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Roviditések jegyzéke

ACTH = adrenocorticotropic hormone,
adrenokortikotrép hormon

CRF = corticotropin releasing factor,
kortikotropin felszabaditd6 hormon
DMMB = 1,9-dimetil-metilénkék

EDTA = etilén-diamin-tetraecetsav
ELISA = enzyme-linked immunosorbent
assay, enzim kapcsolt immunoszorbens
vizsgalat

FBS = foetal bovine serum, magzati
borjuszérum

FIC = feline idiopathic cystitis, macskak
idiopatikus hugyholyaggyulladasa
FLUTD = feline lower urinary tract
disease, macskak als6 hugyuti
megbetegedései

FUS = feline urologic sydrome, macskak
hugyuti szindroméja

GAG = gliikkozaminoglikan

HEPES = N-2-hydroxyethylpiperazine-N-
2-ethane szulfonsav

HRP = horseradish peroxidase,
tormaperoxidaz

IC = intersticialis cisztitisz

IFN = interferon

IL = interleukin

LDH = laktat dehidrogenaz

LUT = lower urinary tract, als6 hugyutak
MDA = malondialdehid

MEM = minimal essential medium

MEMO = multimodal
environmental modification,
multimodalis kdrnyezeti modifikacid

M-PER = mammalian protein extraction
reagent

NE = norepinephrine, noradrenalin
NOX = nikotinamid-adenin-dinukleotid-
foszfat oxidaz

P = tévedési valdsziniliség

PBS = phosphate buffered saline,
foszfattal pufferolt sdoldat

PBS = painful bladder syndrome,
hoélyagfajdalom szindroma

RNS = reactive nitrogen species, reaktiv
nitrogén gyok

ROS = reactive oxygen species, reaktiv
oxigén gyok

SDF-1 = stromal cell-derived factor-1,
stromasejtekbol szarmazo 1-es faktor
SNS = sympathetic nervous system,
szimpatikus idegrendszer

SOD = szuperoxid dizmutaz

SP = substance P

TBS = Tris-buffered saline

Trissel pufferolt fiziolgias s6oldat

TCA = triciklikus antidepresszansok

TER = transzepithelialis elektromos
rezisztencia

TNF = tumor nekroézis faktor

UP = uroplakin



Bevezetés

Kutatasunk soran a kronikus, intermittaldo noradrenalinkezelés molekularis hatasait
vizsgaltuk macska eredetli primer hugyholyaghamsejt-tenyészeten, a kronikus stressz FIC
korfejlédésében betdltott szerepének megismerése céljabol.

Korabbi kutatasok alapjan valdszintsithetd, hogy a kronikus stressz, mint kdrnyezeti
tényez6 fontos szerepet jatszhat a tiinetek kialakuldsaban és kitijulasaban, ezért jelen TDK
munka soran vizsgalni kivantuk a noradrenalin — mint a korkép soran legfontosabb
stresszhormon — FIC korfejlodésében betoltott szerepét.

Mivel a betegség komplex korkép, melynek kialakuldsdban szdmos faktor és
szervrendszer (az idegrendszer, a hormonrendszer és a vizeletkivalaszto- és elvezetd
rendszer) is szerepet jatszik, fontos, hogy a stressz szerepét az emlitett faktorok hatdsatol
elkiilénitve, célzottan vizsgéljuk, melynek megfeleld eszkdze egy macska eredetli primer

hugyholyaghamsejt-tenyészet, mint a betegség in vitro modellje [90].



Ceélkituzések

Célkitiizéstink a macskak alsé huagyati megbetegedését okozd leggyakoribb
korképnek, a FIC korfejlédésénck alaposabb megismerése volt. Mivel korabbi kutatasunk
soran igazolodott, hogy az akut stressz hatasara felszabaduld noradrenalin képes kozvetleniil
gyulladast, oxidativ stresszt és barrier funkcio csokkenést kivaltani macska eredetli primer
hugyhodlyaghamsejt-tenyészeten, illetve mivel a betegségben érintett allatokban a tiinetek
gyakran egy éven beliil tobbszor kiujulnak, kivancsiak voltunk, hogy a noradrenalin
intermittalo, kronikus jelenléte hasonld molekularis valtozasokat okoz-e, mint az akut
jelenlét, vagy a hugyholyaghamsejtek esetleg képesek alkalmazkodni a hormon tartos
jelenlétéhez. Ezért a kronikus stressz molekularis hatdsat macska eredetii primer
hagyholyaghamsejteken vizsgaltuk. Az in vitro modell 1étrehozasahoz uroepithel sejteket
gyijtottiink egy végleges elaltatasra keriilt macska higyholyag nyalkahartyajarol, melyeket
ezutan ezutan a kutatocsoportunk altal korabban kidolgozott protokoll alapjan hat napig
tenyésztettiink.

TDK munkam egyik kozponti kérdése a noradrenalin kronikus intermittalo
jelenlétének gyulladasban betoltott szerepe. Ennek vizsgdlatdra a 1étrehozott
sejttenyészeteket 10, 100 és 1000 umol/l koncentracioja noradrenalin oldatokkal kezeltiik
haromszor egy oran keresztiil, majd vizsgaltuk az IL-6 és SDF-1 gyullad4dsos mediatorok
mennyiségét mind a sejtek lizatumaban, mind a sejttenyészetek tapfolyadékaban enzim
kapcsolt immunoszorbens vizsgalat (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)
modszerének segitségével. Ezen kivill vizsgaltuk a noradrenalin redox folyamatokra
gyakorolt hatasat a sejtek MDA ¢€s hidrogén-peroxid termelésének meghatarozasaval, illetve
sejtintegritasra kifejtett hatasat GAG, claudin-4 koncentraciok nyomon kovetésével és TER
mérések segitségével. A kezelés altal kivaltott sejtkarosodas kizarasanak céljabol a

tapfolyadék laktat-dehidrogendz (LDH) enzimaktivitasat hataroztuk meg.



Irodalmi attekintés

A hugyhdélyagham felépitése

A hugyszervek feladata a vizelet kivalasztasa, tarolasa és a szervezetbdl vald
eltavolitasa, ezaltal a szervezet homeosztazisanak fenntartdsa. A vizelet kivalasztasaért
felelés szerv a vese, mig az exkrétum Osszegyljtésének ¢és elvezetésének feladatat a
vesemedence, a hugyvezetdk, a hugyhdlyag ¢és a hugycsé latja el. A hugyholyag (vesica
urinaria) a vizelet id0szakos gyiijtésére szolgalo, nyalkahartyaval bélelt, tagulékony fala
szerv [1]. Nyalkahartyaja az urothelium, vagy uroepithelium, mely egy kiilonleges atmeneti
ham [2]. Az uroepithelium, mint vizelettel érintkezd feliilet barriert képez a hugyholyag
lumene ¢€s a submucosalis szovetek kozott. Ez a magas ellenallast barrier az ionok, oldott
anyagok, toxikus metabolitok, viz szabad aramlasanak gatat vet, és a kiilonboz6 patogének
bejutasat is megakadalyozza. Uroepithelium béleli ezen kivill a vesemedencét, a
hugyvezetéket, a hugycsé fels6 harmadat és a prosztata mirigyes csatornait [3]. Ez a specialis
ham harom rétegb6l all: a kotdszovethez (lamina propria) kapcsolddo, egy sejtréteg
vastagsagu, kis méretli bazalis sejtek rétege, ezt kdveti a lumen felé haladva az atmeneti
sejtekbdl allo intermedier réteg, mely egy vagy tobb rétegben tartalmaz korte alaka, piriform
sejteket, végiil pedig apikalisan az eserny6sejtek rétege [4]. Az esernyOsejtek nagy méretd,
jellegzetes hexagonalis alaku sejtek melyek a bazalis membranhoz vékony nyulvanyok
formajaban képesek kapcsolodni [5]. Ezek a sejtek jellegzetes, sejtmembranban integralt
fehérjékkel rendelkeznek, ezek az uroplakinok (UP) melyek négy f6 csaladba sorolhatok [6].
Funkcidjukat tekintve az uroplakinoknak fontos szerepe van az uroepithelium fizikai
integritasanak, illetve barrier funkciojanak fenntartasaban [7].

Az eserny6sejtek kozott szoros sejtosszekottetések talalhatoak, melyeket tight
junction-nak neveziink, és amelyek a paracellularis ion és molekula transzport gatlasaval
fontos szerepet toltenek be a hiigyhdlyagham barrier funkcidjaban [8]. A tight junction
kapcsolatok traszmembran fehérjék, citoplazmatikus fehérjék és citoszkeletalis
komponensek siiri halézatabol allnak [9]. Ilyen transzmembran fehérjék a claudinok is,
melyek a tight junction permeabilitds specificitdsat szabalyozzak. Ezek a fehérjék a
kisméretli ionok atjutasat teszik lehetévé ugy, hogy funkciondlisan toltés szelektiv
ioncsatornakként miikodnek [10]. Méretiiket tekintve a claudinok 20 és 27 kD tomegiiek, és
négy transzmembran alegységbdl épiilnek fel [11]. Irodalmi adatok alapjan emlésokben a
fehérjecsaladot 27 féle transzmembran protein alkotja [12]. Egy korabbi kutatas eredményei

alapjan elmondhat6, hogy a hugyhdlyag szoveteiben megtalalhaté claudinok koziil a
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felelnek [9].

A hamszovetek - igy az uroepithelium is - képes valtoztani sajat paracellularis
permeabilitasat fizioldgiai sziikségleteinek €s patologiai allapotanak megfelelden. Ezt a
permeabilitasi fokot tudjuk a traszepithelidlis elektromos rezisztencia (TER) mérésének
segitségével meghatarozni [13], amely meghatarozasi mod igen elterjedt és konnyen
kivitelezhet6 azon in vitro kisérletek esetében, melyek az epithelialis sejtek kapcsolodasanak
szorossagara iranyulnak [14]. Az uroepithelium az egyik legellenallobb, fiziologias
koriilmények kozott legmagasabb (70.000 Qcm?) TER értékkel rendelkezé hamtipus, és
ebben tobbek kozott a szerv belsd felszinét boritd glikézaminoglikan (GAG) rétegnek is
fontos szerepe van [15].

GAG réteg boritja az alsé hugyutak (lower urinary tract, LUT) luminalis felszinét,
fontos szerepe van a hiigyhodlyag és a hiigycsd védelmében, sériilése pedig mar 6nmagaban,
anatomiai sériilés nélkiil is rendkiviili mértékben ndveli a hugyhdlyagham permeabilitasat
[16]. Ezek a makromolekulak védelmi funkcidval rendelkeznek és a GAG réteg alatt
talalhato hugyholyag uroepitheliumot védik a bakterialis fert6zésekt6l, a relativ magas so,
ion ¢és kristaly koncentracioktol [17]. Mennyiségének és mindségének valtozasa egyarant
hajlamosité tényez6 lehet kiilonboz6 hugyszervi megbetegedésekben, mint a human
intersticialis cisztitisz vagy akar a macskak idiopatikus hugyholyaggyulladasa (feline
idiopathic cystitis, FIC) [18].

Ezen informéciok ismeretében elmondhatd, hogy a vizelet és a szervezet kozotti
védelmi gat legfontosabb komponensei az eserny6sejtek kozotti tight junction kapcsolatok,
az uroplakin fehérjék, illetve a poliszacharidokbdl 4ll6 GAG réteg, melyek egyiittes jelenléte
a hugyszervekben utjat allja a vizelet toxikus komponenseinek ¢és kiilonféle
mikroorganizmusok szervezetbe jutdsanak, karcinogének terjedésének és az ezek altal

okozott korképek kialakulasanak [19].
A gyulladas folyamata

A gyulladas a szervezet fontos védémechanizmusa, melynek célja a szovetsériilés
helyreéllitisa ¢és a korokozé mikroorganizmusok karos hatidsdnak elszigetelése,
megsziintetése. Klinikai jellemz6i a gyulladt szovet kipiruldsa, melegsége, duzzanata,
fajdalma és ezaltal az adott szerv funkciovesztése. Kialakuldsadban mind a velesziiletett mind
az adaptiv immunrendszer szerepet jatszik, de alapvetden a velesziiletett immunrendszer

reakcidja. A gyulladasos valasznak két tipusat kiilonitjiik el, az akut és a kronikus gyulladast.



Az akut gyulladast vaszkularis és cellularis eseményekre oszthatjuk. A vaszkularis
folyamatok révidesen a szovetsériilést illetve mikrobialis fertdzést kdvetden megindulnak,
¢s vazodilataciohoz illetve kovetkezményes permeabilitas fokozodashoz vezetnek. Ez a
folyamat okozza a gyulladt teriilet 6démas duzzanatat [20]. A cellularis események
legfontosabb feladata a leukocytak gyulladas helyére valo eljuttatasa, hogy azok a nekrotikus
szoveteket és fert6zo agenseket elpusztithassak [21]. Az immunsejtek kilépnek a fokozott
ateresztoképességli érfalon és a gyulladas helyére vandorolnak, ahol bekdvetkezik
aktivaciojuk. A gyulladas onkorlatozo folyamat. Amennyiben a gyulladést kivaltdé ok nem
szlinik meg, a gyulladas allanddésul és kronikus gyulladas jon létre. A velesziiletett
iImmunrendszer inditja meg az akut gyulladdsos immunvalaszt és citokintermelés révén
stimulalja az adaptiv immunitas effektor sejteit [22].

A citokinek kisméretli, fehérje természetii molekuldk melyeknek a sejtek kozotti
interakcidkban és kommunikacidoban van fontos szerepiik. Fontosabb citokinek példaul az
interferonok (IFN), a tumor nekrozis faktor-alfa (TNF-alfa), és az interleukinek (IL).
Utobbiak leginkabb a fehérvérsejtekben termelddnek és azokon is hatnak [23]. A citokinek
csalddjaba tartoznak a kemokinek is, melyek a cellularis migraci6 iranyitasaért felelds
fehérjék. A kemotaktikus citokin elnevezés is utal funkciojukra, ami az immunsejtek

vandorlasasnak meginditasa gyulladas vagy sériilés helyszinére [24].
Az IL-6, SDF-1 és az oxidativ stressz szerepe a gyulladasban

Az IL-6 a gyulladas helyén termelddik és kulcsfontossagl szerepet tolt be a gyulladas
akut fazisanak kialakitasaban. Hatdsara keletkeznek az akut fazis fehérjék, szerepe van a laz
kivaltasaban és segiti az antigén specifikus limfocitak differencialodasat [25]. Az 1L-6
szolubilis receptoraval, az sIL-6R-alfaval komplexet képezve képes az akut gyulladast
kronikus jelleglivé alakitani. Ezt a hatast azaltal éri el, hogy megvaltoztatja az erekbdl kilépd
gyulladasos exsudatum Osszetételét és az akut fazisra jellemz6 polimorfonuklearis neutrofil
granulocyta helyett a kronikus fazisra jellemz6 monocyta és makrofag tulstlyt eredményez
kontrollalasaval [27]. Az IL-6 a csontveldben is kifejti hatasat, promoétalja a megakaryocytak
érését és noveli a vérlemezke szamot [28]. Ezek a hematologia és biokémiai eltérések a
vérképben gyulladasra utald jelek a rutin klinikai laboratoriumi vizsgalatok soran [29]. A

crer

informéciot nyerhetiink.



A stromasejtekbdl szarmazé 1-es faktor (stromal cell-derived factor, SDF-1) vagy
mas néven CXCLI12 egy pro-inflammatorikus citokin ami kemotaktikus szerepet tolt be.
ezaltal az ott képz6d6 immunsejtek fejlédésének biztositasa [30]. Az SDF-1 receptora a
kemokin receptor 4 (CXCR4), ami egy hét transzmembran alegységbdl allo, G-protein
kapcsolt receptor [31]. Mind az SDF-1, mind a receptora létfontossagiiak a megfelel6en
funkcionalé B-sejtek kialakulasaban [32]. Emellett az emlitett kemokin in vivo és in vitro
koriilmények kozott vizsgalva angiogenetikus aktivitassal is rendelkezik [33, 34].

Oxidativ stressznek nevezzikk azt a jelenséget, mikor felborul az intracellularis
egyensuly a szabadgyokok és reaktiv metabolitok keletkezése, illetve antioxidansok altali
eliminicioja kozott. Ez az imbalansz kiilonb6zé biomolekuldk, sejtek ¢és szovetek
karosodasahoz vezet. Ezek a prooxidansnak vagy reaktiv oxigén gyoknek (reactive oxygen
species, ROS) nevezett molekulak a normal sejt metabolizmusa soran keletkeznek aerob
koriilmények kozott tobbek kozt a mitokondrialis 1€gzési lancban. Ilyen molekulak példaul
szuperoxid-anion (O2"), a hidrogén-peroxid (H202) és a hidroxilgyok (OH") [35]. Hypoxias
koriilmények k6zott a mitokondrium membranrendszerén nitrogén-monoxid keletkezik, ami
kiindulasi molekulaja a reaktiv nitrogén gyokok képzodésének (reactive nitrogen species,
RNS) [36]. A ROS és RNS eliminacidjat és neutralizacidjat olyan protektiv enzimek végzik,
mint a szuperoxid-dizmutaz, a katalaz, glutation-peroxidaz de hasonl6 szerepe van bizonyos
vitaminoknak ¢és fehérjéknek is [37].

Oxidativ stressz hatasara karosodasok keletkeznek a fehérjékben, lipidekben illetve
az Orokitbanyagban is, és ezek a valtozasok karosithatjak a sejtek struktarajat és funkciojat,
emellett sejthalalhoz vezethetnek [38]. A gyulladas és az oxidativ stressz kozotti kapcsolat
megismerésére mar szamos kutatas iranyult, és e kutatasok sordn bebizonyosodott, hogy az
oxidativ stressz patogenetikus szerepet tolt be a kronikus gyulladasok kialakulasaban [39].
A gyulladas soran a makrofagok és neutrofil granulocytdk nagy mennyiségben termelnek
olyan reaktiv oxigén szarmazékokat, mint a hidrogén-peroxid (H20). A hidrogén-peroxid
intracellularisan, a NADPH-oxidaz (NOX) hatasara keletkezik ezekben az immunsejtekben
[40]. Oxigén jelenlétében a mitokondriumban talalhaté NADPH-oxiddz enzimek a
molekularis oxigént szuperoxidda (O2") alakitjak, mikozben A NADPH-bol oxidacio soran
NADP+ keletkezik [41]. A molekularis oxigénbdl egy elektron felvételével keletkezett
szuperoxid ezutan gyorsan atalakul hidrogén-peroxidda szuperoxid-dizmutédz 1 (SOD1) és 2
(SOD2) enzimek altal [42]. A keletkezett H.O, fém kationokkal (Fe*+) reagalva

hidroxilgyokké alakul, amely telitetlen zsisavaktol elektronok elvonasara képes, ezaltal
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pedig beinditja a lipidperoxidacio sejtkarosito lancreakcidjat [43]. A lipidperoxidaci6 soran
malondialdehid (MDA) keletkezik a tobbszordsen telitetlen zsirsavak peroxidacidjanak

végtermékeként. Ez a molekula az oxidativ stressz mérésének egyik fontos markere [44].
A FIC (feline idiopathic/interstitial cystitis)
Korélettani alapok

A macskdk ismeretlen oktani hugyholyaggyulladdsa a tarsallatként tartott
macskafélék széleskorben eléforduld megbetegedése. Az alsd6 hugyuti megbetegedések
(feline lower urinary tract disease, FLUTD) csaladjaba tartozo tiinetegyiittes gyakran fordul
el6 kisallatklinikdk pacienseinek korében és a macskatartok szamara kellemetlen tiinetei
miatt a menhelyre vagy eutandzidra keriild allatok szamat is jelentdésen noveli egyes
kutatasok alapjan [45]. A gyakori eléfordulasa és az elhagyott macskak szamanak jelent6s
novekedése miatt régdta kutatott megbetegedés a mai napig sok allatorvost és kutatot
foglalkoztatd téma. Kordbban, a hetvenes években minden alsdé hugyuati szervet érintd
betegségre, igy az idiopathids hugyhodlyaggyulladésra is a macskéak hugyuti szindroémajaként
(feline urologic sydrome, FUS) hivatkoztak [46]. Emellett a szakirodalomban Pandora-
szindromaként is emlitik, hiszen egyéb szervrendszerekhez kapcsolodo (gasztrointesztinalis
traktus, keringés, kozponti idegrendszer, endokrin rendszer, bdr), komplex klinikai
tiinetekben manifesztalodhat, illetve viselkedésbeli rendellenességeket is okozhat [47].

A htgyutak alsé hanyadanak betegségei macskakban olyan jellegzetes tiineteket
produkalnak, mint a fajdalmas, nehezitett vizeletiirités (stranguria), véres vizelet
(hematuria), alomtalcan kiviilre vizelés (periuria) €s tobbszor kis mennyiségii vizelet liritése
(pollakisuria). Hasonl6 tiineteket olyan egyéb koroki tényezok is okozhatnak, mint példaul
a hugykovesség, bakteridlis hugyuti fertdzések, anatomiai rendellenességek vagy
neoplasztikus novedékek. Amennyiben diagnosztikai eljarasok ezeket az egyéb korokokat
nem igazoljak, kizarasos diagnozis révén igazolodik be a FIC gyantja [48].

Ez a korkép az also hiuigyuti betegségben szenvedo allatok kozel kétharmadat érinti
[49]. A FIC-el analog human megbetegedés, az intersticialis cisztitisz (IC) vagy
holyagfajdalom szindroma (painful bladder syndrome, PBS), leggyakrabban néket érintd
korkép, ami fajdalmas, nehezitett és gyakori vizeletiiritési gondokkal jar. Az IC és a macskak
hugyholyaggyulladasanak klinikai hasonldsdga miatt a FIC a ragcsalokkal szemben preferalt
modell erre a betegségre [50]. A korkép gyanuja esetén végzett cisztoszkopiai vizsgalattal
lathato karaketerisztikus, petechialis vérzések a submucosaban beigazolndk a macskak

intersticialis hiigyholyaggyulladasat, am ezt a vizsgalati modszert ritkan végzik el FIC-ben
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szenvedo allatok esetén [51]. Habar az elmult harminc évben végzett kutatasok nem talaltak
konzisztens okot a gyulladds kialakulasara, az érintett macskdk biopszias mintdinak
korszovettani vizsgalatai nagyban segitették a korkép megismerését. Ep szerkezetii
epithelium, submucosalis 6déma és vazodilatacio lathatd ezekben a mintakban a gyulladasos
filtratum pedig hizosejtekben gazdag. Emellett az elvégzett biopszidk gyakran deritenek
fényt C-rostok és fajdalom érzékeld receptorok (substance P receptorok) nagyszamu
jelenlétére [52].

A FIC-nek két forméja ismeretes: az obstruktiv, hugyutak elzarodasaval jar6 és a nem
obstruktiv forma. Utobbi a dominans, gyakoribb forméja a korképnek és harom forméban
nyilvanulhat meg. Egy egyszeri, akut, latszolag 6nmagét limitalo epizodként, ez az esetek
80%-ra jellemzd. Annak ellenére, hogy a FIC-es macskak altal produkalt klinikai tlinetek
par nappal a jelentkezésiiket kovetden, Onkorldtoz6 modon, kezelés nélkiil elmulnak a
tiinetek visszatérése nagyon gyakori. Korabbi kutatdsok bebizonyitottak, hogy az akut
koérformaban szenvedd egyedek 50%-nal ismételt stressz hatasara egy éven beliil visszaesés
jelentkezik, ami a beteg allatok stresszel szembeni megvaltozott valaszkészségére vezethetd
vissza [53]. A masik két tipus ritkabban, csupan az esetek 2-15%-ban jelentkezik, ezek pedig
gyakran visszatérd epizodok, illetve perzisztens formak lehetnek [54].

A FIC-re hajlamositd tényezok megismerésére iranyuld kutatasok szerint a
leggyakrabban érintett csoport a him, kozépkora (2-7 éves), talsulyos macskak [55-57].
Fontos rizik6 faktorok a korkép kialakulasaban a megvaltozott kornyezeti tényezdk, az
étrend, a macskak életvitele és tartdsmodja mellett a stressz jelenléte az éritett egyedek
¢életében [58, 59]. Amennyiben a vizsgalt macskak révid vagy hossz tdvon szokatlan,
kiszamithatatlan, stresszorként szolgalé kornyezeti ingereknek voltak kitéve a FIC
eléfordulasa megnovekedett [60]. Tobb vizsgalat soran is beigazolodott az a feltételezés,
hogy az ivartalanitason atesett macskak korében nagyobb valdsziniiséggel alakul ki a FIC
[61, 62, 63], de olyan Gsszefliggéseket is publikaltak mar a korképpel kapcsolatban, hogy a
hosszu szOr vagy éppen a fajtatiszta tenyésztés is hajlamosito tényez6 lehet [59, 64, 65].
Tovabba azok a macskak, akik nagyobb aranyban vagy kizarélag szaraz tapot fogyasztottak,
esetleg kevesebb ivovizet ittak, nagyobb aranyban mutattak FIC tiineteket a kontrol
csoporthoz képest [53]. Ezenkiviil egyes kutatasok pozitiv korrelaciot talaltak az alacsony
alomtalca szam, ezek csokkend elérhetdsége, az egy héaztartason beliili macskak novekvd
szama, illetve a kizarolag benti tartast allatok és a korkép eléfordulasa kozott [53, 63, 65].
Emellett azok az egyedek, akik mas macskakkal, egyéb allatokkal egyiitt élnek, kozos itatd

vagy etettalon osztoznak is gyakrabban szenvednek FIC-ben, amennyiben az allatok kozott
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fennallo konfliktusok tartdsak [53, 62]. Ezen hajlamositd tényezdk ismerete segitheti mind
az allatorvosok, mind a macskatulajdonosok munk4jat abban, hogy a potencialis stresszorok
szamanak redukaldsaval vagy megsziintetésével menedzselhessék a FIC okozta tlineteket,

illetve megel6zhessék a korkép kialakulasat [66].
Korfejlodés és a noradrenalin szerepe a korképben

Habar a pontos oka a FIC kialakuldsanak mai napig ismeretlen, a meglévd kutatasok
alapjan gyanithatd, hogy a betegség hatterében tobb, szimultan jelentkez6 ok all. A jelenleg
elfogadott elmélet szerint a FIC kialakulasanak okait két csoportra oszthatjuk: a lokalis,
hugyholyag eredetli abnormalitasok és a neuroendokrin valtozasok csoportjara [67]. Lokalis
intrinsic elvaltozasoknak nevezziik azokat az abnormalitasokat, amik magukban az alsé
hagyutak szerveiben kovetkeznek be [18]. Az egészséges hugyholyagban talalhato ép
glilkkézaminoglikdn réteg megakaddlyozza vizelet atjutasat az uroepitheliumon. Amennyiben
ez a barrier sérill, a vizeletben oldott anyagok atjutnak az epithelialis rétegen és kifejtik karos

hatasaikat (1. abra).

FIC-el diagnosztizalt macskak Egészséges macskak hiagyhdlyagja
hugyhoélyagja
Vizeletben oldott
anyagok "\ Baktériumok lonok

GAG réteg

Uroepithelium—

Tight junction

1. abra: Egészséges ¢és FIC-el diagnosztizalt macskak hiigyholyagjanak dsszehasonlitdsa. FIC=feline
idiopathic cystitis, GAG=glilk6zaminoglikan. Forras: sajat abra

A legirritalobb hatast, vizeletben oldott anyag a kalium, ami az uroepitheliumon
atjutva depolarizaciot okoz az éritett teriilet Szenzoros idegrostjain, izomsejtjein és a teriilet
szovetkarosodasat okozza [68]. Ezek az érzé neuronok C tipusu, myelinhiively nélkiili,
fajdalomérzd rostok, melyek a submucosidban helyezkednek el. Amennyiben ezeket a
rostokat stimuldcio éri, akcids potencidlok sorozata jut el a gerincveldbe €s a stimulus
medencetajéki fajdalomként valik érzékelhetové [69]. A fajdalom hatasara az agyban megné

egy neurotranszmitter, a substance P (SP) leaddsdnak mértéke, ami lokalisan potencirozza a
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kialakult neurogén gyulladast, illetve receptoraihoz kapcsolodva a holyag simaizomzatanak
kontrakciojat hozza 1étre, ezaltal vizeletiiritési elégtelenséget okoz. FIC-cel diagnosztizalt
macskak vizsgalata soran mind a SP, mind a receptoranak expresszidja jelentés emelkedést
mutatott [18].

Szamos kutatdsban dokumentalasra keriilt méar, hogy a FIC-ben szenvedd macskak
esetében a fizioldgiasnal alacsonyabb GAG szint mérhetd, ami kdvetkezményesen a
permeabilitas fokozodasat vonja maga utan [70, 71]. Az iritett vizelet térfogatanak
csokkenése, €s a vizeletlirités gyakorisaganak valtozésa tovabb komplikalhatja ezt a
korképet, hiszen megndveli a kontakt idot az erésen koncentralt vizelet és a sériilt
uroepithelidlis réteg kozott. Ez a jelenség leggyakrabban olyan kornyezeti faktorok hatasara
kovetkezik be, mint a csokkend vizfogyasztads (nem megfeleld viz homérséklet vagy
elérhetdség a macska szamdra), a mozgds hidnya (betegég, arthritis, elhizas), macskak
kozotti agresszi6 vagy az ,alomtalca-stressz”. Ez utdbbi adddhat az alomtalca
elérhet6ségének kiesésébdl, illetve annak higiéniai elégtelenségébdl is [67].

Ezek mellett a stressznek kiemelkedd szerepet tulajdonitanak szamos kronikus
gyulladassal jaro betegség kialakulasaban, igy a FIC-ben is [72, 73]. A kortikotropin
felszabadito hormon (corticotropin releasing factor, CRF) kdzponti szerepet tolt be stresszre
adott neuroendokrin valaszban [74]. Kronikus stressz hatasara a hypothalamusban CRF
szabadul fel, ami az agyalapi mirigy eliills6 lebenyébdl adrenokortikotrop hormon
(adrenocorticotropic hormone, ACTH) leadasat eredményezi, és a locus coeruleus
alakitja ki. A locus coeruleus teriiletén a tirozin-hidroxilaz enzim fokozott aktivitasat is
kimuattak FIC-ben érintett macskak esetében, aminek a katekolaminok, igy a noradrenalin
(norepinephrine, NE) és az adrenalin szintézisében van fontos szerepe [75, 76]. A tengely
masik 4gan tovabb haladva, a fokozott ACTH szint miatt, egészséges macskak esetében,
megnovekedett mellékvese aktivitast és emelkedett kortizol szintre szamitunk, am a FIC-el
diagnosztizalt egyedekben nem ez a fiziologias reakcio figyelhetd meg. Habar az ACTH
leadas fokozott mértékli, a beteg egyedek kortizol szintje nem nodvekszik ezzel
parhuzamosan [77]. A FIC-ben szenvedd macskak esetében szignifikansan csokkent méreti,
tomegli €s gyenge reakciokészséggel rendelkezd mellékvesék tanuskodnak arrél, hogy ezek
az allatok primer adrenokortikalis elégtelenségben is szenvednek [78]. Az alacsony kortizol
szint kovetkezményeként a hormon nem fejt ki negativ feedback hatast a katekolamin
szintézisre, igy az érintett egyedekben tartdsan magas noradrenalin koncentraci6 mérhetd

[79].
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A FIC-re jellemzo tiinetek

Az idiopatikus hugyholyaggyulladas legfobb tiinetei a stranguria, dysuria,
makroszkopikus hematuria, periuria, pollakisuria, illetve obstruktiv forma esetén anuria is
bekovetkezhet [18]. A betegségnek ritkan olyan klinikai megjelenései is lehetnek, mint a
letargia, hanyas, hasmenés, illetve anorexia, de jarhat koros aluszékonysaggal és lazzal is
[80]. Ezen kiviil a FIC-ben szenvedé macskak viselkedése is megvaltozhat: nyugtalansag
vizeletiirités el6tt, vokalizacio, er6lkodés és megfesziilt izomzat tirités kozben, illetve a
vizelések kozotti idészakban gyakori tisztalkodas és a htigycs6 nyilasanak nyalogatasa [81].
A tiinetek 2-5 (7) napon beliil maguktol is elmtlhatnak, am gyakran rovid idén beliil vissza

is térnek [67] (2. abra).

Urothelium (substance P felszabadulas
a C rostokrdl)
* Neurogén gyulladas

Krénikus stressz
Kornyezeti valtozasok
“Alomtalca-stressz”

Fajdalom
Fokozott holyagfal permeabilitas
Simaizom kontrakcio

% » Elvékonyodott/megvaltozott GAG réteg

Hajlitott hat

/

Féjdalom, erdlkdés jelei —__ f7/

/
Vokalizacié vizelés kozben Megfeszitett

- izmok

wmsmk

N
A huigycs6 nyilasanak
gyakori nyalogatasa

|

Felhuzott has

2. abra: A FIC okozta viselkedésvaltozas fobb tiinetei és a korkép patogenezisének
alapjai. FIC=feline idiopathic cystitis, GAG=gliikdzaminoglikan. Forras: sajat abra.

Diagnosztika

A FIC korfejlédése mai napig nem tisztazott teljesen, €s a klinikai hasznalatban
sincsen olyan teszt, ami specifikusan és szenzitiven jelezné a betegséget. A korkép
felismerése tehat a kizarasos diagnosztika modszerével torténik ugy, hogy az egyéb LUT-
hoz kapcsolhatd elvaltozasokat kiilonbozé diagnosztikai eljarasok segitségével kizarjuk
[82]. A FIC diagndzisa elsddlegesen a klinikai tiinetek alapjan lehetséges, amihez
kulcsfontossagl a részletes koreldzmény felvétele, de a rizikocsoportok ismerete is segitheti

a helyes diagnozis felallitasat. Egyes orszagokban kérddiv segitségével probaljak segiteni a
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diagnosztikai munkat, melyben potencialis stresszorokra, kdrnyezeti valtozasokra kérdeznek
ra a tulajdonosoknal és az allat alapos vizeletiiritési torténetét is tudjak rogziteni [83].

A laboratoriumi vizsgalatoknak elsésorban a FIC-hez hasonl6 koérképek kizarasaban
van jelentdsége. A rutin hematologiai, illetve biokémiai eredmények altaldban nem mutatnak
jelentds eltérést a fiziologids értékekhez képest, ezért a vizelet liledékének mikroszkopos
vizsgalata és a vizelet tesztcsikkal torténd analizise javasolt [84].

A kezelés lehetoségei

FIC esetén fontos, hogy a beteg tulajdonosa megértse azt, hogy a gydgykezelés célja
nem a teljes gyogyulds, hanem az epizédok gyakorisdganak €s sulyossdganak csokkentése
[69]. A FIC menedzsmentje harom kategoriat olel fel: a stressz csokkentése, a diéta
modositasa és a gyogyszeres kezelés. Az allatot érd stressz redukalasanak kivaldo modszere
a multimodalis kornyezeti modifikacio (multimodal environmental modification, MEMO).
Ez egy igéretes kiegészitd terapia, ami az adott macska természetéhez ill6
kornyezetgazdagitast jelenti. Ennek nagy jelent6sége tobb macskas haztartasokban, illetve
benti tartas esetén lehetséges [85]. Az alomtalcak szamanak, tisztasaganak és elhelyezésének
fontossdgarol mar a korabbiakban is esett sz, hiszen a vizeletiiritéssel kapcsolatos stressz
csokkentése kiemelkedéen fontos FIC-es macskak esetén [86]. Altalanos szabaly tobb
macska tartasa esetén, hogy az alomtalcdk szama mindig eggyel tobb legyen a macskak
szamanal [87]. A diétat tekintve fontos a nedves tapok el6nyben részesitése a szaraz
formakkal szemben, vagy amennyiben az allat nem fogadja el a nedves diétat magas so

A gyogyszeres kezelés szercsoportjai a simaizom-gorcsoldok, a fajdalomcesillapitd
szerek, GAG tartalmu taplalékkiegészitdk és a triciklikus antidepresszansok (TCA).
Utobbiak alkalmazdsa csak igen sulyos és gyakran visszatérd esetekben javallott
viselkedésterapiaval kiegészitve [86]. Amennyiben akut ellatasra van sziikség a hugycs6
elzarodéasa miatt katéterezés és azt kovetd hospitalizacid sziikséges az ¢letet veszélyeztetd

krizis kezelésére [88].
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Az in vivo és az in vitro modellek 6sszehasonlitasa

In vivo kisérleteknek azokat a vizsgalatokat nevezziik, amelyeket €16 szervezeteken
végeznek. E modellek hasznalatdval a szervezet egészének reakcidjat tudjuk vizsgalni az
adott kisérlet soran, tovabba elonyds, hogy a nem vart mellékhatdsokrol is tudomadst
szerezhetiink segitségiikkel. Az in vivo modellek alkalmazasat er6sen korlatozzak kiilonbozo
hatalyban 1évé allatvédelmi szempontok és tovabbi nehézséget jelent az is, hogy elkiiloniilt
vizsgalatok végzésére nem alkalmasak a szervezet folyamatainak Gsszetettsége miatt. Az in
vitro modell ezzel szemben lehetdvé teszi a szervezet jol elkiiloniilt mechanizmusainak
vizsgalatat. Célja, hogy a szervezeten kiviil, laboratoriumi koriilmények kozott tegye
vizsgalhatova egy adott szerv vagy szovet egy részletét, illetve tenyésztett és izolalt sejteken
lehessen kisérleteket végezni. Az in vitro kisérletekkel ilyen moédon meghatarozhato, hogy
az adott kiilsé hatasra bekdvetkezett valasz a szovet vagy szerv sajat, autondm sajatossaga-
e. Az in vitro kisérletek célja, hogy a kapott eredményeket é16 szervezeteken tegyék
alkalmazhatéva am ehhez sziikséges ez eredmények extrapolalhatésaga is, melynek
bizonyitasahoz in vivo vizsgalatok sziikségesek.

Mivel a FIC egy tobb szervrendszert érintd komplex betegség, ezért az egyes
faktorok kiilon-kiilon, illetve célzott kombinacoban torténd vizsgalata kiilonGsen nagy
jelentéséggel bir a betegség korfejlodédnek pontos megismerése szepontjabol, ezért a FIC
patomechanizmusanak in vitro vizsgalatdhoz hasznos eszkdznek bizonyult a
kutatocsoportunk altal korabban létrehozott, bizonyitottan differencialt

hugyholyaghdmsejeteket tartalmazoé macska eredetli primer hugyholyaghdmsejt-tenyészet
[89].
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Anyag és modszer

Kisérleti allatok

Kisérletiinkh6z egy olyan, 2 éves, himivara végleges elaltatasra keriilt hazimacska
hugyholyagjat hasznaltuk fel, mely nem szenvedett hiigyszervet érintd betegségben. Az allat
a Primavet Allatorvosi Rendelben keriilt elaltatasra, és a tetemét a tulajdonos kutatési
célokra ajanlotta fel. A budapesti Allatorvostudomanyi Egyetem Allatjoléti Bizottsaga
megerdsitette, hogy etikai engedély nem sziikséges a kisérletek elvégzéséhez, hiszen az allat
mar korabban, a kutatasunktol fiiggetlen okokbol elaltatasra kertilt.

Reagensek

A kisérlet soran felhasznalt vegyszerek a feltiintetett kivételektdl eltekintve mind a

Merck KGaA (Darmstadt, Németorszag) vallalattol kertiltek megvasarlasra.
A sejtek izolalasa és tenyésztése

A kisérlethez felhasznalt eszkdzok sterilizalasat kovetden az allat hasfalan median
bemetszést ejtve kiemeltiik a hugyholyagot és felnyitottuk azt. Kovetkezd 1épésként a
szervet pH 7,4 Krebs-Ringer oldattal (VWR, Radnor, Pennsylvania, USA) mostuk at, ami
11,1 mmol/l gliikkézzal keriilt kiegészitésre. Ezt kdvette egy egész éjszakdn at tartd inkubacio
4°C-on, diszpazt tartalmazo steril minimal essential medium-ban (MEM). A tapfolyadék
kiegészitéskeént 2,5 mg/ml diszpazt, 1% penicillin/sztreptomicin/fungizone-t és 20 mmol/l
HEPES-t tartalmazott. A tovabbi lépések steril flilke alatt zajlottak. Az uroepithel sejteket
egy steril sejtkapard segitségével eltavolitottuk az alatta talalhatd kotészovetrdl és 0,25%
tripszin €s 1 mmol/l EDTA tartalmu oldatban inkubaltuk 37°C-on, fél 6ran keresztiil, kozben
magneses keverdvel lassan keverve az oldatot. Ezt kdvetden az oldatot 3 réteg gézlapon
keresztiil egy 50 ml-es centrifugacsObe toltottik, majd a sejteket 5% magzati borjuszérum
(foetal bovine serum, FBS) tartalmia MEM-mel egészitettiik ki 50 ml-re. Az igy kapott
sejtszuszpenzidt 5 percen keresztiil 1000 rpm fordulatszamon centrifugaltuk, majd a
feliiliszo Ovatos leszivasat kovetden a sejteket reszuszpendaltuk 20 ml FBS tartalmt
tapfolyadékban. A centrifugalast és az azt kdvetd reszuszpenziodt kétszer ismételtiik meg. Ezt
kovetden a sejteket 20 ml Defined Keratinocyte Medium-mal (keratinocyta médium,
Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, USA) mostuk, ami 0,5% hozzaadott gentamicint
és 1% fungizone-t tartalmazott. Az utolsé centrifugalast végiil ebben az oldatban végeztiik
el. A sejtek életképességének vizsgalatat tripankékes festéssel ellendriztiik. A modszer elve,

hogy a sériilt sejtmembranu sejtekbe képes a festék behatolni és kékre szinezi azokat. A
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sejtszuszpenzidohoz 200 pl tripankéket keverve elkiilonithetové valtak az €16 és élettelen
sejtek, illetve ezek egymashoz viszonyitott aranya is meghatarozhatova valt. A sejtek
szamlalasat fénymikroszkop és Biirker-kamra segitségével végeztiik. Amennyiben az ¢16
sejtek aranya az ¢lettelenekhez képest a 90%-ot meghaladta, azt tenyésztésre alkalmasnak
mindsitettiik €s a tovabbi mérésekhez felhasznaltuk dket. A sejtek koncentracidja ebben az
esetben 700 000-800 000 sejt/ml kozé esett. Az igy kapott sejtszuszpenziot IV. tipusa
kollagénnel bevont tenyésztdedényekre vittiik fel majd 5% szén-dioxid jelenlétében 37°C-
on hat napig tenyésztettiik. A tapfolyadék cseréjére kétnaponta keriilt sor.

24 lyuku tenyésztéedényeket (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Németorszag)
alkalmaztunk a pro-inflammatorikus mediatorok, mint az IL-6 és SDF-1 vizsgalata céljabol
csakigy, mint az oxidativ stressz mértékét jelz6 MDA ¢és hidrogén-peroxid és a
sejtkarosodas mértékét mutatdo LDH esetében. Ezekbe a tenyésztdedényekbe 0,6 ml
sejtszuszpenzio keriilt lyukanként. Ezzel szemben a 96 lyuku edényekbe (Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Németorszag) 0,2 ml sejtszuszpenzid/lyuk keriilt bemérésre, melyekben a
claudin-4 mennyiségének monitorozasa tortént. A transzepithelialis elektromos rezisztencia
(TER) mérésének érdekében a sejteket 24 lyuka nagy slirliségli  poliészter
membraninzerteket (0,4 um-es porusméret) tartalmazo tenyésztéedényekbe (Greiner Bio-
One, Frickenhausen, Németorszag) mértiik (0,2 ml sejtszuszpenzio a felsé kamraban, 0,4 ml

Defined Keratinocyte Medium az alsoban).
A sejttenyészetek kezelése

A kronikus, visszatérd stressz hatasainak imitalasara a tenyésztés hatodik napjan az
epithelsejteket mind a 24, mind a 96 lyukt edényekben noradrenalinnal kezeltik. A
keratinocyta médiumot hasznaltunk. A kezeld oldatok 3x1 ora idOtartamban voltak a
sejttenyészeteken. A pulzativ noradrenalinos kezelések kozott noradrenalinmentes
keratinocyta médium keriilt a tenyészetekre egy oran keresztiil, 37°C-on. A noradrenalinos
kezelés utolsd dozisat kovetden 24 oras regeneracidos id6 kovetkezett. Csoportonként 3
parhuzamos lyukat (24 lyukl lemezek) és 6 parhuzamos lyukat (96 lyukt lemezek)
kezeltiink, a kontroll csoportra noradrenalinnal nem kiegészitett keratinocyta médiumot
mértiink. A kezelést €s a regeneracios 1dot kovetden a feliilisz6 tapfolyadékot tovabbi
vizsgalatokig Eppendorf csébe gyiijtottiik, illetve a sejteket M-PER reagenssel (Thermo
Fisher, Waltham, Massachusetts, USA) lizaltuk. Lyukanként 300 ul lizalo6 reagens
hozzaadasa utan az edényeket 5 percig razogattuk, majd a lyukak aljarol felkapart sejteket
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szintén Eppendorf csovekbe gytijtottiik. Tovabbi felhasznalasig ezeket a csdveket -80°C-on

taroltuk.
A sejtkarosodas mértékének vizsgalata

Ahhoz, hogy a sejtmembran karosodds mértékét meghatarozzuk a laktat-
dehidrogenaz (LDH) enzim aktivitasat mértiik a kezelt tenyészetek tapfolyadékabol. Az
LDH kizardlagos citoplazmatikus jelenléte révén tudja igen érzékenyen tikrozni a
kiilonboz6 sejtkarosodasok mértékét a vizsgalt mintaban. Ennek meghatdrozasa egy
specialis, enzim kinetikan alapulé fotometrids modszer segitségével tortént (Diagnosticum
Zrt., Budapest, Magyarorszag). A probahoz felhasznalt reagens (1. tablazat) 200 pl-ét 10 pl
tapfolyadékkal kevertiik 6ssze, majd a keletkezett szines oldatok abszorbanciajat 340 nm-en
hat alkalommal olvastuk le egy perces sziineteket tartva a mérések kozott. Az inkubacios
sziinetek soran a mintakat 37°C-on taroltuk, az eredmények leolvasasa pedig egy Multiskan
GO 3.2. késziilékkel tortént (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 136 Massachusetts, USA).
Az enzimaktivitds kiszamitasahoz az egymast kovetéen mért abszorbancia értékek

kiilonbségének atlagat hasznaltuk.
A sejtek redox allapotanak vizsgalata

A lipidperoxidacio mértékét jelz6 MDA koncentracid mérését sejt lizatumbol
végeztik MDA Colorimetric Assay Kit segitségével. A mérés Iényege, hogy a
lipidperoxidacidé soran keletkez6 MDA molekuldk a hozzéadott reagens tiobarbitursav
tartalmaval piros szinli vegyliletet képeznek, amely igy kolometrids méréssel mennyiségi
meghatarozasra alkalmazhato. 300 pl friss tiobarbitursav oldatot mértiink 100 pl
sejtlizatumra, majd az elegyet 95°C-on inkubaltuk egy oran keresztiil, ezt kovette az oldat
jégen torténd hiitése 10 percig. Végiil a mintak abszorbanciajat 532 nm-en olvastuk le a
korabban ismertetett késziilékkel.

Az extracellularis hidrogén-peroxid szint monitorozasara Amplex Red Hydrogen
Peroxide Assay Kit-et alkalmaztunk (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA). Az Amplex Red reagens 1:1 sztochiometrikus aranyban reagal a H2O2-al, mely soran
piros fluorescens termék keletkezik, ami fluorometriasan mérhetd. Az Amplex Red
munkaoldat (1. tablazat) 50 ul-hez ugyanennyi tapfolyadékot kevertiink, majd az elegyet
30 percen keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk. Az igy keletkezett fluoreszcencia

mérését Victor X2 2030 fluorométerrel végeztiik (Aex = 560 nm; Aem = 590 nm).
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1. tablazat: A mérésekhez felhasznalt munkaoldatok Osszetétele.

LDH munkaoldat: Amplex Red munkaoldat:

56 mmol/l foszfatpuffer 100 umol/l Amplex Red reagens
1,6 mmol/l piruvat (10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazin)
240 umol/l NADH+H+ 0,2 U/ml tormaperoxidaz

pH=7,5 (horseradish peroxidase, HRP)

IL-6 és SDF-1 gyulladasos mediatorok mennyiségi vizsgalata macskaspecifikus

ELISA-teszttel

A felhasznalt tapfolyadékok és sejtlizitumok mintdinak IL-6 ¢és SDF-1
koncentracioit macskaspecifikus ELISA tesztekkel (MyBioSource, San Diego, California,
USA) hataroztuk meg. A teszt szendvics ELISA moddszerrel miikddve szinreakcioval
mutatta a vizsgalni kivant medidtorok mennyiségét. A modszer 1ényege, hogy a gyarto altal
készitett mikrotiter lemezen talalhat6 lyukak aljan IL-6 és SDF-1 specifikus ellenanyagok
vannak kotve, melyekhez a tapfolyadék illetve sejtlizdtum hozzaadasat kovetden kotddnek
a megfeleld gyulladdsos mediatorok. A lemezek mosasat kovetden mar csak az ellenanyag
— antigén komplexek vannak jelen a lyukakban. Ezen antigén (jelen esetben 1L-6, SDF-1)
kotésben nem 1évo, masik epitopjahoz képes kapcsoldodni az a mosas utdn hozzaadott
ellenanyag, melyhez egy szinreakciot katalizalo enzim is kotodik.

A kezelt tenyészetekrdl gylijtott tapfolyadékok és sejt lizatumok mintdit dvatos
felengedést, és 10 perc 14 000 g-n torténd centrifugalast kovetden vizsgaltuk. Az IL-6 és az
SDF-1 koncentraciok meghatarozasa az alabbi, megegyez6 modon tortént: 50 pl standard
oldatot és 50 pl mintat mértiink minden lyukba, és minden mintdbdl két parhuzamost
készitettiink. Vaknak higit6 oldatot (sample diluent) alkalmaztunk. Ezutdn minden lyukra
100 pl-t mértiink HRP-conjugate reagensbdl és lefedtiik a lemezt. Ezt a 1épést egy 1 Oras
inkubacios 1d6 kovette 37°C-on. A kovetkezd 1€péshez mosofolyadékot készitettiink 19 ml
desztillalt vizbdl és 1 ml moséfolyadékbdl amivel a lemezt négyszer dtmostuk. Az utolsd
mosast kdvetden 100 ul mosédfolyadékot mérve a lemezre 1 percig hagytuk allni azt. Ezutan
a mosofolyadékot egy hatdrozott mozdulattal leontottiik a lyukakrol és a lemezt Gvatos
mozdulatokkal papirvattan leiitogettiik. Ezt kovetéen minden lyukba 50 ul Chromogen
solution A-t, és 50 ul Chromogen solution B-t mértiink, és a lemezt 37°C-on inkubaltuk
sOtétben, 15 percen keresztiil. Ahhoz, hogy a reakciot lezarjuk minden lyukra 50 pl kénsavat
tartalmazo gatlofolyadékot (stop solution) mértiink. Az igy kapott mintdk szine kékrol
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sargara valtozott. A kapott szinreakcié abszorbanciajat 450 nm-en olvastuk le 5 perc

elteltével Multiskan GO 3.2. késziilék segitségével.
A hugyhdlyag hamsejtek barrier funkcidjanak vizsgalata

A kezelt sejtek gliikozaminoglikan réteg allapotanak vizsgalata céljabol a Blyscan
reagenskészletét (Biocolor Ltd., Carrickfergus, Egyesiilt Kiralysag) alkalmaztuk. Ebben a
reagensben egy olyan festékanyag (1,9-dimetil-metilénkék, DMMB) talalhato, ami a
vizsgalni kivant mintdban taldlhatd gliikozaminoglikan szulfatcsoportjaival komplex
képzésre képes. Roviden, 50 ul tapfolyadékhoz 1 ml festék reagenst adtunk, majd 30 percen
keresztiil folyamatosan kevertiik, hogy a komplexek kialakulhassanak. Ezt 10 perc
centrifugalas kovette 1300 g-n, majd a feliiluszo dvatos eltavolitdsa utan a kapott iiledékkel
folytattuk tovabb munkankat. Az iiledékhez (festék-GAG komplex) disszociacids reagenst
mértiink, melynek hatdsara a kétésben 1évo festékanyag felszabadult, igy fotometralhatova
téve a mostmar kék szini oldatokat. Az oldatok szabad festékanyag koncentracioja
egyenesen aranyos a benne talalhaté GAG mennyiségével. A kék mintakbol 200 ul-t 96
lyukt mikrotiter lemezbe mértiik és az oldatok abszorbanciajat 656 nm-en Multiskan GO
3.2. késziilékkel leolvastuk.

A tenyészett sejtek claudin-4 tartalmat kozvetleniil a sejtekbdl  mértiik
macskaspecifikus ELISA teszttel (MyBioSource, San Diego, California, USA). A
tapfolyadék leszivasat kovetéen a sejteket 2 alkalommal mostuk 200 pl, egyszeres
toménységii Trissel pufferolt fiziolgias sooldattal (Tris-buffered saline, TBS). Ezt a 1épést
kovette a sejtek fixalasa a 96 lyuka lemezen. Ehhez fixald oldatot (fixing solution)
hasznaltunk, ami 8% - foszfattal pufferolt sdoldatban (phosphate buffered saline, PBS) oldott
- formaldehidet tartalmaz. A lyukakat ezutdn vékony parafilmmel fedtiik és 20 percig
szobahomérsékleten pihentettiik. A parafilm eltavolitasa utan a sejteket 3 alkalommal 200
ul mosofolyadékkal (washing buffer) mostuk, 5 percen keresztiil, mikézben Ovatosan
razogattuk a lemezt. Minden mosast kovetden a mosofolyadékot leontottiik, €s az edényt
Ovatosan papirvattahoz titégettiik. Ezutan 100 pl deaktivald folyadékot (quenching buffer)
mértiink a lyukakra, és 20 percen keresztiil inkubaltuk a lemezt szobahdmérsékleten. A
kovetkezd 1épésben 200 pl mosodfolyadékkal (washing buffer) mostuk a lemezt, 3
alkalommal, alkalmanként 5 percen keresztiil, 6vatos razogatas mellett. A mosast kovetden
200 ul gatlofolyadékot (blocking buffer) mértink a lemezre, és egy oOran keresztiil
szobahdmérsékleten inkubaltuk. Ezt kovette egy utolso, a kordbbival megegyezé mosas 200

ul mosofolyadékkal. Az utolsd mosas utan 50 pl anti-claudin-4 ellenanyag tartalmu reagenst
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(primary antibody) mértiink a sejtekre, parafilmmel lefedtiik a lemezt és egy éjszakan
keresztiil (16 6ra) inkubaltuk 4°C-on. Masnap, a parafilm eltavolitdsa utdn haromszor 5
percig, 200 pl mosofolyadékkal mostuk a lemezt, majd 50 pl-t mértink a sejtekre
masodlagos ellenanygokbol (secondary antibody) ¢és 90 percig inkubaltuk
szobahOmérsékleten, ovatos razogatas mellett. Harom tjabb 6t perces mosas utan 50 pl
szubsztrat oldatot (substrate solution) mértiink minden lyukba, majd 30 percen keresztiil,
sOtétben és szobahdmérsékleten inkubaltuk a lemezt folyamatos rdzogatas mellett. Tovabbi
50 ul gatldéoldat (stop solution) hozzaadédsat kovetden az abszorbancidkat 450 nm-en
olvastuk le Multiskan GO 3.2 segitségével.

Ahhoz, hogy kideritsiik az alkalmazott noradrenalin kezelés milyen hatdssal volt a
sejtintegritas valtozasara, a sejtek traszepihelialis elektromos rezisztenciajat mértiik meg. A
méréshez EVOM2 Volt/Ohm métert alkalmaztunk (World Precision Instruments, Florida,
USA). A TER értékek leolvasasa két idépontban, kozvetleniil az utols6 noradrenalinos

kezelést kovetden és az egy napos regeneracios idot kovetden tortént meg.
Statisztika

A kapott eredmények statisztikai elemzését R 4.2.2 (R Core Team, 2022) program
segitségével végeztik. Az adatok normal eloszlasanak ellendrzése, a statisztikai analizist
megeldzéen, Shapiro-Wilk teszttel tortént. Az atlagok kozotti kiilonbségek meghatarozasara
»egyutas” ANOVA tesztet alkalmaztunk, Tukey post-hoc teszteket pedig a kezelt, illetve
kontroll csoportok kozotti paronkénti dsszehasonlitasok elvégzésére vettiink igénybe. A
kiilonbozd valtozok kozotti Osszefiiggések becslésére Pearson-féle korrelacids tesztet
végeztiink. Szignifikdns kiilonbséget abban az esetben allapitottunk meg, amennyiben

P<0,05. Minden kozolt eredményt atlag + standard hiba alakban adtunk meg.
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Eredmények

A sejtkarosodas mértékének vizsgalata

A vizsgalat soran nem talaltunk szignifikdns eltérést a noradrenalinnal kezelt

sejttenyészetek tapfolyadékjanak LDH aktivitasaban a kontrollcsoportéhoz képest egyik

alkalmazott dozis esetén sem (3. abra).

A tapfolyadék LDH aktivitdsa
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CTR NE10 NE100 NE1000

noradrenalinkezelést kdvetéen. CTR = kontroll, NE10 = 10 pumol/l noradrenalin, NE100
=100 umol/l noradrenalin, NE1000 = 1000 umol/l noradrenalin. (n=3/csoport,
atlag+=SEM)

A sejtek redox allapotanak vizsgalata

A kiilonbozd dozisti noradrenalinkezelések egyike sem eredményezett szignifikans

noradrenalinnal és az 1000 pmol/l noradrenalinnal kezelt sejtek esetén a tapfolyadék

hidrogén-peroxid koncentracioja megnovekedett a kezeletlen sejtekéhez képest (NE100:
P=0,016, NE1000: P=0,018; 5. abra).
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A sejtlizatum MDA koncentracidja
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Relativ abszorbancia, atlag +
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noradrenahn kezelést kovetden. CTR = kontroll, NE10 = 10 umol/l noradrenalin, NE100 = 100
umol/l noradrenalin, NE1000 = 1000 pmol/l noradrenalin. (n=3/csoport, atlag+SEM)

H,0, termelés a tapfolyadékban
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Relativ fluoreszcencia, atlag +
SEM
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termelesenek mértéke. CTR = kontroll, NE10 = 10 umol/l noradrenalin, NE100 = 100 pumol/l
noradrenalin, NE1000 = 1000 umol/l noradrenalin. (n=3/csoport, atlag=SEM, *P<0,05)

Az IL-6 és az SDF-1 gyulladasos mediatorok mennyiségi vizsgalata macskaspecifikus

ELISA-teszttel

Az IL-6 koncentracioi sem a tapfolyadékban, sem a sejtlizitumban nem mutattak
szignifikans valtozast egyik noradrenalinos kezelést kovetéen sem (6A abra, 6B abra).
Ezzel szemben a tapfolyadékban mért SDF-1 koncentraciok novekedést mutattak a kontroll
sejtekhez képest mindharom alkalmazott noradrenalin dozis esetén (NE10: P=0,003, NE100:
P=0,018, NE1000: P=0,002; 7A abra). Az SDF-1 koncentraciok sejtlizaitumbol végzett
vizsgélatai esetén a 10 pmol/l noradrenalinnal végzett kezelés esetén nem figyelhetd meg

szignifikans valtozas, azonban 100 umol/l és 1000 pmol/l noradreanlin dézis alkalmazasa
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crer

képest (NE100: P=0,022, NE1000: P=0,005; 7B 4bra).

A | Atapfolyadék IL-6 B A sejtlizatum IL-6
koncentracigja koncentracigja
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noradrenalin, NE100 = 100 pmol/l noradrenalin, NElOOO = 1000 umol/l noradrenalin.
(n=3/csoport, atlag+SEM)

A A tapfolyadék SDF-1 B A sejtlizatum SDF-1
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7. ébra A tépfolyadék (A) és a sejtlizéttum (B) stromal cell- derived factor 1 (SDF 1)

--------

kontroll, NE10 = 10 pmol/l noradrenalin, NE100 = 100 pmol/l noradrenalin, NElOOO = 1000
umol/l noradrenalin. (n=3/csoport, atlag+SEM, *P<0,05, **P<0,01)
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A hugyhdlyag hamsejtek barrier funkcidojanak vizsgalata

A vizsgalt tapfolyadékok GAG tartalma mindharom kiilonb6z6 noradrenalin
koncentraciéju  kezelést kovetdéen szignifikans mértékben lecsokkent a kontroll
sejttenyészetek tapfolyadékahoz képest (NE10: P=0,024, NE100: P=0,021, NE1000:
P=0,025; 8. abra).

A hugyholyag hamsejtek claudin-4 tartalmanak vizsgélata soran kapott eredményeik
azt mutattdk, hogy hasonléan a GAG koncentraciokhoz, mindharom noradrenalin do6zis
alkalmazasa szignifikans csokkenést eredményezett a sejtek claudin-4 tartalmaban (NE10:
P=0,018, NE100: P=0,003, NE1000: P=0,001; 9. abra).

A TER értékek szintén szignifikdns csokkenést mutattak mindharom alkalmazott
noradrenalin kezelés utan. Ez a szignifikdns csékkenés megfigyelhetd volt akkor, amikor a
TER értékek meghatarozasat kozvetleniil a noradrenalin kezelés utan végeztiik (NE1O0:
P=0,009, NE100: P=0,009, NE1000: P=0,007; 10A abra) illetve abban az esetben is, amikor
az alkalmazott kezeléseket 24 oras regeneracids id6 kovette (NE10: P=0,012, NE100:
P=0,016, NE1000: P=0,014; 10B abra).

A tapfolyadék GAG koncentracioja
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glikozaminoglikan (GAG) koncentracidja. CTR = kontroll, NE10 = 10 pmol/l noradrenalin,
NE100 = 100 pmol/l noradrenalin, NE1000 = 1000 pmol/l noradrenalin. (n=3/csoport, atlag=SEM,
*P<0,05)
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A tenyésztett sejtek claudin-4 tartalma
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Relativ abszorbancia, atlag + SEM

CTR NEI10 NE100 NE1000

noradrenalinos kezelést kovetden. CTR = kontroll, NE10 = 10 pmol/l noradrenalin, NE100 = 100
umol/l noradrenalin, NE1000 = 1000 pmol/lI noradrenalin. (n=3/csoport, atlag=SEM, *P<0,05,

**P<0,01)
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10. abra: Transzepithelialis elektromos rezisztencia (TER) értékek kozvetlentil az alkalmazott
noradrenalinos kezeléseket kovetd méréssel meghatarozva (A) és 24 oraval a noradrenalinos
kezelést kovetdéen mérve (B). CTR = kontroll, NE10 = 10 umol/l noradrenalin, NE100 = 100

umol/l noradrenalin, NE1000 = 1000 pmol/l noradrenalin. (n=3/csoport, atlag+SEM, **P<0,01)

Pearson’s féle korrelacios teszt

A Pearson’s féle korrelacios teszt hasznalataval pozitiv szignifikans korrelaciot
talaltunk a vizsgalt tipfolyadékok SDF-1 és H20; tartalma kozott (P=0,009, R?=0,51), illetve
negativ szignifikans korrelaciot a tapfolyadékok SDF-1 koncentracidja és a vizsgalt sejtek
claudin-4 tartalma kozott (P<0,001, R?=-0,63). Tovabbi szignifikans negativ korrelaciot
figyeltiink meg a kapott H2O» értékek és a sejtek claudin-4 koncentracidja kozott (P=0,017,
R?=-0,48).
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Megbeszélés és kovetkeztetések

Korabbi tanulmanyok igazoltak, hogy a noradrenalin kiemelked6 szereppel bird
stresszhormon a korkép kialakulasaban [78]. Kdrnyezeti stresszorok hatasara aktivalodik a
szimpatikus idegrendszer, illetve fokozddik a katekolaminok (igy a noradrenalin) szintézise
is, ami megemelkedett hormonkoncentraci6 formajaban jelentkezik az éritett allat
szervezetében. Buffington és munkatarsai tobb kutatas sordn igazoltdk a noradrenalin
kiemelkedé fontossagat és a szimpatikus idegrendszer aktivacidjanak bekovetkezését a
korkép kialakulasa soran. Kutatasaik soran emelkedett plazma noradrenalin koncentraciorol,
¢s szintén emelkedett hormonszintrél publikéltak az érintett egyedek hugyholyagjanak
szovetében FIC-ben szenvedd macskak esetén [91, 92]. Birder és munkatarsai igazoltak,
hogy a noradrenalin jelatviteli folyamataiban szerepet jatszo alfa- és béta-adrenerg
receptorok a hugyholyagban taldlhatdé neuronok mellett az uroepithelium sejtjein is
megtalalhatoak, és stimuldlasukon keresztiil a noradrenalin direkt hatast képes kivaltani a
szerv stresszre adott valaszara [93, 94].

FIC-ben szenved6 macskak esetében megfigyelhetd, hogy a betegségben érintett
egyedek stresszre adott valaszkészsége eltér a fiziologiastol. Ez az eltérés allhat annak a
jelenségnek a hatterében is, hogy a FIC akut formdja soran produkalt tiinetek altalaban
kezelés nélkiil, dnkorlatoz6 modon csillapodnak, am ezek gyakran visszatérnek ismételt
stressz hatasara [92]. Munkank soran az alkalmazott noradrenalin koncentracidkat ugy
allitottuk be, hogy azok széleskorben lefedjék a hormon szervezetbeli koncentracidinak
valtozasat, illetve a kezelés modjat (3x1 oras NE kezelés és azt kovetd egy Oras regeneracios
1d6) is gy valasztottuk meg, hogy az a kronikus intermittalo stresszre leginkabb hasonlitson.
A sejtkarosodas mértékének vizsgalata céljabol mértiik az extracellularis LDH aktivitast, és
egyik alkalmazott noradrenalin dozis esetén sem kaptunk szignifikdns valtozast. Ez az
eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy a felhasznalt noradrenalin koncentraciok nem
bizonyultak citotoxikusnak az altalunk tenyésztett macska uroepithelsejtek szamara.

A reaktiv oxigén szarmazékok fontos elemei a gyulladas kialakuldsanak, hiszen
oxidativ stresszt indukalnak €és emelik a kiillonb6z6 gyulladdsos mediatorok mennyiségét a
hatasuk helyén. Kozvetleniil az éritett sejtekre gyakorolt sejtmembran-karosito hatasuk altal
megvaltoztatjak azok permeabilitasi tulajdonsagait [95, 96]. A vizsgalatunk soran mért egyik
lipidperoxidéacios marker, az MDA koncentracidi nem valtoztak szignifikans mértékben az

alkalmazott noradrenalin kezeléseket kovetden. A sejtek redox allapotanak meghatarozasara
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szignifikans novekedést mutatott a kezeletlen sejtekhez képest. A H2O2 koncentracidja
emellett pozitiv korrelaciét mutatott az extracellularis SDF-1 koncentraciéval is. Ez az
eredményiink egybevag mas kutatocsoportok eredményeivel is: patkdnyokon végzett
kisérletek soran a kisérleti allatok hugyholyagjaba injektalt H2O2 képes volt gyulladast
provokalni a szervben az IL-6, IL-1 és TNF-alfa molekulak szintjének emelésével [95].

A kronikus stressz gyulladasban betoltott szerepének vizsgalatahoz két gyulladasos
mediator koncentracioit vizsgaltunk tapfolyadékbol ¢€s sejtlizdtumbol: a  pro-
inflammatorikus hatast IL-6 citokinét, €s az SDF-1 kemokinét. Vizsgalatunk soran az IL-6
egyik alkalmazott noradrenalin kezelésnek sem, ellentétben egy korabbi kutatas
eredményével, melyben az almalmazott egy o6ras noradrenalin kezelés szignifikans hatast
fejtett ki az IL-6 koncentraciojara [89]. Az IL-6 termelésre gyakorolt stimuldcids hatast
allapitottak meg patkanyok sziv eredetli fibroblast sejtjeinek noradrenalinnal torténd
kezelését kovetden, illetve human mikrovaszkularis endothel sejtvonal (HMEC-1) kezelése
esetén, ezzel igazolva a noradrenalin gyulladasban betoltott szerepét [97, 98]. Tovabbi
kutatasok fokozott IL-6 expressziorol publikaltak kiillonboz6é doézisu és ideji
noradrenalinkezeléseket kovetden emberi gyomor epithelsejteken végzett kezeléseket
kovetden [99]. Vizeletben mért IL-6 koncentraciok vizsgalata soran szintén szignifians
emelkedésrdl szamoltak be noradrenalin kezelés hatdsara patkdnyoknal mesterségesen
kivaltott cisztitisz, illetve FIC-ben szenved6 macskak esetén is [99, 100].

Az SDF-1 tapfolyadékban mért koncentracidja minden alkalmazott noradrenalin
dozis esetén emelkedést mutatott, ezzel szemben pedig csdkkenést a sejtlizatumok vizsgalata
soran. Ezen eredmények alapjan arra lehet kdvetkeztetni, hogy a noradrenalinnal kezelt
sejtek intenziven termelték és adtak le sajat kornyezetiikbe az SDF-1 kemokint, ami
hozzajarulhat a FIC-ben szenvedd macskak gyulladasos tlineteinek kialakulasdhoz. Az SDF-
1 betegség korfejlodésében betoltott szerepével foglalkozo kutatasok szintén emelkedett
SDF-1 koncentraciérdl szamoltak be FIC-es macskak vérében, de human esetekben is
hasonl6 eredmények sziilettek intersticialis cisztitisz-ben szenvedo betegek vizeletmintainak
vizsgalatat kovetden [82, 101].

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az SDF-1 érzékenyebb a noradrenalin
jelenlétére, mint az IL-6, ami parhuzamban all egy korabbi kutatas eredményével, ahol FIC-

es macskak vérében emelkedett SDF-1 koncentraciot mértek valtozatlan IL-6 koncentracid
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mellett [82]. Ezt igazolja kutatocsoportunk korabbi kisérlete is, melyben kiilonb6z6 dozisu
noradrenalin kezelések alkalmazésakor az SDF-1 koncentracié emelkedéséhez alacsonyabb
noradrenalin dézisok is elegendéek voltak az IL-6-nal alkalmazottakhoz képest [89].
Tovébba a tény, hogy mind az egyszeri akut [89], mind a kronikus intermittalio noredrenalin
kezelés emelkedést valtott ki a tapfolyadék SDF-1 koncentrcidjaban — igazolva ezzel, hogy
a hugyholyaghamsejtek képtelenek adaptalodni a noradrenalin tartds jelenlétéhez — tovabb
erositi a hormon betegség korfejlodésében betdltott fontos szerepét.

Dolgozatom részeként vizsgaltuk a noradrenalin intermittald jelenlétének
hugyholyaghamsejtek barrier funkciojara kifejtett hatasat. Ennek érdekében a tapfolyadék
meg a noradrenalinos kezelést kdvetden. Szamos korabbi kutatas alatamasztja, hogy a
hugyholyag luminalis felszinét boritd GAG réteg karosodasa megjelenik FIC-ben szenvedd
macskak esetén, habar az mostanaig nem keriilt tisztdzasra, hogy ez az oka, vagy a
kovetkezménye a betegség kialakulasasnak [17, 70, 71, 102, 103]. Kisérleteink soran azt az
eredményt kaptuk, hogy az alkalmazott noradrenalinkezelés szignifikansan csokkentette a
tapfolyadékok GAG tartalmat, ezaltal igazolva a noradrenalin kulcsfontossagl szerepét a
hugyhodlyagham permeabilitdsanak megvaltozasaban FIC-es macskak esetén.

A htgyholyag barrier funkcidjanak fontos elemei a tight junction sejtkapcsolatok,
melyek szamos fehérjébdl épiilnek fel. Az egyik legfontosabb ilyen fehérje a claudin-4, ami
a tight junction sejtkapcsolatok részeként az esernyé sejtekben ioncsatornaként miikodve
befolyasolni képes a sejtmembran permeabilitast [9]. A claudin-4-hez hasonl6 tight junction
fehérjék mennyiségi vizsgalata hasznos eszkoze az uroepithelium ateresztOképesség
vizsgalatanak, hiszen a holyagham barrier funkcidja legfoképpen a tight junction
sejtkapcsolatok strukturdlis integritdsanak fliggvénye. Eredményeink szerint a GAG
koncentracié csokkenése mellett az uroepithel sejtek claudin-4 tartalma is szignifikans
csokkenést mutatott mindhdrom alkalmazott noradrenalin dozis esetén. Eredményeink
egybevagnak olyan korabbi kutatdsok eredményeivel, amik szamos egyéb tight junction
fehérje, mint az occludin, E-cadherin, uroplakin, és zona-occludens 1 fehérjék csokkent
mennyiségérdl szamoltak be FIC-ben szenvedd macskak esetén [104, 105].

Mindezek mellet a kisérleteink soran megallapitott transzepithelialis elektromos
rezisztencia (TER) értékek is szignifikans csokkenést mutattak 10, 100 és 1000 pmol/l
dozisu noradrenalinkezelést kovetden akkor is, ha a mérést kozvetleniil a kezelés utan, és

akkor is, ha a mérést egy 24 oras regeneracios idot kovetden végeztiik. Ezzel megegyezo,
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csokkent TER értékekrdl szamolt be egy kutatdcsoport, akik vizsgélataikat FIC-es
macskakon végezték [106].

Kutatasunk soran negativ korrelaciot talaltunk a claudin-4 és a H2O2 koncentracioja,
illetve a claudin-4 és az SDF-1 koncentracioja kozott, melyek a gyulladasos valasz és az
oxidativ stressz, illetve a hugyholyagham barrier funkcidja kozotti komplex kolcsonhatas
jelenlétére utalhatnak. Ezt az Osszefiiggést igazoljak korabbi kutatdsok eredményei is,
melyekben a H>O> képes volt a paracellularis permeabilitast fokozni azaltal, hogy a tight
junction fehérjéket karositotta, vagy a sejtkapcsolaton beliili eloszlasukat modositotta [107,
108, 109].

Kutatocsoportunk korabbi tanulméanya alapjan elmondhaté, hogy az egyszeri
noradrenalin kezelés altal kivaltott akut stressz képes pro-inflammatorikus valaszt, oxidativ
stresszt és barrier funkcio romlést kivaltani macska eredetii higyholyaghdmsejt-tenyészeten,
igazolva ezzel a noradrenalin betegségben betoltott fontos szerepét [89]. Mivel azonban a
FIC soran jelentkezd tlinetek onkorlatozo jelleggel torénd megsziinése utan azok ismételt
stresszhatasra gyakran visszatérnek, érdemes volt vizsgalni, hogy a tiinetek wjboli
megjelenésének hatterében az ismételten megemelkedett noradrenalin koncentraci6 alhat-e
az érintett allatokban, vagy esetleg az uroepithelsejtek képesek alkalmazkodni az ket ért
stresszhatdsokhoz. Korabbi kutatasok soran igazoltdk, hogy bizonyos sejttipusok, példaul a
majsejtek képesek sikeresen alkalmazkodni az Oket éré hdstresszhez, illetve az endothel
sejtek a mechanikai stresszhez tudnak adaptalodni, azonban tudomasunk szerint jelen
dolgozat 1étrejottéig nem volt talalhato irodalmi adat a noradrenalin kronikus jelenlétének az

Dolgozatom eredményeit Osszefoglalva elmondhatd, hogy a kronikus rekurrens
stressz hatdsat imitalo intermittaldé noradrenalin kezelés direkt molekularis hatdssal volt a
tenyésztett primer macska uroepithelsejtekre. A kezelés hatdsara fokozodott a gyulladaskeltd
citokinek termelddése, ndtt az oxidativ stressz foka €s a megvaltozott paracellularis
permeabilitas hatasara romlott a higyholyagham barrier funkcidja. Ezek alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a noradrenalin periodikus felszabaduldsanak fontos szerepe
lehet a FIC korfejlédésében, illetve az emelkedett noradrenalin jelenlét az érintett
macskdkban kozvetlen hatassal lehet a betegség tiineteinek kialakulasdban szerepet jatszo

holyagban bekovetkezd valtozasokra.
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Osszefoglalé

Az als6é hugyati megbetegedések gyakran fordulnak eld hdzimacskékban, ezért
pontos diagnosztikajuk kiemelt jelentdséggel bir a klinikai gyakorlatban. A betegség soran
produkalt tiinetek hatterében allhat tobbek kozt hugykovesség, daganatos elvaltozas,
bakterialis hugyuti fertézések vagy anatémiai rendellenesség. Amennyiben az elébb emlitett
koérokok egyike sem igazolodik be, ismeretlen oktanu, tehat idiopatikus
hugyholyaggyulladasrol beszélhetiink (angolul feline idiopathic cystitis, FIC), mely
betegség pontos korfejlédése mai napig ismeretlen. Mivel az emlitett alsd6 huagyuti
megbetegedések hatterében az esetek tobb, mint 50%-ban FIC 4ll, ezért a patogenezis
vizsgalata kiemelt jelentOséggel bir.

Annak ¢érdekében, hogy mas, potencialisan befolydsold tényezok hatasat
kikiiszoboljiik, in vitro korilmények kozott vizsgaltuk a hormon kdzvetlen molekularis
hatasat macska eredetli primer htugyholyaghdmsejt-tenyészeten. A  sejttenyészet
létrehozasahoz hugyholyaghamsejteket izolaltunk egy végleges elaltatasra keriilt macska
hugyholyagjabol, majd a kinyert sejteket 6 napig tenyésztettiik. A tenyésztést kdvetden 10,
intermittald stresszhatdst imitalva, 3x1 oran keresztiil, a kezelések kozott egy oOras
regeneracios idot tartva, majd vizsgaltuk a kezelés gyulladasra, a sejtek redox allapotara és
barrier funkcidjara kifejtett hatasat.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az alkalmazott noradrenalinkezelés képes
volt a hugyhdlyaghamsejteken pro-inflammatorikus valasz létrehozasara és oxidativ stressz

kivaltasara azaltal, hogy novelte a tapfolyadék SDF-1- (stromal cell-derived factor 1) és

crer

crcr

fehérje tartalmat, illetve a TER értékeket, ezaltal bizonyitva a stresszhormon permeabilitast
fokoz6 hatasat. A kapott eredmények alapjan elmondhato, hogy a 3x1 oras intermittald
noradrenalinkezelésnek — mint a rekurrens stressz modelljének — direkt molekularis hatasa
volt a hugyholyaghdmsejtek gyulladasos valaszara, oxidativ 4allapotira ¢és a
hugyholyaghdmsejtek integritasara, igazolva ezzel, hogy a hormon kulcsszerepet jatszhat a
FIC korfejlodésében a kronikus esetekben, €s hogy az emelkedett noradrenalinkoncentraciéd
hatassal lehet a betegség tiineteinek kialakuldsdban szerepet jatszo hiugyholyagban

bekovetkez6 valtozasokra.
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