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1 BEVEZETES, HATTER

1.1 Tranziens Receptor Potencial Vanilloid 1 (TPV1) és Ankyrin 1 (TRPA1) ioncsatornak és
szerepiik neurogén gyulladasban

A tranziens receptor potencial (TRP) ioncsatornak 28 szerkezetileg rokon ioncsatornat foglalnak
magukban, amelyeket szekvencia-homologiajuk alapjan a TRPC (kanonikus), a TRPV (vanilloid),
a TRPM (melasztatin), a TRPP (policisztin), a TRPML (mucolipin), a TRPA (ankyrin) ¢s a TRPN
(NOMPC) alcsaladokra oszthatunk. (1). Tobbségiik nem szelektiv kationcsatorna, azonban
permeabilitasuk és szelektivitasuk tekintetében eltéréseket mutatnak. Szerkezetiiket tekintve hat
transzmembran doménbdl 4ll6 tetramerek, amelyek porusat az 6todik és hatodik szegmens kozotti
hidrofob régio alkotja. Homo- vagy heterotetramerekként alkotnak funkcionalis egységet. (2).

A csalad gasztrointesztinalis és 1éguti gyulladassal kapcsolatban legtobbet vizsgalt tagjai a
vanilloid 1 (TRPV1), az ankyrin 1 (TRPA1) ioncsatornak. Ezek tilnyomorészt a kapszaicin-
érzékeny szenzoros neuronokon helyezkednek el, és gyakran, foként ezeken az érz6 rostokon
koexpresszalddnak. A kézelmultban azonban tobb nem neuralis kifejezodést is leirtak, amely miatt
nagy figyelem fordult erre a kutatasi teriiletre (3). Altalanossagban elmondhat6, hogy szamos
exogén kémiai agens és endogén mediator aktivalja Oket, igy fontos szabalyozé strukturak a
gyulladasos és fajdalomfolyamatokban.

A TRPV1 és a TRPA1 polimodalis nociceptorok, amelyek fontos funkciot toltenek be a ho-,
mechanikai- és kemo-érzékelésben, valamint komplex szerepet jatszanak a hiperalgéziaban ¢és a
neurogén gyulladasban. (4). A kapszaicin-érzékeny afferenseken torténd aktivalasuk hatasara pro-
inflammatorikus szenzoros neuropeptidek, pl. substance P (SP) és kalcitonin gén-rokon peptid
(CGRP) szabadulnak fel, ami neurogén gyulladashoz vezet (értagulat, plazmafehérje extravazacio
¢és gyulladasos sejtek aktivacioja). (4,5). A gyulladaskelté mediatorokkal egyidejlileg ugyanezen
végzddésekbdl gyulladasgatld neuropeptidek, elsOsorban szomatosztatin és hipofizis adenilat-
ciklaz aktivald polipeptid (PACAP) is felszabadulnak, amelyek lokalisan és szisztémasan is
ellensulyozzak a gyulladasos folyamatot és a szoveti karosodast. (6,7).

A TRPVI1 és a TRPA1 csatornakat a gyulladas soran keletkez6 endogén mediatorok, pl.
lipoxigenaz termékek, reaktiv oxigéngyokok (ROS), bradikinin, prosztanoidok és a gyulladt szovet
savas pH-ja is képesek aktivalni. (8). A gasztrointesztinalis nyalkahartya gyakran ki van téve az
¢lelmiszerekben talalhato TRPV1 exogén agonistaknak, mint a kapszaicin és a piperin (a

chilipaprika, illetve a fekete bors csipdsségét ado agensek), valamint TRPA1 aktivatoroknak, mint
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fahéjaldehid, allil-izotiocianat (mustarolaj), allicin (fokhagyma), és mentol, stb. (8,9). Masrészt a
légutak kiilonboz6 TRPAIl-agonistdknak, példaul bakteridlis endotoxinnak, kornyezeti
irritansoknak, a cigarettafiistben, fafiistben, dizel kipufogogazban és a konnygazban talalhatd
akroleinnek, a krotonaldehidnek, izocianatoknak és nikotinnak lehetnek kitéve (10).

A TRPV1 ¢és TRPA1 képes funkcionalis kdlcsonhatasra, példaul heterolog deszenzibilizaciora,
mivel a TRPA1-et expresszalo idegrostok tobbsége ko-expresszalja a TRPVI1-et (11). Mindkét
ioncsatorndt szamos mas mechanizmus, példaul prosztaglandinok, bradikinin és proteazok is
szenzibilizalhatjak. (12).

A TRPVI a gasztrointesztinalis traktus szdmos nem neuronalis struktirajan is kifejezddik, mint
példaul a gasztrint szekretalo parietalis és gyomor epitél sejteken, valamint a nyeldcs6-, vékonybél-
¢és vastagbél epitél sejtein. (13,14). A TRPA1-et a gyomor-bél traktusban kevésbé vizsgaltak, de
expresszidjat leirtak a vastagbél izolalt kriptain és epitél sejtjein, valamint a vékonybél
neuroendokrin sejtjein is (14,15). A légutakban a TRPAT1 a fibroblasztokon, a 1égcs6-, horgd- és
alveolaris epitél sejteken, a horgd simaizomsejteken, valamint a limfocitakon expresszalodik (16).
Ezenkiviil mindkét receptor leirtak a CD4+ T-sejteken is, ami hangsulyozza a szenzoros-immun
interakciokban betoltott szerepiiket (17,18).

Ezért ezeket az ioncsatorndkat 0j gyulladascsokkentd, fajdalomcsillapitd €s gasztroprotektiv

célpontokként azonositottak (10).

1.2 A TRPAI1 szerepe a légzérendszerben

Polimodalis kemoszenzor funkcidja és széles expresszidos mintazata miatt a TRPA1-nek
kulcsszerepet tulajdonitanak élettani és korélettani folyamatokban, kiilondsen neuro-immun
interakciokban (10). Kiilondsen fontos kémiai szenzorként tekintenek ra a 1égzérendszerben, amely
szerepet jatszik a fiziologias (véddreflexek, kohogés és tiisszentés) €s patofiziologiai valaszokban
(gyulladas, bronchialis hiperreaktivitas). (8). Bar egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy a TRPA1
szerepet jatszik a kronikus obstruktiv tiidébetegség (COPD), az asztma, a kronikus kéhogés, a
cisztas fibrozis stb. patogenezisében, ami a TRPA1 fontos terapids potencialjara utal a kronikus
tiidobetegségek farmakologiai kezelésében (16,19), kevés in vivo adat all rendelkezésre a 1éguti
informéciora van sziikség ahhoz, hogy meghatarozzuk a TRPA1, mint lehetséges farmakoldgiai

célpont jelent6ségét a gyulladasos tiidobetegségekben, a tiidégyulladasban és a COPD-ben.



1.3 Kroénikus obstruktiv tiidébetegség (COPD)

A COPD egy jelentOs globalis egészségligyi probléma, amelyet a 1égutak és/vagy az alveolusok
rendellenességei miatt kialakulo tartésan fennalld léguti tiinetek és légaramlas-korlatozottsag
jellemez. Hatterében altalaban karos részecskéknek vagy gazoknak vald jelentés expozicid all.
Altalaban progressziv lefolyasu, és a légutak és a tiidé fokozott kronikus gyulladasos valaszaval
jar egyiitt. A funkcionalis 1égzési zavarok a kis 1égutakat sziikité kronikus obstruktiv bronchiolitis
¢s a tidoparenchima pusztuldsa miatt kialakulé emphysema kovetkezményei. A COPD
leggyakoribb oka az esetek mintegy 95%-ban a dohanyzas, de a légszennyezé anyagok és a
munkahelyi expozicio is hozzajarulhat a kialakulasahoz (20).

Nincs oki terapia, a rendelkezésre allo kezelés a kortikoszteroidokra, az adrenerg B2-receptor-
agonistakra és az acetilkolin-muszkarin receptor antagonistakra korlatozddik, amelyek csak
lassitjak a progressziot és a tiineteket enyhitik (20). Ezért siirgdsen sziikség ven 1j terapias
célpontok azonositasaira COPD-ben.

A kutatdsi teriilet iranti nagyfokt érdeklédésnek koszonhetéen a hattérben huzodo
mechanizmusokrol szerzett ismereteink jelentésen boviltek. A cigarettafiist és mas léguti
irritansok nagyfokt gyulladasos valaszt indukalnak a CD8+ limfocitak, neutrofilek és makrofagok
bevonasaval. Ezek az immunsejtek kemotaktikus faktorokat, koldniastimulald faktorokat és
proinflammatérikus citokineket szabaditanak fel fenntartva és fokozva a gyulladast és az
immunsejtek toborzasat. Tovabba a protedazok, mint a neutrofil elasztaz, kathepszinek ¢és matrix
metalloproteinazok (MMP-K) elasztin pusztulast és kovetkezményes emphysemat idéznek el6 (21).
A komplex patofiziologiai mechanizmus, a gyulladasos kaszkadok és az immunsejtek, az
érzéidegek és a neuro-immun kolcsonhatasok szerepének megismerése, valamint a
kulcsfontossagi mediatorok azonositasa azonban még sziikséges potencialis 0j terapias célpontok

azonositasa érdekében.

1.4 A kronikus léguti gyulladas allatmodelljei

A human vizsgalatokban végzett szovettani analizis mellett a transzlacids allatmodellek kiilondsen
fontosak a patofiziologiai folyamatokban résztvevé molekularis utvonalak meghatarozasahoz.
Szamos tanulmany fokuszal a proteaz-antiprotedz egyensuly zavarara, és csak rovid protokollokat
alkalmaznak kiilonb6z6 elasztazok, mint a pancreas-elasztaz, neutrofil elasztaz, proteinaz-3 (22),

vagy lipopoliszacharidok (LPS) felhasznalasaval az emphysema kialakulasaban jatszott szerepiik



vizsgalatara. Ezek a modellek hasznosnak bizonyultak, azonban csak egy, a patofiziol6giai kaszkad
koztes szerepljére fokuszalnak. A cigarettafiist (cigarette smoke: CS) azonban, amely a
leggyakoribb kivaltd tényezd az emberi betegségben, szamos mas, upstream utvonalat és
mechanizmust kapcsol be (23). A TRPAI1 Ilehetséges szerepének és a kronikus gyulladasos
folyamat komplexitasanak vizsgalatadhoz a COPD egyetlen hiteles transzlaciés modellje a kronikus
cigarettafiist-expozicio (CSE) (22). Ezt a modellt eddig tobb csoport is hasznalta, de széleskori
meggy06z6 potencialjukat korlatozza, hogy 1) kiilonb6z6 protokollokat, kisérleti paradigmékat,
expozicios idoétartamokat ¢és intenzitasokat alkalmaztak, 2) nem longitudinalis, kdvetéses,
onkontrollos elrendezést alkalmaztak, 3) nem vizsgaltdk a betegség komplexitasat integrativ
modszertani megkdzelitéssel, csak bizonyos specifikus paraméterekre Osszpontositottak, és 4)
kiilonb6zé torzseket hasznaltak. Mivel a C57BI/6 egereket a leggyakrabban alkalmazott
génmodositott torzs, és érzékenyek Is a cigarettafiistre, célunk egy transzlaciés modell 1étrehozasa,

karatkterizalasa és optimalizalasa volt ebben a torzsben.

1.5 A TRPV1 és TRPAI1 expresszidoja a gyomor-bél traktusban

A gasztrointesztinalis traktusban a TRPV1 és a TRPAI expresszidjat és szerepét leginkdbb
colitisben allatmodelljeiben vizsgaltak. A TRPV1-expresszald rostok slirlisége egerekben a
vastagbél proximalis régiojatol a disztalis felé haladva novekszik (24). Tovabba, dextran-szulfat
(DSS) colitis soran a TRPV1-expresszald DRG neuronok aranya és Trpvl mRNS-szintjiik
novekszik, kovetkezményes CGRP és SP emelkedéssel (25). Egyre tobb a bizonyiték a TRPV1 és
a TRPA1 expresszidjara a myentericus és a submucosus plexus intrinsic szenzoros neuronjaiban,
valamint a vastagbélnyalkahartya felszini epithelsejtjein  (14,15). A szenzoros-immun
kolcsonhatasok fontossagat colitisben a gyulladasos sejtek TRPV1 és a TRPA1 expresszidja is
alatamasztja makrofagokon, valamint a CD4+ T-sejteken. (14,17,18).

A gyomorban a gyomornyalkahartyat innervaldo kapszaicin-érzékeny peptiderg szenzoros
neuronok gasztroprotektiv hatasat kutatocsoportunk mar régota vizsgalja (26). A TRPV1-el
ellentétben azonban a TRPA1 gyomorban torténd expresszids valtozasair6l és szerepérol keveset
tudunk (27), ezért célunk volt a TRPA1 lehetséges szerepének tisztazasa a gyomor nyalkahartya

sériilés allatmodelljében.



1.6 A gyomor nyalkahartya karosodas allatmodelljei

A gyomor nyalkahartya kdrosodds a makroszkdpos és szovettani elvaltozasok kiilonbozo
formaiban nyilvanulhat meg, mint diffiz hiperémia, gyulladés, er6zi6 vagy akar vérzéses fekély.
A gold standard kezelés gyakran a savszekrécio gatlo szerekre, mint protonpumpa-gatlokra vagy
hisztamin H2 receptor antagonistakra korlatozodik, mivel a citoprotektiv mechanizmusok fokozasa
kihivast jelent (28).

Az allatmodellek fontosak a gyomorsériilés molekularis vizsgalatara, mivel ezek a modellek
nagyon korai biokémiai és molekularis valtozdsokat mutathatnak ki, sokkal a mikroszkopos vagy
makroszkopos elvaltozasok észlelése eldtt. A jo modellek transzlacios jelent6séggel rendelkeznek.
Azonban a gyomorsériilés gyakorlatilag minden allatmodelljében (pl. NSAID-, stressz-indukalt)
az elvaltozasok jol koriilirtak (azaz felszini er6zidk és/vagy mély fekélyek). Ezzel szemben az
emberben a gastritis diffuz gyulladas, amely a gyomor egészét vagy nagyobb részét érinti (29).

A jodacetamid (IAA) egy vizben o0ld6dé szulfhidril-alkilalo  agens, amely a
gyomornyalkahartyaban 1€év6 szulthidrilcsoportok, koztik a védé antioxidans glutation (GSH)
depletalasaval eldsegiti a ROS-termelést és az oxidativ szovetkarosodast (30). A redukalt GSH
alapvet6 szerepet jatszik a nyalkahartya integritasanak fenntartasaban (31). A ROS reakcioba 1ép
kiilonb6zo sejtkomponensekkel, beleértve a sejtmembrant, a mitokondriumokat és a DNS-t, ami

potencialisan sejthalalhoz/necrosishoz vezethet, ami a neutrofilek toborzasat indukalja (32).

2 CELKITUZESEK

Munkdm elsddleges célja a tiid6- €és gyomor-bélrendszeri gyulladas ragcsalomodelljeinek
létrehozasa és karakterizalasa volt a szenzoros-immun kolcsonhatasok, valamint a TRPA1

expressziojanak €és potencialis szerepének vizsgalata céljabol.

1) Kroénikus léguti gyulladas egérmodelljének létrehozasa és jellemzése
A COPD-re nincs hatékony gyogymadd. A komplex patofizioldgiai mechanizmusok, a gyulladasos
kaszkadok és az immunsejtek szerepe, igy az érzdidegek és a neuro-immun kolcsonhatasok,
valamint a kulcsfontossagu mediatorok azonositidsa elengedhetetlen Uj terdpias célpontok
azonositasdhoz. A cigarettafiist altal kivaltott gyulladasos kaszkadok ¢és a kovetkezményes
szovetkarosodas a COPD f6 okai, ezért a kronikus CSE az egyetlen transzlacios szempontbol

relevans allatmodell. Célunk egy transzlacios egérmodell 1étrehozédsa volt a COPD-re jellemzd
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kronikus pulmonalis patofizioldgiai valtozasok komplex funkcionalis, morfoldgiai, immunologiai
¢s biokémiai vizsgalatara. Ez segit a betegség kiilonboz6 stadiumaiban lejatszodd mechanizmusok

elemzésében €s a farmakologiai kutatasokban kulcsfontossagii célpontok azonositasaban.

2) A TRPAL szerepének vizsgalata a CSE-indukalt COPD egérmodellben
Egyre tobb bizonyiték utal a TRPA1 szerepére a COPD, asztma, kronikus kohogés és a cisztas
fibrozis patogenezisében, ami a TRPA1 fontos terapias potencidljara utal kronikus tiidobetegségek
kezelésében. Azonban kevés és ellentmondasos in vivo adat all rendelkezésre a 1éguti gyulladasban
betoltott funkcigjarol. A TRPAT1 lehetséges szerepét vizsgaltuk egy CSE-indukalt COPD

egérmodellben in vivo, Trpal génhianyos egerek segitségével.

3) A TRPAI1 és TRPV1 expressziojanak vizsgalata jodacetamid (IAA)-indukalta diffiaz
gyomor nyalkahartya sériilés modelljében

Bar a gyomornyalkahartyat beidegz6 kapszaicin-érzékeny peptiderg szenzoros neuronok

gasztroprotektiv hatasat mar régdta vizsgaljak, a TRPV1-el ellentétben a TRPA1 expresszios

valtozasairol és szerepér6l a gyomorban keveset tudunk. Ezért célunk egy transzlacios gastritis

modell jellemzése volt az irreverzibilis szulthidrilcsoport-blokkold IAA segitségével, valamint az

expresszios valtozasok vizsgalata, kiilonos tekintettel a TRPAL-re.

3 KiISERLETI MODELLEK ES VIZSGALATI MODSZEREK

3.1 CIGARETTAFUST-INDUKALT KRONIKUS LEGUTI GYULLADAS MODELL
3.1.1 Kisérleti allatok
A kisérleteket 8-10 hetes, a kisérlet kezdetén 20-25 g sulyt C57BI/6, valamint TRPA1 vad tipusu
(Trpal*’™*) és génhidnyos (Trpal™" ) egereken végeztiik (6 egér/csoport). A vizsgalatokat a Pécsi
Tudomanyegyetem Allatkisérleti Etikai Bizottsdga (Pécs, Magyarorszag) az Allatkisérletek Etikai
Kodexe szerint engedélyezte (engedélyszam: BA02/2000-5/2011, BA02/2000-35/2016).

3.1.2. Kisérleti protokoll a cigarettafiist-indukalt COPD egérmodell jellemzésére
A him C57Bl/6 egereket 6 honapon keresztiil naponta kétszer, 10 alkalommal/hét teljes test
dohanyfiist expoziciés kamraban cigarettafiistnek tettiik ki. Kontrollként azonos koriilmények

kozott tartott, életkoruknak megfelelé nemdohanyzé egerek szolgaltak. A léguti valaszkészséget
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teljes test pletizmografiaval (WBP) hataroztuk meg éber, szabadon mozg6 egereken, mig a tiid6
strukturalis valtozasait minden honap végén mikrotomograffal képeztiik le. A kezelési iddszak elott
¢s minden honap végén 6 dohanyz6 és 6 intakt allatot ketamin és xilazin altatasben terminaltunk.
A bronchoalveolaris mos6folyadék (BALF) limfocita, monocita és granulocita sejtszamat aramlasi
citométerrel elemeztiik. Az MMP-2/-9 aktivitas mérést zselatin-zimografiaval végeztiik az 1. és 6.
honap végén, mig a citokinkoncentraciokat a Mouse Cytokine Array Panel A segitségével mértiik
tiild6 homogenatumbol minden honap végén. A tiidszovet egy részét 6%-0s formaldehid-oldatba
helyeztik az emphysema kvantitativ ¢€s a tiidogyulladas szemikvantitativ szdvettani
kiértékeléséhez. A 6. honap végén a korlatozott WBP-t invaziv médszerrel végeztiik altatott,

tracheotomizalt és 1¢legeztetett egereken, majd vérmintakat gyijtottiink.

3.1.3 Kisérleti protokoll a TRPAL szerepének vizsgalatiara a cigarettafiist-indukalt COPD
egérmodellben

A 6 honapos CSE egérmodell eredményei alapjan a TRPA1 lehetséges szerepét egy 4 honapos
kisérleti elrendezésben vizsgaltuk a kronikus léguti gyulladas modellben a 1éguti gyulladas
csucspontjara osszpontositva. A Trpal™~ egereket és Trpal** alomtarsait 4 honapon keresztiil
naponta kétszer, 10 alkalommal/hét tettiink ki CSE-nek. Kontrollként azonos koriilmények kozott
tartott, ¢letkorban azonos, nemdohanyzo egerek szolgaltak. A 1€gti funkciot minden honap végén
WBP-vel hataroztuk meg éber, szabadon mozgd egerekben, mig a pulmonalis strukturalis €s
morfologiai valtozasokat mikroCT-vel és szovettani értékeléssel elemeztiik ki 2 és 4 honap utén.

A BALF-ot aramlasi citometriaval elemeztiik a 2. és a 3. honap végén.

3.1.4 Cigarettafiist (CS) altal kivaltott kronikus léguti gyulladas

A kronikus bronchitist teljes test CSE-vel (3R4F Kentucky Research Cigarette; University of
Kentucky, USA) idéztiik elé egy kétcsatornas TE-2 teljes test dohanyoztaté kamraban (Teague
Enterprise, USA) naponta kétszer, 10 alkalommal/hét, 6 vagy 4 honapon keresztiil, a kisérleti

elrendezéstdl fliggden.

3.1.5 Légzésfunkcié mérése teljes testes pletizmografiaval éber, spontan 1élegzé allaton
A léguti valaszkészséget Buxco miszerrel (PLY3211, Buxco Europe Ltd., Winchester, Egyesiilt

Kiralysag) végzett WBP-vel hataroztuk meg éber, spontan 1élegzd, szabadon mozgo allatokon,



kovetéses, onkontrollos elrendezésben. Meghataroztuk a relaxécios idot (RT), 1égzési frekvenciat
(), 1égzési térfogatot (TV), percventillaciot (MV), belégzési idot (Ti), kilégzési idot (Te), belégzési
csticsaramlast (PIF), kilégzési csticsaramlast (PEF), valamint a 1éguti reaktivitassal korrelalo Penh

(enhanced pause) értéket (33).

3.1.6 Invaziv 1égzésfunkcié mérés

A 6 honapos protokoll végén a C57B1/6 egereket elaltattuk, és invaziv modszerrel WBP vizsgalatot
végeztiink. Az egereket tracheotomizaltuk, és az invaziv egésztest-pletizmogratba (PLY4111,
Buxco Europe Ltd., Winchester, Egyesiilt Kiralysag) helyeztiik 1égzési ellenallas és compliance
mérés céljabol. A COPD-re/emphysemara jellemz6 1égzési paramétereket, mint a 1éguti ellenallast
(R1), a kilégzés végi munkat (EEW), a kdzép-kilégzési aramlast (EF50), a kilégzés végi sziinetet
(EEP), Te ¢és Ti értékeket 10 mdasodpercenként mértiik, és atlagoltuk 10 perces alaplégzési

1d6szakra.

3.1.7 In vivo mikro-komputertomografias (mikro-CT) elemzés emphysema meghatarozasara
A tid6 szerkezeti valtozasait 1égzés kapuzott tomografiaval, Skyscan 1176 nagy felbontasu
mikrotomograffal (Skyscan, Kontich, Belgium), onkontrollosan végeztiik. Az egereket i.p.
pentobarbitallal (70 mg/kg) érzéstelenitettiik, €s hanyattfekvé helyzetben a szkenner agyara
helyeztik. A mellkasra egy nagy kontraszta jelet tartalmaz6 papirlapot helyeztink a
1égzésmozgéasok videokapuzasara a mozgas altali melléktermékek kikiiszobolése érdekében. Az
emphysemat a low attenuation area (LAA, -750 és -1000 Hounsfield-egység kozott, légtartd
teriiletek) és a teljes tiidétérfogat (total lung volume: TLV) aranyaval szamoltuk ki, és szazalékban
fejeztiik ki (34).

3.1.8 Bronchoalveolaris mosofolyadék (BALF)

Az egereket ketaminnal és xilazinnal (100 mg/kg, illetve 5 mg/kg, s.c.) altattuk, a tiid6t 1égcso
kaniil segitségével hideg PBS-sel (5x1 ml) atoblitettiik. A BAL folyadékot szobahémérsékleten
1000 rpm-en 5 percig centrifugaltuk, majd megfestettiik és fixaltuk dramlési citometridhoz. A
sejteket CyFlow Space dramlési citométerrel (Sysmex Partec, Miinster, Németorszag) elemeztiik.
A teljes sejtszdmot és a limfocitdk, monocitak és granulocitak ardnyat az elére/oldalra szort fényjel

(forward/side scatter: FSC/SSC) alapjan szamoltuk ki (35).



3.1.9 A tiidégyulladas és az emphysema szovettani értékelése

A tiiddmetszetek szemikvantitativ szdvettani elemzése soran a perivaszkularis/peribronchialis
0déma, az akut és kronikus gyulladds, az intersticialis akut és kronikus gyulladas, az epitelilis
sériilés kiterjedését, valamint a goblet sejtek mennyiségét vizsgaltuk. Az emphysema mértékének
meghatarozasa céljabol a mean linear intercept (Lm) hosszal kiértékeltiik az acinaris atmérdket a

Case Viewer szoftver (3DHISTECH Kift., Budapest, Magyarorszag) segitségével (36).

3.1.10. MMP-2 és MMP-9 aktivitas mérése tiid6bol zselatin-zimografiaval

A pulmonalis MMP-2 (64 és 72 kDa) és MMP-9 (86 és 92 kDa) f6 izoformainak aktivitasanak
mérését zselatin-zimografiat végeztiink (37). A tiidémintakat 20 6ran keresztiil inkubaltuk 37°C-
on zimogram-eléhivo pufferben (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). A géleket ezutan 0,05%-
os Coomassie brilians kékkel festettiik meg, majd vizes 4%-0s metanol-8%-0s ecetsavban
(térfogat/vol) oblitettiik. A sdvok intenzitasat a standardhoz viszonyitott aranyban fejeztiik ki, és

onkényes egységben adtuk meg.

3.1.11 Citokin profil elemzése

A tiidészoveteket Kiolvasztottuk, megmértiik, majd azonnal homogenizaltuk 1% proteaz inhibitor
fenilmetil-szulfonil fluoridot (PMSF, Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag) tartalmazo PBS-
ben, és 5 percig 10 000 g-n centrifugaltuk a sejttormelék eltavolitasa érdekében. Triton X-100-at
adtunk hozza 1%-os végsé koncentracidig. A 6 honapos dohanyoztatott és intakt allatokbol
szarmazo6 vérmintakat szobahdmérsékleten 30 percig hagytuk alvadni, majd 20 percig 2000 g-en
centrifugaltuk. A homogenatumok és a szérummintak teljes fehérjetartalmat a citokinmérés eldtt a
BioRad DC protein assay kit segitségével meghataroztuk. Negyven kiilonb6z6 gyulladésos citokint
mértliink meg egyidejiileg a Mouse Cytokine Array Panel A (R&D Systems) segitségével a gyarto

utasitdsa szerint. A citokin hétérképet a Matrix2png 1.2.1 online freeware segitségével generaltuk.

3.1.12 Statisztikai elemzés

A mérések statisztikai kiértékelését n=6 egér/csoport adataibol végeztiik, az eredményeket atlag
+SEM értékként fejeztiik ki, kivéve az invaziv WBP-t (n=5 /csoport) és a tiidé homogenizatumok
citokin meghatarozasat (n=3/ csoport). Az éber WBP ¢és a mikro-CT eredmények értékelését
ismételt méréses varianciaanalizissel és Bonferroni modositott t-teszttel végeztiik a kiilonb6zo

csoportok kozotti, majd az egyes csoportokban idOben fellépd statisztikai kiilonbségek
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megallapitasa érdekében. A BALF aramlasi citometriabol gyijtott adatokat és a mean linear
intercept értékeket (80-100 mérés/metszet) kétszempontos varianciaanalizissel és Sidak tobbszoros
Osszehasonlitd teszttel értékeltik. A negyven kiilonbozé citokin szintjének statisztikailag
elemzését kétszempontos varianciaanalizissel, majd Bonferroni poszt-teszttel végeztiik. Az invaziv
WBP eredményeket parositatlan Student-féle t-probaval elemeztiik. A szemikvantitativ szovettani
pontozas értékelését Kruskal-Wallis, majd Dunn-féle tobbszoros 6sszehasonlité teszttel elemeztiik
a csoporton beliili kiilonbségek id6ébeli megfigyelésére, mig a Mann-Whitney-tesztet a csoportok

kozotti kiilonbségek elemzésére végeztiik az adott idépontokban.

3.2 KRONIKUS GASTRITIS MODELL
3.2.1 Kisérleti allatok
A vizsgalatokat 8 hetes him CD1 és C57Bl/6 egereken végeztiik, amelyek sulya a vizsgalat
kezdetén 18-25 g volt, valamint Wistar patkanyokon (180-220 g); csoportonként 6 allattal. A
kisérletet a Pécsi Tudomanyegyetem Allatkisérleti Etikai Bizottsiga az Allatkisérletek Etikai
Koédexe alapjan jovahagyta (BA02/2000-20/2019).

3.2.2 Jodacetamid (IAA) altal kivaltott gastritis-modell

Az IAA-tartalmt ivovizet naponta frissen készitettik 0,1, 0,2, 0,4, 0,6 vagy 1 g IAA 200 ml
csapvizben torténd feloldasaval (0,05%, 0,1%, 0,2%, 0,3% ¢és 0,5% koncentraciéban) 7 vagy 14
napon keresztiil, a kisérleti elrendezéstdl fliggden. A folyadékbevitelt és a testsulyt naponta mértiik.
A vizsgalat végén az allatokat ketamin (120 mg/kg ip.; Calypsol, Gedeon Richter Nyrt., Budapest,
Magyarorszag) és xilazin (6 mg/kg ip.; Sedaxylan, Eurovet Animal Health B.V., Bladel, Hollandia)
altatasban terminaltuk. A gyomrot kimetszettiik, a nagyobb gorbiilet mentén felnyitottak és
szobahémérsékletli sooldattal ledblitettitk. A makroszkopos elvaltozasok fotddokumentalasa utan
a gyomrot négy részre vagtuk: az antrum és a corpus mintakat 6%-os formalinban rogzitettiik, és
az 5 um-es metszeteket készitettiink szovettani és immunhisztokémiai Kiértékeléshez. A t6bbi

antrum- és corpusmintat lefagyasztottuk molekularis biologiai értékeléshez.
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3.2.3 Kisérleti protokoll az IAA-indukalt gyomor nyalkahartya sériilés patkanymodelljére
A patkanyokat 8, egyenként 6 allatbol 4ll6 csoportba randomizaltuk, és 0,05%-0s, 0,1%-0s vagy
0,2%-0s 1AA-oldatot kaptak 7 vagy 14 napon keresztil. Az [AA-mentes csapvizet ivoO

alomtestvérek szolgaltak kontrollallatként.

3.2.4 Kisérleti protokoll az IAA-indukalt gyomor nyalkahartya sériilés egérmodelljére

Az els6 vizsgalatban CD1 egereket randomizaltunk 4 csoportba: a 7 és 14 napig 0,1%-0s IAA-t
kapo egerek és a megfeleld kontrollcsoportok. E vizsgalat negativ eredményei alapjan a CDI
egereket 3 csoportba randomizaltuk; 1-1 csoport 7 napig 0,3% illetve 0,5% IAA-t kapott; a
kontrollcsoport csapvizet ivott. A torzsek kozotti kiillonbségek vizsgalatira C57B1/6 egereket
randomizaltunk 4 csoportba, amelyek 1) 0,3% [AA-t tartalmazé ivovizet, 2) 0,3% IAA-t és 2%

szacharozt tartalmazo ivovizet, 3) csapvizet, és 4) csapvizben oldott 2% szacharozt kaptak.

3.2.5 A gastritis szemikvantitativ makroszkopos és kvalitativ szovettani értékelése

A makroszkopos elvaltozasok kiterjedését és sulyossagat a hiperémia mértékén €s az erdziok/
fekélyek szaman alapuld szemikvantitativ pontozasi rendszerrel értékeltiik. A gyomormintakat
paraformaldehiddel fixaltuk (4%) és paraffinba agyaztuk, 5 um-es metszeteket készitettiink és HE-

al festettiik tovabbi kvalitativ szovettani elemzés céljabol.

3.2.6 Teljes glutation koncentraciéo mérése

Iy

egy specifikus nagy teljesitményti folyadékkromatografias (HPLC) modszerrel, RP 18 NUCLEOSHELL
HPLC oszlopokkal (Macherey-Nagel, Diiren, Németorszag), N-acetil-cisztein-etilészterrel torténd

inkubacidt kovetden mértuk le.

3.2.7 TRPV1 és TRPA1 immunhisztokémia és pontozas

A paraformaldehiddel fixalt és paraffinba agyazott szovetmintakat deparaffinaltuk, rehidraltuk és
savas citratpufferben (pH 6) mikrohulldmu siitdben inkubaltuk. Az endogén peroxidaz-aktivitést
3%-o0s hidrogén-peroxiddal oltottuk ki. A metszeteket mosast kovetden és blokkold oldatban
inkubaltuk, majd 1:1000 higitott nyul poliklonalis anti-TRPA1 (ab68848; Abcam, Cambridge, UK)
¢s anti-TRPV1 (GP14100; Neuromics, Edina, MN, USA) antitestekkel inkubaltuk. A

targylemezeket tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt anti-nyul masodlagos antitesttel
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(DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA) inkubaltuk az EnVision rendszerrel. A reakciot 0,01%
hidrogén-peroxidot tartalmazé 3,3-diaminobenzidin-tetrakloriddal vizualizaltuk, és szovettani
festést végeztiink hematoxilinnel (38). A TRPAI1 és TRPVI1 immunpozitivitas kvantitativ
kiértékelését az immunpozitiv sejtek %-os aranya alapjan, a vizsgalati elrendezésre vakon végezte

el egy patologus szakorvos 10 latdémezon/metszet/allat.

3.2.8 Trpvl és Trpal mRNS szint meghatarozasa valés idejii qPCR méréssel

A teljes RNS-t TRI Reagent (Molecular Research Center Inc., Cincinnati, OH, USA) segitségével
tisztitottuk a Direct-Zol RNA MiniPrep izolald készlettel (Zymo Research, Irvine, CA) a gyarto
utasitasait kovetve. Az RNS mennyiségét és tisztasagat NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel
(NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, DE) értékeltiik, majd a mintakat dezoxiribonukleaz I
enzimmel (Zymo Research, Irvine, CA, USA) kezeltiik. A megtisztitott teljes RNS-b6l (100 ng)
CDNS-t szintetizaltunk reverz transzkripcios PCR-ral, a Maxima First Strand cDNS Synthesis Kit
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével. A valos ideji qPCR-t Stratagene
Mx3000P qPCRSystem (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) késziilékkel végeztiik
Luminaris HiGreen LowROX gPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA),
¢és a gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (Gapdh) (NM_017008.4), Trpvl (NM_031982.1), és
Trpal (NM_207608.1) primerek hasznalataval. A relativ. mRNS-expresszido szintek

meghatarozasat az DDCt-mddszerrel végeztiik, kalibratorként kontroll allatok mintait hasznalva.

3.2.9 Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzést a GraphPad Prism v6 szoftver segitségével végeztiik. A kiértékelést n=6
egér/csoport adataibol végeztilk, az eredményeket atlag =SEM értékként fejeztiik ki. A
teststlyvaltozas és a folyadékbevitel Kiértékelését ismételt méréses varianciaanalizissel €s
Bonferroni moédositott t-teszttel végeztik. A szemikvantitativ makroszkopos pontozast nem-
parametrikus Kruskal-Wallis modszerrel és Dunn-féle tobbszords 0Osszehasonlito teszttel
elemeztiik a csoportok k6zotti kiilonbségek vizsgalatara adott idépontokban, mig a Mann-Whitney-
teszttel a csoporton beliili kiillonbségeket elemeztiik az egyes idopontok kozott. A GSH-méréseket
egyszempontos varianciaanalizissel elemeztiik, mig a TRPA1 és TRPVI immunpozitivitast
kétszempontos varianciaanalizissel, és Dunn-féle tobbszords dsszehasonlitas teszttel értékeltiik. A

gPCR-méréseket Student-féle parositatlan t-probaval értékeltiik.
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4 EREDMENYEK
4.1 A CSE-INDUKALT KRONIKUS LEGUTI GYULLADAS MODELL JELLEMZESE

4.1.1 A légzésfunkcios paraméterek kovetése nem-invaziv \WWBP méréssel
Az éber allatban nem-invaziv WBP technikaval meghatarozott 1égzésfunkcios paraméterek (RT, f,
TV, MV, Ti, Te, PIF, PEF) a 6 honapos id6szak soran egyik idépontban sem mutattak kiilonbséget

a dohényzo és a nemdohdnyzo csoportok kozott.

4.1.2 Invaziv légzésfunkcios paraméterek a 6 honapos protokoll végén
A 6. hénap végén az Rl, EEW, EEP, Te, valamint az EF50 és a Ti/(Ti+Te) arany jelentds
csokkenése volt megfigyelhetd, mig a dinamikus compliance nem valtozott kronikus dohanyfiist-

expozicid hatdsara a nemdohanyzo6 csoporthoz képest.

4.1.3 A tiidotagulat értékelése mikro-CT-vel és mean linear intercept meghatarozassal

Az in vivo mikro-CT-vel értékelt rekonstrualt 3D képeken egyértelmilen megfigyelhetd volt a
tidétagulat kialakulasa. Morfometriai elemzésiink szerint az LAA/TLV%, az emphysema
mennyiségi mutatdja az 5. honap végére jelentds novekedést mutatott, amely a 6. honap végére
tovabb nétt. A HE festett tidometszeteken a CSE mar 1 honap utan jelentds alveolaris atmérd (Lm)
novekedést okozott a nemdohanyzd csoporthoz képest, és a mikro-CT-eredményeinkkel
parhuzamosan fokozatosan ndvekedett. Az 5. honap végére a disztalis légtér jelentdsen kitagult a

dohanyz6 egerekben, 6sszehasonlitva az 1. honap utdni Lm értékkel.

4.1.4 Hisztopatologiai elemzés

Egy honap CSE minimalis peribronchidlis és mérsékelt perivaszkularis 6déma kialakulasat,
valamint a tiddparenchimaban a granulocitak é¢s makrofagok szamanak enyhe novekedését idézte
eld. Két honapos dohanyoztatas utan kiterjedt perivaszkularis €és peribronchialis 6déma alakult ki,
nagyszamu granulocita, makrofag és limfocitdk besziirddésével ezekbe a régidkba. A gyulladas
mind az intersticialis, mind a peribronchialis teriiletekre jellemzd volt, emellett a bronchiolusok
epitél rétege szabalytalanna valt, a bronchioldaris és alveolaris epitél karosodas jeleit mutatta, és az

interepithelialis nyaktermeld sejtek szama megndtt. A massziv gyulladasos reakcié a 3 honapos
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id6ponttdl csokkend tendenciat mutatott, a peribronchidlis 6déma még mindig jelen volt, de
kevésbé kiterjedt, az immunsejtek, tobbnyire limfocitak szama csdkkent, amelyek a peribronchialis
terekbdl az intersticidlis régiokba vandoroltak. Ekdzben a horgdham pusztuldsa feltlinden
kiterjedtebbé valt. 4 honap CSE-t kovetden a horgéham szabalytalansaga és karosodasa tovabb
sulyosbodott. A szdveti sériillés mértéke sulyosabba valt, enyhe emphysema (légterek
megnagyobbodasa a parenchimaban) és atelectasis alakult ki, kiilondsen a periférids régiokban. Az
enyhe 6déma azonban a perivaszkularis terekre korlatozddott, és a gyulladasos sejtek szama
jelentésen csokkent. 5-6 honap elteltével a szovettani képet az emphysema uralta, el6szor foként a
periférias teriileteken, majd a tiidé centralis részein is. A gyulladdsos reakcio ebben a stadiumban
minimalis volt, makrofag és limfocita csak kis szamban volt jelen a megmaradt parenchimaban,

mig a horgdham szabalytalansaga és a nyaktermeld sejtek hiperplazidja volt megfigyelheto.

4.1.5 Gyulladasos sejtek szama a BAL folyadékban

Az 1. hénap végén az dramlési citometriai elemzés nem mutatott kiilonbséget a dohanyfiistnek
kitett és az intakt egerekbdl nyert BALF-mintak granulocita-, makrofag- és limfocita-szamaban.
Ezzel szemben a 2 honapos CSE mindezen sejtek szamanak oridsi novekedését idézte elé a BALF-
ban, amely ezt kovetden fokozatosan csokkent. A BALF-sejtek teljes szama és Osszetétele nem

kiilonb6zott a nem dohanyzo kontroll egerek értékeitdl a 3. honap utan.

4.1.6 A kronikus dohanyfiist noveli az MMP-2 és MMP-9 aktivitast a tildében
A zselatin-zimografia az MMP-2 és az MMP-9 pulmonalis aktivitasanak szignifikans novekedését
mutatta ki a 6 honapos CSE-nek kitett egerek tiidomintaiban, mind az 1 honapos dohanyos, mind

a nem dohanyzo, korban megegyezd kontroll egerekhez képest.

4.1.7 Citokin expresszio a tiidében és a szérumban

A 40 vizsgalt gyulladasos citokin és kemokin koziil 26 fehérje volt kimutathato a tiido
homogenizatumokbol a 6 honapos kisérlet soran. Az 1. honap végén az interleukin-1p (IL-1p), az
IL-10 és a monocita kemoattraktans protein-5 (MCP-5) jelentésen megnétt, de késdbb egyikiik
sem volt kimutathato. A myeloid sejteken expresszalodo triggering receptor-1 (TREM-1) ebben az
idépontban mutatta az expresszios csucsot. A C5a complement komponens, a szamos immunsejt

¢és epitél sejt altal termelt interleukin-1 receptor antagonista (IL-1ra), interleukin-16 (IL-16),
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interferon-gamma indukalhaté protein-10 (IP-10), keratinocita kemoattraktans (KC), makrofag
kolonia stimulaloé faktor (M-CSF), a monocita kemoattraktans protein-1 (MCP-1 vagy JE), a
gamma interferon altal indukalt monokin (monokine induced by gamma interferon: MIG), a
RANTES (regulated on activation, normal T cell expressed and secreted), valamint a
metalloproteinaz-1 szoveti inhibitora (tissue inhibitor of metalloproteinase-1: TIMP-1) citokinek
¢s kemokinek a 2. honapban érték el maximalis expresszidjukat. Ekozben a szolubilis
intercellularis adhéziés molekula-1 (SICAM-1) koncentracidja magas volt az intakt tiido
homogenatumaban, és hasonloan magas szinten maradt a teljes 6 honapos dohanyzasi idészak alatt.
A nemdohanyz6 egerek szérumaban kimutathaté volt a B-limfocita kemoattraktans (BLC), a
stromasejtekbol szarmazo 1-es faktor (SDF-1), a C5a, az interleukin-1 alfa (IL-1a, IL-1ra, IL-16,
JE, M-CSF, TIMP-1, TNF-a és TREM-1. Az els6 ketté nem volt jelen az ¢ép tiidében, és a 6
honapos dohanyzési iddszak végére az IL-16-hoz hasonldan csokkentek. A KC jelentdsen, az
MCP-1 enyhén emelkedett erre az id6pontra, mig a tobbi citokin expresszidja valtozatlan maradt a

szérumban.

4.2 A TRPA1l SZEREPENEK VIZSGALATA A CSE-INDUKALT KRONIKUS
LEGUTI GYULLADASBAN

4.2.1 A Trpal génhianyos és vad tipusu egerek alap 1égzésfunkcidjanak dsszehasonlitasa
Intakt kortilmények kozott az f, MV, PIF és PEF szignifikansan nagyobb, a TV, Ti, Te és RT
szignifikansan kisebb volt, mig a Trpal™ egerek Penh értékében nem mutatkozott kiilonbség a

vad tipusu tarsaikhoz képest, nem-invaziv WBP-vel mérve.

4.2.2 Trpal” és Trpal**egerek légzésfunkcioinak valtozasai 4 honap CSE hatasara

A 1égzésfunkcios vizsgalatokat a 4 honapos dohanyfiist expozicids protokoll kezdetén és minden
honap végén elvégeztiik kovetéses modon. A CSE a TV, MV, PIF és PEF fokozatos ¢és szignifikans
csokkenését idézte elé a Trpal*’* egerekben, 3 honapos csticsértékkel, amely a Trpal ™" allatokban
nem volt jelen. A Trpal™" egerekben mért jelentés f, Ti, Te és RT kiilonbségek mar az intakt

allapotban, a CSE eldtt megfigyelt jelentds torzsbeli kiilonbségeknek voltak tulajdonithatok.
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4.2.3 Hisztopatologiai kiértékelés

Egy honap CSE utan jelentds perivaszkularis 6déma alakult ki, amely az idé mualdsadval mindkét
torzsben szignifikansan csokkent, és a 4. honap végére szinte teljesen megsziint. A perivascularis
¢s peribronchialis, valamint az interstitialis neutrofil granulocitdk, makrofagok ¢és limfocitak
akkumulacidja azonban a protokoll sordn mérsékelten emelkedett maradt. A 3. honap végén mar

kialakult az emphysemara jellemz6 strukturalis destrukcio.

4.2.4 A tiidétagulat Kiértékelése mikro-CT-vel és a mean linear intercept meghatarozasaval

Az emphysemat in vivo mikro-CT-vel kvantifikaltuk az LAA / TLV arany meghatarozasaval CSE
el6tt, valamint 2 és 4 honap utan. A légtartd teriiletek kiterjedésével korrelald aranyszam nem
mutatott valtozast sem a CSE-kezelés, sem az id0 fliggvényében. Az Lm mérés azonban kimutatta,
hogy a Trpal** egerekben az emphysema mar korabbi idépontban elkezdett kialakulni, mint a
génhidnyos tarsaikban; az Ly szignifikansan megn6tt a vad tipusti egerekben 2 honap CSE utén, a

Trpal™" egerekben azonban nem. A 4. honapra az Lm mindkét CSE kezelt térzsben emelkedett.

4.2.5 Gyulladasos sejtek szama a BALF-ben

CSE hatasara mind a Trpal*’* és a Trpal™ egerek BALF-jaban nagy mértékii granulocita,
makrofag és limfocita felhalmozodast mértiink. Korabbi eredményeinkkel dsszhangban (39) a
gyulladasos sejtek szama a 3. honap végére csokkent. A vadtipusu és a génhidnyos egerek kozott

nem volt biologiailag relevans kiilonbség egyik gyulladasos sejtkomponensben sem.

4.3 IAA-INDUKALT KRONIKUS GASTRITIS

4.3.1 Sulyvaltozas és folyadékfogyasztas

Wistar patkanyokban az IAA koncentraciofiiggé sulyvaltozast idézett el6. A vivéanyaggal kezelt
os sulygyarapodast eredményezett, mig a 0,1%-o0s és 0,2%-0s 1AA oldat koncentraciofiiggo,
fokozatos sulycsokkenést idézett el6. A 0,05%-os és a 0,1%-0s 1AA-val kezelt csoportok teljes
vizfogyasztasa a felére csokkent a kontrollcsoporthoz képest, a 0,2%-0s koncentracid esetében

pedig a csokkenés kifejezettebb volt.
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4.3.2 Az IAA altal okozott gyomorelvaltozasok makroszkopos értékelése

Mindharom vizsgalt koncentracioban mindkét idépontban kiterjedt hiperémia, nyalkahartya-vérzés
¢s szamos erozid vagy feliileti fekély volt megfigyelhetd a Wistar patkdnyok gyomor
nyalkahartyajan. A szemikvantitativ elemzés a 7. napon mind a 0,05%-0s, mind a 0,2%-0s 1AA-
val kezelt csoportokban szignifikans hiperémiat és er6zidét mutatott a kontrollokhoz képest. A 14.
napon az elvaltozasok, kiilondsen a hyperaemias teriilet kiterjedése a 0,1%-0s és 0,2%-0s IAA-val
kezelt csoportokban szignifikdnsan nagyobb mértékii volt. A makroszkopos valtozasok nem
mutattak szignifikans kiilonbséget sem a bevitt IAA koncentracidja, sem az 1d6 fiiggvényében; a

fekélyek azonban kifejezettebbek voltak 14 napos IAA kezelés utan.

4.3.3 A gyomornyalkahartya kvalitativ szovettani értékelése

A hétnapos [AA-kezelés szubmukoéza kiszélesedését mutatta, mely a massziv nyalkahartya
0démanak volt tulajdonithato. Magasabb IAA koncentracié hatasara kiterjedt gyulladasos
sejtinfiltracio is megfigyelheté volt. 14 nap elteltével a nyalkahartyan és a szubmukoézaban
egyarant akut és kronikus gyulladasos sejtekkel kevert, fokalis epitél sejt sériilések/ epitelidlis
er6ziok, és egyes teriileteken a muscularis mucosae-t is érintd, Szinte teljes nyalkahartya-nekrozis

volt megfigyelhetd.

4.3.4 A patkany gyomornyalkahartya teljes glutation koncentracidja
A patkanyok gyomornyalkahartydjanak GSH-tartalmaban nem volt statisztikailag szignifikans
kiilonbség a 14. napon 0,1%-0s IAA-t kapo csoportok kdzott. Az IAA-kezelés nem novelte a tGSH-

t észrevehetéen, mig a tGIluCys jelentés novekedést mutatott.

4.3.5 A TRPA1 és TRPV1 immunhisztokémiai kvantitativ elemzése

Az intakt kontrollmintakban enyhe TRPA1 ¢és erés TRPV1 immunpozitivitas volt megfigyelhetd
az epitélsejteken. A TRPAL immunpozitiv sejtek aranya a 14. napra mind a 0,05%-0s, mind a
0,2%-o0s IAA adagolasat kdvetéen mind az antrumban, mind a corpusban a jelentdsen megnétt. Bar
a TRPV1 immunpozitivitas a corpusban is megnétt, valamint az antrumban nem valtozott a 0,05%-

os IAA esetében, a 0,2%-0s |AA-kezelés utan mindkét lokalizacioban szignifikansan csdkkent.
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4.3.6 Trpal és Trpvl relativ génexpresszié valtozasa a gyulladt nyalkahartyaban

A TRPAL fehérje expresszidjaval 6sszhangban a Trpal mRNS szignifikdnsan upregulalodott mind
a 0,05%-o0s, mind a 0,2%-0s |AA-val kezelt csoportokban 7 és 14 nap utan is, azonban a Trpvl
relativ génexpresszidjaban nem volt kimutathatd valtozas sem id6, sem dozis, sem lokalizacio

fliggvényében.

4.3.7 TAA altal kivaltott valtozasok egerekben

A CD1 egerekben az IAA dozisatdl fiiggd, folyamatos, fokozatos sulycsokkenést figyeltiink meg;
a 0,3%-os ¢és 0,5%-0s |IAA-val kezelt csoportokban a sulycsokkenés olyan sulyos volt a 7 napos
protokoll végére, hogy a 14 napos protokollt etikai megfontolasok miatt nem lehetett elvégezni.
Bér a folyadékfogyasztas minden IAA-val kezelt csoportban jelentdsen csokkent, ez nem mutatott
koncentraciofiiggést, és nem magyarazta ezen allatok jelentds dozisfiiggd stlycsokkenését. A
C57Bl/6 egerek ellenallobbnak bizonyultak a 0,3%-0s IAA-val szemben, amely 7 nap utan ~14%-
os sulycsokkenést idézett eld, feleannyit, mint ugyanezen koncentracié a CD1 egereknél (~28%).
Erdekes modon a 0,3% IAA-hoz 2% szachar6z hozzaadasa jelentSsen csokkentette mind a
folyadékbevitelt, mind a C57Bl1/6 egerek testsulyat (~21%) a 0,3% IAA-t ivo csoporthoz képest.
Meglepd modon, ellentétben a Wistar patkanyokkal, ahol hasonld testsulyvaltozast és csokkent
folyadékfogyasztast figyeltink meg, az IAA-t ivd egércsoportok egyikében sem volt

megfigyelheté makroszkopos vagy mikroszkopos elvaltozas.

5 MEGBESZELES

Munkank els6 részében elséként igazoltuk kronikus egérmodellben, hogy a cigarettafiist jellegzetes
tiildogyulladast, tiidétagulast és atelektazist idéz eld. Funkciondlis, morfoldgiai €s immunologiai
technikakkal bizonyitottuk, hogy ezek a jol definialt patofiziologiai valtozasok a gyulladésos
reakcioktol a szoveti destrukcidig a dohanyfiist-expozici6d iddtartamatol fiiggenek, és a COPD-
szerQ strukturalis és funkcionalis valtozasok a negyedik honap utan alakulnak ki.

Az invaziv WBP-vel meghatarozott 1égzésfunkcid altatott, tracheotomizalt és mechanikusan
1¢legeztetett egerekben a 1éguti ellendllas jelentds csokkenését mutatta, érdekes modon a kilégzési
paraméterek, mint a bronchokonstrikciora jellemzé EF50, EEW, EEP ¢és Te csdkkenésével

parhuzamosan (40).
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A szovettani Kiértékelés soran megfigyelt gyulladasos elvaltozasok egyértelmiien a dohanyzas
iddtartamatol fiiggtek. Az elsé két honapban peribronchidlis/perivaszkularis 6déma, neutrofil és
makrofag infiltracié volt jellemzd, a harmadik és negyedik honaptol a makrofagok és limfocitdk
tulnyomorészt az interstitialis teriileteken halmozodtak fel, és hamegyenetlenség ¢és hiperplazia
alakult ki. Az 5. honaptol a gyulladasos reakcié mértéke csokkent, a szoveti destrukcidé dominalt,
amit a jelentés mértékii emphysema €s atelectasis igazolt. A 6 honapos kisérlet végére a vaszkularis
endotél sejtek proliferacioja, destrualt horgdk deszkvamalt epitél sejtekkel, fibrozis és az alveolaris
szerkezet karosodasa volt jellemz6. A szovettanilag megfigyelt peribronchialis gyulladas
csucspontjat a dohanyzas 2. honapjaban a granulocitdk, makrofagok és limfocitdk drasztikusan
megnovekedett szama a BALF-ban er6teljesen alatamasztotta. A késobbi idépontokban a BALF-
ban a sejtek szama nem mutatott valtozast a kontroll csoporthoz képest, ami nem meglepd, mivel
ebben a szakaszban szovettanilag a gyulladas intersticialis terjedése (a 3. honapban) és a hrgéham
pusztuldsa (a 4. honaptol) volt megfigyelhetd. Az emphysema kialakulasat 5-6 honap dohanyfiist-
expozicid utan a mikro-CT is egyértelmiien kimutatta, teljes 6sszhangban a szdvettani képpel. Ezért
vizsgalatunk egyik f6 lizenete az, hogy a dohanyzas iddtartama erésen meghatirozza a
patofiziologiai elvaltozasokat, amelyek a tiidoben a kiilonb6z6 tipust gyulladdsos folyamatoktol a
szoveti pusztuldsig egymds utan alakulnak ki. A megfelelé kisérleti elrendezés megvalasztasa
alapvet6 fontossagu annak fliggvényében, hogy a kronikus betegségmodell mely mechanizmusait
és fazisat kivanjuk vizsgalni (41).

Tekintettel az MMP-k COPD patogenezisben bet6ltott jol ismert szerepére (42), az egértiidoben
megmértiik az MMP-2 és MMP-9 aktivitasat, és 6 hdnapos dohdnyzas utan szignifikans novekedést
talaltunk, ami ramutatott az egérmodell €s a human betegség mechanizmusai kdzotti hasonldsagra,
alatamasztva a modell transzlacios jelent6ségét.

A tiidéhomogenatumokbdl mért citokinpanel 2-f4zisi mintdzatot mutatott a 6 honapos dohanyfiist-
expozicid sordn. A 2. honap gyulladasos csuicsa egyértelmiien egy IL-1 altal vezérelt kaszkadra
utal, a C5a, IL-1a, IL-1ra, IL-16, IP-10, M-CSF, KC, MIG, RANTES, és TIMP-1 emelkedéssel
(43). A szoveti destrukcio fazisaban az 5-6. honapban a C5a, IFN-y, IL-4, IL-7, IL-13, IL-17, IL-
27, tumor nekrozis faktor-o (TNF-a)), makrofag gyulladasos protein-1a (MIP-1a), JE, TIMP-1,
interferon-indukalhato T-sejt kemoattraktans (I-TAC) és TREM-1 citokinek szintje emelkedett.

A kronikus, mérsékelt cigarettafiist-expozicio altal kivaltott 1éguti gyulladas egérmodellje ezért

alkalmas a dohanyzas okozta id6fliiggd jellegzetes valtozasok és mechanizmusok vizsgalatara a
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tiidében. Az itt leirt patofiziologiai valtozasok hasonléak a klinikumban megfigyeltekhez, ami
kiemeli modelliink transzlacids jelentdségét a COPD-ben megfigyelheté humén morbiditassal

kapcsolatban.

Munkéank masodik részében a TRPA1 szerepét vizsgaltuk ebben a karakterizalz és optimalizalt
kronikus 1éguti gyulladas modellben. Elséként igazoltuk, hogy a TRPAL csatorna komplex
szerepet jatszik az alap 1égzésfunkcid szabalyozasaban és a gyulladasos mechanizmusokban,
hozzajarulva a kronikus CSE-indukalt emphysemahoz és 1égzésfunkcié romlasahoz, mint az MV,
TV, PIF és PEF csokkenéshez, amelynek cstcspontja 3 honapnal jelentkezik.

A TRPA1-nek a CS altal kivaltott 1éguti gyulladasban betoltott szerepérdl tobbnyire cigarettafiist-
kivonatot hasznal6 in vitro adatok allnak rendelkezésre. A TRPAT1 részt vesz a CS-kivonat altal
kivaltott alveolaris és bronchialis epitél karosodasban (44). A nikotin kozvetleniil aktivalja a
TRPAL receptort (45,46), ami kozvetitheti a horgésziikiiletet. (47). Hasonloképpen, a ROS és
szamos lipidperoxidacios termék is stimulalja a TRPAT1-et, ami valdsziniileg hozzajarul a CSE-
indukalt oxidativ stressz altal kivaltott 1éguti elvaltozasokhoz (8,48,49), mint az emphysema,
amelyre vonatkozoan itt szolgéltattuk az elsd adatokat.

A perivaszkuldris/peribronchidlis 6déma mértéke 1 hoénap utan volt a legsulyosabb, majd
fokozatosan csokkent, és a gyulladasos sejtinfiltracié mindkét térzsben 2 honap CSE utan érte el a
maximumot, ami 0sszhangban van az ugyanezen modellben kordbban végzett vizsgélatainkkal.
(39). A TRPALl génhidany nem eredményezett jelentds valtozasokat a kronikus gyulladasos
folyamatok sejtkomponenseiben, amint azt mind a szovettani eredmények, mind a BALF-elemzés
mutatta.

A receptor genetikai delécioja nem jelzi elore kozvetleniil a TRPA1 agonistak vagy antagonistak
profilaktikus vagy terapias potencialjat. Ezért tovabbi kutatdsokra van sziikség a TRPA1

farmakologiai célpontként valo potencialjanak meghatarozasahoz a tiidében.

Munkank harmadik részében a TRPA1 és TRPV1 gastritisben betoltott lehetséges szerepét
vizsgalatuk diffiz gyomor nyalkahartya karosodas transzlacios jelent6ségii modelljében. Ez volt
az elso atfogo és 6sszehasonlito akut és kronikus diffiiz gastrits modell vizsgalat, amelyben az IAA-
indukalt koncentracio- és id6tartamfliggd valtozasokat irtuk le Wistar patkanyokban. Az IAA altal

kivaltott koncentraciofiiggd sulycsokkenés és gyomorerdzid mar az ivovizben oldott IAA mar 7
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napos bevitelét kovetden kialakult, amelyet massziv szubmukoézus 6déma, akut és kronikus
gyulladésos sejtek kiterjedt infiltracidja, majd vérzéses erdzio kisért. 14 nap elteltével a fekélyek a
muscularis mucosae-t érinté mély nekrozisként jelentek meg, amely stlyosabb és kiterjedtebb volt
azoknal a patkanyoknal, amelyek ivovizében magas (0,2%-0s) IAA-koncentracid volt.

Az TAA egy szulfhidril alkilalo dgens, amely a redukalt GSH depletalasaval gatolja a szabadgyokok
mentesitését, és igy gyomorkarosodast idéz eld (30). Jelen vizsgalatunkban nem figyeltiink meg
GSH-csokkenést IAA kezelésre. Ennek oka az lehet, hogy az IAA bevitelét kdvetd 7, illetve 14
nap utdn mértiik, amikor az elvaltozdsok mar teljesen kifejlodtek vagy gyogyulni kezdtek. A
tGluCys kis mértéki, de szignifikans novekedése is alatamasztja a gyogyulasi fazis kezdetét az
oxidativ stressz €s/vagy a GSH szintézis enzimaktivitas emelkedésével, ami arra utal, hogy a 1€zi6
kialakulasanak idején a finom szabalyozas is aktivalddik az agressziv/defenziv faktorok egyensuly
felbomléasanak ellensulyozasara.

Nem figyeltiink meg jelentds valtozasokat az elvaltozasok stlyossdgaban a hiperémia és az er6zio
tekintetében a 7 és 14 nap kozotti alkalmazas soran, 6sszhangban a szakirodalommal (50), bar a
fekélyek kialakulasa 14 nap utan kifejezettebb volt.

Ebben a jol karakterizalt gyomorerozios/ fekélyes gyulladasos modellben a legfontosabb
eredménylink az, hogy mind a 0,05%-0s, mind a 0,2%-os IAA bevitel 7 nap utan Trpal, de nem
Trpvl mRNS upreguléciot indukalt a patkany antrumban €s corpusban, ami a 14 napos kisérleti
perioddus végén is emelkedett maradt.

Az IAA, amely egy cisztein-modifikalo alkilalo vegyiilet, képes kovalensen ko6tddni a
citoplazmatikus cisztein oldallancokhoz, igy aktivalni képes a TRPA1-t (51). Az IAA altal indukalt
TRPAl-expresszio fokozodads a gyomorban azonban inkabb a gyulladidsos kaszkadnak
tulajdonithatd, amit alatamaszt a vizbe meritéses, illetve stressz altal kivaltott akut
gyomornyalkahartya-fekélyek modelljében megfigyelt upregulacioja is patkanyokban (52).

A TRPV1/A1 expresszioja a kapszaicin-érzékeny peptiderg idegvégzodéseken és nem-neuronalis
sejteken, mint a gyomor epithelialis és gyulladasos sejtein (14,15,17,18), melyet a jelenlegi
eredményeink is aldtdmasztanak, sokkal Osszetettebbé teszik lehetséges szerepiik értelmezését. Az
IAA altal kivaltott gyulladésos reakcid sordn szdmos endogén, TRPV1-et aktivald gyulladasos
mediator (proton, lipoxigenaz termék) szabadul fel, amelyek szintén befolyasolhatjak a TRPA1

mikodését és expresszidjat, mivel ismert a csatornak funkcionalis kdlesonhatasa (3,11,17).
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Meglep6 mddon az egerek (mind a CD1, mind a C57B1/6 torzsek) ellenallonak bizonyultak az IAA
magasabb koncentracioval szemben is. Bar egerekben is a patkanyhoz hasonlé koncentraciofiiggd
sulycsokkenés volt tapasztalhatd, a gyomorban nem volt megfigyelhetdé makroszkopos vagy
mikroszkopos elvaltozas. Egy kutatdcsoporttdl szdrmazd néhany tanulmany ramutat az IAA altal
kivaltott makroszkopos elvaltozasok hidnyara egerekben, ami aldtdmasztja jelen eredményeinket,
de enyhe gastritisre jellemz6 vegyes gyulladasos infiltraciot irnak le (53). Erdekes modon a legtdbb
ilyen vizsgalat azt mutatta, hogy a kezdeti sulycsokkenés a kezelés harmadik napjara helyreallt,
bar a folyadék fogyasztasuk a vizsgalat soran koriilbeliill 50%-kal csokkent (54). Ez szintén
Osszhangban van a mi megfigyelésiinkkel, miszerint a testsulycsokkenés nem magyarazhatd
kizarolag az IAA-val kezelt allatok kevesebb ivasaval. A folyadékfogyasztas koncentraciofiiggd
csOkkenése ordlis averziora utal, amely a szintelen, szagtalan IA A-oldat potencidlis gyomorirritald
hatasanak tudhato be.

A rezisztenciamechanizmusok meghatarozasa meghaladta vizsgalatunk kereteit, azonban értékes

informaciokkal szolgalhat a még nem teljesen ismert gasztroprotektiv mechanizmusokrol.

A TRPV1 és TRPALI expresszio, és a colitisben betoltott szerepiikre vonatkozo kisérleti adatok
ellentmondasosnak tinnek (55). Ezeknek a receptoroknak az érzéideg végzédéseken torténd
aktivalasa neurogén gyulladast kozvetit az SP és a CGRP felszabadulasan keresztiil, ami fokozott
érpermeabilitast, plazmafehérje extravazaciot és gyulladasos sejtaktivaciot eredményez. Ekozben
a gyulladascsokkentd szenzoros neuropeptidek, példaul a szomatosztatin és az ugyanazon
idegvégzddésekbdl  egyidejiileg  felszabaduld opioid peptidek  gyulladascsokkentd  és
fajdalomesillapitd hatast fejtenek ki mind lokélisan, mind szisztémdsan a keringésbe jutva.
Tovabba, ezek az ioncsatorndk az érrendszeri simaizomzaton és a gyulladasos sejteken, példaul a
makrofagokon és a T-helper sejteken pro- és anti-inflammatorikus funkciokat egyarant
kozvetitenek. Ezért a TRPV1 és a TRPAI kisérletes vastagbélgyulladasban betoltott altalanos
szerepe fiigg 1) ezen ioncsatornak expresszidjanak sokféleségétdél az érzéidegeken,
immunsejteken, hamsejteken ¢€s érrendszeri simaizomsejteken (3), 2) a pro- és anti-
inflammatorikus medidtorok széles skalajatol, koztik a szenzoros neuropeptideknek és a
kiilonb6z6 mechanizmusokat kifejtd citokineknek a csatornaaktivacié altal kivaltott

felszabadulasatol, 3) a ko-expresszaltt TRPV1 és TRPA1 receptorok dsszetett kdlcsonhatasaitol,
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4) a kisérleti modellek €s protokollok kiilonbozdségétdl (faj, torzs, a kémiai 4gensek koncentracidja
¢s Osszetétele, iddtartam, intenzitds, a sériilés komplex mechanizmusai), valamint a modellek

szamos korlatjatol.

6 AZ UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA, KOVETKEZTETESEK

1) Funkcionalis, morfoldgiai és immunologiai modszerekkel igazoltuk, hogy a kronikus mérsékelt
cigarettafiist jellegzetes tiidogyulladast, tiidétagulatot és atelektazist 0koz kronikus egérmodellben.
Ezek a jol meghatérozott patofizioldgiai valtozasok a gyulladasos reakcioktol a szoveti karosodasig
a dohanyfiist-expozici6 iddétartamatol fiiggenek. A COPD-szerli strukturdlis és funkcionalis
valtozasok a negyedik honap utan alakulnak ki, és hasonldak a klinikumban megfigyeltekhez, ami
kiemeli modelliink transzlacids jelentdségét a COPD-ben megfigyelheté huméan morbiditassal
kapcsolatban. Ezért ez az egérmodell alkalmas a dohanyzas altal kivaltott idofiiggd jellegzetes

valtozésok és mechanizmusok vizsgalatara a tiidoben.

2) Mi igazoltuk els6ként, hogy a TRPAT1 csatorna komplex szerepet jatszik az alap 1égzésfunkcio
szabalyozasaban és a gyulladasos mechanizmusokban azaltal, hogy serkenti a kronikus CSE altal
kivaltott emphysema kialakulasat és a légzésromlast, mint az MV, TV, PIF és PEF csokkenését,

amelynek csticspontja 3 honapnal figyelhetd meg.

crer

jelentdségli gyomor nyalkahartya sériilés modelljében az IAA altal indukalt koncentracio- €s
iddtartamfliggd makroszkopos és mikroszkopos elvaltozasokkal dsszefiiggésben. Ezek az adatok
J0 alapot nyujtanak a TRPAT-et célzé farmakoldgiai beavatkozasok hatdsanak értékeléséhez a

gyomorseériilés kiilonbozo osszeteviire.
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