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Osszefoglalas

Az akut tiidékarosodas (ALI) gyakori és sulyos megbetegedés, mely az
intenziv osztalyokon kezelt betegek 5-15%-at érinti. A betegség gyakran csak
legelérehaladottabb formajaban, akut respiratorikus distress szindromaként (ARDS)
kertil felismerésre, amikor a beteg haldlozési valosziniisége 40-50%. Az intenziv
kutatas ellenére az ALI patomechanizmusa nem teljesen ismert és a terdpias
eszkoztarunk sziikos.

Az ALI mechanizmusanak alaposabb megismerésére allatkisérletes
modelleket haszndltam. Ragcsaloknak intravéndsan baktérium poliszacharidot adva
¢s/vagy gépi lélegeztetve tiidokarosodast hoztam létre. Microarray technikaval
elemeztem a karosodott egér tiidok génexpresszidjanak valtozasat. Ezen technika
révén kollegdimmal meghatdrozunk olyan uj, eddig le ALI-ben le nem irt géneket,
melyek termékeinek szerepe lehet a betegség mechanizmusaban. Egy in vivo allat
kisérletbenben sikeresen modelleztem az ARDS jellegzetes patologiai elvaltozasait:
alveolusokba. A gépi lélegeztetés hatasara emelkedett tumor necrosis factor-a (TNF-
a) kibocsatast és az oxidativ stressz altal aktivalhaté hemoxigendz-1 (HO-1) enzim
inflammatorikus citokinek szintjét  horgd lavazs folyadékban jo hatasfokkal
csOkkentette a kis dozisti belélegzett szén momoxid (CO). Ekdzben az anti-
inflammatoérikus interleukin-10 (IL-10) szintje nétt. A CO anti-inflammatérikus
hatasa ismert mas tiidokarosodast elemzd kisérleti modellekben is, de annak
mechanizmusardl csak keveset tudunk. Kisérleteim eredményei azt mutatjak, hogy a

CO a két ismert intracellularis gyulladésos transzkripcids faktortol, a nuclear factor-



kB-t6l (NFkB) ¢és az activator protein-1-t61 (AP-1) fliggetleniil, a p38 mitogén-
aktivalt protein kinaz (MAPK) tvonalra hatva fejti ki hatasat.

Osszefoglalva, eredményeim tovabb erésitik korabbi kisérletek eredményeit,
mely szerint a szén-monoxid csokkenti a tiidoben lezajlo gyulladast, tovabba felveti
a CO terapas alkalmazas lehetdségét ALI/ARDS-ben. Szeretném a jovében tovabb
folytatni CO kisérleteimet akut tiidokarosoddsban és bizom benne, hogy annak

eredményei egy nap alkamazhatdak lesznek majd az intenziv betegellatasban.

Bevezetés és célkituzések

A gépi lélegeztés széles korli elterjedésével az 1960-as években az akut
tiidokarosodas a tiidogyogyaszati intenziv ellatas kiemelt fontossagu teriiletévé valt. A
Vietndmi Haboru alatt tobb ezer katona szenvedett multiplex szervi kdrosodast, amely
miatt gépi 1élegeztetésre szorultak. Ez a szomortl esemény vezetett a tiidogyogyaszati
intenziv ellatds robbandsszerli fejlodéséhez. A gépi I1élegeztetés révén a
tiidokarosodottakat hosszabb ideig ¢életben tarthattdk életben és a lélegeztetd géprol
leszoktatva visszakeriilhettek a mindennapi ¢letbe. Ashbaugh és kollegai ekkor itdk le
az akut tlidokarosodas legsulyosabb formajat az akut respiratorikus distressz
szindromat. A  betegséget eldszor felndtt tipusu respiratoroikus — distressz
szindromanak, hogy megkiilonboztessék az ujsziildttekben lezajlo respiratorikus
distressz szindromatol. A mai elfogadott elnevezés akut respiratérikus disteressz
szindroma (ARDS).

Mérfoldké az ALI/ARDS torténetében az ARDS Network klinikai
tanulmanyok. Az eredeti vizsgalat 1996 ¢és 1999 kozott 10 egyetemi korhazbol
gylijtott betegeket az Egyesiilt Allamokban. A vizsgalatban olyan gépi 1élegeztetett

betegeket vontak be, akik ALI-ben is szenvedtek. Az ALI definiciojat az



Amerikai-Eurépai Konszenzus Konferencia ajanlasanak megfeleléen hataroztdk meg
a vizsgalat vezetdi. 861 beteget valasztottak be a vizsgalatban, aki 6ml/kg vagy
12ml/kg protokol szerint gépi 1¢élegeztetésben részesiiltek. Az eredmények 2000-ben
kertiltek kozlésre. Ezek szerint az ALI/ARDS okozta halélozas 22%-al csokkenthetd
alacsonyabb térfogatu gépi lélegeztetés alakamazisaval. A csokkentett térfogati
I¢legeztetés masik pozitiv kovetkezménye a gépi 1élegeztetést6l mentes napok
szamanak novekedése volt ARDS-ben.

Az ARDS Network vizsgéalat betegeinek adatait elemezve Gross és kollegai
az ARDS incidenciajat 22.4/100000 fében hataroztik meg az Egyesiilt Allamokban.
Mas fejett orszdgokban késziilt tanulmanyok hasonlé adatokat kozoltek. Az intenziv
osztalyok betegeinek koriilbeliil 10-15%-a szenved ARDS-ben, mig ez a szam a gépi
lelegeztetettek kozott magasabb, kozel 20%. A gépi lélegeztetés okozta
tiidokarosodas ( ventilatoriiinduced lung injury, VILI) gyakori a gépi 1¢legeztetettek
kozott és korbonctani lelete megkiilonboztethetetlen az ARDS-ét6l. Ugyanakkor
tovabbra is vitatott, hogy a gépi 1élegeztetés dnmagaban vezethet e ALI-hoz. Az also
légutak a kiilsé artalmaknak és sériilésnek egyik leginkéabb kitett szervek egyike. Az
ARDS leggyakoribb kivaltd okai a szepszis (38-43%), a gyomortartalom aspiracidja
(30-37%), pneumonia (28-36%) ¢és a mellkasi sériilés (11-17%). ARDS-ben a
halalozds magas ¢és nagyban fiigg a kivaltd oktdl. Brun-Buisson és kollegai
vizsgalataikban azt talaltak (6522 intenziv osztalyos beteg, 78 korhdzban, 10 eurdpai
orszagban), hogy az ARDS okozta haldlozds a legmagasabb a szepszis ha
kovetkeztében alakul ki (43%), alacsonyabb tiidogyulladds esetén (36%) ¢és a
legalacsonyabb trauma (11%) esetén. A legtobb beteg azonban mégsem izolalt

1égzési elégtelenségben, hanem tobbszervi elégtelensében hal meg.



Az intenziv kutatasok ellenére az ALI/ARDS-sel kapcsolatos haldlozas magas
¢s ¢és terapias lehetdségeink korlatozottak.

Egyre tobb adat tdmasztja ald az a paradigmat, mely szerint a stressz altal
indukalhat6 heme oxigenaz-1 (HO-1) vagy katalitikus mellékterméke a szén-monoxid
(CO) citoprotektiv hatast fejt ki szovet és sejtkdrosodasban. A HO-1 és a CO
citoprotektiv hatdsat részben gyulladascsokkentés révén fejti ki. Laboratoriumunk
eredményei azt mutatjak, hogy a kis dozisu belélegeztetett CO csokkenti a tiidokben
lezajlo gyulladast és citoprotektiv hatast fejt ki szdmos szdvetkarosodat mutatd
kisérletes modellben.

Diszzertaciom célja kettds. 1. Jellemzem az akut tiid6karosodas legfontosabb
kérbonctani és immunologiai jellemzdit gén expresszié analizis és molekuldris
biologiai technikak segitségével allatkisérletes modellekben. 2. Bemutatom a CO

gyulladéascsokkentd egy in vivo ALI modellben.

Célkitiuzések
1.célkitiizés: Gén expresszio elemzése akut tiidokarosodast kovetden egér
tildében.

1. Azon gének meghatarozdsa, melyek expresszidja szignifikansan
megvaltozott akut tiidokarosodasban. A gének csoportositasa funkcidjuk
alapjan.

2.  Azon gének elkiilonitése és csoportositdsa, melyeket  baktérium
lipopoliszacharid (LPS) és/vagy gépi lélegeztetés befolyasol. A csak gépi
1¢legeztetés altal modulalt gének csoportjainak leirasa.

2.célkitiizés: Uj, a gépi lélegeztetés altal Kivaltott tiidokarosodas

mechanizmusaban szerepet jatszo gének leirasa.



1. Az1j gének expresszidjanak azonositasa RNS és fehéje szinten.
2. Az amphiregulin szerepe, egy 1j gén akut tiidokarosodasban.
3.célkitiizés: A gépi lélegeztetés hatasanak vizsgalata akut tiidékarosodasban
1. A gépi Iélegeztetés hatdsa az alveolaris oedemara €s a gyulladasra LPS altal
kivaltott tiidékarosodasban
2. Hem-oxigenaz aktivacio és fokozott citokin termelés gépi 1¢élegeztetés altal
kivaltott tiidokarosodasban (TNF-a, IL-10).
4. célkitiizés: A Kkis dozisu, belélegzett CO gyulladascsokkentd hatasanak leirasa
és bizonyitasa gépi 1élegztetés altal kivaltott tiidokarosodasban
1. A CO hatidsanak bemutatisa az akut tlidékdrosodas direkt és indirekt
markereinek segitségével (csokkent gyulladasos sejt bedramlas, csokkent
proinflammatorikus cytokin szintek).
2. A CO hatdsa a szervezet haemodinamikdjara és az oxigenizéaciora
(vérnyomas, vérgazok)
3. Az intracellularis mechanizmus meghatarozasa, mely révén a CO
gyulladascsokkentd hatasat kifejti. A CO p38 MAPK révén, fiiggetlentil

az NF«B és AP-1 transzkripcios faktoroktol fejti kis hatdsat a modellben

Modszerek

1. A gén expresszi6 valtozads meghatarozasahoz egy izolalt, perfundalt és gépi
1¢legeztetett egér allatkisérletes modellt hasznéltam. Ezt a modellt gyakran ex vivo-
nak is nevezik, hogy hangsulyozzdk atmeneti szerepét in vitro és in vivo kisérleti
Osszallitasok kozott. Az ex vivo modell elénye, hogy a mellkas szinte intakt és igy
nem vész el a mellkas fal hatdsa a 1€gzés mechanikajara. Ugyanakkor a nagy nyomasu

gépi lélegeztetés nem befolyasolja a sziv funkcidjat, mint azt kordbban VILI



modellekben leirtdk. Roviden, 9 Balb/c egeret (22-30g) negativ nyoméassal
I¢legeztettiink 1 oran keresztil —3 vizem kilégzési végnyomadssal és —10 vizem
belégzési végnyomassal (EIP). Ezt kovetden az egereket random 3 csoportba
osztottuk és 3 Oran at tovabb lélegeztettiik (n=3/csoport). Kontroll csoport: gépi
l1¢legeztetés -10 vizem EIP-vel, LPS csoport: gépi lelegeztetés -10 vizem EIP-vel
3mg/kg Escherichia coli baktérium LPS jelenlétében, OV csoport: nagy nyomasu gépi
l1¢legeztetés —25 vizem EIP-vel. A 3 csoport allat génexpresszidjat microarray
segitségével elemeztem. A géneket funkciojuk alapjan csoportositottam. Egyes
géneket csak a gépi 1¢élegeztetés befolyasolt, az LPS nem. 5 gén expresszidjanak
valtozésat quantitative real time polymarease chain reactionnal (QRT-PCR)
megerdsitettem. Az amphiregulin expresszidjanak fokozodasat fehérje szinten is
igazoltam.

2. Egy maésodik, in vivo modellben 26ml/kg térfogati gépi lelegeztetést
positive end expiratory pressure (PEEP) alkalmazdsa nélkiil hasznaltam akut
tiidokarosodas eldidézésére. Ezekben az allatokban a sejtes folyamatokat, tiddoedema
kialakulast, cytokin termelést, intracelluldris utvonalak aktivalodasat figyeltem meg.
Ezen talmenden a kis dozist, belélegzett CO gyulladascsokkentd hatasat vizsgaltam.
Felndtt 275-375g-0s him Sprague-Dawley patkanyokat (n=88) hasznaltam (Harlan,
Indianapolis, IN). Az allatokat 3mg/kg Escherichia coli baktérium LPS, Serotype
0127:BO-val vagy salinaval (phosphate buffered saline, PBS) kezeltem. Az allatokat
75mg/kg ketaminnal és acepromazinnal (2,5mg/kg) altatattam el a kisérlet kezdetén
(Sigma). Egy oOra spontan 1égzés utan tracheostomizaltam az allatokat és kaniilt
helyeztem a trachedba. Az allatokat random 7 csoportba osztottam: kontroll, LPS,
gépi lélegeztetés, gépi 1élegeztetés/CO, LPS/gépi 1élegeztetés, LPS/gépi

1élegeztetés/CO és SB203580/LPS/gépi 1élegeztetés/CO (n=6/csoport). CO-al kezelt



¢s nem kezelt allatokon felvaltva végeztem a kisérletet. A gépi 1¢legeztetés, gépi
I¢legeztetés/CO,  LPS/gépi  lélegeztetés,  LPS/gépi  1¢legeztetés/CO  és
SB203580/LPS/gépi lélegeztetés/CO csoport allatait 26ml/kg térfogattal 1élegeztettiik.
Lélegeztetd gazként légkori levegd és 250 parts per million (ppm) CO keverékét
hasznaltam. Az allatcsoportokat 15 perc- 4 6ran at 1¢legeztettem PEEP alakalmazasa
nélkiil. Az SB203580/LPS/gépi lélegeztetés/CO csoport allatait SB203580 p38-kinaz
inhibitorral (20mg/kg) kezeltem 30 perccel a kisérlet kezdete eldtt.  Artérids
vérnyomast és vérgdzt mértem a LPS/gépi 1élegeztetés, LPS/gépi 1élegeztetés/CO
csoportokban (pressure transducer UFI, Morro Bay, CA; blood gas analyzer
Radiometer ABLS, Copenhagen, Denmark). A CO dézis-valasz kisérletben LPS/gépi
1¢legeztetés/CO csoport allatai 10, 100 vagy 250 ppm CO-t kaptak (n=3-
6/d6zis).Ezekben a kisérletekben tiidokarosodasi markereket: sejtszdmot és citokin
szinteket hatdroztam meg bronchoalveolaris lavage folyadékban (BALF). Az akut
tiildokarosodast szdvettani metszetekben, electrophoretic mobility shift assayel

(EMSA), western-és northern immunoblottingal is vizsgaltam.

Eredmények
Célkitiizés 1. Gén expresszio analizis egy izolalt, perfundalt és gépi lélegeztetett egér
tiid6 modellben

Osszehasonlitottam a —10 vizem EIP-vel 1élegeztetett (kontroll), a —25 vizem
EIP-vel 1¢legeztetett (nagy nyomasu gépi l¢legeztetés) és az LPS-ssel kezelt egerek
géneszpresszios képét. A harom csoport allat génexpresszidja eltéréseket mutatott.
Harom csoport olyan géncsoprotot tallaltam (clusterek), melyek kiilonbozden
viselkedtek a 3 kezelés hatasara. Az A cluster génjeinek expresszidja csokkent a nagy

nyomassal 1¢élegeztetett (OV) egerek tlidejében és nem valtoztak LPS kezelés(LPS)



hataséara. Ezek a gének dontd tobbsége alacsony expresszids szintet mutat. A B cluster
génjeinek expresszidja csokkent OV kezelés hatdsara , de fokozodott LPS hatasara. A
C cluster génjeinek expresszidja fokozodott OV kezelés hatidsara. A legtdbbjiiket az
LPS is fokozta, de csak kisebb mértékben. Az eredmények elemzésére két statisztikai
modszert hasznaltam: Significance Analysis of Microarrays (SAM, Stanford, CA)
program és Scoregene software csomag (Scoregene Package,
http://compbio.cs.huji.ac.il/scoregenes/) (Scoregene TNoM=0 és SAM p<0.05). 567
olyan gént talaltam, amelyek expresszidja szignifikansan megvaltozott LPS és/vagy
OV hatasara a kontroll allatokhoz képest. 182 gén expresszidjat csak az OV
befolyasolta. Ebbdl 36 gén expresszidja fokozodott, 146 géné csokkent. A fokozott
expresszioju gének kozott megtaldljuk az altalanos metabolizmus, novekedési
faktorokkal kapcsolatos, sejten beliili transzport génjeit, 1 citokin ligandot és 1
antioxidanst. A csokkent expresszioji genek kozott novekedési faktorral kapcsolatos
géneket, sejt ciklus regulatorokat, antioxidansokat, onkogéneket, komplement ¢és az
alvadasi kaszkadhoz kapcsolodd géneket figyelhetliink meg. Mind az LPS és az OV
kezelés hatasal volt 385 gén expresszidjara. Ebben a csoportban olyan fontos
novekedési faktorokat is megfigyelhetiink mint a granulocyta-macrofag kolénia
stimulalé faktor (GM-SCF) és a Nur 77. LPS és OV kezelés szignifikdnsan
csOkkentette az expressziojat egyes jol ismert protein kindzoknak, sejt ciklus

regulatornak, transzkripcios faktoroknak és novekedési faktoroknak.

A génes funkcionalis csoportositdasa tiidokarosodasban
Az analizisben meghatdroztam azon sejtfunkcidkat is, amelyeket az LPS
és/vagy OV kezelés befolyasolt. El6szor log, alapra hoztuk a gén expresszios

értekeket, majd Ips/c, ov/c és ov/lps hanyadosokat képeztiink.Ezt kovetéen egy



GeneXpress nevil programmal (http//:www.genexpress.stanford.edu) meghataroztam
azokat a specifikus sejt funkcidkat amelyek dusultak egyik vagy mésik hdnyados
kombinécioban. A szignifikanciat egy hipergeometrikus model segitségével
hataroztam meg ¢és False Discovery Rate (FDR) modeszerrel korrigaltam a multiplex
tesztfolyamatok kozben jelentkezd statisztikai hibakat 95%-os szignifikancia szinten.
Az eredményeket egy szintérképen mutatom be, melyen a narancs a fokozott
génexpressziot tartalmazd sejtfunkcidt jeleniti meg, mig a kék szin a csokkent
génexpresszioju sejtfunkciokat jeloli. A sejt kommunikacid és cytoskeleton génjeit
csak az OV kezelés befolyasolta. LPS kezelés a citokin funkcidra és a nuklein savhoz
kotddésre volt hatassal. Mindkét kezelés befolydsolta az immun valaszt, a hordozo

aktivitast és a fehérjéhez kotddés sejt funkciokat.

Célkitiizés 2. Signifikans expresszio valtozas egyes génekben

A cluster analizis és a génexpresszids adatok alapjan kollegdimmal 5 gént
valasztottunk ki tovabbi elemzésre: Areg (Amphiregulin), Akapl2 (A kinase
anchoring protein), Cyr61 (Cystein-rich protein 61), Nur77 (nuclear receptor
subfamily 4, group A, member 1) and Il11 (Interleukin-11). Ezen gének
expresszigjanak valtozasat RNS szinten is meghataroztam. Mind az 5 gén a C
clusterben helyezkedik el és expresszidjuk fokozott LPS és OV kezelés hatasara. A
fokozott mRNS expressziot QRT-PCR-ral hataroztuk meg. Eredményeinket tovabb
erdsiti az amphiregulin expresszidé immunoblotting elemzése. Az amphiregulin fehérje
expresszio fokozott volt a kontroll és LPS csoportokban lattotakéhoz képest.
Ugyanazt az antitestet haszndlva immunfluorescens festéssel megfestettem

mindhdrom csoport allat tiidészovetébdl késziilt preparatumokat. Az immunfestés
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gépi léegeztetés hatdsara fokozott fluorescencia jelentkezett a kontroll és LPS-sel

kezelt allatokhoz képest. A fluorescencia elsdsorban epithelialis lokalizaciot mutatott.

Célkitiizés 3. A gépi lélegeztetés fokozza az LPS-dltal kivaltott tiidokdrosodast
patkanyokban

Az LPS, a gépi lélegeztetés és az LPS/gépi l¢élegeztetés altal kivaltott
tiidokarosodas mértékének mehatarozéasara 2 ordn 4t tartd kisérleteket végeztem. Az
LPS csoprt allatait 2 6raval az LPS beadasa utan ledltem. Az LPS/gépi 1¢élegeztetés
csoportban 1évOknek LPS-t adtam majd 1 6rdn at szabadon lélegezni hagytam oket.
Ezt kovetden 1 ordn at gépi lelegeztetésnek voltak kitéve.A csak gépi 1élegeztetés
csoprt allatait 2 6ran at gépi 1élegeztettem. Minden allatban teljes sejtszamot és total
protein szintet hataroztam meg a horgdmoso folyadékbol. Az LPS, a gépi lelegeztetés
¢és az LPS/gépi 1¢legeztetés kezelés egyarant szignifikdnsan emelte a teljes sejtszamot
a lavage-ban. LPS/gépi l¢legeztetés kezelés szignifikdnsan emelte a lavage teljes
fehérje tartamat is, még a masik két kezelés nem. Szdvettani eredményeim tovabb
erdsitik a megfigyelést, mely szerint a gépi 1¢élegeztetés tovabb fokozza az LPS altal
okozott tiidékarosodast. amennyiben PBS (kontroll) kezeléshez viszonyitjuk, az LPS
vagy a gépi lelegeztetés gyulladdsos sejt bedramlést okoz az alveolaris szeptumokba,
mely a szeptum megvastagodasdhoz vezetnek. Az LPS ¢és gépi 1élegeztetés
kombindacioja volt a leg karositobb hatasu, mely az alveolus fal elszakadasat okozta. A
pro-inflammatoériuks citokin TNF-a szintje jelentdsen megemelkedett a lavage
folyadékban LPS/gépi lélegeztetés hatdsara a LPS vagy gépi lélegeztetés kezelés
eredményeihez képest. A kinetikus vizsgalatok eredményei azt mutatjak, hogy 30 perc

LPS/gépi [élegeztetés utdn mar szignifkansan emelkedett a citokin szintje. A
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maximalis értéket 1 ora gépi lelegeztetés utan mértiik, a 3 6rdn keresziil megfigyelt
allatokban.
Gépi lélegeztetés okozta tiidokarosodasban fokozott a hem-oxigendz-1 expresszio

A stressz indukdlt HO-1 RNS ¢és fehérje expresszid szintjét Northern és
western blotting segitségével hataroztam meg a tidészovetben. Az LPS ¢és gépi
I¢legeztetés kezelések fokoztdk a HO-1 gén és fehérje expresszigjat. LPS/gépi
I¢legeztetés kezelés hatasara ndtt meg leginkabb a HO-1 gén és fehérje expresszioja.
Ez az eredmény azt mutatja, hogy a HO-1, mely egy fontos stressz-valasz gén termék

szerepet jatszhat a szervezet védekezd folyamataiban VILI-ben.

Célkitiizées 4. A belélegzett CO csokkenti a gépi léegeztetés altal okozott
tiidokdrosodast

A belélegzett CO signifikansan csokkentette az LPS/gépi 1¢élegeztetés kezelés
hatasara fokozott teljes sejtszdmot a lavage folyadékban. A csak gépi 1¢legeztetés
kezelésben (gépi 1élegeztetés/CO csoport allatai) a sejtszam csokkenés nem érte el a
szignifikans szintet. A CO nem befolyasolta a sejtszdmot az LPS és kontroll
csoportokban. A CO kezelés nem modositotta a teljes fehérje tartalmat a lavage-ban.

Dozis dependens pro-inflammatorikus cytokin TNF-o szint csokkenést
figyeltem gépi 1élegeztetés soran, amennyiben CO-ot kevertem a Iélegeztetd gép altal
hasznalt leveglbe. Az anti-inflammatorikus IL-10 szintje nem valtozott meg LPS és
gépi 1élegeztetés hatasara. A CO kezelés azonban fokozta a IL-10 szintjét a LPS/gépi
1élegeztetés/CO csoportban. Ez a hatast nem tudtam kivaltani a csak gépi 1¢élegeztetett
allatoknal (gépi 1élegeztetés/CO csoport allatai). A CO-nak nem volt hatdsa a citokin
szintekre a kontroll és az LPS-sel kezelt allatoknal. A sejtszam és a gyulladas

mérékelt csokkenése volt megfigyelhetd a tiiddszovetben CO kezelés hatdsara.
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A qualitativ sejtanalizis soran megfigyeltem, hogy 2 o6ra 250 ppm CO kezelés
szignifikdnsan csokkentette a  lavage-ban taldlhatdé macrophagok szamat. A
neutrophilek szdma ebben az idépontban meg elhanyagolhaté volt a horgémoso
folyadékban. Arra, a kérdésre, hogy vajon a neutrophil leukocytékra is hatdssal van e
a CO 4 oras gépi lélegeztetés kisérlettel adtam valaszt. LPS/gépi 1¢legeztetés és
LPS/gépi lélegeztetés/CO protokoll alapjan kezeltiik az allatokat. 250 ppm CO
signifikdnsan csokkentette a teljes és a neutrophil sejtszdmot a lavage folyadékban.
Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a CO a neutrophil leukocytdk alveolaris

infiltracidjanak gatlasa révén fejt ki gyulladascsokkentd hatast VILI-ben.

A belélegzett kis dozisu CO nincs hatassal a haemodinamikara és az oxigenizdciora
Az LPS/gépi 1Elegeztetés és az LPS/gépi lélegeztetés/CO allataiban artérids
vérnyomast ¢és vérgdz szinteket mértem, hogy meggy6zddjem arrdl, hogy az
alkalmazott CO dozisa nem befolyasolja a szervezet haemodinamikajat és a tiidé gaz
cseréjét. A tracheostomiat kdvetden a jobb artéria carotist kanuldltam és a vérnyomast
folyamatosan mértem a lelegeztetés ideje alatt. Vért a vizsgalat elején és végén
vettem vérgaz analizisre. Nem talaltam szignifikans eltérést a vér pH-jaban, a PCO,,
PO, nyomésaban a csoprton beliil és két csoport allatai kozott. LPS kezelés vagy a
csak gépi l¢legeztetés nem befolyasolta a haemodinamikéat. A carboxi-hemoglobin

szint, mint varhato volt, szignifikansan megemelkedett CO kezelés hataséra.

A CO gyulladascsokkento hatasanak mechanizmusa
A transzkripcios faktorok szerepet jatszanak a szervezetet érd stressz hatasara
1étrejove génexpresszid valtozds medidldsdban. Ezek olyan bioldgiai folyamatokat

foglalnak magukba mint a gyulladés, a sejt proliferacid, a sejtek tulélése. Ezek fontos
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védekezd mechanizmusok sejt vagy szdvet karodas idején. Kisérletekben azt is
vizsgaltam, hogy vajonismert gyulladasos transzkripcios faktorokat, mint az NFkB
vagy az AP-1 befolydsol e a CO gyulladascsokkentd hatasa révén. LPS és a gépi
1¢legeztetés fokozta a NFxB és az AP-1 aktivacigjat, de a CO nem befolyasolta ezen

Egy masik fontos gyulladasos utvonal a p38 MAPK. Ebben a modellben mind
az LPS, mind a gépi 1¢legeztetés fokozta a p38MAPK aktvalodasat. CO hatdséara az
aktivacio szignifikdnsan megnétt. Azért, hogy megvizsgaljam a CO altal aktivalt p38
MAPK bioldgiai hatasat anti-inflammatérikus IL-10 szintet mértem a lavage-ban.
Specifikus p38 inhibitorral (SB203580) kezelt allatokban a CO Aaltal kivaltott IL-10
szint novekedés nem volt megfigyelhetd. A tiidészovetbol késziilt metszetek itt

hemorrhagiat és gyulladast mutatnak.

Megbeszélés

Egy nemzetkézi tanulméany kozlése szerint az intenziv osztilyon kezelt
betegek 39% részesiil gépi 1élegeztetésben. Koziiliik sokakban gépi 1élegeztetés altal
okozott tiidokarosodéas (VILI) alakul ki. A VILI hozzajarulhat ARDS kialakulsédhoz.
Annak ellenére, hogy klinikai vizsgalatok azt mutattdk, hogy az ARDS/VILI-hez
kapcsolodd halalozés csokkenthetd alacsony térfogata 1élegeztetéssel, PEEP-pel és
legujabban recruitment maneuverrel kombinalt protektiv 1égzési technikéaval, a
szindroma egy komoly kihivas az intenziv betegellatds szamara.
1. Uj genek expresszi6 analizise gépi 1élegeztetés altal okozott tiidékarosodasban
(Célkitiizés 1)

Egyre tobb kisérleti és klinikai kutatdsi eredmény azt mutatja, hogy gépi

I¢legeztetésben az alveolusok erdltetett kitdguldsa tiidokarosodashoz vezet. Ezt a
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hatast gyakran fokozzdk az akut tiidokarosodéas egyébb okai, mint példaul mikrobak
altal okozott gyulladasok. A lipopoliszaharidok (LPS), sav aspiracid, bél perforacio
altal kivaltott szepszis gyakran alkalmazott technikdk gyulladas kivéltasara VILI
modellekben. Ugyanekkor nem ismert, hogy az alveolusok tulfesziilése ¢és a
microbialis gyulladads ugyanazon vagy kiilonbozd intracellularis mechanizmusokra
hatva fejti ki hatdsat a tidSben. En LPS-sel kezelt és gépi lélegeztetett egerek
génexpresszio analizis révén kozelitettem meg ezt a problémat. A gén expresszio
elemzése kulcsfontossagu lehet az ALI/ARDS mechanizmusanak megismerésében.
Ezen elemzési technika alkalmazéasa in vivo nehézségekbe iitkozik, mivel: 1. intakt
allatokban az alveolusok tulfeszitését akadalyozza mellkas fal és az dsszkapcsolodo
alveolusok, 2. az alveolusokba bevandorld gyulladdsos sejtek befolyasoljadk a
génexpressziot. Ezt a két nehézséget egy izolalt, perfundalt és gépi I¢legeztetett
egérmodell segitségével oldottam meg. Ebben a kisérletben microarray analizissel az
alveolusok fesziilésének és az LPS addsnak kovetkeztében kialakuld gén expresszio
valtozast 0Osszehasonlitottam 0&ssze. 567 olyan gént azonositottam, melyeket
szignifikansan befolyasolt a nagy nyomasu gépi 1¢élegeztetés ¢és/vagy az LPS. Ezek
koziil sok gént, kiilonosen a citokineket, a novekedési faktorokat és az apoptosisban
szerepet jatszd géneket mindkét kezelés befolyasolt. Ezen eredmény alapjan egy
k6zos intracellularis tutvonal meglétét tételezhetjiik fel. Ugyanakkor, egyes
novekedési faktorok, metabolizmusban szerepld enzimek, medidtorok és citoskeletalis
proteinek génjeit csak a gépi lélegeztetés befolydsolta. Ezen adatokra tdmaszkodva
arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy létezik egy mdasik mechnaizmus, mely a jol
ismert gyulladasos ttvonalaktdl eltérd uton befolyasolja a szervezet valaszrekcioit.

A legnagyobb csoport gén, melyet a gépi Iélegeztetés befolyasolt a

programozott sejthaldlhoz kapcsolodik. Az epithelium apoptosisa megfigyelhetd in
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vitro és in vivo VILI modellekben. A gének amelyeket a vizsgéalat soran kiemeltem a
Fas ligand és a caspase Utvonalakhoz tartoznak. Szdmos gén olyan gén, amelynek
expresszidja megvaltozott az idegrendszerben t6lt be fontos szerepet. Ez egy
feltételezett neuro-inflammatérikus tengelyre endeg kovetkeztetni. Példaul, a
preprotachykinin-1 neuropeptid expresszidjat mar kordbban leirtdk mas VILI
modellekben is. Hayashi és kollegai a kozelmultban publikaltdk, hogy spinalis
muscularis  atrophidban gépi lélegeztetés kozrejatszik a neuodegeneracios

folyamatokban.

Kiilonbségek a nagy nyomasu gapi lélegeztetés és az LPS kezelés kozott

Szamos olyan gént felismerhetiink az 4ltalam kozoltek kozott, melyek korabbi
tanulméanyokban is szerepelnek. Egy masik modszer a gének elemzésére statisztikai
moddszerek alkalmazdsa, mellyel ugyanazon kisérletben beliill megfigyelt gének
expresszidjanak sszehasonlitjuk. A SAM ¢és a Scoregene modszerek kozos statisztikai
erejével vizsgaltam a génexpresziot az én modellemben. A két program altal
szignifikansnak tartott gének 90% egybeesett. igy talaltam 567 olyen gént, melyek
expressziojat szignifikdnsan befolydsolta vagy a gépi lélegeztetés és/vagy az LPS
kezelés.

Az LPS és nagy nyomasu gépi 1élegeztetés altal is fokott expressziot mutatd
gének kozott sok pro-inflammatorikus (IL-6, GM-CSF, MIF) és anti-inflammatorikus
(IL-10, IL-1ra). Erdemes megjegyezni, hogy vannak olyan citokinek is a listan,
amelyek 0jak a tiidokarosodas téméaban mint példaul az II-11 (QRT-PCR-ral
azonositva ezen vizsgalatban), macrophage migration inhibition factor (MIF) és IL-22
(II-10-related T cell-derived inducible factor). Egyéb azonositott extracellularis

faktorok az amphiregulin (lasd lent Az amphiregulin feltételezett szerepe részben) és
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a Cyr-61 (QRT-PCR-ral azonositva ezen vizsgalatban). A Cyr-61 sejtfelszini
integrinekhez kotddik és intracellularis folyamatokat indit el, melyek a sejt
szaporodashoz ¢és az angiogenezishez kothetdek. Ezen feliil kollegdim és ¢én
azonositottunk tobb intracellularis signal utvonalat: gravin (Akap 12) és Nur 77
(Nr4al), melyek aktivalodnak gépi 1¢legeztetésben. Ezek expresszigjat QRT-PCR-ral
tovabb vizsgaltam. Az Akap gének termékei multivalens signalizacios komplexeket
tartanak formaban, 0gy, hogy kindz ¢és foszfataz enzimeket kapcsolnak a
cytokskeletonhoz. Ezen fehérjéknek szerepiik lehet a sejt alakjanak valtozas révén
1étrejovo singalizacids folyamatok beinditdsaban. Nur 77, amelyet NGFIB-nak vagy
TIS1-nek is neveznek egy olyan ligand nélkiili (orphan) nuclear receptor, mely
szereptet jatszik a sejt osztodasban ¢és sejthaldlban, valamint anti-apoptotikus
tulejdonsaggal is rendelkezik.

A gének egyik csoportja csak a gépi 1¢legeztetés hatasara aktivalddott. Ezek
kozé tartozik a 1. TNfrsfl2a (Fibroblast growth factor regulated protein 2, Fnl4),
mely befolyasolja az NF«B aktivaciot és stimuldlja a human bronchialis epithel
sejteket, hogy IL-8-at és GM-SCF-et termeljenek, 2. a kevéssé ismert CXCL16
kemokin és a CCRS5 kemokin receptor. Ezen faktorok legtdbbjének funkcidja nem
ismert a VILI pathomechanizmusdban ¢és tovabberdsiti az ismeretlen specifikus
mechanotranszdukcids utvonal 1étezését.

Szintén izgalmas téma, hogy egyes gének expresszidja csokkent gépi
I¢legeztetés sordan. Eddig a gén regulacio vizsgalata foleg a fokozott génexpressziora
korlatozédott. A csokkent expresszioju gének koziil kiemelkedd jelentdségli a
hypoxia-inducible factor 1o (HIF1a).

2. Az amphiregulin szerepe (egy uj gén a gépi lélegeztetés altal okozott

tiidokarosodasban) (Célkitiizés 2)
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A mechanikai nyujtds novekedési faktorokat aktivak epithel sejtekben.
Tschumperlin ¢és kollegdi azt figyelték meg, hogy az epithelium nyujtasa sordn
epidermal growth factor receptor (EGFR) ligand jut a lateralis intracellularis résbe,
mely intracellularis szignalizaciot indit be. A ligand az EGFR-hoz kapcsolodik, mely
extracellular signal-regulated kinase (ERK) MAPK aktivicidohoz vezet. Ez a
mechanizmus megmagyarazhatja, hogy miért aktivalodott szamos novekedési
faktorhoz kapcsolodod gén expresszidja a kisérleti modellemben gépi 1¢élegeztetés
hatéaséra.

Egyik ezek koziil az amphiregulin. Ez a polipeptid az epidermalis ndvekedési
faktorok csaladdjaba tartozik. Egyéb mas EGFR ligandokkal egyiitt.az amphiregulin
kapcsolodik az EGFR extracellularis domainjéhez, mely a ERK ¢és NFkB
aktivaciohoz vezet. EGFR fokozza a sejtosztodast és IL-8 és/vagy MIP-2 cytokin
kibocsatatasat. Amphiregulin jelen van a tiidészovetben és kiemelkedd szerepe van
bronchusok ndévekedésének és elaagazodasanak serkentésében. Human tiidé epithel
sejtekben a dohdnyfilist és az aprd volatile szemcsék (PM10) fokozzdk az
amphiregulin expresszidjat. Mindezek mellett az amphiregulin fokozza a GM-CSF
fokozott amphiregulin immunfluorecenciat mutatnak epitheliumukban. Az ¢én
kisérleteimben is az epitheliumra lokalizalhato  fokozott amphiregulin
immunfluorescenciat figyeltem meg. Ezek azoka sejtek, melyekben az ERK
aktivalodik gépi l¢legeztetés hatasara. A feltételezés, mely szerint az amphiregulin
befolyasolja a szignalizacids folyamatok egy részét tovabbi kutatasokat igényel.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy az alveolusok falat tilfeszitd, a klinikai
gyakorlatban gyakran alkamazott nagy nyomdsu gépi 1élegeztetés specifikus

sejtfolyamatokat idit be, melyek kiilonboznek az LPS hatasatol. A jovOben
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sziikséglink lesz ezeknek az utvonalaknak a részletes megismerésére, hogy

kivédhessiik a gépi 1¢legeztetés karos mellékhatasait.

4. A szén-monoxid gyulladascsokkenté hatiasa gépi lélegeztetés altal kivaltott
tiiddokarosodasban (Célkitiizés 3 és 4)

Az in vivo gépi lélegeztetés kisérletek elsddleges célja az volt, hogy igazoljam
hipotézisem, mely szerint a belélegzett CO gyulladascsokkentd hatassal bir VILI-ben.
Intravénas LPS injekcid és/vagy nagy volumenii gépi lélegeztetés hatisara akut
tiidokarosodast idéztem elé CO jelenlétében és hianydban. A CO protektiv hatasat
figyeltem meg. Ezt kdvetéen meghataroztam a feltételezett mechanismust, mely révén
a CO gyulladascsokkentd hatast fejt ki. Az altalam alkalmazott kezelés stlyos
elvaltozast okozott a tiidoben, mely gyulladdshoz ¢és oedeméhoz vezet. A
folyamatokat BALF-bdl nyert sejtszam, fehéje tartalom és TNF-a segitségével
elemeztem. TUNEL assay nem mutatott sejthallalt VILI-t kovetden a tiid6szovetben.
Ahhoz, hogy a lehet6 leg életszeriibb VILI modellt hozzam 1étre és maximalizaljam a
tiidékarosodast sublethalis dosisban LPS-sel el6kezeltem az allatokat. Ilyen modszert
mas szerzOk is alkamaznak. A vér pH, PCO, és PO, szintje és az artérids vérnyomas
nem valtozott szignifikdnsan a kezelés hatésara.

A VILI modellben a vizsgalatok kezdetén fokozott HO-1 expressziot
figyeltem meg. Laboratoriumunk és masok is kimutattdk, hogy a HO-1 indukcid in
vitro és in vivo modellekben nemcsak a sejt kdrosodds megbizhat6 jelzdje, de a
szervezet stresszhatdsban jelentkezd fiziologids valaszrekacidjanak is része. Mivel
HO-1 expresszidja fokozodott a kisérletben kivancsi voltam, hogy CO segitségével

befolyasolthato e a VILI.
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A koréabban in vitro és in vivo rendszerekben leirt eredményekhez hasonloan a
CO mérsékelte a gyulladast VILI-ben. A belélegzett CO csokkentette a BALF
sejtszamat és TNF-a szintjét. Erdekes modon a CO névelte az anti-inflammatorikus
IL-10 szintjét a lavage folyadékban. Ezek az eredmények megegyeznek az Otterbein
és kollegai 4ltal egérben és emlds makrofagokban megfigyeltekkel.

A LPS/gépi [élegeztetés kezelés utdn a lavage folyadékban a
leggyakoribb sejtipus a makrofdg volt. A makrofagok érzékenyek a mechanikai
stresszre és a BALF-ban megfigyelt sejtszam valtozasok azt mutatjédk, hogy VILI-ben
fontos szerepiik lehet a citokinek kibocsatasban. Belperio és kollegdi 6 ora nagy
térfogata gépi 1¢legeztetés (12ml/kg) utan neutrophil leukocyta tulsulyu gyulladasrol
szamol be. Az én modellemben a neutrofilek bedramldsa az alveolaris térbe 4 6ra gépi
I¢legeztetés utan volt megfigyelhetd. A belélegezett CO signifikansan csokkentette a
neutrophil recruitmentet az alveolusokba. Emellett a CO a BALF makrofag szamot is
csOkkentette 2 ora 1¢legeztetés utdn. A TNF-o egy ismert és sokat vizsgalt citokin
amely pro-inflammatorikus hatéssal bir in vitro és in vivo modellekben. Az IL-10
gyulladasgatlo hatassal bir LPS altal kivaltott gyulladasban. Erdekes megfigyelés,
hogy a modellben a CO nem befolyésolta a lavage fehérje tartalmat, mely arra enged
kovetkeztetni, hogy a nincs hatassal az alveolo-capillaris berrierre. Ez a megfigyelés
tovabb erdsiti azt a feltételezést, mely szerint a CO a gyulladasos folyamatok
regulatora, mely csdkkenti a pro-inflammatorikus és fokozza az anti-inflammatorikus
citokinek szintjét.

A szignalizacids Utvonal, mely révén a CO kifejti gyulladascsokkentd hatasat
nem pontosan ismert. Kordbbi megfigyelések szerint CO értagulatot okoz a szolubilis
guanil-ciklaz (sGC) és ciklikus GMP (cGMP) aktivalasa révén. Ennek ellenére a

VILI modellben nem figyeltem meg cGMP dependens hatast. Az eredmények azt is
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mutatjak, hogy a gépi 1¢legeztetés fokozta NF-kB és AP-1 aktivacigjat, de a CO nem
befolydsolja az. Ezen két transzkripcids faktor fontos szerepet jatszik a gépi
I¢legeztetés okozta tlidokarosodas intracelluldris folyamatinak medidlasaban.
Megfigyeltem a p38 MAPK fokozott aktivitdsat CO hatasara VILI-ben. Ismert, hogy
a p38 MAPK szabdlyozza a TNF-a és a IL-10 termelést. Bar tovabbi vizsgalatok
szlikségesek, hogy megismerjiikk hogyan befolydsolja a CO a p38-at, feltételzhetd,
hogy a CO posttranszcriptionalisan modositja a TNF-o termelést.

Ugy vélem, hogy allatkisérletes modelljeim a hozzajarulnak a CO complex
regulalo funkcidjanak megismeréséhez tiidokarosodasban. Ezen vizsgalat eredményei
alapjan arra a csabito kovetkeztetésre juthatunk, hogy a belélegzett CO egy uj terapids

eszkozt jelenthet ki a gépi 1¢legezteés okozta tiidokarosodas gyogyitasaban.
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