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BEVEZETES

A kronikus orrmellékiireg gyulladas (CRS) patofiziologiaja

A krdénikus rhinosinusitis egy multifaktoridlis, az orrireg és orrmellékiregeket érint6
gyulladasos megbetegedés, melynek pontos etioldgidja még maig tisztazatlan. A kordbbi
feltételezések korlatai, miszerint a CRS az akut rhinosinusitisek (ARS) inkomplett vagy
terapiarezisztens végallapota, mara szamos alternativ hipotézis kialakuldsdhoz vezettek, de

maig sem alakult ki egységes konszenzus.

Az 1980-as évek klasszikus tedridja szerint a betegség kialakuldsa az un. ostiomeatalis
complex (OMC) lezarédasaval kezd6édik, az igy Ilétrejové ventillaciés és elfolyasi
akaddlyozottsag miatt gyulladas alakul ki a nydlkahartydn. Ezt kdvette az epithél ruptura
elmélet, miszerint az orrnydlkahartya (mucosa) gyulladdsos infiltracidja és 6démaja sordn az
epithélen kis sérllések, szakadasok jonnek Ilétre, melyet neovascularizdcié majd

polipképzddés kovet [1].

Az Ujabb prébalkozast a 1990-es évek végén napvildgot 1atd gomba elmélet jelentette,
melynek lényege, hogy minden CRS alapja az Alternaria gombafajra adott erételjes
gyulladasos reakcid. A Ponikau [2] nevéhez f(iz6d6 ,eosinophil fungal rhinosinusitis”
(eozinofil gombas rhinosinusitis) definicid és a gomba CRS-ben betoltott oki szerepe ra egy
évtizedre megddlt. A gomba, mint befolyasold tényez6 bizonyos CRS fajtdkban a betegség

lefolyasat, jellegét modositja [3,4].

A 21. szazad elején megjelent tudomdnyos vizsgdlatok a Staphylococcus szuperantigén
elméletre fokuszalnak. Bachert és mtsai szerint a kdrosodott epithélen keresztil bejutott
Staphylococcus enterotoxin (SE) tobbféle immunmedialt Utvonalat indit be egyszerre,
melynek kovetkeztében a gyulladasi mechanizmus a Th2 tipusu utvonal felé terel6dik. Az
erGteljes immunvalasz hatdsdra poliklonalis IgE termel6dést, eozinofil és hizdsejt bearamlast
figyeltek meg. A nagy mennyiségben termel6dé IgE ezutan a szérumban is megjelenik,
kovetkezésképpen gyulladdsos tiineteket okozhat a felsé és alsd légutakban is, intrinszik
asztmat eredményezve. Ami azonban kétségeket vet fel, hogy orrpolipdzisban szenvedd

betegeknek csak kdzel felében mutathatd ki a szuperantigénekre adott koros valasz [5].



Egy ideig az aszpirin intolerancia irdnydba tolddott a figyelem, mely a ciklooxigendz enzim
gatlasa miatt kialakuld foszfolipid metabolizmus zavara. A folyamat révén a
proinflammatorikus  leukotriének  (LTR) szintézise né, az antiinflammatorikus
prosztaglandinok (PG) mennyisége pedig csokken. ElsGsorban aszpirin altal kivaltott
fels6léguti betegségben (aspirin exacerbated respiratory disease: AERD) valdszini a szerepe,
azonban ugy tlnik, hogy az aszpirin tolerans orrpolipos betegekben is szerepe lehet a
foszfolipid metabolizmus zavaranak [6].

Ujabban az immmun barrier kdrosodasa emelhetd ki. Eszerint a mellékiiregi nyélkahértya
mechanikai barrierjének és/vagy a velesziletett immunvalaszanak hidnyossaga CRS
kialakuldsahoz vezet. A sériilt hamon megtapadd kérokozdk akar szuperantigén reakcié vagy
gomba altal kivaltott immunvdlasz, vagy a biofilm kdrositdé hatasanak kovetkeztében

vezethet krdénikus gyulladas kialakuldsdhoz.

Osszességében azt feltételezziik, hogy a betegség kialakuldsanak oka a betegnek a kérnyezet
karos hatdsaira adott immunpatolédgiai reakcidjaban rejlik, melyet tovabbi faktorok,

komorbid allapotok, mint pl. asztma, allergia, dysbiosis befolyasolnak.

A kréonikus orrmellékiireg gyulladas fenotipusai és endotipusai
A krénikus rhinosinusitis két relevans fenotipusa klinikai megjelenése alapjan a polipos és a

polip nélkili CRS (az angol szakirodalmi kifejezés szerint chronic rhinosinusitis with nasal
polyps: CRSWNP és chronic rhinosinusitis sine polyps: CRSsNP). A CRS sulyossaga alapjan
recidiv és ,recalcitrant” fenotipusokrél beszélhetiink, elGbbinél gyakori, visszatérd tlinetek,
utdbbi esetén makacs, terapiarezisztens esetekrdl van szdé. Kiloén csoportot képeznek a
komplikacioval jaré formdk (mucocele, osteitis, optikus neuropdtia). A CRS-t
fenotipizdlhatjuk tovabba a szérum specifikus IgE pozitivitds, valamint a kivalté események,
(pl. aszpirin), bakterialis mikrokérnyezet alapjan. A CRS heterogenitdsanak felismerése
vezetett oda, hogy tovabbi szamos bioldgiai szubtipust tudunk megkllonboztetni pusztan a
patofiziolégiai mechanizmusok alapjan, melyeket endotipusnak hivunk. A patofizioldgia és az
ennek megfelel6 biomarker jellemz6k megismerésével megérthetjik a betegség lefolyasat,
megjésolhatd a kés6bbi recidivak esélye, valamint pontosabb, egyénre szabott terdpiat
valaszthatunk. Az Th2 domindns, fé6ként Eurdpdban jellemzé orrpolipdzis endotipusat az anti-
IL-5 bioldgiai terapiara adott pozitiv valasszal is jellemezhetjuk. A biofilmképzé

Staphylococcus aureus szuperantigén enterotoxinja (SE), a mérheté SE IgE, poliklonalis IgE



jelenléte az IgE domindns, anti-IgE terapidra jol reagdléd endotipusra jellemzé [15]. A
hisztopatoldgiai eltérések alapjan dontéen kétféle tipust kilonboztethetiink meg:

remodelling-neutrofil illetve az eozinofil tulsulyos orrpolip.

A TRPV1 receptor
Az 1950-60-as években el6szor Magyarorszagon tanulmanyoztdk és mutattak ki sikeresen a

kapszaicin fdjdalomérzékel6 idegrostokra kifejtett, szelektiven izgatd hatasat. Majd ezt
kovetéen magyar kutatok hipotetikusan is ramutattak arra, hogy a kapszaicin feltehetéen
specifikus receptoron keresztil fejti ki hatdsat [7]. A receptort az un. , kapszaicin érzékeny
idegsejteken”, a spindlis hatsé gyoki (DRG) és trigeminus, vagus ganglionjainak primer
szenzoros neuronjaira lokalizaltak [8]. Az 1997-es évben sikerilt klénozni a receptort, melyet
a vanilloid strukturat tartalmazé vegyiiletek aktivalhatésaga miatt vanilloid 1 (VR1)
receptornak neveztek el [9]. Az elnevezést kés6bb nemzetkdzi nomenklatura alapjan
tranziens potenical vanilloid 1-re (TRPV1) valtozattak. A receptor pontos szerkezetét a
klonozast kovetGen irtak le; a receptor alegység 95 kDa nagysagu fehérje, 6 transzmembran
doménre és egy porus részre oszthatd. Négy alegység tetramer és/vagy heteromer formaban
alkot nem szelektiv kation (f6leg kalcium) csatorndt a membranban, melynek N- és C —
terminalis vége intracelluldrisan helyezkedik el A fehérjemolekula aminosav régidinak
pontositasaval a receptor specialis funkcidi keriltek felismerésre. A TRPV1-t a kapszaicinen
kiviil karos héhatds (> 43 °C), savas pH (<6), gyulladds- és fdjdalomkelt6 vegyiletek,
bradykinin peptid, endogén lipid természet(i vegylletek pl. endocannaboidok, lipooxigenaz

termékek, mint a prosztaglandin E2, prosztaciklinek és exogén vanilloidok aktivalnak.

Az TRPV1 aktivalédasaval Na* és Ca**-ion bedramlds, majd ezt kdvetSen kidramlas torténik a
sejtben. A depolarizacid altal generdlt akcids potencidl hatasara az idegben érz6mikodés és
nocicepcid keletkezik, kovetkezésképpen szenzoros hatdsokat, mint a héérzet, viszketés,
fajdalom kozvetit (afferentacid). Ezen kiviil az kapszaicin érzékeny idegvégzidésekbdl
lokdlisan féleg gyulladdskelts, szenzoros neuropeptidek (neurokinin A, neurokinin B, P-
anyag, kalcitonin-gén rokon peptid: CGRP) szabadulnak fel, az altaluk kozvetitett
gyulladaskelt6 hatdst lokalis efferens funkcidonak nevezziik. A periféridas végz6désekbdl
kiszabaduld molekuldk vazodilataciot, permabilitas fokozddast, ennek kdvetkeztében plazma
kilépést és 6démat okoznak, tovabba serkentik a gyulladasos sejtek bevandorlasat. A TRPV1
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receptor altal kozvetitett neurogén gyulladds szdmos betegség kialakuldasanak kutatasi
targydt képezi. Szerepét kimutattdk asztma bronchialéban, allergias és idiopathids
rhinitisben, anafilaxidban, migrénben, gyulladdsos bér-és bélbetegségekben. Figyelemre
mélté az is, hogy a TRPV1 receptor aktivalddasa soran a gyulladdsos mediatorok mellett
antiinflammatorikus hatdsu anyagok is felszabadulnak. A szenzoros idegvégzédésekbdl
kikertl6 endomorfinok és szomatosztatin gyulladasgdatlé hatdssal birnak, melyek bekerilnek

a szisztémas keringésbe is (szenzokrin hatas).[11].

A tranziens receptor potencidl vanilloid 1 (TRPV1) a primer szenzoros neuronokon
expresszalddik, mint az orrnydlkahartyat beidegzé rostokon. Ujabban TRPV1 receptorokat
azonositottak nem neurondlis sejteken, epidermiszben, immunsejteken és szdmos szerv
epithéliuman, ahol a gyulladas kialakuldsaban és a termoszenzacidban gondoljak szerepét. A
receptorok aktivaciéja human immunsejteken példaul hizésejtek degranulacidjat serkenti,
aktivalja a makrofagokat és a fagocitdzist, a dendritikus sejtek védekez6 mechanizmusait,
valamint a CD4+ T-limfocitakat. Emberi nydlkahartydban nem-neuronalis TRPV1-t talaltak
normal nazdlis mucosa epithéliumon [12] és submucosus mirigyeken [13]. Itt a fokozott
nyakszekrécié kialakuldsaban és a gyulladasos betegségek patomechanizmusaban

feltételezik a receptor szerepét [10,14,15].

A TRPA1 receptor
A TRPV1-hez szerkezetileg és funkcionalisan is hasonlé tranziens receptor potencial ankyrin 1

(TRPA1) karakterisztikus jellemz6je a N-terminusban el6forduld magas szamud ankyrin
ismétlédés, amelynek feltételezett funkcidja az Un. gating: csatorna nyitva és/vagy zarva
tartdsa. A nem szelektiv, de f6ként Ca**-ionra permeabilis csatorna aktivaldoddasaval a
neurogén gyulladas és fajdalomérzet kivaltasaban és szamos patofizioldgia mechanizmusban

van fontos szerepe.

Ve

(nervus vagus ganglion, trigeminalis ganglion rostjai). Egyre inkabb vilagos, hogy a két

receptor funkcidi egymassal tobb teriileten is kapcsolddnak.

Elsének tudd fibroblast sejtvonalbdl izolaltak, mégis sokaig csak bizonyos szenzoros rostokra
korlatoztdk expresszidjat és ennek megfelel6en elsédleges funkcidjat is. Nem-neuronalis

sejteken valé el6forduldsa Ujabb vizsgalatoknak nyitott lehetGséget. Megfigyelték, hogy nem



neuronalis sejteken is altaldban egyitt fordul el6 a két receptor pl. keratinocitdkon,
makrofagokon, hizésejteken, monocitdkon. A receptor karositd hideg és kornyezeti
irritdnsok, oxidativ stressz hatasara aktivalédik, melynek kovetkeztében neurogén gyulladas
jon létre [16,17]. Tovabba élelmiszerekben el6forduld anyagok, fliszerndovényekben és
z0ldségekben megtaldlhatd illéolajok pl. mustdr, wasabi, oregano, fokhagyma, fahéj
hatéanyagai is izgatd hatdssal vannak a receptorra [18]. A TRPAl-nek fontos érzékeld
szerepe van a léguti irritacid esetén, kohogésben és feltehetéen a hideg levegé provokalta
nem-allergias-idiopathias rhinitisben is [19-21]. Normal emberi orr epitheliumon
funkciondlis extraneuronalis TRPA1 receptorok is jelen vannak [12]. Ujabban kimutattak,
hogy oralis lichen planusban a nem-neurondlis TRPV1 és TRPA1l receptorkifejez6dés
megnovekedik [22,23].

Az orrnyalkahartya szenzoros neuronok TRPV1 és TRPA1 receptorainak kulcsfontossagu
szerepét irtdk le a neurogén gyulladas, hiperreaktivitds és hisztamin-indukalt viszketés
kdzvetitésében. Azonban a nem-neurondlis TRP funkcidk még mindig nem teljesen

tisztazottak.

Kapszaicin deszenzibilizacio-denervacio
A TRPV1 receptor agonista kapszaicin szelektiven izgatja, ismételt magas ddzisban

deszenzitizalja s6t reverzibilisen karosithatja (denervacid) a szenzoros rostvégzédések egy
csoportjat [8]. A deszenzibilizaciéval a teljes idegvégz6dés hosszu tava, reverzibilis
funkcidvesztése, m(ikodéskiesése - denervacid - érheté el [24,25]. Ennek hatterében az
ismételt nagymennyiségli Ca’*-ion bedramlds és a kovetkezményes intracelluldris
koncentracidemelkedés bénité hatasa, valamint a neuropeptid raktarak kitirtilése all.

A 2000-es évek elején szamtalan tanulmany latott napvilagot, amivel azt prébaltak igazolni,
hogy az orrnyalkahdrtya kronikus gyulladasainak kezelésében a lokalis deszenzibilizacié
sikeres lehet. A kapszaicin kezeléssel prdbalkoztak CRS-ben, allergids és idiopathias
rhinitisben, valamint CRS posztoperativ kezelése soran. Az eredmények nem egyértelmdek
és meggy6z6ek. Orrpolipdzisban alkalmazott kezelés csokkentette a tiineteket és a polipok
méretét, azonban a hatasa nem kozelitette meg az evidencia alapu kezelések hatékonysagat,
mint pl. az oralis szteroid kezelést vagy FESS-t [26]. Posztoperativ polip recidivaban szenved§

betegeken végzett placebo kontrollalt vizsgalatban szignifikdansan csokkent a polipok mérete



kapszaicin deszenzibilizacié hatdsara [27]. Allergids rhinitisben nem sikerilt bizonyitani az

intranazalis kapszaicin terapia hatékonysagat [28].



CELKITUZESEK

A bevezetGben részletezett, CRS koriili etiopatoldgiai bizonytalansagok és munkacsoportunk
kordbbi gyulladdsos betegségekben elért nemzetkdzi eredményei arra O0sztonodztek, hogy
human betegmintakon megvizsgaljuk, vajon a szenzoros neuronokon neurogén gyulladast
kdzvetit6é TRP receptorok jelen vannak-e nem neuronadlis sejteken, valtozik-e a receptor
kifejez6dése, ami wutalhat arra, hogy hozzdjarulnak a betegség pathogeneziséhez.

Célkitlizéseimet az alabbiak szerint 6sszegzem:

1. Munkank célja volt, hogy orrpolipdzisban kimutassuk az extraneurondlis TRPV1 és
TRPA1 csatorndak génexpresszid valtozadsat egészséges orrnyalkahdartyaval
Osszehasonlitva.

2. Immunhisztokémiai festés segitségével meghatarozzuk a TRPV1 és TRPA1 receptorok
helyét orrpolipdzisban.

3. Az orrpolipos betegek citokin-mintazatanak elemzése és a TRP receptorok
expressziojaval vald 6sszevetése.

4. A fenti eredményeink alapjdn asztmads, allergias orrpolipos beteg alcsoport

részletesebb tanulmanyozasa.

VIZSGALATOK (beteganyag, médszer)

Beteg
A vizsgalatba orrpolipos (CRSWNP) betegeket és az egészséges alanyokat valogattunk be

2010-2012 kozti periédusban. A diagnodzist a klinikai tlinetek, endoszkdpos lelet és a CT
felvételek alapjan allitottuk fel az eurdpai szakmai ajanlas (EPOS2012) altal definialt, szigoru
CRS kritériumrendszer alapjan. Minden beteg hosszu tavu INCS kezelésben részesilt, mely
hatastalannak bizonyult, ezért m(tétre kerilt sor. Az elsé csoportban 33 CRSWNP betegbdl
vettiink polipmintat rutin endoszkdpos mellékireg m(itét (FESS) soran. 18-70 év kozotti
betegeket vdlasztottunk be, kdzilik 17 né és 16 férfi volt, majd alcsoportokba soroltuk éket
a klinikai komorbiditas alapjan: allergias rhinitis és/vagy asztma. Az allergias rhinitist a pozitiv
Prick-teszt és a klinikai tlnetek, az asztmat a pulmonolégiai szakvélemény igazolta. 10
kontrollmintat vettiink olyan egészséges egyénekbdl, akiknél nem volt igazolhato felsGléguti

gyulladas vagy mellékiireg betegség, ezekbdl 4 n6 és 6 férfi beteg volt. A mintdkat az alsé



kagyldbol vettiik rutin orrsovény mitét vagy alsé kagylé mitét sordn. A masodik csoportba 9
Uj beteget vdlasztottunk be asztmaval kisért, krénikus orrpolipdzissal, valamint 6 kontroll

beteget.

Mintavétel
A kimetszett szOvetmintat 3 darabba vagtuk. Az egyik részt RNA laterbe (RNS bomldst gatld

folyadékba) (kat.sz.: R0901, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) helyeztiik, a masodikat
friss fagyasztott mintanak készitettiik el és -80°C-on taroltuk. A harmadik részt 4%-os
paraformaldehidben fixaltuk, majd paraffinba d4gyaztuk az immunhisztokémiai

feldolgozashoz.

Immunhisztokémia

Metilalt Giemsa (M&G) festés segitségével elemeztiik a sz6vetmintakban lév6 hizdsejteket
(MC), polimorfonuklearis sejteket (PMN), eozinofil sejteket (EQO) és plazma sejteket. A
Giemsa oldatban (20 ml Giemsa festék, 80 ml dH,0) 20 percig szobahémérsékleten, majd a
metildléoldatban (99 ml metanol, 1 ml 36% hidroklorid) 20 percig 56°C-on inkubaltuk a
deparaffinalt és rehidralt szovetmintakat. A differencidld folyadék (200 pl cc. ecetsav 100 ml
dH,0-ben) utan 96%-os etanollal 6blitettiik, majd xilollal mostuk a mintakat 3x5 percig. A
metszeteket Pertex fedGanyaggal fedtiik (Histolab Products AB, Vastra Frolunda, Sweden).
Ezutdan Pannoramic eszkoz segitségével (3D Histech Ltd., Budapest, Magyarorszag)
segitségével szkenneltik be a szamitdogépre. Ezt kovetGéen a fed6lemezeket Ujra
eltavolitottuk (xilol 56 °C-on elvélasig majd 5 percig mosas 96% etanolban), majd Leica Bond
Max automata festékkel (Leica Biosystems, Wetzlar, Németorszdg) végeztik az
immunohisztokémiai festést a kovetkezs6 f6 lépések szerint. A szovetmintdkat pH 6-on
citratpufferben inkubaltuk 20 percig antigénfeltards céljabdl. A szovetek endogén peroxidaz
aktivitasat 20 perces 3%-os hidrogén-peroxidban (H,0,) valé inkubacidval gatoltuk. Az
immunfestés vagy anti-TRPV1 (1:300; kat. sz.: GP14100, Neuromics, Edina, MN, USA) vagy
anti-TRPA1 (1:250; kat. sz.: ARP35205-P050; Aviva Systems Biology, San Diego, CA, USA)
poliklonalis nyul elsédleges antitesttel tortént 15 percig. A metszeteket 37°C-on 20 percig
inkubaltuk (Bond Polimer Detection Kit) masodlagos anti-nyul poli-HRP-IgG-nal (HRP:
tormaperoxidaz). Végil a TRPV1 receptorok immunlokalizacidjat diamino-benzidinnel (DAB)
hivtuk el6 10 percig, magfestést hematoxilinnal végeztiink. A metszeteket Ujra befedtiik

fed6lemezzel, és Ujbdl beszkenneltilk a Pannoramic eszkoz segitségével. Az igy kapott



digitalis felvételeket a Pannoramic Viewer 1.15 virtudlis mikroszkép szoftver segitségével
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sejtek azonositdsat tapasztalt patologus végezte.

Kvantitativ valos idejii PCR (qRT-PCR)

A teljes RNS tisztitasat egészen a vizes fazisig a TRI reagens gyartdé (Molecular Research
Center, Inc., Cincinnati, OH, USA) protokollja szerint végeztiik. A kinyert totdl RNS tisztasagat
és mennyiségét Nanodrop ND-1000 spektrofotométer V3.5 (Nano-Drop Technologies, Inc.,
Wilmington, DE, USA) segitségével allapitottuk meg. 500 ng RNS atirdsa Maxima First Strand
cDNA Synthesis Kit (kat. sz. K1642, ThermoScientific, Santa Clara, CA, USA) segitéségével a
gyarté utasitasa szerint tortént. A PCR amplifikacidt a Stratagene Mx3000P qPCR készilékkel
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA), SensiFast Probe/SYBR Lo-ROX Kit (kat. sz BIO-
84020/BI0-94020) segitségével végeztik. Négy referenciagén tesztelését kbvetéen a [29,30]
gliceraldehid 3-fosztfat dehidrogenaz /GAPDH/, hipoxantin foszforiboziltranszferaz 1
/HPRT1/, béta-aktin /ACTB/ és béta-glikuroniddz /GUSB/) koziil a HPRT1 és a GAPDH

bizonyult a legmegbizhatdbbak, ezek C; értékeinek mértani kdzepét alkalmaztuk.

Luminex Multiplex Immunassay

A kimetszett és -80°C-on tarolt polipos szévetmintakat a mérés megkezdése el6tt
kiolvasztottuk, lemértik a tomegiliket, és azonnal 450 ul protedz inhibitort tartalmazé
Procarta Cell Lysis Buffer oldatba helyeztiik (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA), majd
homogenizaltuk (TissueLyser Il bead mill system, kat. sz. 85300, Qiagen, Hilden, Germany). A
mintakat 2000x g, 20 perc, +4 °C-on centrifugaltuk a sejttérmelék eltdvolitasahoz, a
felGldszot a tovabbi elemzéshez 6sszegyljtottiik. A Procarta Immunoassayt (Affymetrix,
Santa Clara, CA, USA) Luminex technoldgia szerint hajtottuk végre. Az aldbbi
citokineket/kemokineket hataroztuk meg: interferon gamma (IFNy) interleukin 4 (IL-4),
interleukin 5 (IL-5) and interleukin 8 (IL-8, CXCL8). A mérést a gyartd utasitasainak

megfelel6en végeztiik el. Az adatokat MasterPlex szoftver segitségével elemeztiik.



Statisztikai modszerek

Az mRNS eredmények kiértékelése paratlan t-teszt, vagy egyutas variancia analizis (ANOVA)
és Tukey-féle tobbszoros 6sszehasonlitd teszt segitségével tortént. A citokin fehérje adatokat
Mann—Whitney teszt vagy Kruskall-Wallis és Dunn-féle tobbszords 6sszehasonlito teszttel
elemeztik. Valdszinlség értéknek: P < 0.05 értékeket tekintettiik szignifikansnak. Az
eredményeket atlagtatlag standard hibaja (SEM) formdban fejeztiik ki és abrdazoltuk
hibavonalakkal (error bar). Az mRNS valtozas (fold change) értékek kettes alapu logaritmusat
vettiik és tovabb elemeztiik hierarchikus klaszteranalizissel, amelynek eredményét
hétérképen vizualizadltuk. A log, transzformalt mRNS valtozdsok kozotti korreldcidt is
vizsgaltuk (biweight mid-correlation algoritmus, R programozasi nyelv 3.2.3 verzid, bicor
function, WGCNA R csomag). A korrelacids koefficiens (r) értékeket h6térképen vizualizaltuk

(Morpheus).

EREDMENYEK

Az extraneuronalis TRPV1 és TRPA1 csatornak génexpresszio valtozasa
orrpolipdzisban egészséges orrnyalkahartyaval 6sszehasonlitva.

a. Kvantitativ RT-PCR technikdval mind a TRPV1 és a TRPA1 mRNS megfigyelhet§ volt

orrpolipban és normal orrnyalkahartyaban is.

b. Az els6 betegcsoportban a beteg mintdkban mért TRPV1 és TRPA1 mRNS szintek
szignifikansan, 0,35 és 0,43 szorosaval csOkkentek a kontroll, normal nyalkahartydban

mértekhez képest.

c. a TRP mRNS mennyiséget az orrpolipos betegek komorbiditasok szerint felosztott
alcsoportjaival vetettlik 0ssze, akkor szignifikdns TRPV1 emelkedést észleltiink az allergias
(1,9x) és az allergias, asztmas (3,9x) betegcsoportban komorbiditassal nem rendelkezé

orrpolipos betegekhez képest, mely utébbi csoport a viszonyitasi alapot képezte.

d. A TRPAL1 értékei nem valtoztak szignifikans mértékben az alcsoportokhoz képest.

10



e. A masodik, asztmas orrpolipos betegcsoportban a TRPV1 és TRPA1 mRNS szintek,

hasonldan az elsé betegcsoporthoz, jelentésen csdokkentek a kontrollhoz képest.

TRPV1 és TRPA1 receptorok immunhisztokémiai lokalizacidja
orrpolipodzisban

a. Metildlt Giemsa festéssel normal orrnyalkahartydn néhdany plazmasejt, kis szamban
hizésejt és limfocita volt [athaté a sztrdmaban. TRPV1 pozitiv plazmasejtek és TRPA1 pozitiv

makrofag sejtek elszértan voltak jelen a mintakban.

b. Orrpolipdzisban intenziv TRPV1 immunpozitivitas igazoldédott periglandularisan és a
mirigyek kozti sejteken, valamint a seromucosus mirigyek koril, melyek tulnyomé részt
plazma sejteknek, hizdsejteknek és kisebb szdmban limfocitaknak, makrofagoknak feleltek
meg. A legszembet(in6bb TRPV1 jel6l6dést a plazmasejteken detektdltuk, azonban ezeknek

is csak egy alcsoportja fest6dott pozitivan minden mintdban.

c. A makrofagok és hizdsejtek egy csoportja TPRA1l immunpozitiv reakciot adott, de az
eozinofil sejtek nem fest6dtek. Nem tudtuk kimutatni a TRPA1 jelenlétét plazmasejten és

limfocitakon.

Az orrpolipos betegek citokin-mintazatanak elemzése és a TRP receptorok
expressziojaval valo osszevetése.

a. Orrpolipdzisban az egészséges kontrollcsoporthoz képest az IFNy és az IL-4 fehérje szintje
nem valtozott, IL-5 fehérjét nem taldltunk a kontrollmintakban, szemben a polipos

mintakkal. Az IL-8 fehérje mennyisége szignifikdnsan megemelkedett 2,2-szeresére.

b. A betegeken beliil a komorbiditds szerint felosztott alcsoportok értékeit egymassal
Osszevetve azt talaltuk, hogy csak az IL-4 szintje valtozott szignifikansan: 2,3 szorosdara (0,070
pg/mg) emelkedett az asztmas, allergids betegcsoportban azon orrpolipos betegekhez

képest, akiknél nem volt komorbiditas.
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«ses

gyulladasos marker génexpresszidjat vizsgaltuk a mdsodik betegcsoportban. Az asztmaval
tarsuld orrpolipos betegek és a kontrollcsoport részletes transzkriptomikai eredményeit
hétérkép dbrazolassal 6sszegeztiik. Kilenc olyan gén (triptdz, karboxipeptiddz, EMR1, IL-4, IL-
5, IL-13, IgE, CD3 és CD79a), mely a Th2 medidlta gyulladdsos utvonalban jatszik szerepet egy
csoportba sorolédott (azaz hasonldan fejez6dott ki a mintdkban) és az asztmas, orrpolipos
mintakban kifejezetten emelkedett volt az értékiik. A TRPV1 mRNS expresszid mintazata
hasonld volt a hizdsejtekre is jellemz6 markerekkel az alabbi sorrendben: TAC4 > CD117 >
CHM-1 (kimdz). A TRPA1 kifejez6dés mintazata kilonbozott a tobbi gyulladdsos markertdl,

egyedul az IL-8 transzkriptummal [atszott hasonléan expresszalédni.

d. Egy-egy gén kifejez6désének valtozasat a korrelacids koefficiens értékekkel adtuk meg. A
TRPV1 mRNS mennyisége pozitivan korrelalt a TAC4 (hemokinin-1 peptid) > CD117 (hizésejt)
> CD79a (plazma B-sejt receptor) értékeivel, mig a TRPA1 mRNS negativ korrelaciéot mutatott

az eozinofil granulocyta sejtfelszini marker [31] EMR1 (ADGER1) termékkel.

KOVETKEZTETESEK

a. Vizsgdlatunkkal immunhisztokémiai bizonyitékot szolgaltattunk, hogy a nem-neuronalis
TRPV1 és TRPA1 receptorok jelen vannak az orrpolipos mintakban. TRPV1 immunfestédést
figyeltiink meg plazmasejteken és hizdsejteken, f6ként a mirigyek kozti térségben, mig a
TRPA1 nagy mennyiségben a sztromalis makrofagokon volt detektalhaté. Azonban TRPA1

pozitivitast nem tudtunk kimutatni plazmasejteken.

b. A nyalkahartya luminadlis felszinével torténd, kozvetlen kornyezettel valé érintkezése
magyardazhatja a TRPV1, TRPA1 pozitiv sejtek mirigyek koruli akkumuldciéjat, miutan ezek a
receptorok a kornyezeti karos hatasok mint pl. szennyezd6dések, porrészecskék, szdmos
egyéb kémiai anyag kemoszenzorai [19,32]. A koOrnyezeti irritdns vegyiletek hatasara a
hizésejteken és makrofagokon taldlhaté TRPA1 csatorna aktivalddhat és proinflammatorikus

iranyu folyamatokat indukalhat [33].

c. Els6ként mutattuk ki orrpolipban human plazmasejteken a TRPV1, valamint az

extraneurdlis TRPA1 jelenlétét. Miutan a plazmasejteken kovetkezetesen csak TRPV1
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expressziot taldltunk, TRPAl-t nem, ez magyarazhatja a TRP mintdzatban észlelt
kilonbségeket. A TRPV1 jelenléte emberi plazma B-sejteken Uj és igéretes eredmény,

azonban ennek jelentéségét még nem tudjuk.

d. A TAC4 és mds hizésejt markerek (chimdz, CD117) ko-expresszalédtak a TRPV1
transzkriptumaival. A TAC4 gén terméke, a hemokinin-1 peptid néveli a TRPV1 - de nem a
TRPA1 - valaszt [34], tovdbba a B-sejt ellenanyag termelést, valamint az IgE altal medialt
hizésejtes gyulladasos valaszt [35]. Feltételezhet6, hogy a TRPV1-pozitiv plazmasejtek és
hizésejtek aktivacidja a asztmas orrpolipos betegekben hozzdjarul az emelkedett IgE szint és

a fokozott gyulladas kialakuldsdhoz és ezaltal a sulyosabb tiinetek megjelenéséhez.
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A DOLGOZAT LEGFONTOSABB EREDMENYEINEK OSSZEFOGLALASA

Komorbid asztma és allergia esetén az emelkedett TRPV1 szintnek szerepe lehet az
orrpolipdzisban. A TPRV1-pozitiv plazma és hizdsejt szubpopulacidk jelenléte, tovabba a
TRPV1 és az immunfolyamatokat szabalyozé TAC4 mRNS koexpresszidja arra utalhat, hogy a
receptor szerepet jatszik a gyulladasos sejtek aktivaléddsaban és a proinflammatorikus
medidtorok felszabaduldsdban. A plazmasejt TRPV1 gyulladdsos medidtorok felszabaditasan

keresztlil ,mintegy parbeszéd”-ben lehet a neuronadlis receptorokkal, ezt érdemes lenne

tovabb vizsgalni.

kapszaicin érzékeny
idegvégzbdés
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