Egyetemi doktori (PhD) értekezeés tézisei

Macskak idiopatikus cisztitiszének

biokémiai hattere

Dr. Kissné dr. Hatala Patricia

Témavezetdk: Dr. Neogrady Zsuzsanna, CSc
Dr. Matis Gabor, PhD

ALITATORVOSTUDOMANYI EGYETEM
Allatorvostudomanyi Doktori Iskola

Budapest, 2024.



Témavezetok:

Dr. Neogrady Zsuzsanna, CSc
Elettani és Biokémiai Tanszék, Biokémiai Osztaly
Allatorvostudomanyi Egyetem, Budapest

Dr. Matis Gabor, PhD
Elettani és Biokémiai Tanszék, Biokémiai Osztaly

Allatorvostudomanyi Egyetem, Budapest

Dr. Kissné dr. Hatala Patricia



Bevezetés

Az alsé hugyuti problémak a hazimacskak (Felis silvestris catus) egyik leggyakoribb
megbetegedései kdzé tartoznak. A tinetek kozott szerepel a hematuria, a stranguria, a dysuria,
a periuria, a fajdalom és a vizelés kozbeni tulérzékenység valtozé kombinacidja. A klinikai
tinetek differencialdiagnézisa magaban foglalhatja a hugykdvességet, hugyuti fertézést,
neoplaziat vagy egyes parazitézisokat, de vannak olyan esetek, amikor a klinikai vizsgalattal
nem diagnosztizalhaté specifikus kivaltdé ok, s ebben az esetben a betegséget macskak
idiopatikus hugyhélyaggyulladasanak (FIC) nevezik. A lehetséges okok és a betegség
kérfejlédése széleskorlien tanulmanyozott, és elmondhatd, hogy egy komplex, multifaktorialis
kérkép, melynek kialakulasaban a stressznek valdszinlsithetéen fontos szerepe van. Ezért
ennek a faktornak a tanulmanyozasa elengedhetetlen a kérkép patogenezisének pontosabb
megértéseéhez. Habar a betegség klinikai tinetei néhany napon belll kezelés nélkil, maguktol
megszinhetnek, azok ujboli megjelenése is nagyon gyakori. Korabbi tanulmanyok alapjan az
akut FIC-ben szenvedd6 macskak akar 50%-anal egy éven belll kitjul a betegség, ami a
megvaltozott stresszvalasszal hozhaté dsszefliggésbe. Tovabba, a betegség mind tineteiben,
mind korfejlédésében nagyon hasonlit a human intersticialis cisztitiszre (IC), ezért
patomechanizmusanak vizsgalata nemcsak az allatorvoslasban, hanem a human
gyégyaszatban is kiemelt jelentéségi, valamint a FIC az IC megfelel§ allatmodelljeként is
szolgalhat.

Korabbi kutatasok szerint a tirozin-hidroxildaz — amely a k&zponti idegrendszer
katekolamin-termelésének f6 szabalyoz6é enzime — aktivitdsa emelkedést mutat a FIC-ben
szenvedé macskak hipotalamuszanak paraventrikularis magjaban, és a locus coeruleus
noradrenerg magjaiban. Ennek kdvetkezményeként a vérben tartésan megndvekedett
noradrenalin (NE) koncentraci6 mérhet6 az érintett egyedekben. A leirt fokozott tirozin-
hidroxilaz-aktivitas kronikus stresszhatasnak kitett, de egyébként egészséges macskaknal is
megfigyelhetd, azonban ezekben az allatokban a krénikus stresszel 6sszefliggd emelkedett
kortizoltermelés gatlé hatasa miatt a plazma NE-koncentracioja idével csokken. Ez a gatld
hatas FIC-ben szenved6é macskaknal hianyzik, valamint az érintett egyedek sokszor kisebb
mellékvesékkel is rendelkeznek, igy a kortizoltermelés alacsonyabb, mint az egészséges
allatoknal. A fent leirtak kovetkeztében az NE kdzvetlen szerepének vizsgalata a FIC
patogenezisében kiemelten fontos.

A FIC-ben szenvedd macskak hagyhdlyagja funkcionalis és anatomiai valtozasokon megy
keresztil egészséges tarsaikhoz képest; e valtozasok megértéséhez azonban szikséges a
holyag szerkezetének attekintése. Az uroepitélium tébb sejtrétegbdl all, beleértve egy bazalis,
egy egy-két réteg vastagsagu intermedier és egy differencialt felszini sejtréteget. Ez utodbbit az

ugynevezett ernylsejtek alkotjak, amelyek aszimmetrikus apikalis plazmamembrannal
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rendelkeznek, és specialis uroepitelialis differencialdodasi markereket, uroplakinokat
tartalmaznak. Jelenlegi ismereteink szerint négyféle uroplakin létezik: la., Ib., Il. és lll., amelyek
kézul az uroplakin 1ll. csak a huagyhdlyag, a hugyvezeték és a vesemedence differencialt
urotélsejtieiben mutathatd ki. Ennek kovetkeztében az uroplakin Ill. alkalmas a differencialt
hagyhdlyaghamsejtek jellemzésére sejtkultirakban. Az ernyGsejteket tight junction
sejtkapcsolatok kotik 6ssze, amelyek hatékony gatat képeznek az ion-, ammonia-, baktérium-
és karbamidaramlassal szemben, valamint alkalmassa teszik a hdlyaghamot arra, hogy
védbgatat képezzen a vizelet és a véraram kozott. Ezek a tight junction sejtkapcsolatok
citoplazmatikus fehérjékbdl, citoszkeletalis elemekbdl és transzmembran fehérjékbdl allnak. A
tight junction legjellemzébb fehérjéi a zona occludens, az okkludinok és a klaudinok, amelyek
alkalmasak a ham barrierfunkciéjanak jelzésére. Tovabba az ernyésejtek apikalis membranjat
glikézaminoglikan (GAG) réteg boritja, amely nemcsak a barrierfunkcio javitdsaban jatszik
szerepet, hanem a baktériumok megtapadasat is megakadalyozhatja, habar az uroepitelialis
GAG-tartalom a FIC-ben szenvedd macskakban csokkent értéket mutat. Emellett a
holyagszovet elektronmikroszkopos vizsgalata soran a hdlyagham elvékonyodasa és a tight
junction fehérjék modosult expresszidja, eloszlasi mintazata figyelheté meg, ami a hoélyag
vizzel, karbamiddal és kilénb6z6é ionokkal szembeni fokozott ateresztéképességét
eredményezi. A holyagham fokozott permeabilitasa miatt a hiperténias vizelet és a benne 1év6
citotoxikus anyagok konnyen elérhetik a ham kevésbé ellenalld, érzdidegvégzbédéseket
tartalmazo sejtrétegeit, ezaltal neurogén gyulladast, fajdalmat okozva és a FIC tineteit
el6idézve. A leirtak alapjan az uroepitélsejtek barrierfunkciojanak vizsgalata elengedhetetlen a
FIC patogenezisének pontosabb megértéséhez.

Az uroepitélsejtek barrierintegritdsa mellett fontos a FIC-ben megjelené gyulladasos valasz
molekularis mechanizmusainak vizsgalata is. Korabbi vizsgalatok alapjan a gyulladasos citokin
interleukin-6 (IL-6) és a gyulladasos kemokin stromasejt-eredetli faktor-1 (SDF-1)
koncentracioja emelkedést mutatott a vizeletben és az uroepitél sejtekben patkanyok kisérleti
Uton kivaltott cisztitisze esetén. Tovabba, a vérplazma emelkedett IL-6, IL-12, IL-18 és SDF-1
koncentracioja volt mérhetd FIC-ben szenvedd macskakban. A gyulladasos folyamatok és a
stresszhormon felszabadulasa kdz6tti kapcsolat mellett az uroepitélsejtek redoxallapotanak
vizsgalata is indokolt, ugyanis a gyulladasos folyamatok soran reaktiv oxigén gyokdk
termelédhetnek, tovabba, a gyulladasos citokinek és kemokinek tulzott termelédése oxidativ
stresszt, és ezaltal a sejtek DNS-ének, membranlipidjeinek és fehérjéinek karosodasat
okozhatja. Az oxidativ stressz tovabb ndvelheti a gyulladasos mediatorok mennyiségét,

valamint a membranok karosodasa miatt a sejtek permeabilitasat is.



Célkitlizés
Roviden 6sszefoglalva a PhD kutatasom f6 céljai a kdvetkez6k voltak:

Ad 1, egy Uuj

hagyhdélyaghamsejt-tenyészet létrehozasa és jellemzése, ami kilénésen hasznos modellként

macska eredetl, differencialt

urotélsejteket tartalmazo, primer
szolgalhat a FIC korfejlédésében szerepet jatszo kuldnbdzé faktorok hatasainak kildn-kulén

vagy célzott kombinacioban torténé in vitro vizsgalatara.

Ad 2, az 1 6ras NE kezeléssel modellezett, akut szimpatikus stressz lehetséges hatasainak in
vitro vizsgalata primer hugyholyaghamsejt-tenyészeten, kilonds tekintettel a holyaghamsejtek
metabolikus aktivitasara, a gyulladasos-

és oxidativ stresszvalaszra, valamint az

uroepitélsejtek barrierfunkciojara.

Ad 3, a 3x1 oras NE kezeléssel modellezett kronikus intermittald stressz kértani szerepének
vizsgalata a FIC korfejlédésében, valamint az akut és kronikus stressz hatasainak
Osszehasonlitasa az oxidativ stressz, a gyulladasos folyamatok és az uroepitél sejtek
barrierintegritasanak szempontjabal.

A fenti célok elérése érdekében harom kisérletet terveztiink a tablazatban bemutatott médon.

Kisérlet szama Alkalmazott
sejttenyészet és a

kezelés médja

Laboratériumi
vizsgalatok (vizsgalt
paraméterek)

A kisérlet célja

I. kisérlet Macska eredetl primer  Egy Uj, macska eredeti A tenyésztett sejtek
hagyholyaghamseit- primer jellemzése Giemsa- és
tenyészet hagyhodlyaghamseijt- immunfluoreszcens
tenyészet kifejlesztése festéssel (pan-
és jellemzése citokeratin és uroplakin
1)

II. kisérlet Macska eredetl primer Az akut stressz Metabolikus aktivitas
hagyholyaghamseijt- hagyhdlyaghamsejtekre  (CCK-8), extracellularis
tenyészet, rovid tavu kifejtett molekularis LDH felszabadulas,

(1h) NE kezelés hatasainak vizsgalata redox paraméterek
(MDA, PC, 8-OH-dG,
GRP78), gyulladasos
citokinkoncentraciok (IL-
6, SDF-1),
barrierfunkcio
paraméterei (GAG,
klaudin-4, TER)
Il. kisérlet Macska eredetl primer Az krénikus, intermittald Metabolikus aktivitas

hagyholyaghamseit-
tenyészet, pulzalo
(3x1h) NE kezelés

stressz
hagyhodlyaghamsejtekre
kifejtett molekularis
hatasainak vizsgalata,
és az akut és kronikus
stressz hatasainak
Osszehasonlitasa a FIC
korfejlédésének
szempontjabol

(CCK-8), extracellularis
LDH felszabadulas,
redox paraméterek

(MDA, H202),
gyulladasos
citokinikoncentraciok
(IL-6, SDF-1),
barrierfunkcio
paraméterei (GAG,
klaudin-4, TER)

LDH=laktat-dehidrogenaz, MDA=malondialdehid, PC=protein-karbonil, 8-OH-dG=8-hidroxi-2-dezoxi-
guanozin, GRP78 = glikéz szabalyozott fehérje 78, TER=transzepitelidlis elektromos rezisztencia
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Anyag és modszer

Uj, macska eredetii primer hugyhélyaghamsejt-tenyészet létrehozasa
és jellemzése (l. kisérlet)

Az elsd kisérlet soran a hugyhodlyaghamsejteket egy elé6zbleg végleges elaltatasra keril6,
hagyuti betegségektdl mentes, és a tulajdonos altal tudomanyos célra felajanlott macska
holyagjabdl nyertiik. A holyagot laparotémiat kévetden eltavolitottuk, megtisztitottuk és egy
éjszakan keresztul diszpaztartalmu tapfolyadékban inkubaltuk 4°C-on. A hamsejteket egy steril
sejtkapard segitségével elvalasztottuk a kotészoveti rétegtél, majd a sejtszuszpenziét 30
percen keresztll tripszin-EDTA tartalmu tapfolyadékban emésztettik, folyamatos magneses
keverével torténd kevertetés mellett 37°C-on. Ezutan tobblépcsés centrifugalast kdvetben a
sejteket kollagénnel bevont tenyésztbedényekre raktuk le, és 6 napig tenyésztettik. A
sejttenyészeteket Giemsa- és immunfluoreszcens festéssel jellemeztik. A tenyésztett sejtek
epitelidlis eredetének bizonyitasara eFluor-ral jeldlt pan-citokeratin ellenanyagot alkalmaztunk,
a differencialédas mértékének meghatarozasara pedig az uroepitél sejteket specifikus,
fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) konjugalt uroplakin Ill. ellenanyaggal mutattuk ki, valamint a
sejtmagokat (DNS) diamidino-fenilindol (DAPI) festéssel jeldltik.

A rovid tava (1 oras) NE-kezeléssel modellezett akut stressz
molekularis hatasainak vizsgalata az ujonnan létrehozott macska
eredetii primer hugyhoélyaghamsejt-tenyészeten (ll. kisérlet)

A masodik kisérlet célja az akut, NE kivaltotta stressz molekularis hatdsainak vizsgalata volt
a létrehozott sejttenyészeten, amely in vitro modellként szolgal a FIC neurohumoralis és
biokémiai hatterének tanulmanyozasahoz. A sejtizolalas folyamata és a tenyésztési
korilmények beallitasa az els6 kisérletben ismertetett protokoll szerint zajlott. A gyulladasos
mediatorok (IL-6 és SDF-1), az oxidativ stressz paraméterek (malondialdehid [MDA], 8-hidroxi-
2-dezoxiguanozin [8-OHdG], protein-karbonil [PC], gliikéz szabalyozott fehérje 78 [GRP78], a
sejtkarosodas (laktat-dehidrogenaz [LDH]) és a GAG-koncentraci6 meghatarozasahoz a
sejteket 24 lyuku lemezekre raktuk le. Tovabba, 96 lyuku lemezeket alkalmaztunk a sejtek
metabolikus aktivitdsanak mérésére (CCK-8 vizsgalat) és a barrierfunkcié jellemzésére
hasznalt klaudin-4 koncentracié meghatarozasahoz. A TER méréséhez a sejteket 24 lyuku,
nagy slrlségu poliészter membraninzertekre raktuk le. A masodik kisérlet soran a tenyésztés
6. napjan a sejteket 10, 100 és 1000 pmol/l koncentraciéju NE tartalmu keratinocita
tapfolyadékkal kezeltik, 37°C-on 1 6ran keresztul (n=3/csoport 24 lyuku lemezeken és
n=6/csoport 96 lyuku lemezeken), majd 24 6ras regeneracios idd kdvetkezett (NE-kiegészités
nélkdli tenyésztés). A fent emlitett faktorok és paraméterek mérésére ELISA-teszteket (IL-6,
SDF-1, PC, GRP78, 8-OH-dG, klaudin-4), kolorimetrias vizsgalatokat (CCK-8, LDH, MDA,
GAG) és EVOM? epithelial Volt/Ohm mérét (TER) hasznaltunk.



A pulzalé (3x1 6ras) NE-kezeléssel modellezett krénikus, intermittalé
stressz molekularis hatasainak vizsgalata macska eredetii primer
hugyhdélyaghamsejt-tenyészeten (lll. kisérlet)

A harmadik kisérlet soran, a sejtizolalas folyamata és a tenyésztési korulmények beallitasa
az els6- és masodik kisérletben ismertetett protokoll szerint zajlott. A sejteket a masodik
kisérlettel megegyez6 koncentracioju (10, 100 és 1000 umol/l) NE tartalmu keratinocita
tapfolyadékkal kezeltik, 37°C-on, azonban az 1 6ran keresztil tarté kezelés helyett az NE
tartalmu oldatot 3x1 6ran at alkalmaztuk, ezzel modellezve a kronikus, visszatérd stresszt
(n=3/csoport 24 lyuku lemezeken és n=6/csoport 96 lyuku lemezeken). A pulzald NE kezelések
kozott NE kiegészités nélkuli keratinocita tapfolyadékot alkalmaztunk 1-1 6ran keresztul 37°C-
on. Az utolsé dozis NE kezelést 24 éras regeneraciés id6 kodvette (NE-kiegészités nélkili
tenyésztés). Az NE molekularis hatasait a sejtek metabolikus aktivitasanak (CCK-8) mérésével,
valamint az IL-6 és SDF-1 gyulladasos mediatorok, az oxidativ stresszmarker MDA és H,0O;
tapfolyadékban és a sejtlizatumban mérhet6 koncentracidinak meghatarozasaval vizsgaltuk. A
stressz barrierfunkciora gyakorolt hatasat a klaudin-4 mennyiségének, a tapfolyadék GAG
koncentracidjanak, valamint a tenyésztett sejtek TER értékének mérésével vizsgaltuk NE-
kezelést kovetben. A fent emlitett faktorok és paraméterek mérésére ELISA-teszteket (IL-6,
SDF-1, klaudin-4), kolorimetrias (CCK-8, LDH, MDA, GAG) és fluorimetrias (H202)
vizsgdlatokat alkalmaztunk, tovabba a TER értékeket EVOM? epithelial Volt/Ohm mérével
mértik.

Statisztika

A statisztikai elemzéshez az R 4.2.2 verzioju szoftvert hasznaltuk (R Core Team, 2022).
Az atlagok kozotti killonbségeket egyvaltozés ANOVA segitségével hataroztuk meg, és
Dunnett post-hoc tesztet alkalmaztuk a paronkénti 6sszehasonlitdsokhoz. Az adatok normalis
eloszlasat Shapiro-Wilk teszttel ellendriztuk. A kulénbségeket szignifikansnak tekintettik, ha

p<0,05-nek bizonyult.



Eredmények és megbeszélés

Uj, macska eredetii primer higyhélyaghamseijt-tenyészet létrehozasa
és jellemzése (l. kisérlet)

Jelen PhD kutatas elsd kisérlete soran sikeresen létrehoztunk és jellemeztink egy Uj,
macska eredetl primer hugyhdlyaghamsejt-tenyészetet, amely hasznos modellként szolgalhat
a FIC biokémiai hatterének in vitro vizsgalatara. Jelenlegi tudasunk szerint a létrehozott
sejtmodell az els® macska eredetli hugyhdlyaghamsejt-tenyészet, amely uroplakin |Il.
kimutatasa altal igazolva, bizonyitottan tartalmaz differencialt hugyhélyaghamsejteket. Mivel az
uroplakinok specifikus urotelialis differencialédasi markerek, ezért az uroplakin Ill. alkalmas a
differencialt hagyholyaghamseijtek sejtkultirakban toérténd jellemzésére. A citokeratinok a
hamsejtekre jellemzé intermedier sejtfilamentumok, ezért a pozitivitas megerésiti a tenyésztett
sejtek epitelidlis eredetét. A pan-citokeratin-pozitivitas mar a lerakast koéveté elsé napon
kimutathatd volt; az uroplakin-pozitivitas azonban csak 6 nappal a lerakas utan jelentkezett,
ami arra utal, hogy a tenyésztett hugyholyaghamsejteknek szikségik van néhany napra a

differencialédashoz.

A rovid tava (1 oras) NE-kezeléssel modellezett akut stressz
molekularis hatasainak vizsgalata az ujonnan létrehozott macska
eredeti primer hugyhdélyaghamsejt-tenyészeten (ll. kisérlet)

A masodik kisérletben vizsgaltuk, hogy van-e kozvetlen molekularis kapcsolat az NE
jelenléte és a FIC-ben szenvedd macskak holyagjaban megjelend elvaltozasok kézott. Annak
érdekében, hogy megtudjuk, az alkalmazott kezelés képes-e gyulladasos valaszt, oxidativ
stresszt és a barrierfunkcié karosodasat el6idézni a hélyaghamsejtekben, megerésitve ezzel
az NE kozvetlen szerepét a betegség patogenezisében, vizsgaltuk az akut NE kezelés
molekularis hatasait in vitro, az altalunk Iétrehozott macska eredeti primer hugyhdlyaghamseit-
tenyészeten. Az akut NE expozicidt kdvetéen fokozott metabolikus sejtaktivitasat, tovabba
emelkedett extracellularis IL-6 és SDF-1 koncentraciokat mértink, ami az NE kozvetlen
gyulladasos szerepére utal az uroepitél sejtek stresszvalasza soran. Ezen kivll vizsgaltuk az
NE modulalé hatasat a tenyésztett sejtek oxidativ allapotara is, és emelkedett PC koncentracioét
mértink; az MDA, a GRP78 és a 8-OHdG koncentracidja azonban nem mutatott szignifikans
ndvekedést. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az akut NE-kezelés a fehérjék oxidativ
karosodasa révén oxidativ stresszt idézhet el anélkil, hogy lipidperoxidaciot,
endoplazmatikus retikulum stresszt vagy DNS karosodast valtana ki. Vizsgaltuk tovabba az NE
uroepitél sejtek barrierfunkciojaban betoltott szerepét, és eredményeink alapjan elmondhato,
hogy az akut NE-kezelés képes volt csokkenteni a hugyhdlyaghamsejtek tight junction
sejtkapcsolatainak klaudin-4 fehérjemennyiségét, a tapfolyadék GAG koncentraciojat (100
pMmol/l NE kezelés esetén) és a tenyésztett sejtek TER értékét (100 és 1000 umol/l NE kezelés



esetén), utalva arra, hogy az akut NE kezelés csokkentheti az uroepitelialis sejtek
barrierintegritasat.

A pulzalé (3x1 6ras) NE-kezeléssel imitalt krénikus, intermittalé
stressz molekularis hatasainak vizsgalata macska eredetii primer
hugyhdélyaghamsejt-tenyészeten (lll. kisérlet)

Mivel FIC-es macskakban a tiinetek ismétl6dé stressz hatasara nagyon gyakran kidjulnak,
vizsgaltuk, hogy ezek megjelenése dsszefligghet-e az NE ismételten emelkedett jelenlétével,
vagy esetleg az uroepitél sejtek képesek alkalmazkodni a kronikus stresszhez. A
szakirodalomban szamos tanulmany fellelhet6, amely leirja, hogy bizonyos sejttipusok
hatékonyan adaptalédnak kilonbdzé stresszorok tartos jelenlétéhez, példaul a hepatocitak
sikeresen alkalmazkodnak a h&stresszhez, vagy az endotélsejtek a mechanikai stresszhez.
Korabbi vizsgalatokban leirtak, hogy mind az akut, mind a krénikus NE-expozicido képes
oxidativ stresszt és emelkedett gyulladasos citokin expressziét el6idézni patkany
szivizomsejtekben, azonban eddig nem talaltunk informaciét az NE krénikus jelenlétének

Ezért a harmadik kisérletben az id6szakosan visszatérd stressz hatasait vizsgaltuk a
tenyésztett hugyhdlyaghamsejteken, amelyet 3x1 6rds NE kezeléssel modelleztink.
Eredményeinket tekintve az ismételt stresszhatasnak kitett sejtek molekularis valasza hasonl6
volt az akut kezelés kovetkezményeihez: a 3x1 6ras NE expozicid6 megndvekedett
extracellularis SDF-1 termelést eredményezett, azonban az akut kezeléssel ellentétben az IL-
6 koncentracidja valtozatlan maradt, ami arra utal, hogy a FIC kronikus eseteiben az SDF-1
fontosabb szerepet tdlthet be a betegség progresszidjaban, mint az IL-6. Ezen kivil a pulzalo
NE-kezelés oxidativ stresszt idézett el6 a HO.-termelés fokozasaval, és képes volt
csOkkenteni a hugyhdlyaghamsejt-tenyészet barrierintegritasat is, a tenyészetek GAG-
koncentraciojanak, klaudin-4-tartalmanak és TER-értékeinek csokkentésén Kkeresztul.
Elmondhatd tovabba, hogy — az akut kezeléssel ellentétben — mar az alacsonyabb NE-
koncentraciok is képesek voltak csokkenteni a GAG-koncentraciot és a TER-értékeket, ami
arra enged kovetkezteti, hogy a tenyésztett uroepitél sejtek érzékenyebbek az ismételt NE-

expoziciora, mint az egyszeri akut kezelésre.

Kovetkeztetések

A jelen doktori értekezés eredményeit 6sszefoglalva megallapithatd, hogy az akut stresszt
modellezé 1 éras NE kezelés képes volt gyulladasos valaszt és oxidativ stresszt el6idézni,
valamint csOkkentette a tenyésztett hugyhdlyaghamsejtek barrierintegritasat. Ezen
eredmények alapjan elmondhatd, hogy a stresszel Osszefliiggé NE-felszabadulas fontos

kozvetitd szerepet jatszhat a FIC korfejlédésében. Tovabba, a kronikus, ismétlédd NE kezelés



is gyulladasos valaszreakciét valtott ki, bar az akut stressz-expozicidhoz képest eltérd
gyulladasos citokinprofillal; valamint az alkalmazott pulzalé NE kezelés a hugyhdlyaghamsejtek
oxidativ allapotat és barrierfunkciéjat is kedvezétlenil befolyasolta. Ez alapjan megallapithato,
hogy a hugyhdlyaghamsejtek képtelenek voltak alkalmazkodni az NE tartds jelenlétéhez,
ezaltal igazolva, hogy az NE kulcsszerepet jatszhat a betegség koérfejlédésében mind az akut,
mind a krénikusan visszatérd esetekben is. Tovabba elmondhatd, hogy a FIC-ben érintett
macskak szervezetében mérhetdé emelkedett NE koncentracid jelenléte kdzvetlen hatassal
lehet a hélyagban bekovetkezd, tinetekben megnyilvanuld valtozasok kialakulasara.

A jelen PhD tanulmany altal szolgaltatott Uj tudomanyos eredmények hozzajarulnak a FIC
patogenezisének és biokémiai hatterének pontosabb megértéséhez; valamint az ujonnan
létrehozott, macska eredetl primer huagyhdlyaghamsejt-tenyészet a jovében hasznos
modellként szolgalhat nemcsak a FIC patomechanizmusanak, hanem a macskak egyéb

hagyuti rendellenességeinek in vitro vizsgalatara is.
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Uj tudomanyos eredmények
Ad 1,

Sikeresen  létrehoztunk, és jellemeztink egy macska eredeti primer
hagyhodlyaghamsejt-tenyészetet, amely igazoltan tartalmaz differencialt
hagyhdlyaghamsejteket. A tenyészet jellemzéséhez Giemsa és immunfuoreszcens festést
alkalmaztunk. Az Gjonnan létrehozott sejttenyészet hasznos eszkozként szolgal a FIC, és mas,

hagyhdlyagot érint6é betegségek biokémiai hatterének in vitro tanulmanyozasara.

Ad 2,

A rovid tavua (1 6ras) NE kezeléssel modellezett akut stressz képes volt ndvelni a
tenyésztett uroepitelialis sejtek metabolikus aktivitasat, tovabba emelte kilénb6zé gyulladasos
mediatorok, mint az IL-6 és az SDF-1 extracellularis koncentraciojat, megerésitve, hogy az NE
képes gyulladasos valaszt kivaltani az uroepitéliumban. Az NE kezelés ndvelte az oxidativ
stresszmarker PC mennyiségét, mig az MDA, 8-OHdG és GRP78 koncentracié nem nétt, ami
arra utal, hogy az NE a fehérjék oxidativ karosodasat okozhatja lipidperoxidacio, DNS-
karosodas vagy endoplazmatikus retikulum stressz nélkul. Tovabba, az akut NE kezelés a
csokkent TER értékek alapjan csokkentheti az uroepitelidlis sejtek barrierfunkciojat, a GAG
koncentracié és a klaudin-4 fehérjeexpresszié csokkentésén keresztiil. igy elmondhatd, hogy
a betegség soran felszabadulé NE valészinlileg fontos szabalyozé szerepet tolt be a betegség

koérfejlédéseben.

Ad 3,

A pulzéld (3x1 o6ras) NE-kezeléssel modellezett kronikus intermittald stressz szintén
képes volt gyulladasos valaszt és oxidativ stresszt kivaltani az uroepitél sejtekben az SDF-1
és a H»O: koncentracidonak novelésén keresztil. Emellett az akut stressz-expoziciéhoz
hasonléan az NE novelte az uroepitélium permeabilitasat, amire a csékkent GAG-koncentracio,
klaudin-4 mennyiség és TER-értékek utalnak. A kapott eredmények alapjan elmondhatd, hogy
a hélyaghamsejtek nem képesek alkalmazkodni az ismétlédéen emelkedett NE jelenléthez,

ami tovabb erdsiti az NE fontos szerepét a FIC patogenezisében.
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