rogzitettilk a MAP és az AMSF értékeit, valamint vérmintdkat vettiink a
laktat-, tHb- és Hct-szintek meghatdrozasara. A kilélegzett metankoncentraciot a teljes
megfigyelési idOszak alatt folyamatosan monitoroztuk. A kisérletek végén az allatokat
natrium-pentobarbitallal (120 mg/kg i.v.; Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA)
tulaltattuk.

3.5. Statisztikai analizis

Az adatelemzéshez statisztikai szoftvercsomagot hasznaltunk (SigmaStat for
Windows, Jandel Scientific, Erkrath, Németorszag). Az adatok normalis eloszlasat
Shapiro—Wilk-teszttel ellendriztiik. A csoporton beliili valtozasok elemzéséhez Friedman-
tesztet (nem normal eloszlas esetén) vagy egyutas ismételt méréses varianciaanalizist
alkalmaztunk. A kezdeti értékekhez viszonyitott idobeli eltéréseket Dunn-teszttel vagy
Bonferroni-korrigalt t-teszttel értékeltiik. A csoportkdzi kiilonbségeket Kruskal-Wallis
egyutas varianciaanalizissel elemeztiik, majd Dunn-tesztet alkalmaztunk (a p<0,05 értéket
tekintettiilk szignifikdnsnak). A valtozok kozotti korrelaciot Pearson-féle korrelacios

egyltitthatoval (1) vizsgaltuk.

4. EREDMENYEK
1. Tanulmany

1/1. tanulmany — A teljes-test metankibocsatas és a TNBS altal indukalt gyulladasos
valasz, valamint a mikrokeringési valtozasok kozotti 6sszefiiggés

A colitis indukciodjat kdvetd 3. napon az MPO-szint, az XOR-aktivitds és az MDA-
koncentraci6 szignifikansan emelkedett a kontrollcsoporthoz képest. A colitis csoportban a

MFI ¢és a DBS értékei szignifikdnsan megnovekedtek a colitis 1., 2. és 3. napjan a



kontrollértékekhez  viszonyitva. Hasonloképpen, a teljes-test metankibocsatas
szignifikdnsan emelkedett a colitis indukciojat kovetdé 2. és 3. napon, mind a sajat

kontrollértékekhez, mind a kontrollcsoport adataihoz viszonyitva.

1/2. tanulmany — A teljes-test metankibocsatas és a gyogyszeres kezelés altal kivaltott
gasztrointesztinalis mikrokeringési valtozasok kapcsolata

A GI nyalkahartya mikrokeringésének kvantitativ markereként az RBCV-t
hataroztuk meg. A gyomor szer6zdjaban az RBCV szignifikdnsan emelkedett a Ket-tel
kezelt csoportban a kontrollhoz viszonyitva, €s hasonldé novekedést tapasztaltunk a
duodenumban, jejunumban ¢és ileumban is. A colonban ugyanakkor az RBCV normal
tartomanyban maradt. A Ket-Tris kezelés utan a teljes GI traktusban a kiindulasi értékeknek
kezelések elott és 24 oraval azutan vizsgaltuk; a kontroll- és Ket-Tris csoportokban nem
volt kimutathat6 valtozas 24 6ran beliil, mig a Ket csoportban szignifikdns emelkedés volt

tapasztalhato a kezelés utani 24. 6raban.

1/3. tanulmany — A teljes-test metankibocsatas és a TNBS-colitis gasztrointesztinalis
mikrokeringési valtozasai kozotti 6sszefiiggések gyulladascsokkento kezelés mellett
A colitis csoportban a colon szubszerdzdjaban az RBCV szignifikdnsan
megnovekedett a kontrollcsoporthoz viszonyitva. A Ket és Ket-Tris kezelés csokkentette
az emelkedett RBCV-t a megfigyelési idoszak végére. A colitis és a Ket+Col csoportokban
a colitis indukciojat kovetd 24 oraval szignifikdnsan magasabb metankibocsatast észleltiink
a kontrollcsoporttal Gsszehasonlitva. A Ket-Tris kezelés nem okozott valtozast a

metanemisszioban.

II. tanulmany — A metankilégzés diagnosztikai értéke sertésmodellben fokozatos,
kontrollalt vérzés esetén

A vérzés soran a MAP szignifikansan csokkent a T3 szakaszban (20%-0s
vérveszteség), ¢és a véreztetés végéig alacsonyabb szinten maradt. A reszuszcitacios
fazisban a MAP szignifikansan alacsonyabb volt a kontrollértékeknél egészen T10-ig,
amikor a folyadékpotlas elérte a becsiilt vértérfogat 15%-4t. A tervezett reszuszcitacid
végére a MAP elérte a kezdeti értek 80%-at. A plazma laktat szintje T6-nal (30%-o0s
vérveszteség) szignifikdnsan emelkedett a kiindulasi értékhez képest, és magasabb maradt
egészen T11-ig. A vérvesztés €s a folyadékreszuszcitaciéo mind a tHb, mind a Het értékének

folyamatos csokkenését eredményezte. A T6-nal mindkét paraméter szignifikans



csokkenést mutatott a kiindulasi értékekhez viszonyitva. A tHb tobb mint 3 g/dL-rel
csokkent a véreztetési szakasz végére (M=11,92; p25=9,7; p75=13,4 g/dL vs. M=8,66;
p25=7,43; p75=10,48 g/dL), ami sulyos vérzésre utal. A SMA aramlasa folyamatosan
csokkent a véreztetés soran. Mar az 5%-os vérveszteségnél (T1) szignifikdns csokkenést
észleltiink.

A folyadékreszuszcitaciot kovetéen a MAP meredeken emelkedni kezdett, ¢és a
masodik reanimacids 1épésnél (T8) elérte a csucsértékét. A reszuszcitacid tovabbi
szakaszaiban a MAP fokozatosan visszatért a kezdeti szintre. A kilélegzett metan atlagos
koncentracioja 60,9-90,1 ppm koézott mozgott, ami a metantermelé emberekben mért
magasabb értékeknek felel meg (Levitt és mtsai, 2006). Az 6sszehasonlithatosag érdekében
a mért metankoncentraciokbol levontuk a kontroll idopontban mért kilélegzett metan-
szintet, ezzel csokkentve az egyéni variabilitast (Sziics és mtsai, 2019). A kilélegzett
metankoncentracié mar 5%-os vérveszteségnél (T1) szignifikansan csokkent, hasonloan az
AMSF valtozasaihoz. A reszuszcitacio kezdetekor a kilélegzett metanszint gyorsan
emelkedett, és szignifikdnsan meghaladta a kiindulési értéket, elérve a csticsot a becsiilt
vértérfogat 10%-anak megfeleld folyadékbevitel utan (TS).

A DBS értékek a vérzés elérehaladtaval szignifikdnsan csokkentek. Az ileum
szeroza DBS értéke 10%-o0s vérveszteségnél (T2) szignifikdnsan alacsonyabb volt a
kiindulasi szintnél. Ezt kovette az ileum mukéza DBS értékének romlasa 20%-os
vérveszteségnél (T4), mig a szublingvalis teriileten a DBS csokkenése csak 25%-o0s
vérveszteségnél (TS) valt szignifikdnssa. A szublingvalis DBS szignifikdnsan magasabb
volt az ilealis értékeknél TS5 és T7 kozott, ami a vérzés 35%-os fazisanak végére utal. A
folyadékreszuszcitacid kezdetekor a mukoza DBS értéke gyorsan emelkedett, ¢és
szignifikansan magasabb lett az ileum szerdza és szublingvalis értékeinél a vértérfogat 5%-
anak megfelel6 folyadékbevitel utan (T8), elérve a maximumot T10-nél. A szerdéza DBS
fokozatosan emelkedett, és a legmagasabb szintet T12-nél érte el.

A vérzés mindhdrom teriileten csokkentette a MFI-et. A szublingvalis teriilet
mutatta a legkorabbi szignifikdns csokkenést T3-nal, ezt kovette a szero6za MFI T4-tdl,
majd a mukoza MFI T5-t6l. A folyadékreszuszcitacid minden teriileten szignifikans
javulast eredményezett az MFI esetében. A szublingvalis MFI T10-t6]1 kezdédden
szignifikdnsan magasabb volt az iledlis mukodza és szer6za MFI értékénél.

A mikrokeringés heterogenitasa a vérzés soran nétt, amit a heterogenitasi index (HI)

emelkedése is mutatott. A szublingvalis HI a reszuszcitacié soran helyreallt, mig az ileélis



mukoza és szeréza HI-ja szignifikdnsan magasabb maradt a kezdeti és szublingvalis
értékekhez képest a kisérlet végéig.

A vérzés és reszuszceitacid soran a kilélegzett metanszint valtozasait dsszevetettiik
az AMSF adatokkal. A vérzési fazisban erds korrelaciot taldltunk (r=0,82), és a
reszuszcitacio alatt is szignifikans kapcsolatot tudtunk kimutatni. Amikor az ileum
mikrokeringés két komponensének DBS értékei és a metankibocsatas kozotti osszefiiggést
vizsgaltuk, azt talaltuk, hogy a szer6za DBS szignifikansan korrelalt a kilélegzett metannal
mind a vérzés (r=0,79), mind a reanimécio (r=0,66) soran. Hasonl6 korrelaciot észleltiink
a masik komponens, a mukdza DBS értékei és a kil¢legzett metanszintek kozott is.

A szublingvalis DBS, valamint az ileum mukoza €s szeroza DBS értékei kozott
szignifikans 0sszefliggést (r = 0,74 és r = 0,66) kizarolag a vérzéses szakaszban figyeltiink

meg.

5. MEGBESZELES

Els6é tanulméanyunk célja a teljes-test metankibocsatas, a GI mikrokeringés ¢és a
gyulladasos folyamatok kozotti sszefiiggések feltarasa volt kisérletes patkdnymodellben.
A TNBS altal indukalt colitis modellben jelentds gyulladasos valasz, fokozott oxidativ
stressz €s hiperémids mikrokeringés alakult ki, amelyet parhuzamos metankoncentracio-
emelkedés kisért. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a kilélegzett metdn mérése
potencialisan alkalmas lehet a gyulladasos aktivitds monitorozasara.

A metanképzddést korabban kizardlag a bél metanogén mikrobiomjahoz kapcsoltak
(Ellermann és mtsai, 1988; Conrad, 2009), azonban jabb kutatasok kimutattak, hogy
eukariota sejtek — koztilk human sejtvonalak is — oxidativ stressz hatasara képesek metant
termelni, fliggetleniil a mikrobidlis fermentéaciotol (Boros és Keppler, 2019). A ROS 4ltal
generalt metilgyok-intermedierek révén a metan endogén, nem-mikrobialis eredetét is
sikeriilt igazolni, ami Uj lehetdségeket nyit a metan gaztranszmitter-szerepének
értelmezésében (Keppler €s mtsai, 2006; Wang és mtsai, 2021). Kémiai rendszerekben
metan keletkezhet vas(I1I)-ion, aszkorbat és hidrogén-peroxid jelenléte mellett enzimatikus
folyamatok nélkiil is (Ghyczy és mtsai, 2003).

Ernst ¢és mtsai (2022) kimutattdk, hogy az oxidativ stressz altal generalt
metilgyokok kulcsfontossagli koztitermékek a metanképzddésben eukaridtakban, beleértve
emberi sejtvonalakat is (Liu és Zhang, 2022). Bar ennek bioldgiai jelentdsége még nem

teljesen tisztazott, a kilélegzett levegdben mért metan részben az enteralis flora anyagcsere



folyamatai soran keletkezik, részben pedig oxidativ stressz hatasara a sejtek altal termelt
metanbol szarmazhat (Tuboly és mtsai, 2013; Ernst és mtsai, 2022).

A TNBS altal kivaltott gyulladds soran tapasztalt metanemisszio-emelkedés —
kiilonosen a fokozott XOR aktivitas és magasabb MDA szintek mellett — alatdmasztja azt
a hipotézist, miszerint a metantermelés 6sszefiigg a ROS-medialt szoveti stresszvalasszal
(Ugocsai és mtsai, 2023). Tovabba, a Ket és a Ket-Tris kezelések kozotti kiillonbségek
megerdsitik, hogy a metankibocsatas mértéke alkalmas lehet a gyodgyszeres kezelések
hatékonysaganak jelzésére: mig a Ket novelte a metanszintet, addig a Ket-Tris konjugatum
csokkentette azt, ami az utobbi mellékhatasok nélkiili gyulladascsokkentd hatasara utal.
Eredményeink alapjan a kilélegzett metan valds idejii monitorozasa értékes, nem-invaziv
eszkO6z lehet a ROS-medialt nyalkahartya-gyulladas kovetésére és a terdpids valasz
értekelésére.

Osszefoglalva, az elsé tanulmany igazolta a Tris védShatasat az NSAID-ok altal
okozott bélkarosodéassal szemben. A metantermelés szoros Osszefliggést mutatott a
gyulladéasos allapottal és a bélnyalkahartya mikrokeringésével. A Ket-Tris kezelés alatt a
metanszintek a kontroll csoport szintjére csokkentek, ami arra utal, hogy a metan a pro-
inflammaécids valaszok jelzdje lehet, és jelezheti a gyulladascsokkentd beavatkozasok
hatékonysagat (Ugocsai és mtsai, 2023).

Masodik  tanulmanyunkban  sertésmodellben  vizsgéaltuk a  kilélegzett
metankoncentracidt és annak kapcsolatat a makro- és mikrokeringési paraméterekkel
kontrollalt, fokozatos véreztetési protokoll keretében. Megallapitottuk, hogy a kilé¢legzett
metanszint érzékenyen ¢és koran jelezte az AMSF csokkenését, még a szisztémads
hemodinamikai valtozasok eldtt. A kilélegzett metankoncentracié ingadozésai szoros
kapcsolatban élltak az ileum mukoza és szer6za mikrokeringési paramétereivel, ami tovabb
er6siti a metan valos idejii mikrokeringési markerként valo alkalmazhatosagat.

A kilélegzett metanszint vizsgélat széles korben alkalmazott diagnosztikai eszkoz
GI rendellenességek felderitésére. Hagyoméanyosan a laktuléz tesztet kovetden
gazkromatografiaval mérik a kilélegzett levegd metanszintjét, ennek soran a mintékat
légmentes zsakokba gytjtik és langionizacios, hdvezetéses vagy tomegspektrometrias
detektorral elemezik (Costello és mtsai, 2013). Ez a mddszer azonban korlatozott
mintavételi gyakorisagot tesz lehetdvé. Ebben a tanulmanyunkban is a PAS modszert
alkalmaztuk, ami 1 ppm alatti érzékenységgel képes valdos idében kdvetni a

metankoncentracid valtozasait (a hagyomanyos gazkromatografia érzékenysége 3 ppm).



Altatott sertés modelliinkben kontrollalt vérzést alakitottunk ki a vértérfogat 35%-
os fokozatos csokkenésével, amelyet a tHb mérésével igazoltunk. Ez a modell lehetdvé
tette a nagy idébeli felbontdsi mérést mind a vérzés, mind a reszuszcitacid fazisaban.
Reszuszcitacid soran HES-infuzidét alkalmaztunk, amely jelentésen javitja a
makrohemodinamiai paramétereket és a bél mikrokeringését (Wu és mtsai, 2015).

A varakozasoknak megfeleléen az AMSF mar 5%-os vérveszteségnél
szignifikansan csokkent, parhuzamosan a kilélegzett metanszint valtozasaval. A szer6za és
a mukoza mikrokeringése 10%, illetve 20%-o0s vérvesztést kovetden valtozott. A
mesenteridlis makro- és mikrokeringés kozotti jelentds kiilonbség az autoregulacios
mechanizmusokkal (Pestel és mtsai, 2010), mig a mukdza és a szer6za mikrokeringésének
redisztribicioval magyarazhat6 (Hiltebrand és mtsai, 2003). A metanszint kezdeti
csokkenése valoszintileg a perfundalt vértérfogat csokkenését tiikrozte kapillaris stirliség
valtozésa nélkiil.

Kiilondsen figyelemreméltd, hogy a kilélegzett metanszint a reszuszcitacid sordn is
képes volt kovetni a gyors perfuzidos valtozasokat, szoros korrelaciét mutatva a
nyalkahartya mikrokeringésének allapotaval. Ezzel szemben a szublingvalis mikrokeringés
— bar nem invaziv és konnyen hozzaférhetd (Palagyi és mtsai, 2015) — nem bizonyult
megbizhaté prediktornak a bélrendszeri mikrokeringés gyors, dinamikus valtozasaira a
reszuszcitacios szakaszban.

Osszességében kutatdsunk ramutat, hogy a kilélegzett metanszint valos idejii
monitorozasa nemcsak az oxidativ stressz és a gyulladdsos folyamatok, hanem a
mikrokeringési zavarok korai felismerésére is alkalmas lehet. Ez kiilondsen relevans lehet
kritikus allapota betegek, valamint GI betegségek (példaul gyulladasos bélbetegségek,
IBD) diagnosztikdja és terapias kovetése soran. A PAS alapu, valos ideji kilélegzett
metanszint monitorozas érzékenysége, gyorsasaga ¢és nem-invaziv jellege eldényds a
klinikai alkalmazas szempontjabdl.

Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak tisztazasara, hogy a metan biomarkerként
milyen érzékenységgel ¢és specificitassal jelez kiilonféle korfolyamatokat human
koriilmények kozott, valamint hogy az endogén metantermelés pontos szabalyozéasa és
forrasai miként befolydsoljak ennek az 0j diagnosztikai lehetdségnek a gyakorlati

alkalmazhatosagat.



6. A TEZIS FONTOSABB MEGALLAPITASAI

1. A teljes-test metankibocsatas valtozasai jol tiikkrozték a TNBS és

2. az NSAID terapia hatdsara bekovetkezd, a vékonybél mikrokeringését érintd
valtozéasokat.

3. A teljes-test metanemisszi6 parhuzamosan nétt a GI gyulladdsos aktivitassal a
TNBS altal kivaltott colitis esetén. Ezért a metankibocsatas valds ideji mérése nem
invaziv moédszerként hasznalhat6 a GI gyulladasos folyamatainak progresszidjanak
becslésére és a terapias beavatkozasok hatékonysaganak monitorozasara.

4. Nagyallat modellben, kontrollalt, fokozatos vérzés soran a kilélegzett metanszint
szignifikans korrelacidt mutatott az AMSF értékeivel, valamint az ileum mukoéza és
szerdza mikrokeringésével. Kimutattuk, hogy a metankoncentracid6 gyorsabban
reagalt az AMSF valtozasaira, mint a szublingvalis mikrokeringés.

5. A reszuszcitacios fazisban a vékonybél mikrokeringésében bekovetkezd gyors
valtozasok a kilélegzett metanszint ingadozésaiban is tiikrozédtek, mikdzben a
szublingvalis mikrokeringés nem volt képes kovetni ezeket a dinamikus

valtozasokat.
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