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BEVEZETES

A f0ldi eredetli metan 99%-a bioldgiai eredetii. Ennek nagy részét az Un. metanogén
baktériumok termelik. A légkorbe keriild metannak minddssze harmada szadrmazik természetes
forrasbol (mocsarakbol, erddtiizekbdl, szénbanyakbol illetve az dcednok mélyébdl), kétharmada
pedig emberi eredetli (fosszilis energiahordozok, talajégetések, komposztalo telepek). A
széndioxid utdn a masodik legfontosabb iliveghaz hatasért felelés gdz a metan, amelynek a
troposzférabol torténd eltavolitasaban a hidroxil szabadgyok jelentOs szerepet jatszik.

A szervezet redox egyensulydnak felboruldasa reduktiv ill. oxidativ stresszhez vezet.
Hypoxias allapotban, amikor az elektron acceptor oxigén molekula nincs elegendé mennyiségben
jelen, a fellépd reduktiv tulstily az ATP koncentracié csokkenéséhez majd végiil progressziv
strukturalis €s funkcionalis valtozasokhoz vezet. A biokémiai reduktiv stressz (reduktiv talsuly)
klinikai-kortani fogalmi megfeleldje az ischemia, amikor az elégtelen vérellatas kovetkeztében a
szoveti oxigén koncentracio lecsokken. Az ischemia molekuléris kaszkad eseményeket triggerel,
melyek kovetkezménye a csokkent ATP koncentracio, megvaltozott Ca®" homeosztazis,
mitokondridlis diszfunkcio, ill. gyulladdsos folyamatok aktivacidja. A vérellatas helyreallasaval
(reperfuzid), az oxigén visszapdtlasa megtorténik, a folyamat ugyanakkor oxidativ stresszt, oxigén
eredetii szabadgyokok koros mértékii felszabadulasat eredményezi. Az “oxidativ stressz” alapjat
tehat az oxigén részleges redukcidja soran képzddd szuperoxid gyok képezi.

Az oxido-redukiv stressz €s az azzal jar6 karosoddsok szamos betegség, igy pl. az
atheroszklerozis, autoimmun betegségek, neuronalis karosodasok ¢és daganatok kialakulasdban
jatszanak szerepet - a védekezés lehetOségeinek feltérképezése a mai kor kutatéinak egyik
legfontosabb feladata.

A kutatasi téma kivalasztasaban a kovetkezo tényezok jatszottak szerepet

o Ismereteink szerint meglepden csekély azon endogén gyokfogd molekuldk szdma, melyek
az egyik leginkdbb karos szabadgyok, a hidroxil gyok hatasa ellen védik a szervezetet.

. Szamos jel mutatott arra, hogy a reduktiv, majd azt kovetd oxidativ stressz koros
kimenetelében szerepet jatszo szabadgyokok eliminalasaban a foszfatidilkolin (a sejtben dominans
mennyiségben jelenlévd foszfolipid) bizonyos szdrmazékai, elektron akceptor molekulakként
szerepet jatszhatnak.

J A foszfatidilkolin (PC) szarmazékok pozitiv hatdsai (gyulladascsokkentd), régota
koztudott, de a hatasmechanizmus nem ismert.

o Az ¢l6 sejtekben folyamatosan zajlanak demetilacios folyamatok, és patologias

koriilmények kozott ezek intenzitasa szignifikdnsan megnd.



o Szdmos vizsgalat igazolja, hogy az un. Lombardi vagy metil-deficiens étrend daganatos
folyamatot indukalhat.
o A metan a légkorben legnagyobb mennyiségben eléforduld redukélt allapotti szerves

molekula, és a metan jelentds szerepet jatszik a hidroxil szabadgydk légkorbdl torténd

eltavolitasaban.

CELKITUZESEK

Vizsgalataink sordn célul tiiztiik ki az alabbiakat:

o bebizonyitani, hogy a tranziens hipoxia metanképzddést indukal aerob, €16 rendszerekben;
o korvonalazni a mechanizmust, amely az emlds sejtekben és sejtorganellumokban metan
képzddéshez vezet, leirni a folyamatban résztvevé komponenseket;

o megvizsgalni az elektrofil metil csoportot hordoz6 kolin szdrmazékok esetleges oxigén

szabadgyokfogo kapacitasat;

. tesztelni és Osszehasonlitani a foszfatidilkolin metabolitok metil donor (metanképzo)
potencialjat;
J demonstralni a metdn generaciot szabadgyOk-hatds alatt a mitokondriumban ¢és

sejttenyészeteken hipoxias koriilmények kozott;

J bizonyitani a lehetséges kapcsolatot az elektrofil metil csoportot hordoz6 foszfolipid
szarmazékok metan produkcidja és szabadgyok scavenger kapacitasa kozott;

J meghatdrozni a PC kezelés szerepét a gasztrointesztinalis traktus ischemia-reperfuzio altal

kivaltott oxido-reduktiv stressz-valaszaban.

MODSZEREK

Mitokondrium preparalas

Schneider et al. (J. Biol. Chem. 176, 59, 1948) moddositott modszerével 250 g/testsulyu Wistar
patkanyok majabol.

Oxigénfogyasztas

Oxygraph (Hansatech Instruments Ltd., UK) késziilékhez csatlakozé Clark-tipusti oxigén
elektroddal.

Gazkromatografias analizis

Gazkromatograf (Carlo Erba), langionizacios detektorral, Chrompack kapillaris oszloppal.

Kisérletek sejtkultirakon



Periférias endotél sejteket frissen preparaltunk sertés aorta szegmentumbol és tenyésztettiink 10%
foetalis borjusavoval kiegészitett Dulbecco’s Modified Eagle Medium-ban Gryglewski et al. (Br.
J. Pharmac. 87, 685, 1986) modositott modszere szerint. A kisérleteket 10 napos sejtkulturakon
végeztik.
Szabadgyok meghatarozas
Lucigenin —alapu kemilumineszcencia méres: Packard Tri-Carb Model 2100 folyadékszcintillacios
szamlalo, ,,out-of-coincidencia” mod (Ferdinandy et al.).
NADPH oxidase assay: frissen preparalt granulocitaikon Guarnieri et al. (BBA 30, 135, 1987).
Protein meghatarozas
Lowry et al. (J. Biol. Chem. 1951).
Kémiai kisérletek
Szintetikus PC szarmazékok (etanolamin, monometiletanolamin, dimetiletanolamin, kolin, betain,
szarkozin, dimetilglicin) jelenlétében a hidroxilgyok-specifikus Udenfriend reakcioban
(aszkorbinsav, Fe’" / EDTA, H,0,,) szabadgydkot generaltunk és gazkromatograffal torténd
detektalas soran mértiik a felszabaduldé metdn mennyiségét.
In vivo allatkisérletek

Kisérleteinket Na-pentobarbitallal (30 mg/tskg iv.) altatott him és ndstény, keverék
kutydkon végeztiikk (atlagos testsuly: 18+2 kg). Az endotrachedlisan intubalt allatok bal oldali
artéria és véna femoralisdba kaniiloket vezettiink vérnyomasmérés illetve infuzié adas (10
ml/tskg/h Ringer laktat) céljabol. A jobb véna femoralison keresztiil Swan-Ganz katétert vezettiink
az artéria pulmonalisba. Median laparotomiabol feltartuk és kiprepardltuk az a. mesenterica
superiort (AMS), amelyre Transonic ultrahangos aramlasméré fejet helyeztink a vérdramlas
mérése céljabol. A termindlis ileum szakaszat ellatdé mesenteridlis véna oldalagaba kaniilt
helyeztlink, ezen keresztiill monitorizdltuk az adott szegmentum vénds nyomasat, valamint
vérmintakat vettiink. Ett6] a helytdl proximalisan TGS Tonomitor ballonos katétert vezettiink az
ileum lumenébe az intramucosalis pH meghatarozasara. A vékonybél proximalis szakaszabol
biopsziakat vettiink.
Hemodinamikai mérések

Komplex hemodikai monitorozast végeztiink, a nyomdas ¢és a véraramlas jeleket
folyamatosan regisztraltuk ¢és analizaltuk komputerizalt hemodinamikai monitor segitségével
(SPELL Haemosys; Experimetria Ltd., Budapest, Hungary).
Intramukozalis pH mérések

Szilasztik ballonos katétert (TGS Tonomitor, Tonometrics Inc., Worcester, Massachusetts,

U.S.A.) vezettiink az ileum lumenébe. Az arterialis vérgazokat ill. az intramukozalis pCO;-t



vérgdz analizatorral (AVL, Graz, Austria) mértiik. Az intramukozalis pH-t (pHi) a mddositott
Henderson-Hasselbach ~ formula felhasznaldsdval szamitottuk, 30-perces equilibracidra
megallapitott korrekcids faktor figyelembevételével.
Intesztinalis szuperoxid-tartalom (SOx)

A mérés frissen  homogenizalt  szOovetmintabol  tortént,  “lucigenin-alapu
kemilumineszcencia” méréssel (1d. fentebb, Ferdinandy et al.).
Szoveti mieloperoxidaz (MPO) aktivitas mérés
[leum biopsziabol Kuebler et al. (1996) modszerével (UV-1601 spectrophotometer, Shimadzu,
Japan).
A Kkilégzett metan koncentracio mérése

A trachedt intubaltuk (mandzsettds endotrachedlis cso, Portex Tracheal Tube). Az allatokat
a kisérlet alatt végig spontan lélegeztettiik. A normoxias ventillacio elégségességét ismételt vér-
gaz analizissel ellendriztiik, beleértve az artéridlis vérmintakbol térténd oxigén parcidlis nyomas
mérést (AVL, Graz, Austria). Az endotrachealis csovet egy ,,non-rebreathing” egyeniranyito
szelep rendszerhez csatlakoztattuk. (Ambu GmbH, Germany). A kilégzett levegdbdl torténd
mintavétel alatt a 1égzési rendszer kivezetd nyilasat egy gézbiztos flexibilis aluminium zacskéhoz
csatlakoztattuk (Plastigas, Linde Gas, Cologne, Germany). 2500 ml kilégzett levegdt gytijtottiink,
amibdl 1 ml-es gazmintakat vettiink gdzkromatograftal torténd metan koncentracié meghatarozas
céljabol (HRGC 5300 Megaseries, langionizacids detektor, Chrompack kapillaris kolonna).
Kisérleti protokol

Az éllatokat random modon soroltuk a kisérleti csoportokba. Az 1. és 2. csoport normal
laboratoriumi tapot kapott a kisérlet elétt 1 hétig. A 3-as csoportba tartozé allatok specialis, 1%
PC-t tartalmazo tapot kaptak (Ssniff Spezialdidten GmbH, 59494 Soest, Germany) a kisérlet el6tt
6 napig 50 g/kg/nap dozisban. Az 1. csoport (n=5) almtott kontrollként szerepelt, a 2. (n=6) ill. 3.
(n=6) csoportokba tartoz6 4llatokon teljes vékonybél ischaemidt indukaltunk az AMS
levegdjébdl gazmintat vettiink az SMA okkluzid eldtt és utdn, valamint a reperfuzids periddus
kezdetén és végén.
Statisztikai analizis

Az adatok analizisét a SigmaStat for Windows (Jandel Scientific, Erkrath, Germany)
statisztikai szoftvercsomag segitségével végeztilk. Az in vitro adatokat az atlag + standard
deviacidval (SD) fejeztiik ki; az eltéréseket p < 0.05 alatt tekintettiik szignifikansnak.

Az in vivo adatok analizisére a Friedman féle ismételt variancia analizist alkalmaztuk az

egyes csoportokon beliil. Az id6td] fliggd eltérések meghatarozasa Dunn modszerrel tortént. A



csoportok kozti kiilonbséget Kruskal —Wallis “one way” variancia analizissel hatdroztuk meg, a
paronkénti tobbszords Osszehasonlitds céljabol a Dunn moddszert alkalmaztuk. Ezekben az
esetekben a median értékeket és a 75. ill. 25. percentiliseket adtuk meg, €s a p <0.05 értéket
tekintettiik szignifikdnsnak.

EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

1. Kémiai kisérletben igazoltuk, hogy az elektrofil metil csoportot hordoz6 PC metabolitok,
demetildci6 soran eltdvolithatjdk a patologias folyamatokban felszabadulé hidroxil
szabadgyokoket. Igazoltuk, hogy a felszabaduld metan mennyisége aranyos e molekulak gyokfogd
kapacitasaval. Magas metan koncentraciét mértiink a metil csoportot N atomon hordozé PC
szarmazeékokbol a hidroxil szabadgyokot generdld Udenfriend komponensek (hidrogén peroxid,
aszkorbinsav és katalitikus vas ionok) jelenlétében, a valtozds nagysaga: DMSO > kolin >
dimetiletanolamin > metiletanolamin > ethanolamin volt. Ebben a rendszerben a metan
képzddéssel parhuzamosan CO; ill. CO felszabadulast detektaltunk az aszkorbat molekulabdl.

2. Kisérleteink azt bizonyitottak, hogy a kolin hidroxil szabadgyokot eliminald képessége
ugyanolyan nagysagrendii, mint a jol ismert hidroxilgydk scavenger mannitol, a DMSO ¢és a
DMTU molekuldk szabadgyokfogd kapacitasa.

3. Az alkoholos végcsoporttal rendelkez0 metil csoportot nitrogén atomon hordozo PC
metabolitok hatékonysaga az oxigén eredetli szabadgyokdk eliminacidjaban ardnyos a reakcidban
keletkezé metan mennyiségével és a molekulan jelenlévd metil csoportok szdmaval.

4. Els6ként kozoltiink metan felszabadulast patkany méj mitokondriumokbol. Hidroxil
szabadgyOk hatdsara metant generaltunk frissen preparalt ¢l6 mitokondriumok jelenlétében. A
legmagasabb metan produkcié a matrix frakcidban (2.96 nmol/mg protein) volt megfigyelhetd
hidroxil szabadgydk jelenlétében, ennél kevesebb metant mértiink az intermembran frakcidban
(0.197 nmol/mg protein), és nagyon kis mennyiség volt csak detektalhatd6 a membran frakcidokban,
igy a bels6 membranban (0.08 nmol/mg protein) valamint a mitokondrium kiils6 membranjaban
(0.042 nmol/mg protein).

5. Primér tenyésztett periférids endotél sejteken kiilonb6z0 modszerekkel hipoxids allapotot
létrehozva igazolni tudtuk a patoldgids folyamat és a metan produkcid kozotti Osszefliggést.
Szignifikdns metan képzdédést (0-20 nmol/mg protein) mértiink intakt, tenyésztett periférias
endotél sejteken glukdéz megvonas, valamint metabolikus gatlds soran. A legmagasabb metan
generaciot hidroxil szabadgyokok képzddése utan, valamint fluorid ill. cianid mérgezés és glukoz

megvonads egyiittes hatdsa mellett észleltiik. Hasonlo hatas volt megfigyelhetdé DNP kezelés utan.



Az eldbbieknél Iényegesen kevesebb metant detektaltunk a glukdz megvonds egyediili hatasa
kovetkezményeként.

6. Az in vitro és in vivo kisérleti adatokbodl levonhattuk azt a kdvetkeztetést, hogy a metan
képzddés mechanizmusa az aerob sejtek atmeneti oxigén hidnyos allapotaval all 6sszefliggésben.
A metan-generald reakcid az €16 szervezetek reduktiv stresszre adott valasza, mely védelmet
nyujthat a szervezet redox egyensulyanak felboruldsakor.

7. Aerob organizmusb6l metan képzddést mindezidaig nem kozoltek. Megallapitottuk, hogy
az in vivo metan generdcio leirhatd a szoveti ischemiara adott valaszként, a gasztrointesztindlis
traktusban koros mennyiségben képzddd szabadgyokot eliminalod folyamat kdvetkezményeként és
indikétoraként.

8. Fokozott PC bevitellel a gasztrointesztinalis traktus gyulladasos folyamatai
befolyasolhatok. Elektron donor és akceptor csoportot hordozd PC metabolitok képesek a

patologids folyamatokban felszabaduld oxigén eredetli szabadgyokok eliminéaldsara.
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