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OTKA 67700: Az emfizéma strukturalis és funkcionalis dsszefiiggései kisérletes
modellekben

ZAROJELENTES

Kutatasi palyazatunk eredetileg igy 0sszegezte a feladatokat:

A kutatdsok célja az emfizéma kialakuldsdnak és progresszidjanak dllatkisérletes
modellekben valé tanulmdnyozdsa a 1égzésfunkcio érzékeny, kis dllatok (egér és patkdny)
mérésére kifejlesztett mddszereivel: a tiidotérfogatok pletizmogrdfids meghatdrozdsdval, a
léguiti és szoveti mechanikai tulajdonsdgok kényszeritett oszcilldcios mérésével, a légutak
kollapszushajlamdnak akusztikus vizsgdlatdval (reinfldcids crackle hangok). A strukturdlis
vdltozdsok kimutatdsdra a szokdsos post-mortem technikdk mellett - az elbzetes
vizsgdlatok alapjdn - a szubpleurdlis alveolusok in vivo megjelenitésére képes ortogondlis
polarizdcids spektrdlis képalkotdst alkalmazzuk. Az elasztdz-kezelés okozta szdveti
destrukcié kialakuldsa mellett kovetni kivdnjuk a léguti obstrukcié mechanikai eredetii
vagy gyulladdsos folyamatok miatti bekovetkezését, valamint e kdrfolyamatokban

v

megeldzd ill. terdpids hatdst igéro kezelések hatdsat.

A ténylegesen elvégzett kutatdmunka a tervezetthez képest els6sorban a kovetéses
vizsgalatokra helyezett nagyobb sulyt és tobb protokoll kiprébalasa utan a jobbnak talalt
patkdnymodellben a rovidtavi (a kezelés utani 3. napi) és a hosszutavu (105. napi)
strukturalis és funkcionalis valtozasokra koncentralt. A hagyomanyos morfometriai
modszereken tullépve az egész tiidé beagyazasaval és hematoxilin-eozin festésii teljes
metszeti képek elemzésével jutottunk atfogobb strukturalis informacidékhoz; az
alveolaris morfometria mellett a horgéatmérdk és -falvastagsagok, valamint az
alveolaris attachmentek siir{isége is a vizsgalat targyai voltak. Mas festési eljarasokat is
bevezettiink a horgéfal kollagén- és elasztinsiirliségének és homogenitasanak
kimutatasara. A tiid6felszini alveolusok megjelenitésére alkalmazott ortogonalis
polarizacids spektralis (OPS) képalkotasnal attértiink az ex vivo vizsgalatokra, mely a
képmindség javuldsa révén lehetdvé tette az alveolaris szeptumok gépi felismerését.
[géretes 1j kisérleti koncepciéként jelent meg az elasztazkezelés és a gyakori mély
belégzések alkalmazdsa, mely a tiddszoveti destrukci6 kémiai és mechanikai
folyamatainak szinergizmusa révén tekinthet6 a COPD akut exacerbacidja elsé
allatkisérletes modelljének. A pathomechanizmusok és a struktdra-funkcié kapcsolat
tovabbi finomabb tisztazdsat viszont fontosabbnak éreztiik a kérfolyamatba torténd
beavatkozasnal, ezért a foszfatidilkolin (PC) el6kezelés hatasanak vizsgalatara még nem
kertlt sor.
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MODSZERTANI EREDMENYEK:

A kovetéses vizsgdlatok mddszertandnak kialakitdsa. Az elasztaz-kezelés optimalis
doézisanak eltaldlasa (elfogadhatéan magas tulélési arany markans elasztolitikus
hatassal) szamos el6kisérletet igényelt. Ismeretlen tényezd volt a kovetéses mérések
id6zitése is, mind a korai hatasok, mind a késdi, remodelling jellegi valtozasok
kimutatasat illetéen. Csak roviden felsorolva az ide vonatkoz6 el6kisérleteket és lezart
tanulmanyokat:

(a) Sikeriilt biztonsagos és jol idézithetd altatasi eljarast (kloralhidrat) beallitanunk, azaz az FRC
mérésekhez sziikséges spontan légzéizomkontrakciok megmaradasa, majd az altatas
mélytilésével kell6en hosszii (6 s) apnoés szakaszok a Zrs alacsonyfrekvencids oszcillacids
méréseihez és végiil a spontan aktivitas visszatérése a 1élegeztetésrdl torténd leszoktatas és az
extubalas idejére.

(b) CBA/Ca egereken rovid altatds alatt, orotrachedlis intubdlast kovet6en meértiink
tiid6térfogatokat és alacsonyfrekvencias légzérendszeri impedanciat (Zrs), majd mindezt
megismételtiik masnap majd 1, 2, 3 és 5 hét elteltével;

(c) 5 hetes koru CFLP egereken 2, 7, 14 és 21 nap mulva sikerrel megismételtiik az FRC és Zrs
méréseit, kimutatva a fiatal egerek 1égzérendszeri paramétereinek fejlédéses valtozasait (Am ]
Respir Crit Care Med. 177: A224, 2008);

(d) e sikeres mddszerfejlesztés utan kontroll és 0.3 U elasztazzal kezelt feln6tt Balb/C egereket
mértiink 3 és 6 hét utan ujra. Megallapitottuk, hogy a 3. hétre kialakult FRC és TLC emelkedés,
valamint az elastance csokkenése a 6. héten nem moédosult [Eur Respir | 32 (Suppl. 52): 533s,
2008], jelezve a kovetési id6tartam szélesitésének igényét;

(e) a patkanymodellekre (Sprague-Dawley) attérve is tobb kisérletsorozatot végeztiik el. Az els6
sorozatban (N=8-8) 5 IU elasztaz instillalasaval enyhe foki emfizémas elvaltozasokat hoztunk
létre [Eur Respir ] 34(Suppl. 53): 8358, 2009];

(f) A masodik sorozatban (N=10-10) nagyobb, 50 IU dé6zist alkalmaztunk; ezt a kezelést tartottuk
meg két kiterjedt funkcionalis-strukturalis stidiumban, a kezelést kovet6 6. héten végzett
vizsgalatokban [Functional and morphological assessment of early impairment of airway
function in a rat model of emphysema, ] Appl Physiol (in press), 2012], valamint egy hosszabb
kovetéses tanulmanyban, melynél a kezelés utani 3., 10., 21. és 105. napokon végeztiink
méréseket (kézirat el6késziiletben az Am ] Resp Cell Mol Biol szamara).

Uj morfometriai megkozelitések. A funkcionalis vizsgalatok eszkoztara - jorészt korabbi
OTKA palyazataink eredményeképpen a nemzetkozi élvonalat képviselik. Az ehhez
mélté strukturalis elemzési mddszertan elérése ezért palyazatunk komoly feladata volt.

(a) A standard eljarasokon messze talmutato, atfogé in vitro morfometrias eljarast dolgoztunk
ki. A teljes tiid6 25 hPa nyomason valé fixalasat és harom szintli transzverzalis metszetek
készitését és digitalizalasat kovetben Aallatonként 18 tiidérégié automatizalt alveolaris
morfometridjat végeztiikk el, valamint (félautomatikus modszerrel) kiértékeltiik a légutak
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keriiletének, falvastagsagdnak és a szeptdlis kapcsolédasainak adatait. Ezt az atfogo
megkozelitést alatdmasztottdk a kapott eredmények: az elasztazkezelés a human kérképekhez
hasonlé nagyfoku heterogenitdst eredményezett a parenchymdlis struktiraban, melynek
mértéke ad hoc mintavétellel rejtve is maradhatott volna.

(b) Az in vivo és metszeti morfometria 6sszehasonlitdsa csak 20 vagy 25 hPa in vivo
transzpulmondlis nyomaésszinten tortént meg, féleg az OPS képalkotas min&ségének romlésa és
képregisztraciéos nehézségek miatt az alacsonyabb tiidétérfogatszinteken. Az OPS képek
kontrasztviszonyai kezdetben még igy sem tették lehet6vé az alveolusok automatizalt
(szamitogépi) méretmeghatarozasat; itt jelentés képfeldolgozasi eszkozfejlesztés valt
sziikségessé az id6igényes manudlis elemzés kivaltasara. Mindezek ellenére tisztaztuk, hogy (i)
lényeges eltérés az 4atlagos alveolusméretekben nem varhaté az in vivo és in vitro
meghatarozasok kozott, és hogy (ii) a szubpleuralis (in vivo is megfigyelhet6) populacié6 nem
kiilonbozik méreteiben a szomszédos, centralisabb savokétdl. A fixadlasos technika zsugorodasi
artefaktumainak altalaban élénken vitatott szerepe is még tovabbi vizsgalatokat tesz
sziikségessé.

(c) A 20 hPa nyomasrol indulé lassu kilégzési manéverek soran OPS képalkotassal mértiik a
szubpleurdlis alveolusméretek és a tiidétérfogat valtozasat. Bar a képi kiértékelés 3-7 hPa
nyomasig volt lehetséges, az alveolusok gobmbmodell-kozelitéssel kapott térfogata és a globalis
térfogat valtozasa kozott szoros linearis kapcsolatot talaltunk. Itt a technika javitasa sziikséges a
fiziol6gids nyomastartomany méretadatainak kiértékeléséhez.

(d) A thoracotomiat kévetéen végzett OPS mikroszkopia a vizsgalhat6 tiidoéfeliilet kis hanyada
miatt egérben célszertitlen volt, de patkanyban is erds korlat volt a frontalis feliilet kicsinysége
az atfogo6 in vitro morfometria fényében. A patkanykisérletek végén ezért izolaltuk a teljes tiid6t,
és a felfliggesztett, 20 hPa nyomason tartott tiidé feliilletén 10 standardizalt régiot jeliltiink ki. A
régionként rogzitett, 12-15 fiiggetlen kép elemzése mar reprezentativabb adatokat
eredményezett a tiid6felszini alveolaris populaciorél. A videdn rogzitett nagy képanyagot most
nem korlatozta a thoracotomia mérete és nem terhelte az in vivo zajszint.

FOBB ELETTANI EREDMENYEK:

(i) Egérkisérleteinkben a tervezett protokollhoz képest valtoztattunk az OPS
mikroszkoépia elhagyasaval és az in vivo gaztalanitott tiid6k ujrafelfajasat kiséré léguti
kinyilasi  (crackle) hangok rogzitésével.  Endotrachealis intubalassal és
testpletizmografiassan mértiink tiidétérfogatokat (FRC, RV és TLC), a mechanikai
paramétereket lassu inflacios mandver kozepette a kényszeritett oszcillacioé tracking
modszerével hataroztuk meg. Az eredmények (] Appl Physiol 105: 1864-1872, 2008)
jelent6s emelkedést mutattak az FRC és TLC értékében (valtozatlan RV mellett!) az
elasztazzal kezelt csoportban, mely a tiid6szoveti elastance megfeleld csokkenésével, de
a léguti funkcio (léguti ellendllds, annak nyomasfiiggése és a bronchialis
kollapszushajlam) valtozatlansagaval tarsult. Az in vitro strukturdlis adatok
osszhangban voltak a szoveti destrukcié funkcionalis mutato6ival. Hasonlé eredményeket
kaptunk egy masik (Balb/C) torzsben végzett kdvetéses vizsgalatok soran is [Eur Respir
] 32 (Suppl. 52): 533s, 2008]. Osszefoglaléan megallapithattuk, hogy ebben az
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egérmodellben a human betegség legfeljebb kezdeti (és ezért nem detektalt ill.
dokumentalt) olyan szakaszat értiik el, melyben a szoveti valtozdsok még nem érintik a
léguti funkciot.

(i) Az emfizéma patkanymodelljében orotrachealis intubalassal, testpletizmografidsan
mértiink tiidétérfogatokat (FRC, RV és TLC) és FRC-szintli mechanikai paramétereket
(léguti ellenallas, szoveti csillapitas és elaszticitas) az 50 IU elasztaz intratrachealis
instillalasat megel6z6en. A 6. héten tracheostomia utdn megismételtiik az el6z6
légzésfunkciés méréseket, majd oxigénlélegeztetés és okkluzid segitségével in vivo
gaztalanitott tiid6 lassu reinflalasa soran mértiik az intratrachealis crackle hangokat.
Thoracotomiat kévetéen alacsonyfrekvencids pulmonadlis impedanciat (ZL) mértiink 2
hPa transzpulmonalis nyomason (csak a masodik sorozatban), ezt kdvette a tiid6felszini
alveolusok pasztazasa 20 hPa nyomason az ortogondlis polarizaciés spektralis
mikroszkdpiaval (OPS), majd a tiidd izolalasa és fixalasa 20 hPa nyomason a metszeti
morfometria céljabol. A funkcionalis mérések f6bb eredményei: (a) az elasztaz 38%-os
ill. 53 %-o0s emelkedést okozott az FRC és az RV értékében (mig a TLC alig emelkedett),
(b) a teljes légz6rendszeri elaszticitds 62% -ara esett, (c) nem volt valtozas a léguti
ellenallas értékében, bar (d) mindezek értelmezésénél figyelembe kell venni, hogy e
valtozasokat tompitja a mellkasfali ellenallds és elaszticitds nagyfoku (>50%-0s)
hozzajarulasa a Zrs adataihoz. E megfigyelés gyokeres kiilonbségeket jelez az
egértanulmanyok adataihoz képest. A kezelt és a kontroll allatok kozott lényeges
kilonbséget talaltunk az alveolusok méretének eloszlasaban, mig a 1éguti morfometria
csak enyhe kiilonbségeket mutatott, 6sszhangban a funkcionalis adatokkal. Az in vivo
gaztalanitott tiid6k ujranyilasat jelz6é crackle hangok statisztikdjaban ugyancsak enyhe
eltérés volt a két csoport kozott, ismet a léguti funkcié intaktsagat bizonyitva (J Appl
Physiol, nyomdaban, Doi:10.1152 /japplphysiol.00587.2011).

(iii) Az el6z6 stadium fontos lizenete volt az, hogy a korfolyamat kialakulasanak kezdeti
fazisat valamint egy, a remodelling szempontjabél informativ, kés6i idépontot is
szliikséges vizsgalni - lehet6ség szerint kovetéses mddszerrel. Ismételt altatassal és
orotrachealis intubalassal kovetéses vizsgalatokat végeztiink 6sszesen 18 kontroll és 20
elasztazzal (50 U) kezelt Sprague-Dawley patkanyban a kezelés el6tt, az azt kovetd 3.,
10., 21. és 105. napon. A mérések végén izolalt, a trachean felfliggesztett tiid6ket azonnal
OPS mikroszkopianak vetettiik ala, 20 hPa transzpulmonalis nyomason, 10 eldre
definialt standard régioban. A képek szerény kontrasztszintje ellenére a szegmentalasi
algoritmus jol miikodott, mindazonaltal gyors vizualis ellen6rzésre és esetenként
manualis korrekciora volt sziikség. Az in vitro morfometria most is a nagytdmbds
bedgyazassal és a 3 szintes teljes keresztmetszet festéseivel (hematoxylin-eozin, elasztin
és kollagén festések) késziilt metszeteken alapult. A 105 napos csoportok mellett
metszeteink késziiltek részpopulaciokban, azaz a 3. ill. 21 napnal befejezett
kisérletekbdl. A kezelt és kontroll csoportokban azonos sulyndvekedés kovetkezett be,
de az FRC és az RV értékeiben mar a 3. napon szignifikans kilonbség 1épett fel, mely a
21. napra 80 ill. 120 %-os kiillonbséggé nétt; a TLC esetén ez kisebb mértéki volt és csak
a 21. naptol valt statisztikailag szignifikanssa. A léguti ellenallasban a két csoport nem
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kilonbozott. A kezelés az alveolaris atmérék nagyobb novekedésében és az
elasztintartalom csokkenésében is megnyilvanult, a 105. napra a bronchialis
falvastagsag novekedése is megfigyelhet6 volt. Az in vitro és in vivo morfometria
eredményei hasonld valtozdsokat tartak fel az alveoldris méretekben. Az atlagos
alveolaris atmérdék és a légzérendszeri compliance kozott erds linearis kapcsolatot
(r2=0,695; p<0,001) talaltunk, melyet a strukturdlis és funkciondlis valtozasok
korrelaltsaganak szép és 1j példajanak tekintiink.

(iv) Az elmult év kutatasaiban tovabb er6s6dott az egylittm{ikodés a Boston University
kutatdival. A sajat fejlesztésii testpletizmografias térfogatmérés és alacsonyfrekvencias
impedanciamérés segitségével kovettiik elasztdzzal kezelt Balb/c egerek
légzésfunkcidjanak karosodasat nagy térfogatkitéréseket (deep inspiration: DI) is
tartalmazo6 lélegeztetés hatdsara. E kisérletsorozat célja a biokémiai (elasztolitikus)
karosodas és a mechanikai stressz egylittes hatasanak kimutatasa volt, els6ként
2, 7 vagy 21 nappal a kezelés utdn 1 d6ran keresztiil 1élegeztettiik egyenletesen ill. 2
DI/min koézbeiktatasaval. Az eredmények azt mutattdk, hogy a funkcionalis rezidualis
kapacitas és a l1égzérendszeri compliance az id6ével - de féleg a DI alkalmazasaval - nétt,
a hematoxylin-eozin festésli metszetek az ekvivalens alveolaris atmér6, a
szeptumvastagsag és a szeptumszakadasok szamanak novekedését bizonyitottak. A 21.
napra a DI-k megvaltoztattdk az alveoldris atmérdk eloszlastipusat is. Az akut
mechanikai er6hatasok igy irreverzibilis valtozasokhoz vezettek a struktiraban és a
funkcidban egyarant, mihelyt a parenchymalis extracellularis matrixban a remodelling a
kritikus szintjét eléri. Az ismételt és akut DI hatdasok és az elasztolitikus el6kezelés
egyittesen tehat adekvat modellnek bizonyul a COPD akut exacerbaci6janak
tanulmanyozasaban. Az e vizsgalatokat osszefoglal6 kozleményiink (M. V. Szabari, H.
Parameswaran, S. Sato, Z. Hantos, E. Bartolak-Suki, and B. Suki: Acute mechanical forces
in elastase-induced emphysema: a novel animal model of exacerbation) az Am ] Resp
Crit Care Med folyoiratnal biralat alatt all.

(v) Osszes eddigi kisérletiink egérben és patkdnyban azt mutattdk, hogy az
elasztazkezelésnek a tiid6térfogatokra és a szoveti mechanikira gyakorolt markans
hatasa nem tarsul a léguti ellenallas valtozasaval. Elasztazzal kezelt és kontroll
patkanyokban methacholin provokaciot (64 pg/kg/min iv. infuzi6) is végeztiink. A
tidotérfogatok és az oszcillaciés mechanika paramétereit illetden nem volt eltérés a
csoportok kozott, az in vivo gaztalanitas utani kollabalt allapotb6l térténd recruitment
és az azt jelzd crackle hangok dinamikajaban azonban jelentds kiilonbség mutatkozott,
jelezve a szoveti konstrikcié fokozodasat a meggyengiilt parenchymaban [Eur Respir ]
38 (Suppl. 55): #4873, 2011]. Az eredmények tovabbi elemzése még sziikséges a teljes
terjedelmii kozlés el6tt.

(vi) A kovetéses vizsgalatok lezar6 mérésekor a teljes légzorendszeri impedanciak
meghatarozasat kovetden thoracotomia mellett is végeztiink méréseket: ezek a
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mellkasfal viszkoelasztikus paramétereinek jelent6ségén (>50 %-os hozzajarulas) tul
arra is intenek, hogy a newtoni ellendllas jelentés (~30 %-os) komponense nem léguti
eredetd. A mellkasfalnak az egérkisérletekben szokasos elhanyagolasa tehat patkanyban
nem tehet6 meg [Eur Respir ] 36 (Suppl. 54): 48s, 2010]. Néhany kiegészit6 kisérlet
sziikséges még ezen megfigyelések publikaciojahoz.

TOVABBI EREDMENYEK:

A légzdérendszer (kvazi)statikus és dinamikus miikodésének tanulmanyozasara
kidolgozott mddszereinket kamatoztattuk az ausztral kutatépartnerekkel végzett k6zos
kutatds soran is. Az alacsonyfrekvencias Zrs adatok és - a testpletizmografia szolgaltatta
- abszolut tiidétérfogatok egylittes ismerete a légzésmechanika legérzékenyebb
mutatéihoz juttat, és ez tette lehetévé azt, hogy kimutassuk a kolinerg bronchidlis ténus
hidnyat Balb/c egerekben (Respir Physiol Neurobiol 161: 223-229, 2008).
Demonstraltuk az Influenza A virus okozta bronchidlis hiperreaktivitas kialakulasat,
melyet az in vitro érzékenységvizsgalat rejtve hagyott (Respir Physiol Neurobiol 162:
190-196, 2008). A mesterséges lélegeztetéssel tarsuld tiidékarosodasok kezdeteinek
funkciondlis tanulmanyozasaban ugyancsak nélkiilozhetetlennek bizonyult vizsgalati
modszereink érzékenysége (Respir Physiol Neurobiol 165: 61-66, 2009). A
légzéskutatasban leggyakrabban hasznalt egér tiidejének sajatos, instabil nyomas-
térfogat karakterisztikaja (] Appl Physiol 105: 685-692, 2008) nem csupan a mérések
standardizaldsanak szilikségességét veti fel, hanem egy rejtélyes struktdra-funkcio6
osszefliggésre is fényt vet.

A léguti és a szoveti mechanika szeparalt vizsgalataban a jelen palyazatot is érint6
eredményeink sziilettek, els6sorban a mesterséges lélegeztetés hatasai (Respir Physiol
Neurobiol 169: 243-251, 2009), az oxigénadagolas (Respir Physiol Neurobiol 165: 61-
66, 2009) és az akut tiidésériilés vonatkozasaban (Respir Physiol Neurobiol 171: 101-
109, 2009).

Munkacsoportunk részt vett egy Kkooperacids allatkisérletes struktira-funkcié
vizsgalatban a Grenoble szinkrotron centrum képalkotasi lehetdségeit kihasznalva (Am ]
Respir Crit Care Med 180: 296-303, 2009). E kozos munka kovetkezd fazisa is
tdmaszkodik a jelen OTKA kutatasi palyazat eredményeire, egyrészt a mi funkcionalis
vizsgalati metodikank alkalmazasa, masrészt pedig az elasztaz-kezeléses
patkanymodelliink atvétele révén.

Méréstechnikai fejlesztéseinket eredményesen alkalmaztuk az alveolaris hipokapnianak
és a keringési hiperkapnianak a léguti ellenallasra gyakorolt hatasa vizsgalatakor a
kardiopulmonalis bypass kisérletes modelljében (Respir Physiol Neurobiol 175: 140-
145,2011).
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Ausztral munkatarsakkal egyilittmiikodésben a mechanikai lélegeztetésnek a
légzésfunkcidra és a gyulladasos folyamatokra gyakorolt egyliittes hatdsat vizsgaltuk
patkdnyban (Am ] Physiol Lung Cell Mol Physiol 300: L112-L120, 2011).

Egy mini-review (Emergent behavior of regional heterogeneity in the lung and its effects
on respiratory impedance. ] Appl Physiol 110: 1473-1481, 2011) és egy nagyobb
monografia (Oscillation Mechanics of the Respiratory System. Compr Physiol 1: 1233-
1272, 2011) koézvetve kapcsolddik a kutatasi témahoz, és a tarsszerz6i munka erre az
id6szakra esik, az OTKA tamogatasa az el6z6nél van feltiintetve. Az utébbi a Handbook
of Physiology utédkiadasa, itt kutatasi forrasok feltiintetése nem megengedett.

KUTATOKEPZESI VONATKOZASOK:

A tényleges kutatasi eredmények mellett jelentds és oromteli a fiatal kutatéi kollektiva
kialakuldsa. Mikozben az eredeti palyazat szenior kutat6i koziil tobben nyugdijba
mentek, illetéleg mas okokbél valtak inaktivva e kutatdsokban, orvostanhallgatok
csatlakoztak (és csatlakoznak) az allatkisérletes és értékel6 tevékenységhez. Nyolc TDK
el6adast tartottak e palyazat témakorébdl (I-111 helyezések), a két OTDK részvétel egy
els6 helyezést és Pro Scientia Aranyérem Kitiintetést (Szabari M.) eredményezett.
Nagyrészt e palyazat témakorébdl készilt el Tolnai J. PhD értekezése (Crackle sounds
and lung recruitment) és késziilnek Szabari M. PhD tézisei.



