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BEVEZETES

1. A kapszaicin-érzékeny érzéideg-végzodések és a neurogén gyulladas

A kapszaicin-érzékeny érzéidegek csoportjat a hatso gyoki és trigeminus ganglionok olyan neuronjai
alkotjak, amelyek expresszaljak a Tranziens Receptor Potencial Vanilloid 1 (TRPV1) receptort. Ezek
a polimodalis nociceptorok egyediilalld modon ,harmas funkcioval” rendelkeznek (Szolcsanyi,
1996). Klasszikus afferens funkcidjuk a nociceptiv ingerek tovabbitasa a kozponti idegrendszer felé,
melynek eredményeként Iétrejon a fajdalomérzet. A lokdlis efferens hatasként kialakuld neurogén
gyulladas soran az idegvégz6désekbol felszabaduld proinflammatorikus neuropeptidek (kalcitonin
gén-rokon peptid (CGRP), tachykininek) hatasara értagulat, plazmafehérje kiaramlas és gyulladasos
sejtaktivacio jon létre (Szolcsanyi, 1988). A szisztémds efferens funkcionak koszonhetéen az
idegvégz6désekbdl antiinflammatorikus  neuropeptidek  (pl.  szomatosztatin, PACAP) is
felszabadulnak, melyek a vérkeringéssel a test tavolabbi pontjaira eljutva gyulladascsékkentd és
fajdalomcsillapité hatasokat fejtenek ki (Szolcsanyi és mtsai., 1998). A TRPV1 egy polimodalis
kationcsatorna, amelyet mind a fajdalmas héinger (>43°C), mind az alacsony széveti pH-t el6idéz6
proton-koncentracid (pH<6) képes megnyitni (Tominaga ¢és mtsai., 1998). Ezen kiviil novényi
vanilloidok (pl. kapszaicin, reziniferatoxin), ill. a szervezetben endogén moédon képz6dd vegyiiletek
is aktivalhatjak az ioncsatornat (pl. anandamid, ill. arachidonsav metabolitok) (Yoo és mtsai., 2014).
Mas vegyiiletek (pl. bradykinin, prosztaglandinok) a sajat receptoraikon hatva érzékenyiteni képesek
a TRPV1-t (Szallasi és mtsai., 2007). A receptor aktivacidja nyoman létrejové Na*-bedramlas
membrandepolarizacidhoz és akcids potencial kialakulasidhoz vezet, a Ca?*-influx pedig az

idegvégzddésbol torténd szenzoros neuropeptid felszabadulast idéz elo.

2. A Tranziens Receptor Potencial Ankyrin 1 (TRPAL) receptor

Szintén a kapszaicin-szenzitiv szenzoros neuronokon expresszalodik a TRP receptorcsalad masik
tagja, a Tranziens Receptor Potencial Ankyrin 1 (TRPAI1) (Jaquemar és mtsai, 1999). A TRPAL
jelentés mértékben koexpresszalodik a TRPV1 receptorral, a CGRP-vel és a P-anyaggal (SP) (Julius,
megtalalhat6 pl. fibroblasztokon, keratinocitakon, makrofagokon és az agyi artériak endotélsejtjein
is (Fernandes és mtsai, 2012). A TRPA1 exogén aktivatorai részben novényi eredetli vegyiiletek, pl.
a mustarolaj csipds anyaga, az allilizotiocianat (AITC), és a fahéjaldehid (Jordt és mtsai., 2004;
Macpherson ¢és mtsai., 2006), részben mérgez6 gazok, pl. a dohanyflistben megtalalhatéd
krotonaldehid és akrolein (Bautista és mtsai., 2006; André és mtsai., 2008). Ezen kiviil szamos olyan,
a szervezetben endogén uton képzodo vegyiileteket is ismeriink, amelyek aktivaljak a TRPAI1-t, pl.
reaktiv oxigén szabadgyokok (ROS) és kiilonbozo lipidperoxidacios termékek (pl. 4-hidroxinonenal
(HNE), 4-oxo-2-nonenal (4-ONE); Trevisani és mtsai., 2007; Graepel és mtsai., 2011). A receptor
fizikai aktivatorai kozott felvetodott egyrészt a mechanikai stimulusok, masrészt a fajdalmas hideg
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(<17°C) szerepe is (Story és mtsai., 2003; Jordt és mtsai., 2004; Brierley és mtsai., 2011). A TRPA1
egy ligand-fiiggé nem-szelektiv kationcsatorna, melynek aktivacidja soran az N-terminalis régio
cisztein oldallancaihoz kotddo vegyiiletek a receptor konformaciovaltozasat és a csatorna nyilasat
okozzik, melyet a sejtmembran depolarizacioja és az intracellulris Ca%*-szint megemelkedése kovet
(Macpherson és mtsai., 2007; Chen és Hackos, 2015). A TRPAL aktivacié nyoman felszabadulo SP
¢s CGRP neurogén gyulladast hoznak létre (Trevisani és mtsai., 2007). A TRPA1 agonistai koziil a
fahéjaldehid és az akrolein, ill. a 4-ONE is képes vazodilataciot eldidézni (Pozsgai és mtsai., 2010;
Kunkler és mtsai, 2011; Graepel és mtsai., 2011), s6t, a TRPA1 kulcsszerepet jatszik a hideg-
indukalta vaszkularis valaszreakci6 kialakulasaban is (Aubdool és mtsai., 2014). Mindezek ellenére
a TRPAL1 aktivacio vazodilatator hatasanak részletes mechanizmusai még pontosan nem ismertek
(Earley, 2012). A TRPAL ezen kiviil fontos szerepet jatszik a léguti irritansokra adott élettani
valaszreakciok kialakulasaban (Bessac és Jordt, 2008). A toxikus vegyliletek akut inhalacioja
protektiv 1éguti reflexeket valt Ki (pl. kohogés), azonban a jellemzden gyulladasos folyamatok soran
termel6dé endogén agensek a receptor aktivacidja révén neurotranszmittereket és citokineket
szabaditanak fel (Chen és mtsai., 2012). A TRPAL kozvetitd szerepét ezen kiviil bakterialis
endotoxinok altal kivaltott hatasokban is leirtak (Meseguer és mtsai., 2014). Mindezek alapjan a
TRPAI receptor szerepének vizsgalata indokolt nem csak a lokalis mikrocirkulacidban, de a

légzdérendszer akut és kronikus gyulladésos folyamataiban egyarant.

3. A kapszaicin-érzékeny rostokbol felszabadulo neuropeptidek: a CGRP és a tachykininek

A CGRP egy 37 aminosavbol allo peptid, amelynek két izoformaja 1étezik: a periférias és a kdzponti
idegrendszerben el6forduld a-CGRP, valamint az enteralis idegrendszerben megtalalhato B-CGRP,
de expresszidjat nem neuronalis sejtekben, igy példaul immun- és endotélsejtekben is leirtak (Russell
¢és mtsai., 2014). A CGRP receptorat két peptid molekula heterodimer komplexe alkotja (CLR-
RAMP1) (Barwell és mtsai., 2012). A hatso gyoki ganglionsejtek ill. trigeminalis neuronok periférias
végzddéseibdl stimulacio hatasara felszabadulo CGRP elsésorban a mikrocirkulacio szabalyozasaban
vesz részt. A CGRP extrémen potens vazodilatator molekula, mely hatasanak 6 anatdmiai célpontjai
a bor és a trigeminovaszkularis rendszer érhaldzata (Brain and Cox, 2006).

A tachykininek csaladjaba tartozik a Tacl gén altal kodolt SP és neurokinin A (NKA), a Tac3 altal
kodolt neurokinin B (NKB), ill. a Tac4 altal kodolt hemokininek és endokininek (Steinhoff és mtsai.,
2014). A tachykininek hatasait harom G-protein-kotott receptor kozvetiti: a neurokinin 1 (NKz), a
neurokinin 2 (NK>) és a neurokinin 3 (NKz) receptorok. Ezek koziil az SP legnagyobb affinitassal az
NKi, az NKA foként az NK, mig az NKB leginkabb az NK3 receptorokhoz kapcsolodik (Maggi,
1995). A foként a kapszaicin-érzékeny primer afferenseken expresszalodd, de kiilonb6zo
immunsejtekben is megtalalhato SP legismertebb centralis hatasa a fajdalomérzet modulacioja
(Zubrzycka és Janecka, 2000). Periférias hatasai koziil legfontosabb a neurogén gyulladas soran

kialakulo plazmaprotein extravazacio, leukocita infiltracio €s hizdsejt degranulacio (Grant, 2002),
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ami az endotél-, ill. gyulladasos sejteken expresszalodd NKi receptorok aktivacidjan keresztiil
valosul meg (Cao és mtsai., 1999). Az NKA plazmafehérje extravazaciot, simaizomkontrakciot és
gyulladasos sejtaktivaciot okoz (de Swert és Joos, 2006). A 2000-ben klonozott Tac4d gén a kiilonbozo
fajokban tobb, egymassal rokon peptidet kodol: egérben és patkanyban a hemokinin-1-et (HK-1),
emberben pedig a human HK-1-et (hHK-1) és az endokinineket (EKA, EKB, EKC, EKD) (Zhang és
mtsai., 2000, Page, 2004). A HK-1 legnagyobb affinitassal az NK1 receptorhoz kapcsolodik (Bellucci
¢s mtsai., 2002), raadasul szerkezetileg is nagyon hasonlo a SP-hoz. Ez utobbi eredménye, hogy erds
immunologiai keresztreakcioba 1ép kiilonboz6é SP ellenes antitestekkel (Page, 2004). Mindezek
ellenére a HK-1 hatésai sok esetben eltéroek a SP-ét6l, melynek magyarazataul szolgalhat az a
feltételezés, mely szerint a HK-1 hatdsainak egy részéért valoszinlileg nem az NK; receptor felelds
(Endo ¢és mtsai., 2006). A klasszikus tachykininekkel ellentétben a HK-1 elsdsorban nem neuralis
szovetekben expresszalodik (Duffy és mtsai, 2003), igy megtalalhato pl. B- és T-sejtekben,
makrofagokban ¢és dendritikus sejtekben is, melynek alapjan feltételezheté, hogy fontos szerepet
jatszik kiilonb6z6 gyulladasos folyamatokban. Munkacsoportunk korabbi eredményei szerint a SP és
az NKA fontos szerepet jatszanak az akut 1égati gyulladas kialakulasaban (Helyes és mtsai, 2010),
ugyanakkor ismert, hogy a Tac4 gén sokkal nagyobb mértékben expresszalodik a tiidoben, mint a
Tacl (Duffy és mtsai., 2003). Mivel a SP és a HK-1 kdzotti strukturalis és immunoldgiai hasonlosag
nagymértékben megneheziti az egyes peptidek sajat funkcidjanak elkiilonitését, joggal meriil fel
annak lehet6sége, hogy a tachykininek altal a 1égutakban kifejtett gyulladaskelté hatasok korélettani

mechanizmusaban a hemokininek és endokininek alkothatjak a hianyzé lancszemet.

4. A hidrogén-szulfid és a kapszaicin-érzékeny érzoideg-végzodések kapcsolata

A hidrogén-szulfid (H2S) az eml6s szervezetben megtalalhaté harmadik ismert gazmediator a
nitrogén-monoxid (NO) és a szén-monoxid (CO) mellett (Wang R, 2012). Az utobbi években egyre
tobb adat jelent meg a H2S bioldgiai szerepeit illetéen, igy kideriilt, hogy szabalyozé funkcidval
rendelkezik tobbek kozott a kardiovaszkularis rendszerben, valamint gyulladasos folyamatokban is
(Kimura, 2014). Ugyan a H»S molekularis célpontjai még nem teljesen tisztazottak, az altala kivaltott
vazodilatacio feltételezett mechanizmusai kozott felmeriilt a kiilonb6z6 ioncsatornak (pl. K*are-
csatornak) szerepe (Liang ¢és mtsai., 2011). A HaS és a kapszaicin-szenzitiv szenzoros neuronok
kapcsolatat el6szor tiidében mutattak ki (Prior és mtsai, 1990). Késébb Kideriilt, hogy peptiderg
primer afferensek a H»S simaizomszovetben kifejtett hatasaiban is szerepet jatszanak, melyet egyrészt
a vizeletelvezetd rendszerben (Patacchini és mtsai., 2004), masrészt izolalt patkany mezenterialis
artériakban irtak le (White és mtsai., 2013). Mivel in vitro kisérletek soran a TRPAL-t expresszalo
CHO sejtekben H,S-stimulusra Ca?*-jelet tudtak kimutatni (Streng és mtsai, 2008), ill. hatsé gydki
ganglion (DRG) sejtekben a [Ca?*]i emelkedése elmaradt a szelektiv TRPAI receptor antagonista
alkalmazasa esetén (Miyamoto és mtsai, 2011), ezért felvet6dott, hogy a kapszaicin-érzékeny

szenzoros rostok ¢és az azokon kifejez6d6 TRPA1 ioncsatorna a H2S hatasainak lehetséges mediatorai.
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5. A diabétesz mellitusz krénikus szovodményei és a peptiderg primer afferensek kapcsolata,
valamint a komplikaciok megfelel6 modellezésének problémai

2015-ben kb. 415 milli6 ember szenvedett diabétesz mellituszban a vilagon. A paciensek kb.
egyharmadaban alakul ki diabéteszes neuropatia (DN), ill. diabéteszes nefropatia (DNP), ez utobbi a
kronikus vesebetegség vezetd oka (Reutens és Atkins, 2011). A diabéteszes retinopatia (DR) a
betegek 50-75%-aban fordul eld, és kialakulasa szoros Osszefliggésben all mind a diabétesz
fennallasanak id6tartamaval, mind a rossz glikémias kontrollal (Yau és mtsai., 2012). A kapszaicin-
szenzitiv primer afferenseken expresszaloddé TRPV1 és TRPAIL, ill. az idegvégzddésekbdl
felszabadulo SP és NKA fontos szerepet jatsznak a diabéteszt kiséré neuropatias fajdalom
szindromakban (Coudoré-Civiale és mtsai., 2000; Bolcskei és mtsai., 2005; Koivisto és mtsai., 2012).
Ezen kiviil bizonyos TRP ioncsatorndk, ill. az idegvégzddésekbdl felszabadulo PACAP jelentdségét
a DNP korélettani mechanizmusaiban is leirtdk (Colsoul és mtsai., 2013; Banki és mtsai., 2013). A
DR kialakulasa soran feltehetden mind a SP és a CGRP, mind a szomatosztatin és a PACAP fontos
szereppel bir (Yang ¢és mtsai, 2013a,b; Szabadfi és mtsai, 2014). A diabétesz kronikus
szovodményeinek kezelésére szolgald gyogyszerek preklinikai fejlesztése soran nagy sziikség van
olyan megbizhaté allatmodellekre, amelyek korrelalnak a human betegségben észlelhetd
elvaltozasokkal. Az irodalomban leggyakrabban hasznalt kisérleti modellek legfébb hatranya, hogy
az antidiabetikus terdpia teljes hidnyaban a kisérleti allatok rendkiviil gyenge fizikalis statusza igen
gyors allapotromldshoz, valamint ebbdl kovetkezdéen nagyon rovid talélési idéhoz vezet (Chen és
mtsai., 2005). Ahhoz, hogy funkcionalisan ¢és morfologiailag észlelheté diabétesz-fliggd
szovodmények kialakuljanak, olyan kisérleti elrendezés sziikséges, amely az allatok toleralhato
fizikalis allapota mellett kell6 ideig fenntarthatd. A diabétesz kronikus sz6vodmények kialakulasanak
masik rizikofaktora a hiperglikémia stlyossaga (Calcutt, 2004). A bér ala beiiltethetd, folyamatos
adagolast biztosité inzulinpumpak alkalmazéasa lehetové teszi, hogy glikémias allapotok egész

skalajat 1étrehozva vizsgaljuk a kronikus hiperglikémia-fliggd elvaltozasokat.

6. A szenzoros-immun interakciok jelentdsége kiilonb6z6 szervrendszerek megbetegedéseiben

Az ideg- és immunrendszer miikodése kozotti interakciok rendellenességeit eddig foként neurologiai
¢és autoimmun betegségekben vizsgaltak, igy pl. ismert, hogy a neurogén gyulladas szamos betegség
kialakulasaban fontos szerepet jatszik (migrén, reumatoid artritisz, allergids kontakt dermatitisz, ill.
gyulladasos bélbetegségek; Pintér és mtsai., 2014). Egyre tobb adat szol ugyanakkor amellett, hogy
a szenzoros-immun interakcidk a bor lokalis vaszkularis betegségei (Aubdool és Brain, 2011), a
légzorendszer akut és kronikus megbetegedései (Otmishi és mtsai, 2008), ill. a diabéteszes neuropatia

¢s retinopatia (Bennett, 1999; Yu és mtsai., 2015) kialakuldsahoz is hozzajarulnak.



CELKITUZESEK

Tekintettel arra, hogy a kapszaicin-érzékeny primer afferensek, tovabba a neuronalis és nem-
neuronalis strukturakon megtalalhatdo TRP ioncsatorndk és neuropeptidek fontos szerepet jatszhatnak
a kiillonboz6 keringési, léguti és metabolikus megbetegedésekben, illetve ezaltal potencialis
farmakologiai célpontokként szolgalhatnak, fontosnak tartottuk ezen mechanizmusok allatkisérletes
modellezését és in vivo vizsgalatat.

PhD-munkam célkittizései ezért a kovetkezok voltak:

I. A kapszaicin-érzékeny érzdideg-végzddések szerepének meghatarozasa a HoS altal kivaltott

vazodilatacios valaszban egérborben.

II. A TRPAl receptor szerepének analizise akut és kronikus léguti gyulladasos
mechanizmusokban.

I1l. A Tac4 gén altal kodolt hemokinin-1 szerepének vizsgdlata endotoxinnal kivaltott akut

pneumonitisz modellben.

IV. A diabétesz mikrovaszkularis €s szenzoros szovodményeinek vizsgalatara alkalmas kronikus

patkdnymodell beallitasa €s optimalizalasa.

KISERLETI MODELLEK ES VIZSGALATI MODSZEREK

1. Kisérleti allatok

A mikrocirkulacios vizsgalatokat Balb/c, C57B1/6 (Charles-River, Magyarorszag) vad tipusu, TRPA1
receptor génhianyos (TRPA17"), TRPV1 receptor génhidnyos (TRPV 17, Jackson Laboratories, USA)
és NKi receptor génhianyos (Tacrl”), valamint o—CGRP vad tipusa (a—CGRP™*) ¢és
a—CGRP génhianyos (a-CGRP”) egereken végeztik. Az akut és kronikus 1éguti
gyulladasmodellekben C57BI/6, TRPA1** vad tipust, illetve TRPAL1” és Tac4 génhianyos (Tac4™)
egereket hasznaltunk. Munkacsoportunkkal térténd kollaboracié keretén beliil az eredeti TRPA1""
heterozigota tenyészparokat Prof. Pierangelo Geppetti (Firenze), mig a Tacrl” egereket Prof. John
Quinn (Liverpool), a Tac4” egereket pedig Alexandra Berger (Toronto) bocsétotta rendelkezésiinkre.
A diabétesz indukcidja Sprague-Dawley CFY patkanyokon tortént. Az allatok tenyésztése és tartasa
a PTE AOK Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet Allathizaban, a PTE AOK Koézponti
Allathazaban és a londoni King’s College Allathazaban tortént 24-25°C-os allandd hémérsékleten,

12 6rés megvilagitds mellett, normal élelemmel és vizzel korlatlanul ellatva.



2. A mikrocirkulaci6 vizsgalata soran alkalmazott protokollok és médszerek

2.1. RTX-deszenzibilizacié

A C57B1/6 tipusu egerek egy csoportjat reziniferatoxinnal (RTX) kezeltiik el6. Ennek soran az allatok
5 egymast kdvetd napon keresztiil emelked6 dozisa (10, 20, 30, 70 és 100 ug/kg s.c.) RTX-t kaptak,
mellyel a kapszaicin-érzékeny érzoideg-végzddéseket testszerte milkodés-képtelenné tettiik
(deszenzibilizacid). Az RTX-deszenzibilizacié eredményességét 14 nappal késobb 50 pl 0.1%-0S
kapszaicin oldat szembe cseppentésével ellendriztiik (“wiping test”).

2.2. A H:S hatasaiban részt vevo molekularis mediatorok vizsgalata genetikai és farmakologiai
modszerekkel

A TRPA1”, TRPV1”, a-CGRP”, illetve NKi receptorral nem rendelkez6 Tacrl™ egerek
eredményeit vad tipusu tarsaikéval hasonlitottuk dssze. A szelektiv TRPA1 receptor antagonista HC-
03003 1-et (30-100 mg/kg, i.p.), a CGRP receptor antagonista BIBN4096-ot (0.1-10 mg/kg, 1.p.), az
NK; receptor antagonista CP99994-et (10-50 mg/kg, i.p.), az utdbbi ketté kombinaciojat, ill. a K™ are-
csatorna blokkolo glibenklamidot (50 mg/kg, i.p.) Balb/c egereknek adtuk be 30 perccel a NaHS
lokalis alkalmazasa el6tt, a kezelések eredményeit a vehiculummal kezelt csoportéhoz hasonlitottuk.
2.3. A bér véraramlasanak vizsgalata egérfiilon

A mikrocirkulacid in vivo vizsgalatat 1ézer Doppler képalkotd technika segitségével végeztiik
(Periscan PIM-II; FLPI). A ketamin-xilazinnal (100 mg/kg, 5 mg/kg, s.c.) elaltatott allatrol késziilt
perfuzios felvételeken a kiilonboz6 véraramlasu teriileteket eltérd szinkddok jeldlik. A harom kontroll
felvételek készitése utan a jobb fiilet NaHS-dal, AITC-tal, NaOH-dal, NaSOs-tal vagy NaCl-dal, mig
a bal fiilet vehiculummal kentiik be. Ezutan a perfuzid mérését 50 percen keresztiil végeztiik a NaHS,
NaOH, NaSOs ¢s NaCl esetében, ill. 30 percen at az AITC esetében. A szkennelt teriileten beliil
kijeloltiik a két fllet (,,regions of interest”, ROIs), melyeken a kvantitativ méréseket végeztiik: a
mikrocirkulaci6 valtozasat a kontroll véraramlas érték szazalékaban adtuk meg. A vizsgalt bortertiilet
altal a teljes mérési ido6 alatt adott érvalasz meghatarozasakor az idéfliggést abrazold grafikonok gorbe
alatti teriileteit (area under the blood flow curves, AUCs) kvantifikéltuk.

2.4. A bor vazodilatacidjanak kivaltasa egérfiilon

A vazodilatacid kivaltasahoz a jobb fiil dorzalis felszinét NaHS-dal (15 pl, 5%, pH=12.61, 1.25%
metilcellulozban oldva) vagy AITC-tal (15 pl, 2%, folyékony paraffinban oldva) kezeltiik. A pH ¢és
az ozmotikus hatasok, mint esetleges befolydsolo6 tényezdk kizarasa érdekében a Balb/c egerek egy-
egy csoportjaban a NaHS-oldat pH-javal megegyez6 pH-ju NaOH-oldattal (15 pl, 0.16%, pH=12.61),
ill. a NaHS-oldat koncentracidjaval megegyezé sokoncentracioju NaSOs- (15 pl, 5%) és NaCl-
oldatokkal (15 pl, 5%) kentiik be az allatok jobb fiilét. Mindhdrom anyagot 1.25% metilcellulozt
tartalmazo fiziologids sooldatban oldottuk fel. A kezeléseknek megfeleld vehiculummal bekent
ellenoldali fiilek kontrollként szolgéltak.



3. Az akut és kronikus légiti gyulladasmodellekben alkalmazott modszerek

3.1. Endotoxinnal kivaltott akut légtti gyulladasmodell

szerotipus) endotoxin (lipopoliszacharid, LPS) intranazalis (i.n.) alkalmazasaval valtottuk ki éteres
altatdsban, mig az intakt egerek azonos mennyiségl steril foszfatpufferrel kiegészitett fiziologias
sooldatot (PBS) kaptak.

3.2. Dohanyfiist expozicioval kivaltott krénikus léguti gyulladasmodell

A kronikus 1éguti gyulladast harom hdonapig tartd6 dohanyoztatassal valtottuk ki, melynek soran az
egereket naponta kétszer, hetente Osszesen tizszer Teague Enterprises dohanyoztaté kamraba
helyeztiikk. A dohanyoztatas egy-egy alkalmaval a kutatasi célokra kifejlesztett ,, 3R4F Kentucky”
cigaretta teljes leégése (10 perc) soran képz6do Gsszes fiist a dohanyoztatd kamraba aramlott, ahol az
allatok 30 percet toltottek a dohanyfiistben (teljes test expozicid).

3.3. A léguti valaszkészség funkcionalis vizsgalata

A 1éguti hiperreaktivitast éber allatokon mértiik Buxco teljes test pletizmograffal. A muszkarin
receptor agonista carbachol belélegeztetésével Kivaltott 1égti valaszkészség vizsgalata az endotoxin
modellben 24 h-val a PBS/LPS alkalmazdsa utan tortént: a bronchokonstrikcioval és a
kovetkezményes Iéguti ellendllassal egyenesen aranyos Penh (enhanced pause) értéket, ill. a
légzésfrekvenciat (f) mértiik. A dohanyfiist expozicios modellben havonta mértiik a 1égzésfunkcio
valtozasait, melynek soran a légzésfrekvenciat, a 1égzési térfogatot (tidal volume, TV), a kilégzés
alatt elérheté maximalis aramlasi sebességet (peak expiratory flow, PEF) és a Penh-t hataroztuk meg.
3.4. Bronchoalveolaris mosas

A dohanyfiist expozicios modellben a ketamin-xilazinnal elaltatott egerek tiidejét tracheakaniilon
keresztiil adagolt 5x1 ml PBS oldattal atoblitettiik. A visszanyert bronchoalveolaris mos6folyadék
(BALF) mintak sejtprofiljat CyFlow Space flow citométerrel (Partec) hataroztuk meg.

3.5. A tiidok fénymikroszkopos szovettani vizsgalata

A formalinban fixalt, paraffinba agyazott tiidomintakbol készitett metszeteket hematoxilin-eozinnal
(HE) ill. perjodsav-Schiff (PAS) reagenssel festettiik. A gyulladasos elvaltozasok szemikvantitativ
értékelését fliggetlen patologus végezte eldre meghatarozott paraméterek alapjan. Az egyes
hisztopatologiai szempontokra adott értékeket 0sszeadva kaptuk az Gsszetett szovettani pontszamot.
3.6. Mieloperoxidaz (MPO) aktivitas meghatarozasa tiidohomogenizatumbol

A tiid6homogenizatumoknak a neutrofil granulocitdk és a makrofagok mennyiségével korrelalo MPO
aktivitasat spektrofotometrias modszer segitségével mértiik.

3.7. In vivo mieloperoxidaz aktivitas mérés

A luminol analég L-012-nek a pneumonitisz soran kialakuld6 ROS/RNS termelddéssel aranyos
biolumineszcenciajat IVIS Lumina Il (PerkinElmer) miszerrel mértiik 24 h-val a PBS/LPS beadasa
utan. A kiértékelés soran a ROI-kon beliil mért lumineszcens jelintenzitast teljes radianciaként (foton
flux/s) fejeztiik ki.



3.8. A tiidok citokin koncentracidoinak mérése

crer

XMAP technologia segitségével mértiik, az eredményeket pedig pg/g nedves szovetben adtuk meg.

4. A diabétesz hosszu taviu modellezése soran alkalmazott protokollok és médszerek

4.1. A kiilonboz6 stlyossagu diabéteszes allapotok beallitasara szolgalo kezelési sémak

A diabéteszes allapotot 60 mg/kg streptozotocinnal (STZ, i.p.) valtottuk ki. A vércukor szinteket 48
h-val a STZ-injekcio beadasa utan ellendriztiik, €¢s a 14 mmol/l feletti vércukor szinttel rendelkezd
allatokat vontuk be a vizsgalatba. A diabéteszes allatokat négy csoportra osztottuk, melyek koziil az
()-(I11) csoportok s.c. beiiltethetd inzulin implantatumot (Linplant 2 NE/24 h, LinShin) kaptak. Az
() csoport 1 + 1 db, a (II) csoport 1 + 0.5 db, mig a (IIT) csoport 0.5 + 0.5 db implantatumot kapott a
kisérlet 1. és 9. hetében. A (IV) csoport allatainak masnaponta 2 NE Humulin N (i.p.) intermedier
inzulint adtunk. A Kontroll allatok a vizsgalat kezdetén vehiculumot, azaz citrat puffert kaptak i.p., a
tovabbiakban pedig inzulint nem tartalmazd, placebo implantdtumot (Palmitic Acid Micro Crystal)
tiltettiink be. A (IV) csoport allatainak vizsgalatat a diabétesz indukcid utan 12 hétig, a tobbi csoportét
pedig 16 héten at tudtuk folytatni.

4.2. A vércukor szint és a testsuly, illetve a folyadék- és taplalékfogyasztas monitorozasa

A vércukor szinteket a diabéteszes csoportokban hetente kétszer, a kontroll allatok esetében pedig
havonta egyszer ellendriztiik. A farokvénabol vett vérmintabol Accu-Check Active vércukormérd
segitségével hataroztuk meg a vércukor értékét. A testsulyvaltozast a diabéteszes allatoknal hetente
kétszer, mig a kontroll csoportban heti egyszer mértiik. A testsulyra vonatkoztatott
taplalékfogyasztast hetente, a folyadékfogyasztast pedig naponta kontrollaltuk. Ezeket az in vivo
adatokat a kisérleti periddus megkezdése elott mért értékekhez hasonlitottuk.

4.3. Szemvizsgalat és oftalmoszképia

A szemek ketamin-diazepam (30 mg/kg ill. 3 mg/kg) altatasban végzett in vivo vizsgalatahoz a
pupillaikat 5 mg/ml tropikamiddal tagitottuk ki. Az anterior szegmensrdl fényképfelvételeket
készitettlink, a neovaszkularizaci6 altal érintett teriilet nagysagat pedig az eliilsé szegmens teljes
teriiletéhez viszonyitva szdmitottuk ki. A cornea szovettani vizsgalatahoz az eltavolitott szemgolyot
fixaltuk, paraffinba agyaztuk, a metszeteket pedig HE-nal festettiik. A szem hats6é szegmensét egy
szamitogéphez csatlakoztatott indirekt binokularis oftalmoszkoppal (IBO) vizsgaltuk (Optibrand
Clear View, USA), a retina allapotanak értékelését pedig egy szemikvantitativ skala (Total Retinal
Score, TRS) segitségével végeztiik el elére meghatarozott paraméterek alapjan. A TRS értékét az
egyes paraméterek értékeinek sszeadasaval kaptuk meg.

4.4. A retina fénymikroszképos szovettani és immunhisztokémiai vizsgalata

A paraformaldehidben fixalt szemmintak egy részébdl miigyantaba torténd beagyazas utan felvékony
(2 wm) metszeteket készitettiink. A toluidinkékkel festett metszeteken a retinak morfometriai

analizisét végeztiik el. A mintak masik részén immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink, melyhez
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anti-tirozin-hidroxilaz (TH), anti-glialis fibrillaris savas protein (GFAP) és anti-Brn3a ellenes
antitesteket, illetve FITC-konjugalt peanut agglutinint (PNA) hasznaltunk. A mikroszkopos vizsgalat
soran késziilt felvételeket kvalitativen és kvantitativen értékeltiik. A mintdk harmadik részén az
apoptotikus sejtek aranyat TUNEL-moddszerrel hataroztuk meg.

4.5. Vizeletvizsgalat

A vizeletmintdk gytjtése soran az allatokat metabolikus ketrecbe helyeztiik. A mintavétel id6tartama
16 h volt, melynek soran taplalék nem, viszont ivoviz korlatlan mennyiségben allt a vizsgalt egyedek
rendelkezésére. A mintakat szobahdmérsékleten centrifugaltuk (6000 rpm, 5 min), a feliiluszokbol
4.6. A vesék fénymikroszképos szovettani vizsgalata

A vesemintak egy rész¢ét formalinban fixaltuk, majd paraffinba agyaztuk. A 3 pm vékony metszeteket
HE-nal ill. PAS-reakcioval festettiik meg. A mikroszkopos vizsgalatot kovetéen a PAS-pozitiv
glomerularis teriiletnek a teljes glomerularis teriiletre vonatkoztatott aranyat szamitottuk ki. A mintak
masik részét abszolit alkoholban fixaltuk, és PAS-, majd emésztett PAS-reakcioval festettiikk a
metszeteket. Ezzel a modszerrel a vesetubulusokban akkumuldlodott glikogén mennyiségét
(Armanni-Ebstein jelenség) hataroztuk meg.

4.7. A szemek és a vesék elektronmikroszkopos vizsgalata

A szem- és vesemintakat glutaraldehiddel kiegészitett paraformaldehidben fixaltuk. Az OsO4-ban
tortént utofixalast és a dehidraciot kovetéen a mintakat miigyantaba agyaztuk, majd ultravékony (70
nm) metszeteket  készitettiink, és  Reynold-féle  Olom-citrattal — kontrasztoztuk. A
elektronmikroszkoppal vizsgalt metszetekrdl fényképfelvételeket készitettiink.

4.8. A mechanoszenzitivitas és a hidegérzékenység vizsgalata

A talp érintési érzékenységét Ugo Basile dinamikus plantaris eszteziométerrel hataroztuk meg. Mivel
ez a mechanikai hatds patkdnyokban alapvetden nem szamit fajdalmas ingernek, ezért a
mechanonociceptiv kiiszob csokkenésének ezt a fajtajat allodinidnak nevezziik. A hats6é végtag
nyomasérzékenységét Ugo Basile analgeziméterrel allapitottuk meg (Randall-Selitto teszt). Mivel ez
a mechanikai hat4ds alapvetden is fijdalmas ingernek szamit, ezért ebben az esetben a
mechanonociceptiv kiiszob csokkenését hiperalgézianak tekintjiik. A hidegérzékenység vizsgalata
sordn jeget tartalmaz6 0°C-os vizbe meritettiik az allat hatso végtagjat vagy farkat, az allodinia
mértékét pedig az elharité reakeid latenciaidejében fejeztiik ki (ha az allat egyaltalan nem huzta el a

labat/farkat, a vizsgalatot maximum 180 mp-ig végeztiik).

Statisztikai értékelés

A mikrocirkulacios vizsgélatok eredményeit parositatlan t-probaval, ill. egyutas ANOVA-t kovetd
Bonferroni poszt teszttel hasonlitottuk dssze. A 1égzésfunkcios paraméterek, az MPO aktivitas, a total
flux értékek és a citokin koncentraciok értékelését egy- ill. kétutas ANOVA modszerrel, majd

Bonferrroni poszt teszttel végeztiik. Az dsszetett szovettani pontszamokat Kruskal-Wallis probaval,
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majd Dunn-féle poszt teszttel hasonlitottuk ossze. A diabéteszes allatok eredményeinek értékelését
Bonferroni poszt teszttel kiegészitett egyutas ANOVA modszerrel végeztiikk. Minden esetben a
p<0.05 értéket tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.

Etikai vonatkozasok

Minden kisérleti eljaras megfelelt az allatok védelmére és kiméletére vonatkozo 1998/XXVIIL.
torvény, a 243/1998. szamu kormanyrendelet, ill. az Europai Parlament 2010/63/EU iranyelveinek.
A kisérleti eljarasokat a PTE Etikai Bizottsaga, ill. a londoni King’s College Allatvédelmi és Etikai
Bizottsaga engedélyezte (engedélyszamok: BA 02/2000-2/2012, PPL No. 70/7959).

EREDMENYEK, MEGBESZELES ES KOVETKEZTETESEK

I. A kapszaicin-érzékeny érzoideq-végszodések, valamint az azokbol felszabadulo szenzoros

neuropeptidek szerepének vizsgalata H>S-indukalta vazodilataciéban

Eredmények

A kapszaicin-érzékeny érzoideg-végzodések fontos szerepet jatszanak a H.S-, ill. az AITC-
indukalta vazodilatacioban

C57BI/6 egerekben a NaHS folyamatosan fokozta a fiilb6r vérataramlasat a vizsgalat teljes idétartama
alatt (42%-o0s perfuzi6 fokozodas a 48. percben). Az RTX-deszenzibilizacid szignifikansan
csokkentette a NaHS vazodilatator hatasat: a teljes mérési periddus alatt adott érvalasz 41.5%-al volt
alacsonyabb. Az RTX-elékezelés az AITC-indukalta vazodilataciot is szignifikansan csokkentette.
A TRPA1 és a TRPVI1 receptorok eltéré szerepe a NaHS-dal, ill. az AITC-tal Kkivaltott
vazodilatacioban

A TRPA1” egerekben a NaHS-dal kivaltott mikrocirkulacié fokozodas szignifikansan alacsonyabb
volt a C57BI/6 csoporthoz képest: a teljes érvalasz 47%-kal csokkent. Ezzel ellentétben a TRPV17-
¢s a C57Bl/6 egerek véraramlas valtozasai kozott nem volt kiilonbség. Az AITC-tal kivaltott
vazodilatacio a TRPA1” csoportban teljes mértékben elmaradt, a TRPV1’ egerekben azonban
gyakorlatilag megegyezett a C57BI/6 csoportban tapasztaltakkal.

A TRPAL receptor antagonista gatolja a NaHS-dal ill. AITC-tal kivaltott vazorelaxaciéot

A NaHS a Balb/c egerekben nagyobb mértékii vazodilataciot eredményezett (67% a 48. perchen),
mint a C57BI/6 csoportban. A HC-030031 szignifikansan, koncentracio-fliggé modon csokkentette a
véraramlas emelkedését. Az antagonista két kiillonb6z6 dozisa 24.6%, ill. 51.4%-kal csokkentette a
teljes érvalaszt. A HC-030031 szignifikansan csokkentette az AITC-indukalta vazodilataciot is.

A CGREP fontos szerepet jatszik a H.S-indukalta mikrocirkulacié fokozédasban

A NaHS-dal kivaltott perfiizio fokozodas az a-CGRP”- egerekben szignifikansan alacsonyabb volt,
mint az o-CGRP*" Allatoknal. A teljes érvilasz 55.5%-al volt alacsonyabb az a-CGRP gén
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hidnyaban. A BIBN4096 szignifikdnsan, koncentracio-fliggd modon csokkentette a NaHS-dal
kivaltott vazodilataciot: a 0.1 mg/kg-os dozisnal még csak tendenciaszerii, a magasabb dozisok (> 1
mg/Kg) esetén viszont mar szignifikans mértekii volt a kiilonbség.

Az NK1 receptor aktivacidoja hozzajarul a HzS altal kivaltott vazodilatacio kialakulasahoz

A NaHS-dal kivaltott vazodilatacié szignifikansan alacsonyabb volt a Tacrl” egerekben, mint vad
tipusu tarsaiknal. A teljes érvalasz 48.2%-al csokkent a Tacrl” csoportban. A CP99994 szintén
koncentracio-fliggd modon csokkentette a NaHS-dal kivaltott vazodilataciot: alacsonyabb dozisban
(10 mg/kg) még nem, magasabb dodzistartomanyban (> 25 mg/kg) azonban szignifikansan
csokkentette a vazodilataciot.

A CGRP és NK; receptorok egyidejii gatlasanak hatasa a H.S-indukalta vazodilataciora

A BIBN4096-tal és a CP99994-el to6rténd kombinalt kezelés a NaHS-dal indukalt vazodilatacio
szignifikans csokkenését eredményezte. A mikrocirkulacio fokozodas kezdeti szakasza az NK:
receptor antagonistaval torténé gatlasnal tapasztaltakhoz volt hasonld, mig a reakcidé masodik
szakasza inkabb a CGRP antagonistaval torténd kezelés esetében latottakra hasonlitott.

A K*atp-csatornak is szerepet jatszanak a H,S-indukalta vazodilatiaciéban

A K'arp-csatorna blokkolo glibenklamid szignifikansan csokkentette a NaHS-dal kivaltott
véraramlas fokozodast. A vazodilatacid gatlasanak kinetikaja és mértéke hasonld volt a HC-030031-
el kivaltott értagulat csokkenéshez.

A kémhatas és az ozmotikus nyomas nem befolyasoljak a bér mikrocirkulaciéjat

A NaOH, a NaSOs és a NaCl mikrocirkulaciora Kifejtett hatasa szignifikansan kisebb volt a NaHS

altal kivaltott vazodilatacional, és gyakorlatilag nem befolyéasolta a fiilbor regionalis véraramlasat.

Megbeszélés és kovetkeztetés

Jelen kisérletsorozatunkkal egyértelmii in vivo bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy a kapszaicin-
szenzitiv szenzoros neuronok kulcsszerepet jatszanak a H.S-indukalta vazodilatacio kozvetitésében.
A primer szenzoros rostoknak a HS altal kivaltott vaszkularis hatasokban betoltott szerepét White és
mtsai. in vitro rendszerben vizsgaltak (2013), izolalt szerveken végzett kisérleteik pedig megerdsitik
az egér fiilbdr mikrocirkulaciés modellben kapott eredményeinket. Kordbbi irodalmi adatok arra
utaltak, hogy az idegvégzédéseken expresszalodd TRPAL receptor fontos szerepet jatszik mind a
neuronalis vazodilatacio (Pozsgai és mtsai., 2010; Kunkler és mtsai., 2011; Aubdool és mtsai., 2014),
mind az endotél-medialta vazorelaxacio (Earley és mtsai., 2009) kozvetitésében. Az, hogy a HaS
esetlegesen aktivalni képes a TRPAL-t, eldszor in vitro kisérletek alapjan meriilt fel (Streng és mtsai.,
2008; Miyamoto és mtsai., 2011). Jelen eredményeinkkel in vivo igazoltuk, hogy a TRPAL receptor
kovetkezésképpen a TRPAI1 aktivaciojat a HoS vazoaktiv hatdsainak fontos medidtoraként kell
tekinteniink. A H2S és a TRPA1 kozotti kolesonhatas molekularis mechanizmusa lehet egyrészt az

ioncsatorna cisztein oldallancainak S-szulthidracioja (Macpherson és mtsai., 2007; Mustafa és mtsai.,
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2009), mely folyamat koztes mediatorai feltehetéen a H2S vizes oldataiban képzddd poliszulfid
vegyiiletek (Greiner és mtsai.,, 2013; Hatakeyama ¢és mtsai., 2015). Masrészt a TRPAL cisztein
oldallancai kozott kialakulo diszulfid-hid kotések, ill. az N-terminalison 1étrejové konformacios
valtozéasok feltehetden szintén hozzajarulnak a receptor aktivalodasahoz (Eberhardt és mtsai., 2014).
A TRPV1 receptornak a H.S-indukalta szenzoros neuron aktivacidban betoltott szerepérdl eddig
ellentmondasos adatok alltak rendelkezésre (Trevisani és mtsai., 2005; Miyamoto és mtsai., 2011).
Jelen kisérleteink szerint a vazodilatacié mértéke a TRPV 1”7 egerekben hasonld volt a vad tipusu
allatokban tapasztaltakhoz képest, mely alapjan arra kdvetkeztethetiink, hogy a TRPV1 receptor nem
vesz részt a HoS-dal kivaltott vazodilatacio kozvetitésében. Ezeket az in vivo eredményeinket
munkacsoportunk tagjai nemrég TRPA1 ill. TRPVI1 receptort expresszaldo CHO sejtvonalakon
elvégzett radioaktiv *°Ca?*-felvétel vizsgilatok segitségével in vitro is megerésitették. Ismert
tovabba, hogy a 4-ONE-lal kivaltott vazorelaxacio kozvetitésében a TRPAL mellett a CGRP is részt
vesz (Graepel és mtsai., 2011), ill. in vitro adatok alapjan felvetddott, hogy a CGRP érintett lehet a
H>S-indukalta simaizomrelaxacio és vazodilatacido kozvetitésében is (Fernandes és mtsai., 2013;
Eberhardt és mtsai.,, 2014). S6t, mivel a H2S egér tiidében SP- és NK;: receptor-figgé modon
neurogén gyulladast és akut pneumonitiszt valt ki (Bhatia és mtsai., 2006), ezért felmeriilt, hogy az
NK1 receptor altal medialt Gtvonal is részt vehet a H»S-dal kivaltott vazodilatacié kozvetitésében.
Kisérletsorozatunkkal in vivo bizonyitottuk, hogy mind a CGRP, mind a SP fontos mediator szereppel
rendelkeznek a H»S altal kivaltott dermalis véraramlas fokozodasban. A CGRP és NK: receptor
antagonistak egyideji alkalmazasa nem eredményezett additiv hatast, ugyanakkor a H>S-indukalta
vazodilatacid csokkenése az els6 10-15 percben foként az NKi, a vizsgalat tovabbi részében pedig
inkabb a CGRP receptor gatlasahoz volt hasonlo. Megfigyeléseinket magyarazhatja, hogy az NKi-
medialt szignalizaci6 hatdsa gyorsabban jon 1étre, de természetesen nem zarhato ki a két antagonista
farmakokinetikai sajatossagai kozotti esetleges eltérés sem. A K'arp-csatornaknak az erek és mas
simaizomszovetek relaxaciés folyamataiban jatszott szerepét illetden egymasnak ellentmondo
eredményekrdl szamol be az irodalom (Fernandes és mtsai., 2013; White és mtsai., 2013; Eberhardt
¢és mtsai., 2014). In vivo kisérleteinkkel igazoltuk, hogy az érfali simaizomsejteken talalhaté K*atp-
csatorndk aktivacidja hozzajarul a H.S-indukalta vazorelaxaciohoz. Mivel az K*arp-csatornakrol
ismert, hogy a CGRP hatasainak kozvetitésében szerepet jatszanak (Santicioli és Maggi, 1994),
feltehetd, hogy a kapszaicin-érzékeny primer afferensek és a szenzoros neuropeptidek, ill. a K*ate-
csatorndk interakcioba lépnek a H2S-indukalta vazodilataciot kdzvetitd molekuléris folyamatok soran
is. Annak ellenére, hogy irodalmi adatok szerint az alkalikus kémhatas képes aktivalni a TRPA1
receptort (Fujita és mtsai., 2008), a mikrocirkulaciés modellben kapott eredményeink alapjan sem a
pH, sem az ozmotikus hatdsok nem befolyasoljak a H2S mikrocirkulaciora kifejtett hatasait.
Kovetkezésképpen elmondhatjuk, hogy a kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronok TRPAT1 altali
aktivacioja, ill. a beldliik felszabaduld vazoaktiv szenzoros neuropeptidek fontos szerepet jatszanak

a lokalis mikrocirkulacid HoS-indukalta fokozddasanak kozvetitésében.
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I1. A TRPAI1 receptor szerepének vizsgalata akut és kronikus lésuti syulladasmodellekben

Eredmények

A TRPAL1 protektiv szerepet jatszik az endotoxin-indukalta léguti hiperreaktivitasban

A Penh mind a TRPA1**, mind a TRPA1”- egerekben koncentracio-fiiggd moédon megemelkedett az
LPS hatasara, ami a gyulladasos léguti hiperreaktivitas kialakuldsara utal. A bronchialis
hiperreaktivitis a TRPAL” 4llatokban szignifikiansan nagyobb volt, mint vad tipust tarsaikban. Az
endotoxin-kezelés hatasara a légzésfrekvencia alapértéke a TRPAL* és a TRPAL” csoportokban is
szignifikansan csokkent. A carbachol a 1égzésfrekvencia koncentracio-fliggd csokkenését okozta a
TRPAL™ egerekben, a TRPAL1*"* csoportban viszont nem okozott eltérést.

A TRPAL fontos szerepet jatszik a gyulladasos MPO aktivitas fokozédasaban a tiidében

Az MPO enzim alapaktivitasa kdzel azonos volt a két kontroll egércsoportban. Az LPS alkalmazasat
kovetden jelentds mértékiic MPO aktivitas ndovekedést tapasztaltunk, amely a TRPA1 génnel nem
rendelkez6 egerekben szignifikansan nagyobb mértékii volt, mint a vad tipust tarsaik esetében.

A TRPA1 nem befolyasolja a tiidé endotoxinnal kivaltott szoveti elvaltozasait

LPS hatasara a vad tipust egerekben szignifikdns mértékli perivaszkularis/peribronchialis 6déma,
gyulladasos sejt akkummulacié és kehelysejt hiperplazia alakult ki a PBS-kezelt csoportokhoz képest.
A gyulladis mértéke a TRPA17 egerekben hasonlé mértékii volt, mint a TRPAL1** allatok esetében.
A TRPAL nem befolyasolja a 1égzésfunkcio dohanyfiist expozicié altal kivaltott valtozasait

A légzésfrekvencia a dohanyzas elsé honapjatol kezdve mind a TRPA1**, mind a TRPA1™
egerekben szignifikansan lecsokkent, a két allatcsoport frekvenciaértékei k6zott ugyanakkor nem volt
kiilonbség egyik mérési idépontban sem. A TV, a PEF ¢és a Penh nem valtozott szignifikans
mértékben a dohanyzas 3 honapja soran.

A TRPALI fontos szerepet jatszik a tiido dohanyfiist-indukalta gyulladasos elvaltozasaiban

A dohanyoztatas els6 honapjdban mindkét vizsgalt egércsoportban jelentds mértékili perivaszkularis
0déma alakult ki, amely a masodik és a harmadik honapban fokozatosan ¢s szignifikansan csékkent.
A TRPA1" és a vad tipust egerek kozott nem volt kiilonbség ebben a paraméterben. Ugyanakkor az
akkumulalodé neutrofil granulocitdk szama az elsd honap végén magasabb volt, a makrofag
infiltracid, illetve az alveolaris-intersticialis 6déma mértéke viszont a masodik honapban alacsonyabb
volt a TRPAL” csoportban, mint vad tipusu térsaikban.

A TRPALI receptor hianyaban a limfocita sejtek fokozott akkumulacioja észlelheto

A bronchoalveolaris moséfolyadékban a limfocitdk mennyisége a masodik honap végén
tendenciaszertien, a harmadik hénap végére pedig szignifikansan magasabb volt a TRPA1”
egerekben a vad tipusu allatokhoz képest. A neutrofil granulocitak és a makrofagok mennyiségében

nem talaltunk eltérést a két egércsoport kozott.
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Megbeszélés és kovetkeztetés

A TRPAL receptor fontos szerepet tolt be kiilonb6z6 1éguti megbetegedések (pl. asztma, COPD)
kialakulasaban (Grace és mtsai, 2014), azonban a receptor aktivaciés mechanizmusair6l és pontos
korélettani szerepérdl kevés és ellentmondasos adat all rendelkezésre. Jelen eredményeink alapjan a
TRPAI1 egyértelmiien véd6 hatasinak bizonyult az endotoxin-indukalta pneumonitiszt kiséré léguti
hiperreaktivitasban, ill. a granulocita- és makrofag-eredetii MPO termelésben egyarant. Bar
kiilonb6zé asztma modellekben a TRPAL bronchokonstrikciot kdzvetitd szerepére utald adatok
jelentek meg (Jha és mtsai, 2015; Devos és mtsai., 2016), az akut gyulladas soran a TRPA1 altalunk
megfigyelt protektiv hatasat tamasztjak ala munkacsoportunk korabbi vizsgalatai is, melyek szerint a
peptiderg primer afferensek TRPV1 receptoron keresztiili aktivacidja védd hatassal bir az
endotoxinnal kivaltott léguti gyulladds és a kovetkezményes bronchialis hiperreaktivitas
kialakulasaban (Elekes és mtsai., 2007; Helyes ¢és mtsai., 2007). A két ioncsatorna hasonld funkcidja
nem meglepd annak fényében, hogy koexpresszalodnak a szenzoros idegvégzodéseken, és
feltételezhetden fizikai és funkcionalis interakcioba is lépnek egymassal (Lee €és mtsai., 2015). A
TRPA1 altal kozvetitett protektiv folyamatokat a primer afferensekbdl felszabadulo
antiinflammatorikus neuropeptidek (pl. szomatosztatin) magyarazhatjak (Helyes és mtsai., 2009). In
vitro adatok szerint a cigarettafiist kivonat (CSE) CGRP- és SP-felszabadulast okoz a peptiderg
primer afferensekb6l, ill. a TRPA1 fontos szerepet jatszik a CSE- ill. nikotin-indukalta plazma
extravazacio és bronchokonstrikcio kialakuldsaban (André €s mtsai., 2008; Talavera ¢s mtsai., 2009).
Ezen kiviil a COPD-t kisér6 oxidativ stressz soran képz6dé ROS és lipidperoxidacios is képesek
aktivalni ezeket az ioncsatornakat (Bessac €s Jordt, 2008). A kronikus dohanyfiist expozicio altalunk
vizsgalt in vivo modelljében a dohanyzas elsé honapjaban (akut fazis) a peribronchialis és
perivaszkularis 6déma altal domindlt szovettani képet a masodik hdonapban (atmeneti fazis)
gyulladasos sejt-infiltracio valtotta fel, amely 6sszhangban all munkacsoportunk legfrissebb adataival
(Kemény és mtsai., kozlésre bekiildve). Kisérleteink soran a TRPAL”" egerekben a granulocita
akkumulacio szignifikinsan magasabb volt az elsé, a makrofag-dominalta sejt-infiltracio, ill. az
alveolaris-intersticialis 6déma mértéke pedig szignifikansan alacsonyabb volt a masodik honap
végén. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a TRPA1 aktivacid a dohanyzassal kivaltott 1éguti
gyulladas akut fazisdban védd hatdsu, mig a folyamat elérehaladtaval a proinflammatorikus kaszkad
tagjaként hozzajarul a szoveti gyulladas kialakulasahoz. A jelenséget magyarazhatja, hogy a
dohanyfiistben megtalalhat6 toxikus vegyiiletek a TRPA1 tranziens aktivaciojan keresztiil jellemzéen
védekez6 reakciokat valtanak ki, a gyulladas kronikussa valasa soran termel6dd endogén agensek
ugyanakkor az ioncsatorna permanens stimulalasaval folyamatosan fenntartjak a neurogén gyulladas
allapotat (Chen és mtsai., 2012). Masrészt figyelembe kell venniink, hogy a 1égzérendszert gazdagon
innervalo kapszaicin-érzékeny szenzoros rostok mellett extraneuralisan, pl. a makrofagokon is
megtalalhatd (Kun és mtsai.,, 2017) TRPALl aktivacioja eltérd jelatviteli mechanizmusok

beinditasaval eltérd hatasokat hozhat 1étre a kronikus gyulladas egyes fazisaiban. Mivel a dohanyzas
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harmadik honapjaban (limfocitak altal dominalt kronikus fazis) a TRPAL gén hianya a limfocita
sejtek fokozott akkumulacidjahoz vezetett, €s mivel ismert, hogy az ioncsatorna limfocita sejteken is
expresszalodik (Stokes és mtsai.,, 2006) valoszintsithetd, hogy a TRPAI1 receptor szabalyozo
szerepet jatszik a limfocitak mikodésében is. A 1égzésfunkcios paraméterek komplex vizsgalata
kimutatta, hogy azokat a TRPA1 aktivacio nem befolyasolja, igy eredményeink nem igazoljak azt a
korabbi, in vitro adatokon alapulo feltételezést, mely szerint a receptor kdzvetitd szerepet jatszik a
tid6éfunkcié dohanyfiist okozta valtozasaiban. Megjegyzendd, hogy kronikus dohanyzas esetén az
endogén H>S antiinflammatorikus és bronchodilatator hatasokat képes kivaltani (Chen és mtsai.,
2011). Mivel nem csak a dohanyfiistben megtalalhaté toxikus anyagok, hanem a HaS is képes
aktivalni a TRPAIl-et (I. Eredmények, megbeszélés és kovetkeztetések/I. fejezet), ezért felteheto,
hogy a kiilonb6z6 szignalizaciés Utvonalak ezen a ponton interakcioba léphetnek egymassal.
Mindezek alapjan pedig valoszintsithetd, hogy a TRPAL kronikus bronchitis kialakulasaban betdltott
szerepe sokkal Gsszetettebb, mint azt korabban gondoltuk. S6t, mivel kisérleteink segitségével az
endotoxin-indukalta akut pneumonitiszben az ioncsatorna protektiv szerepét igazoltuk, joggal
valosziniisithetd, hogy a kapszaicin-érzékeny érzdidegek és gyulladasos sejtek TRPAI receptor altali
aktivacioja komplex modulator hatasokat eredményez a tiid6 akut és kronikus gyulladasos

folyamataiban.

111. A HK-1 szerepének vizsgalata endotoxinnal Kivaltott akut léguti gyulladasmodellben

Eredmények

A HK-1 nem befolyasolja az endotoxinnal kivaltott léguti hiperreaktivitast

A Penh szignifikans, koncentracio-fliggé emelkedést mutatott az LPS beadasa utan 24 h-val a PBS-
kezelt allatok értékeihez képest. Az LPS-indukalta 1éguti hiperreaktivitas a Tac4”” egerekben hasonlo
mértékii volt, mint a vad tipust tarsaikban. A 1égzésfrekvencia mindkét LPS-kezelt csoportban

koncentracio-fiiggd modon csokkent, a vad tipusu és a Tacd” egerek kozott nem volt kiilonbség.

A HK-1 gyulladaskelt6 szereppel bir a tiidé endotoxin-indukalta szoveti_elvaltozasaiban

Az LPS-kezelés peribronchialis/perivaszkularis 6démat, neutrofil granulocita akkumuldciot,
mononuklearis sejt-infiltraciot és kehelysejt hiperplaziat okozott a vad tipusu egerekben. A gyulladas
mértéke a Tac4” egerekben szignifikdnsan alacsonyabb volt. Az LPS-kezelt Tac4™ egerek tiidejében
ezen kiviil peribronchidlisan és perivaszkularisan elhelyezkedd nagyméretii és igen denz, tlisz8szer(i
limfoid struktarakat észleltiink a tiidében. Ez a jelenség sem a vad tipusban, sem a munkacsoportunk
altal mar korabban vizsgalt tobbi egértdrzsben nem volt lathato.

A HK-1 fontos szerepet jatszik a neutrofil MPO aktivitas névekedésében a tiidében

Az endotoxinnal kezelt csoportokban a tiidok biolumineszcens jelintenzitdsa szignifikdnsan
megemelkedett a PBS-kezelt egerekhez képest. A Tacd” egerek tiidejében szignifikdnsan
alacsonyabb biolumineszcens jelet mértiink a vad tipusu allatokéhoz képest.
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A HK-1 fokozza a tiidoben mérheté mieloperoxidaz aktivitast

Az LPS beadasa utan 24 oraval a vad tipust egértiidokben szignifikdnsan magasabb MPO aktivitast
detektaltunk. A Tac4”’" egerekben az MPO aktivitas emelkedése szignifikinsan kisebb volt a vad
tipust tarsaikhoz képest.

A HK-1 fokozza a gyulladasos citokinek termelddését a tiidében

A vad tipusu egerekben az LPS beadésa utan egy nappal az 6sszes vizsgalt citokin szintje jelentosen
megemelkedett. A Tac4” egerek tiidejében az IL-1B, IL-6, KC, TNFo és MCP-1 koncentraciok
szignifikansan, a MIP-1a pedig tendenciaszertien alacsonyabb volt a vad tipusu allatokéhoz képest.

Megbeszélés és kovetkeztetés

Kisérletsorozatunkkal els6ként bizonyitottuk, hogy a HK-1 fontos szerepet jatszik az endotoxinnal
kivaltott intersticialis pneumonitisz kialakulasaban. Eredményeink szerint a HK-1 hidnya esetén
szignifikansan csokkent az 6déma és a gyulladasos sejt-akkumulacid mértéke, s6t a neutrofil
granulocitak és a makrofagok aktivacidjanak koszonhet6 MPO aktivitas is. Munkacsoportunk
korabbi eredményei szerint ugyanakkor az NKi receptor hidnya nem okozott kiilonbséget ezekben a
paraméterekben (Helyes és mtsai., 2010). Mindezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a HK-1
fontos szerepet jatszik a tiid6é akut gyulladasos folyamataiban, de ezt a hatasat nem az NKj receptor
kozvetiti. Jelen eredményeink Osszhangban 4llnak munkacsoportunk korabbi, kronikus egér
artritiszben kapott adataival, melyek szerint az iziileti gyulladas az NKj; receptor aktivaciotol
fliggetleniil megy végbe (Borbély és mtsai., 2013), és alatamasztjak azt a feltételezést, hogy a HK-1
feltehetden rendelkezik egy specifikus sajat receptorral, amely a periférids gyulladaskelté hatasok
kozvetitéséért felelds. Mivel az altalunk vizsgalt modellben az MPO aktivitds mérése, ill. a ROS
biolumineszcens képalkotassal torténd vizsgalata soran kapott eredményeink jol korrelaltak
egymassal, valoszinlsithetd, hogy a tiidoben mért lumineszcens jelintenzitds az MPO aktivitas
eredményeképpen jott Iétre. A LPS-kivaltotta gyulladasos reakcid soran szamos proinflammatorikus
citokin szabadul fel (pl. TNFa, IL-1f, IL-6, KC). A HK-1 és a citokin rendszer kozott 1étez6 kapcsolat
in vitro kisérletek alapjan mar korabban felvet6dott (Berger és mtsai., 2007). In vivo Kisérleteink
segitségével kimutattuk, hogy Tac4” egerekben a gyulladasos citokin szintek LPS-indukalta
emelkedése szignifikdnsan alacsonyabb volt, tovabb erdsitve azt a megfigyelést, mely szerint a HK-
1 kulcsszerepet jatszik a tiido gyulladdsos folyamatai soran létrejové citokin termelddésben és a
kovetkezményes immunsejt aktivacioban. Az LPS-kezelt Tac4” egerek tiidejében észlelt, erekhez és
bronchusokhoz asszocidlt, nagyméretli, denz, tiiszOszerli strukturdk, melyek madas génhidnyos
egértorzsekben nem voltak megfigyelhetdk, arra enged kdvetkeztetni, hogy az endotoxinnal kivaltott
pneumonitisz soran a HK-1 feltehetden részt vesz a limfocita aktivacid szabalyozéasaban is. Ezen
eredményiink dsszhangban all a HK-1 korabban leirt, B-limfocita fejlodést serkentd funkcidjaval
(Berger és mtsai., 2010). A periférias gyulladasos reakcid kozvetitésében betdltdtt szerepe ellenére,

ill. a SP és NKA korabban leirt hatasaival ellentétben a HK-1 nem befolyasolja a Iléguti
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hiperreaktivitast. Ugyan a hHK-1-r61 leirtak, hogy képes bronchokonstrikciot kivaltani (Grassin-
Delyle és mtsai., 2010), a HK-1 esetében ez a hatas nem igazolodott az altalunk hasznalt
egérmodellben. Ennek oka valdszinlileg az, hogy a hemokininek ¢és endokininek emberben
bonyolultabb rendszert alkotnak: a human TAC4 gén négy kiilonbdzo splice varianssal rendelkezik,
melyek szekvencidja kiilonbozik az egérben talalhaté megfeleldiktdl, s6t, az expresszids mintazatuk
is eltéré (Page, 2004). Masrészt a gyulladasos eredetli bronchokonstrikciot elsdsorban az NK>
receptor kozvetiti (Elekes és mtsai., 2007; Helyes és mtsai., 2010), a HK-1 azonban sokkal kisebb
affinitassal kotddik az NK receptorhoz, mint az NKi-hez (Bellucci és mtsai., 2002).
Kovetkezésképpen elmondhatjuk, hogy a HK-1 az endotoxinnal kivaltott akut 1éguti gyulladas fontos
mediatora, ill. hogy a HK-1 feltehetben szabalyozo szerepet jatszik a limfocita funkcidkban

gyulladasos koriilmények kozott, melynek pontos mechanizmusa egyelére még nem ismert.

1V. Patkany diabétesz mellitusz modell kifejlesztése a kronikus szovodmények komplex

vizsgalatara

Eredmények

A vércukor szint, a testsuly, valamint a viz- és taplalékfogyasztas valtozasai

A Kontroll allatok vércukor szintje 5-7 mmol/l volt a teljes vizsgalati periodus soran. Az (I) csoport
atlagos vércukor értéke 8-10 mmol/l volt, a (IT) csoporté 16-18 mmol/l, a (I111) csoporté 22-25 mmol/I,
a (IV) csoporté pedig 30-33 mmol/l. Az (I)-(IT) csoportok allatainak sulygyarapodasa alig maradt el
a Kontroll allatokétol, a (1) csoportban azonban a fiziologias sulygyarapodas helyett egy 13.4 %-0S
sulyvesztést észleltiink az STZ-kezelést megel6z6 kontroll méréshez képest. A relativ viz- és
taplalékfogyasztas a (111)-(1V) csoportokban jelentés mértékben megemelkedett. Ez utobbi csoportok
eredményei minden paraméter esetében szignifikans eltérést mutattak a Kontrollhoz képest.

Az anterior szegmens neovaszkularizacioja és a hatso polus patolégias elvaltozasali

A (IIT) és (IV) csoport allatainal szignifikins mértékii neovaszkularizacio alakult ki a szem eliilsé
szegmensén. A (IV) csoportban észlelt neovaszkularizacid6 mértéke szignifikansan magasabb volt,
mint a (I)-(111) csoportok esetén mért értékek. A TRS a (I)-(IV) csoportokban szignifikansan
megemelkedett a Kontroll és az (I) csoporthoz képest, sét, a (IIT)-(IV) csoportok TRS értékei
szignifikdnsan magasabbak voltak a (II) csoporténal is.

A diabéteszes retinopatiaban észlelt hisztologiai elvaltozasok

A diabéteszes retinakban az OLM-ILM tavolsag, ill. az OPL és IPL vastagsaganak csokkenését
észleltiik a Kontroll allatokhoz képest. Ezen kiviil a GCL 100 pm-ére szamitott Gsszsejtszam ill. a
ganglionsejtszam is szignifikansan alacsonyabb volt a diabéteszes allatokban. A GFAP-jel minden
diabéteszes csoportban jelentds mértékben megemelkedett. Az OPL-ben talalhato csap terminalisok
szama szignifikansan alacsonyabb volt a (II)-(IV) csoportokban, mint a Kontroll allatokban. A

dopaminerg amakrin sejtek nyulvanyai a (111)-(1V) csoportokban stlyosan elvékonyodtak, ill. a (IV)
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csoport esetében SOk esetben teljesen el is tiintek. A TUNEL-pozitiv sejtek szama a (III) és (IV)
csoportokban szignifikansan magasabb volt a Kontroll retindkhoz képest, az apoptdzis mértéke az
ONL-ben volt a legstilyosabb. Ezen kiviil a pigment epitélsejtek degeneraciojat, ill. a choroideabdl a
retindba betiiremkedd érgomolyagokat észleltiink. A (III) csoport retindinak ILM rétegében jol
lathatd, hogy a ,.tight junction” struktirakat alkot6 gliasejt membranok elvaltak egymastdl, ill. az IPL
réteg degeneracioja is ebben a csoportban jelentkezett legnagyobb mértékben. A (111)-(1V) csoportok
retinaiban makrofagokat talaltunk az OPL, INL ¢és IPL rétegekben, ill. mikroglia sejteket az IPL-ben.
A diabéteszes nefropatiaban észlelt hisztologiai elvaltozasok

A PAS-pozitiv glomerularis teriilet szazalékos aranya mindegyik diabéteszes allatcsoportban
szignifikansan megemelkedett a Kontrollnoz képest, a (IV) csoport értéke pedig szignifikansan
magasabb volt az Osszes tobbi vizsgalt csoporténal. Az Armanni-Ebstein jelenség a (II)-(1V)
csoportok mintaiban volt kimutathatd, a Kontroll és az (I) csoportban viszont nem. Ezen kiviil
igazoltuk a glomerularis bazalmembran szegmentalis megvastagodasat, a podocita labnyulvanyok
A diabéteszes nefropatia laboranalitikai értékelése

A kisérleti periodus végén a (11)-(111) csoportokban a kivalasztott vizelet mennyisége szignifikansan
magasabb volt a Kontroll és az (I) csoport értékeinél (poliuria). A (IV) csoportban egy poliurias fazist
kovetOen, a vizsgalati végére nagymértékben lecsokkent a kivalasztott vizelet mennyisége (fenyegetd
anuria). A vizelet total protein/kreatinin az (I) és (II) csoportokban enyhén megemelkedett. A (III) és
(1V) csoportokban ez az aranyszam az el6z6ektdl eltéré modon valtozott: a kisérlet elsé felében
nagymértékii emelkedést, a vizsgalati idészak végére azonban jelentés csokkenést tapasztaltunk.
Mechanikai hiperalgézia és hideg allodinia

A hatsé végtag mechanonociceptiv kiiszobe, ill. jeges vizbol toérténd visszahtizasi latenciaideje is
szignifikdnsan alacsonyabb volt a diabéteszes csoportok mindegyikében. Mig a fenti valtozasok
mértéke hasonlo volt az (I)-(III) allatcsoportokban, addig a 0°C-os vizb61 torténd farokvisszahtzasi

latenciaid6 egyértelmii hiperglikémia-fliggést mutatott.

Megbeszélés és kovetkeztetések

Jelen tanulmdnyunkban kiilonb6z6é inzulin kezelési protokollokat alkalmaztunk annak érdekében,
hogy az 4llatok viszonylagosan jo altalanos allapotban tartdsa mellett hosszu ideig fenntarthassuk a
hiperglikémias allapot kiilonb6z6 sulyossagi fokait. Ehhez a folyamatos adagolast biztosito inzulin
implantdtumok (Havel és mtsai., 2000) segitségével célzott glikémids kontrollt hoztunk létre.
Kisérleteink soran bebizonyitottuk, hogy az anterior szegmens neovaszkularizacioja, ill. a TRS-ben
foglalt retinalis elvaltozasok egyértelmiien hiperglikémia-fliggd modon viselkednek. A DR
kialakulasa soran sériil a belsdé vér-retina gat, melynek eredményeképpen mikroaneurizmak és
intraretinalis bevérzések jonnek Iétre, az eliils6 és hatsé szegmenst egyarant érintd

neovaszkularizacioban pedig feltehetéen a vaszkularis endotelidlis novekedési faktor (VEGF)
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fokozott termelédésének van szerepe (Klaassen és mtsai., 2013). A fiziologias koriilmények kozott
nem, vagy a Miiller glia sejtek végtalpaban nagyon kis mértékben expresszalodé GFAP fokozott, az
ideghartya teljes vastagsdgdban megjelend immunoreaktivitasa a teljes retindt érintd sulyos
metabolikus karosodas egyértelmii jele (Chang és mtsai., 2007). A kéarosodott sejtmetabolizmus a
retina neuronjainak apoptozisahoz vezet (Szabadfi és mtsai., 2014). Kisérletsorozatunk segitségével
kimutattuk, hogy a fotoreceptorok csap terminalisain kiviil a diabétesz okozta anyagcsere
valtozasokra leginkabb érzékeny sejttipus, a dopaminerg amakrin sejtek is jelentds mértékben
degeneralodtak a (III) csoport allataiban, a TUNEL-pozitiv apoptotikus sejtek mennyisége pedig a
hiperglikémia stlyossagaval egyenesen aranyosnak bizonyult. A szinaptikus kapcsolatok
elvaltozasainak és az ILM gliasejtek kozotti ,.tight junction” strukttrak felnyilasanak eredményeként
a retinalis struktirak konnyen hozzaférhetdvé valnak bizonyos bedramlé immunsejtek szdmara. Az
ideghartya sejtjeinek apoptodzisa €s degeneracidja a retina elvékonyodasat idézte eld, mely a human
diabéteszes folyamatok késoi fazisanak modelljeként tekintheté (Takahashi és Chihara, 2008). Jelen
vizsgalataink soran a (III) csoport éllataibdl szarmazo6 vesemintakban jelentds mértékli glomerularis
PAS pozitivitds, a vesetubulusok glikogéntartalménak fokozodasa, a mezangialis matrix
allomanyanak expanzidja, a glomerularis bazalmembran szegmentalis megvastagodasa, ill. a
podocita labnyulvanyok 6sszeolvadasa voltak lathatok, mely elvaltozasok jellemz6en a human DNP-
ban is megfigyelheték (Dronavalli és mtsai., 2008). Az, hogy az allatok vizelet 6sszfehérje/kreatinin
aranya a vizsgalat elsd szakaszaban megemelkedett, majd a késOi fazisban jelentds mértékben
lecsokkent, 6sszhangban van a végstadiumi veseelégtelenségben szenvedd diabéteszes betegekkel
szerzett tapasztalatokkal. A proteinuria eme latszolagos javulasa alatdmasztja a glomerulusok sulyos
karosodasanak ¢és elzarodasanak tényét. Az altalunk vizsgalt paraméterek koziil mind a glomerularis
PAS-pozitivitas, mind a vizelet total protein/kreatinin arany hiperglikémia-fliggést mutatott. A human
DN leggyakrabban disztalis szimmetrikus polineuropatia formajaban jelentkezik, amely gyakran
okoz érzészavarokat, igy pl. hiperalgéziat és allodiniat (Sun és mtsai., 2012). A DN kialakulasaért
felelds tényezOk kozott vezetd helyen a hiperglikémia all, de a ragesalokkal végzett kisérletek soran
felmeriilt, hogy az inzulin molekulak direkt szignalizaciéjanak karosodasa, ill. a STZ-nak a szenzoros
neuronokra esetlegesen kifejtett kozvetlen hatésa is hozzajarulhat a tiinetek kialakuldsdhoz (Brussee
¢s mtsai., 2004; Pabbidi és mtsai., 2008). Mivel a patkdnyfarkon mért hideg allodinia teljes mértékben
hiperglikémia-fiiggd modon viselkedett, igy annak vizsgalata megbizhaté lehetOséget nyujt a
kronikusan fennalld, folyamatos vagy valtozé mértékii hiperglikémias allapotokkal kisért diabéteszes
neuropatia elemzésére. Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy az implantatumok kiilonboz6

2

,»dozisainak” alkalmazasa lehetdvé tette a hiperglikémia eltéré stlyossagi fokainak beallitasat,
kovetkezésképpen a  hiperglikémia-fliggd  patologiai  allapotok  vizsgalatat. Komplex
vizsgélatsorozatunk soran a diabéteszes allatok (III) csoportja bizonyult a kronikus szovédmények
leginkabb alkalmas modelljének, ahol a szem, a vesék és a periférids idegrendszer elvéltozasait a

diabétesz kivaltasat kovetden 16 héten 4t tudtuk vizsgalni.

20



UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

I. Els6ként szolgaltattunk in vivo bizonyitékot, hogy a kapszaicin-érzékeny érzéideg-végzédések
fontos mediator szerepet jatszanak a H>S-dal kivaltott vazodilatacioban a bérben. Igazoltuk,
hogy a H.S vazodilatator hatasa a szenzoros rostokon talalhatd TRPAI1 receptor aktivacidojan
keresztiil jon létre, mig a TRPV1 receptor nem vesz részt ebben a folyamatban. A HS altal kivaltott
véraramlas fokozodasban az aktivalt peptiderg primer afferensekbdl felszabadulé CGRP és SP
kulcsszerepet jatszanak. A K*atp-csatornak aktivacidja hozzajarul a HS altal kivaltott vazodilatacid

létrejottehez, mig a pH és az ozmotikus hatasok nem befolyasoljak ezt az érvalaszt.

Il. ElsOként bizonyitottuk, hogy a TRPA1 receptor komplex szabalyoz6 hatasokat kozvetit a tiido
akut és kronikus gyulladasos folyamataiban. A TRPAI1 protektiv szerepet jatszik az akut
bronchidlis hiperreaktivitds kialakuldsaban, valamint a neutrofil granulocitak €és a mononuklaris
sejtek aktivalddasaban a TRPV1 korabban leirt szerepéhez hasonléan. Ezen kiviil kimutattuk, hogy a
dohanyfiist expozicidval kivaltott 1éghti gyulladas progresszidja soran a TRPAL sszetett szereppel
bir a granulocitak, makrofagok és limfocitak miikodésének szabalyozasaban, ill. az alveolaris-

intersticialis 6déma kialakuldsaban. A receptor aktivacidja a 1égzésfunkciora nincs hatéssal.

I11. Elsoként bizonyitottuk, hogy a HK-1 gyulladaskelté hatasokat kozvetit akut intersticialis
pneumonitiszben. A HK-1 fokozza a neutrofil granulocitak és a makrofagok akkumulaciojat és
aktivaciojat, ill. a proinflammatorikus citokinek termelddését a tiidoben. Valoszintsithetd, hogy a
HK-1 fontos szerepet jatszik a limfocita funkciok szabalyozasaban is, de ennek mechanizmusa

egyelére még nem tisztazott. A HK-1 nem befolyasolja a gyulladasos 1éguti valaszkészséget.

IV. Kisérleteink segitségével egy olyan preklinikai modellt karakterizaltunk, amely lehetévé
teszi a diabéteszes szemelvaltozasok, a nefropatia és a neuropatia hosszu tava és parhuzamos
értékelését. Az anterior szegmens neovaszkularizacidja, a retina allapotat komplexen értékeld TRS
paraméter, az ideghartyaban megtalalhaté apoptotikus sejtek mennyisége, a glomerularis PAS-
pozitivitas, a vizelet dsszfehérje/kreatinin aranya, ill. a hideg allodinia olyan hiperglikémia-figgé
paraméterek, amelyek Osszetett kvantitativ analizise esszencidlis elemként szolgalhat a diabéteszes

komplikaciok megeldzésére szolgalo gydgyszerek preklinikai fejlesztése soran.

Az ideg- és immunrendszer kozott 1étrejovo interakciok, ill. azok rendellenességei keringési, 1éguti
¢s metabolikus megbetegedések kialakulasahoz is hozzajarulnak. Az altalunk vizsgalt folyamatok
hatdsmechanizmuséanak részletes feltérképezése nagymértékben eldsegitheti azoknak az 0j tipusu
gyogyszereknek a fejlesztését, amelyek tdmadaspontja az ideg- és immunrendszer kdlcsonhatasdban

rejlik.
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KOSZONETNYILVANITAS

Ezlton szeretném koszonetemet kifejezni témavezetomnek, Dr. Pintér Erika professzor asszonynak,
aki lehetdséget biztositott szamomra a kutatécsoporthoz vald csatlakozésra, és azota szakmailag és
emberileg is mindig mellettem all. Haldsan k&szondm neki, hogy kivald utmutatdsai révén
megismerhettem a farmakologia tudomanyanak szépségét, hogy elsajatithattam a preciz és
szisztematikus kutatomunkahoz sziikséges tulajdonsagokat, és hogy nagyszerti szervezokészségének
kdszonhetden 0j perspektivak nyiltak szamomra ezen a teriileten. Koszonettel tartozom Prof. Dr. Bird
Zsolt témavezetdmnek, hogy medikus korom 6ta tdmogatta munkamat, és mindvégig példat mutatott
az orvostudomany iranti tiszteletbdl és alazatbol. Halaval tartozom , tiszteletbeli témavezetomnek”,
Prof. Dr. Helyes Zsuzsannanak, akihez mindig batran fordulhattam, és akinek szakmai tanacsaira
mindig szamithattam. K6szonom neki, hogy paratlan lelkesedésével, valamint a kutatdmunka irdnti
szenvedélyes €s allhatatos elkotelezettségével mindig U lendiiletet és hatékony segitséget tudott adni.
Koszonetemet szeretném kifejezni Dr. Bartho Lordnd és Dr. Pethd Gébor professzor uraknak, akik
biztositottak szamomra annak lehet6ségét, hogy az Intézet oktatdjaként dolgozhassam, ill. Prof. Dr.
Szolcsanyi Janosnak, akinek szakma iranti elhivatottsdga példaértékli mindannyiunk szdmadra.
Szeretnék koszonetet mondani Dr. Borbély Evanak és Dr. Tékus Valérianak azért a rengeteg
segitségért, tanacsért, tiirelemért és jokedvért, amellyel tamogattak munkamat, mindenek eldtt pedig
Oszinte baratsagukért, amellyel a mindennapi életben is mindig segithettiik egymast. Haladsan
koszoném Dr. Kemény Agnesnek, Dr. Pozsgai Gabornak, Dr. Szke Evanak és Dr. Boleskei Katanak
a kutatds soran nyujtott nélkiilozhetetlen munkajukat és magas szinvonalu szakmai tanacsaikat.
Koszonettel tartozom Dr. Botz Balintnak, Dr. Saghy Evanak, Payrits Majanak, Dr. Scheich Balintnak,
Dr. Csek6 Katanak, Dr. Szitter Istvannak ¢és Dr. Kun Jozsefnek mindazért a sok segitségért, amelyet
a kisérletek elvégzése soran nyujtottak, ill. didkkoréseimnek, Gubanyi Timeanak és Moricz
Andrésnak a lelkes és szorgalmas munkajukért. Szeretnék koszonetet mondani Hirné Perkecz
Anikonak a kivaloé szdvettani metszetek elkészitéséért, valamint Ombdli Gyulanénak, Fabian
Ildikonak, Szentes Nikolettnek, Olasz Istvannénak és Gogl Csabanénak az in vivo, Bagoly Teréznek
pedig az in vitro kisérletekben nyujtott szakszerii és preciz munkajukért. Koszoném az Intézet
valamennyi volt és jelenlegi munkatarsanak, hogy egy olyan k6zosségben dolgozhatom, amelyhez jo
érzés tartozni. Koszonetemet szeretném kifejezni azoknak az Intézetiinkon kiviili kollégaknak is,
akikkel a tudomanyos munkam soran egyiitt dolgozhattam. Nagy halaval tartozom a tragikusan
fiatalon elhunyt Dr. Szabadfi Krisztinanak, akinek a szakma irdnti szeretete és a kutatdmunkahoz vald
lelkiismeretes hozzaallasa 6rok példa marad szdmomra. Ezliton szeretném neki €s Dr. Gébriel Robert
professzor urnak is megkoszonni a retina hisztologiai vizsgalatai soran végzett professzionalis
munkdjukat. Kdszonettel tartozom Dr. Kereskai Laszlonak és Prof. Dr. Degrell Péternek a szovettani
metszetek értékeléséért, valamint koszonom Dr. Banki Eszternek, Dr. Balla Zsoltnak, Dr. Készegi
Tamasnak, Dr. Farkas Sandornak és Dr. Dobos Andrasnak a k6zdsen végzett kisérletek soran nyujtott
egylittmiikodésiiket. Kiilfoldi kollaboracios partnereink koziil koszonettel tartozom Prof. Pierangelo
Geppettinek, Prof. John Quinn-nek, Alexandra Bergernek, Prof. Susan D. Brain-nek, Aisah Aubdool-
nak és Fiona Russell-nek, hogy a génhianyos egerek heterozigota tenyészparjait rendelkezésiinkre
bocsatottak, valamint hogy a kisérletek végzése és a kdzlemények irasa sordn is segitették munkankat.
Végezetiil szeretnék kdszonetet mondani Csaladomnak, akikre mindig szamithattam tanulményaim
és kutatoi palyam soran is, és akik nélkiil ez a dolgozat nem johetett volna létre. Kiilondsen is halas
vagyok Férjemnek az odaado szeretetéért és végtelen tiirelméért, amivel mindig mellettem all, illetve
Edesanyamnak az aldozatkész segitségéért, amellyel mindvégig tAmogatott.
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