-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by .. CORE

provided by Repository of the Academy's Library

SZAKMAI ZARO BESZAMOLO

A palyazat munkatervében 4 cél megvaldsitasat fogalmaztunk meg, melyek elvégzésével pontosabb
betekintést kaptunk a kapszaicin-érzékeny szenzoros idegek szénhidrat anyagcserében betoltott
szerepére vonatkozéan. Az eredeti munkatervnek megfelel6en az elvégzett kisérletek az alabbiak

szerint 4 részre tagolddtak:

1. Megvizsgaltuk, hogy a 2-es tipusu cukorbetegségben a hasnydlmirigy inzulintermel6 béta
sejtjeinek szamanak csokkenésében és az inzulin rezisztencia kialakuldasaban a kapszaicin-

érzékeny szenzoros rostok milyen szerepet jatszanak.

2. Megvizsgaltuk, hogy a hasnydlmirigyet szenzoros idegekkel ellaté gerincvel6i hatso gyoki
idegduc (dorsal goot ganglia, roviden: DRG) lokalis kapszaicin kezelése lassitja-e a betegség

progresszidjat

3. Megvizsgaltuk a kapszaicin-érzékeny idegek szerepét a krdnikus thiazolidinedione terapia

hatékonysagaban

4. Mintakat gydjtiink annak vizsgalatara, hogy az emberi hasnyalmirigyben hogyan valtozik a

Langerhans szigetsejtek neuropeptid- és hormon tartalma

A kapott eredményeimet az aldbbiakban foglalom Ossze, részletesen kitérve az alkalmazott vizsgalati
madszerekre, a kapott eredményekre valamint az ezen eredményekre tdmaszkodo, tovabbi kutatasi
lehetdségekre és azok gazdasagi hasznosithatdsagara, valamint (amennyiben volt) a tervezettdl vald

eltérés okara.

Ad 1. Annak vizsgdlata, hogy a NIDDM-ban a béta sejtek szamdnak csékkenésében és az inzulin

rezisztencidban a kapszaicin érzékeny szenzoros rostok milyen szerepet jatszanak.

A kisérlethez Otsuka Long Evans Tokushima Fatty (OLETF) patkanyokat hasznaltunk, melyeket
standard allathazi korilmények kdzott (12-12 6ras nappal-éjszaka periddus, 20-25 °C, 50-70% relativ
paratartalom, standard laboratériumi tap és csapviz) tartottunk. E modell allatok jellegzetessége,
hogy a CCK-1 receptor genetikai hibdja kovetkeztében az allatok folyamatosan esznek, elhiznak és ez
inzulin rezisztencidhoz és végll NIDDM-hez vezet (1). Az allatokat 6 hetes korukban (érkezést

kovetéen 1 héttel) 2 csoportra osztottuk (csoportonként 12-12 dllattal), az egyik csoportot
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szisztémasan kapszaicinnel (lasd aldbb), mig a kontroll csoportot a kapszaicin vivéanyagaval a
korabban mar leirt mddon (2) el6kezeltiik E kezelést kovetSen az allatok metabolikus paramétereit
folyamatosan regisztraltuk 19 héten keresztiil. Ennek soran heti rendszerességgel meghataroztuk a
testsulyban bekovetkezett valtozast, az atlagosan elfogyasztott napi étel és viz mennyiségét valamint
az Uritett széklet és vizelet mennyiségét. Az anyagcsere paraméterek mérését metabolikus ketrec
(Tecniplast, Olaszorszag) felhasznalasaval végeztiik. A kezelést kovetd 18. héten oralis glikoz
tolerancia tesztet végeztiink, majd ezt 1 héttel kdvetGen hyperinzulinémias euglikémias gliikdz clamp
mérést végeztink, illetve mindkét kezelési csoportbdl 3-3 &llatban *H-gliikéz felhasznalaséaval
meghataroztuk a bazalis (éhgyomri) és a HEGC steady state allapotban az inzulin stimulalt endogén
glikéz termelést. Az éhgyomri vércukor és plazma inzulin eredményekbél meghataroztuk a

hasnyalmirigy B sejteinek funkcidjara utal6 HOMA-B% indexet.

ALKALMAZOTT MODSZEREK
Kapszaicin el6kezelés

Az allatokat elbdditottuk (30 mg/kg pentobarbital ip), majd a dorsalisan subcutan a nyak bére ala 50
mg/kg kapszaicin fecskendeztiink. A teljes éberségi allapot visszatérése utan az allatok visszakeriltek
az dllathazba. A kezelés sikerét a szembe cseppentett kapszaicinre adott valasz hianya igazolta. Csak
olyan dllatot vontunk be a kapszaicinnel kezelt csoportba, amelyeknél ily médon sikeriilt a kapszaicin
el6kezelés hatékonysagat visszaigazolni. A kontroll csoportot hasonlé médon, a kapszaicin

olddszerével kezeltiik (fizioldgids séoldat, Tween 80 és etanol 8:1:1 aranyu oldata).

Metabolikus valtoz6k meghatarozasa

A metabolikus paraméterek meghatarozasahoz metabolikus ketrecet (Tecniplast, Olaszorszag)
hasznalunk és a kdvetkez6 paraméterek mérését foglalja magaba: napi testsuly valtozas (g), naponta
elfogyasztott tap (g) és viz mennyisége (ml), napi Uritett vizelet (ml) és széklet (g) mennyisége. E

paraméterek meghatarozasat 3 napos (péntek-vasarnap) akklimatizacio el6zi meg.

Oralis Glukoz Tolerancia Teszt

Az dllatokat a kisérlet el6tti nap estéjétsl (kb. 16 6ran at) éheztettik. A kisérlet napjan a farok

véndjabdl nyert vénas vérbG8l meghataroztuk az éhgyomri vércukorszintet, majd oralisan



gyomorszondan keresztll 1g/kg gliikozt adtunk és az ezt kdvets 15., 30., 60. 90. és 120. percben a
farokvénabdl nyert vérbsl meghataroztuk a vércukor szintet. A kisérlet végén az allatok

visszakeriltek az allathazba.

Teljes test inzulinérzékenység meghatarozasa

A teljes test inzulinérzékenység meghatarozasara hyperinzulinémias euglikémias gliikdz clamp (HEGC)
madszerrel, a kapszaicinnel vagy olddszerrel tortént elGkezelést kdvet 19. héten keriilt sort (3). A
kisérletet megel6z6en az allatokat 16 6ran at éheztettik, majd tiopentallal (Trapanal 50mg/kg, i.p.)
elaltattuk. Behelyeztlink 2 vénas kaniilt a véna jugularis két szaraba cukor és inzulin adas céljabdl, egy
artérias kanilt vérvétel (vércukor és plazma inzulin meghatdrozdshoz) valamint szisztémas
vérnyomasmérés céljabdl illetve légcsé kandlt, az atjarhatd légutak biztositasa céljabdl. A miitétet
kovetSen az allatokat kb. 30 percig magukra hagytuk, hogy az esetlegesen a mdtét soran fellépé
stressz hatdsa lecsillapodjék. Ezt kévetGen vért vettiink (1 ml) az éhgyomri vércukor és a plazma
inzulin meghatarozashoz, majd elinditottuk az inzulin infuziét 6 mU/kg/min sebességgel. Az inzulin
infuzié 120 percen keresztiil tartott, ez alatt az idé alatt a vércukorszinten 5-10 percenként
ellendriztik és az inzulininfazidval parhuzamosan elinditott cukorinflizio sebességét gy valtoztattuk,
hogy a vércukor értéke folyamatosan 5.5+0.5 mmol/L maradjon. A 120. perc végén Ujra vérvétel
tortént plazma inzulinszint meghatdrozashoz. A teljes test inzulinérzékenységet a 90. és 120. perc
kozott mért atlagos cukorinfuzids sebesség (mg/kg/min) jellemzi. A HEGC végén az allatokat
tulaltattuk (thiopental 100 mg/kg iv). A vércukor meghatarozas 1 csepp vérbdl tortént glikdz oxidaz

madszer segitségével (Accu Check Active, Roche, Magyarorszag).

Bazalis és Inzulin-stimulalt Endogén Cukortermelés Meghatarozasa

A mtéti el6tti elGkésziiletek és a miitét soran elvégzett beavatkozdsok mindenben megegyeznek a
HEGC soran leirtakkal, azzal az eltéréssel, hogy egy 3. vénas kaniil keriilt belltetésre a *H-glikoz
inflzié szdmara. A mitétet kovets nyugalmi periddus utdn 5 uCi *H-gliikdzt adtunk bolusban, majd
0.15 uCi/min sebességgel folyamatos, 180 percig tartd infuzidt inditottunk. A radioaktiv cukorinfuzié
inditasa el6tt (a 0. percben), majd a 60., 120., 150., 160., 170. és 180. percben vérmintat vettiink a
radioaktivitds meghatdrozasa céljabdl. A 0. percben vett minta szolgalt az éhgyomri mintaként a
vércukor és plazma inzulinszint illetve a HOMA indexek kiszamitasahoz. A 60. percben levett minta
alapjan szamitottuk a bazalis, mig a 150-180 perc kozott levett mintak atlagabdl az inzulin-stimulalt

endogén cukortermelés értékeket.



Plazma inzulinszint meghatarozas, HOMA-IR és HOMA-B% indexek

A kisérlet elején, az inzulin infazid megkezdése el6tt, valamint a HEGC steady state (90.-120. perc)
alatt keriilt sor vérvételre plazma inzulinszint meghatarozas céljabdl. A levett vért (4 °C, 2 perc,
10.000 rpm) lecentrifugaztuk és a plazmat levettiik és lefagyasztottuk -70 °C-ra amig nem kerdlt sor
az inzulinszint meghatarozasra. A plazma inzulinszintet kereskedelmi forgalomban kaphaté RIA kitt

segitségével hataroztuk meg (4).

A HOMA-IR index meghatarozas a szervezet inzulinérzékenységének meghatarozasara szolgalo
egyszerl modszer, mely az éhgyomri inzulin és vércukorszint ismerete alapjan ad felvilagositast a
teljes test inzulinérzékenységre (éhgyomri vércukor (mmol/L) x éhgyomri plazma inzulin

(uU/ml)/22.5). Minél alacsonyabb ez az érték, az inzulinérzékenység annal jobb (5).

A HOMA-B% index a hasnydlmirigy inzulintermelS sejtjeinek a szekrécids kapacitdsarél ad
felvildgositast és az alabbi képlet szerint szamitandd: éhgyomri plazma inzulinszint (uU/ml) x
20/(éhgyomri vércukor (mmol/l)-3.5). Minél magasabb ez az érték, a sejtek szekrécidja anndl

kifejezettebb (5).

Statisztika

,,,,,,

ANOVA szerint végeztiik, majd Bonferroni szerint mddositott t-prébat végeztiink. Akkor tekintettiink

valamit szignifikans eltérésnek, ha p<0.05 volt (6).

EREDMENYEK
A kapszaicin kezelés hatasa a metabolikus valtozékra

A kapott eredményeket az 1. dbra illetve az 1. tablazatban foglaltam 6ssze. A kapszaicin el6kezelt
csoport testsulyndvekedése elmaradt az olddszerrel kezelt kontroll csoporttél, mely eltérés a kezelést
kovetd 15 héten valt szignifikanssa. A tobbi metabolikus valtozéban nem mutatkozott statisztikailag

szignifikans kiilonbség.
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1. abra. A kapszaicin el6kezelés hatas a teststly valtozdsara OLETF patkanyban. A *-gal jelolt értékek

szignifikans eltérést mutatnak az oldészerrel kezelt kontroll csoport hasonlé értékeitdl.

Elfogyasztott tap (g) | Elfogyasztott viz (ml) | Uritett Uritett vizelet
széklet (g) (ml)
Kontroll 32.3+3.2 36.7t4.2 28.8+3.0 18.5+1.9
Kapszaicin kezelt 31.943.1 37.8+3.8 29.4+2.7 18.9+1.8

1. tablazat. A kapszaicin el6kezelés hatasa a metabolikus valtozokra OLETF patkanyban. Az egyes

Osszetartozo értékek kozott nincs statisztikailag szignifikans eltérés.

A kapszaicin kezelés hatasa a vércukorvaltozasra Oralis Gliik6z Tolerancia Teszt soran

A kapszaicinnel kezelt allatok éhgyomri vércukorértéke valamivel alacsonyabbnak adddott, mint a

kontroll csoporté, azonban nem ért statisztikailag szignifikans szintet. Ugyanakkor az oralis

glikdzterhelésre kapott vércukor emelkedés a kapszaicin kezelt allatokban szignifikansan kisebb volt,

amit mutat az egyes idépontokban mért alacsonyabb vércukorérték (2. abra.) illetve a gorbe alatti

terlletek kozotti szignifikans kiilonbség is mutat (kontroll: 18444124 vs kapszaicin kezelt: 1287+87).
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2. abra. A kapszaicin elGkezelés hatas a vércukorvaltozasra OGTT soran OLETF patkanyban. A *-gal jelolt
értékek szignifikans eltérést mutatnak az olddészerrel kezelt kontroll csoport hasonlé értékeitdl.

A kapszaicin kezelés hatdasa a teljes test inzulinérzékenységre valamint a bazalis és inzulin-stimulalt

cukortermelésre

A kapszaicinnel kezelt allatok periférids széveteinek inzulin iranti érzékenysége szignifikansan javult a
kontroll OLETF patkanyokhoz képest (3. dbra), azonban nem éri el az egészséges patkanyokban
mérhet6 szintet (Long Evans Tokushima Otsuka (LETO) patkany inzulinérzékenysége HEGC alatt:
28.2+3.5 mg/kg/min — korabbi kisérletek alapjan).
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3. abra. A kapszaicin el6kezelés hatasara a teljes test inzulinérzékenység szignifikansan javul OLETF
patkanyban HEGC mérés soran. A *-gal jel6lt érték szignifikdns eltérést mutatnak az oldészerrel kezelt

kontroll csoport hasonlé értékétol.

Hasonlé eredményt kaptunk, amikor 3H-glikéz felhasznaldsaval meghataroztuk a bazdlis és
inzulinstimulalt endogén cukortermelésértékeit. A kapott eredmények arra utalnak, hogy a kapszaicin

kezelt allatokban kevésbé sulyos inzulinrezisztencia alakul ki a kontroll OLETF patkanyokhoz képest

(2. tablazat).

Bazalis endogén gliikdz

termelés (mg/kg/min)

Inzulin stimulalt endogén

gliikdz termelés (mg/kg/min)

Kontroll

7.54+1.5

6.77+1.2

Kapszaicin kezelt

12.9+3.1*

2.8+1.1*

2. tablazat. A kapszaicin el6kezelés hatas a vércukorvaltozasra OGTT soran OLETF patkanyban. A *-gal jelolt

értékek szignifikans eltérést mutatnak az olddészerrel kezelt kontroll csoport hasonlé értékeitdl.

A kapszaicin kezelés hatasa az éhgyomri vércukor és plazma inzulin értékekre illetve az ezekbdl

szamitott HOMA-IR és HOMA-B% indexekre




A kapszaicin kezelt allatok éhgyomri vércukorszintje alacsonyabb volt, mint a kontroll csoporté,
azonban az eltérés nem érte el a statisztikailag szignifikans szintet. Az éhgyomri plazma inzulinszint a
kapszaicin kezelt allatokban szintén alacsonyabb volt, mint a kontroll OLETF allatoké (3. tablazat).
Ugyanakkor az egészséges LETO patkanyok vércukor (4.2+0.6 mmol/L) és plazma inzulinszintje
(13.3£2.3 uU/ml) szignifikdnsan alacsonyabb, mint a kapszaicin kezelt OLETF allatoké (a LETO adatok

nem e palyazat keretében késziltek).

Ehgyomri Ehgyomri plazma | HOMA-IR HOMA-B%

vércukorszint inzulinszint (pU/ml)

(mmol/L)
Kontroll 6.6x0.7 80.219.2 23.512.1 517136
Kapszaicin 5.74+0.6* 48.416.2* 11.2+0.9* 569+32
kezelt

3. tablazat. A kapszaicin elGkezelés hatas az éhgyomri vércukor és plazma inzulinszintre illetve az ezen
értékek alapjan szamitott HOMA-IR és HOMA-B% indexekre. A *-gal jelolt értékek szignifikans eltérést
mutatnak az olddszerrel kezelt kontroll csoport hasonlé értékeitdl




Ad. 2. Annak vizsgdlata, hogy a pankredszt szenzoros idegekkel ellité DRG lokdlis kapszaicin

kezelésével elérheté-e a betegség progressziojanak lassitdsa

A kisérlethez non-obese diabetic (NOD) egereket hasznaltunk, melyeket standard allathazi
korilmények kozott (12-12 o6rads nappal-éjszaka periddus, 20-25 °C, 50-70% relativ pdratartalom,
standard laboratdriumi tap és csapviz) tartottunk. E modell allatok jellegzetessége, hogy az elhizas
kovetkeztében a human 2-es tipusu cukorbetegségre jellemz tlineteket produkaljak. Az allatokat 3
csoportra osztottuk (csoportonként 12-12 dllattal), az egyik csoportot szisztémdsan, egy madsikat
lokalisan kezeltiik kapszaicinnel (lasd aldbb), mig a kontroll csoport a kapszaicin olddszerét (lasd

fentebb) kapta szubkutan.

ALKALMAZOTT MODSZEREK

Kapszaicin el6kezelés

A szisztémas kapszaicin elGkezelést ugyanugy csinadltuk, mint az OLETF patkanyok esetében (lasd
fentebb). A lokalis kapszaicin kezeléskor allatokat elbdditottuk (30 mg/kg pentobarbital ip), majd a
dorsalisan a gerinc mentén a thoracalis 8-11 szakasz mentén felkerestiik a hatso gyoki idegducokat és
kapszaicinnel atitatott vatta darabot helyeztiink koréjik 20 percre, majd eltavolitottuk és a sebet
aszeptikus korilmények kozott bezartuk. A kezelés sikerét a szembe cseppentett kapszaicinre adott
valasz megléte illetve a TRPV1 pozitiv szenzoros idegek hasnyalmirigybeli hianya igazolta. Azokbdl a
kapszaicinnel kezelt allatokbdl nyert minden eredményt kizartuk, ahol a post mortem elvégzett
szOvettani vizsgdlat TRPV1 pozitiv idegeket mutatott a hasnyalmirigyben (hatastalan lokalis
kapszaicin kezelés). Az olddszerrel kezelt kontroll csoportot az OLETF patkdanyokndl ismertetett
madon, a kapszaicin olddszerével kezeltiik (fizioldgias séoldat, Tween 80 és etanol 8:1:1 aranyu

oldata).

Szévettani és immunhisztokémiai vizsgalat

Az dllatokat elvéreztettiik és hasi feltdrasbdl eltavolitottuk a hasnyalmirigyet, amit 4%-os formalinos
fixalo oldatba tettlink 24 drara, majd felszallo alkoholsorozat segitségével a vizet eltavolitottuk és
végil a mintakat paraffinba agyaztuk. Ezt kdvet&en kerilt sor a metszetek elkészitésére, melyeken a

vizsgalat céljatdl figgben vagy haematoxilin eozin festést végeztiink a T sejtes infiltracié mértékének



kimutatasara vagy immunfluoreszcens festést a TRPV1 és CGRP pozitiv idegek kimutatasara. Az T-
sejtes infiltracid mértékének megallapitasahoz 3 egymastdl fliggetlen megfigyeld legalabb 200 sziget
Langerhans sziget, 1 pont, ha sziget korili gyulladas kiterjedése kevesebb, mint 25%, 2 pont, ha az
infiltracié mértéke 25-50% és 3 pont, ha az infiltracio kiterjedése tobb, mint a sziget teriletének 50%

(7).

Plazma inzulinszint meghatarozas, HOMA-IR és HOMA-B% indexek

A kisérlet elején keriilt sor vérvételre éhgyomri vércukor és plazma inzulinszint meghatarozas
céljabol. A vércukor meghatarozas 1 csepp vérbdl tortént glikdz oxiddz mddszer segitségével (Accu
Check Active, Roche, Magyarorszag). A levett vért (4 °C, 2 perc, 10.000 rpm) lecentrifugaztuk és a
plazmat levettik és lefagyasztottuk -70 °C-ra amig nem kerlt sor az inzulinszint meghatarozasra. A

plazma inzulinszintet kereskedelmi forgalomban kaphato RIA kitt segitségével hataroztuk meg (4).

A HOMA-IR index meghatarozas a szervezet inzulinérzékenységének meghatarozasara szolgalo
egyszerl modszer, mely az éhgyomri inzulin és vércukorszint ismerete alapjan ad felvilagositast a
teljes test inzulinérzékenységre (éhgyomri vércukor (mmol/L) x éhgyomri plazma inzulin

(uU/ml)/22.5). Minél alacsonyabb ez az érték, az inzulinérzékenység annal jobb (5).

A HOMA-B% index a hasnydlmirigy inzulintermelS sejtjeinek a szekrécids kapacitdsarél ad
felvildgositast és az alabbi képlet szerint szamitandd: éhgyomri plazma inzulinszint (uU/ml) x
20/(éhgyomri vércukor (mmol/l)-3.5). Minél magasabb ez az érték, a sejtek szekrécidja anndl

kifejezettebb (5).

EREDMENYEK

A szisztémas és lokalis kapszaicin kezelés hatasa a hasnyalmirigyet ellaté hatsé gyoki idegduc

idegeire és a Langerhans szigetek T-sejtes infiltracidja

A kapszaicin olddszerrel kezelt allatoknal a hasnyalmirigy Langerhans szigetei kortl TRPV és CGRP
pozitiv neuronokat lehetett kimutatni, mig a szisztémas és lokalis DRG kapszaicin el6kezelt allatokban

e neuron populacio nem volt kimutathatdé (4. és 5. abra). A Langerhans szigetek gyulladdsos

« sz



csoportban, ugyanakkor a T-sejtes infiltracié nagymértékben lecsokkent mind a szisztémas (0.23+0.1

pont), mind a lokalis DRG kapszaicin el6kezelés (0.31+0.2 pont) hatdsara (6. és 7. abra).

4. abra. Hasnyadlmirigy Langerhans szigetsejtet beidegz6 szenzoros idegfonat CGRP tartalmu rostjainak
kimutatdasa 40-szeres nagyitas mellett.

5. abra. Langerhans szigetsejt negativ kontroll, nincsenek zélden fest6d6, CGRP tartalmu szenzoros idegek.
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6. abra. NOD egér egészséges Langerhans szigete.

7. abra. NOD egér fehérvérsejtekkel infiltralt

Langerhans sziget. A limfocitak a sziget peremén
lévé sotét magok, mig a sziget belseje nem
infiltralt.



A szisztémas és lokalis kapszaicin kezelés hatasa az inzulinérzékenységre és a B sejt funkciéra

A kontroll csoport éhgyomri vércukor és plazma inzulin szintje szignifikdnsan emelkedett az

egészséges egérre (C57BL — ezen egerekbdl szarmazé eredmények korabbi vizsgalatok sordn

sziilettek) jellemz& értékekhez (vércukor: 4.3+0.6 mmol/lill. 11.3+£2.1 pU/ml) képest.

Vércukor Plazma inzulin | HOMA-IR HOMA-B%
(mmol/L) (pU/ml)
Kontroll 10.4+2.1 50.6%£7.1 23.4+2.1 14649.5
Szisztémas 6.7+1.6* 24.7+2.7%* 7.4+0.8* 154+12.4
Kapszaicin
Lokalis Kapszaicin 7.2+1.8* 27.6+3.1* 8.8+1.1* 149+14.9

4. tablazat. A szisztémas és lokalis kapszaicin kezelés hatas az éhgyomri vércukor és plazma inzulinszintre
illetve az ezen értékek alapjan szamitott HOMA-IR és HOMA-B% indexekre. A *-gal jel6lt értékek szignifikans
eltérést mutatnak az oldészerrel kezelt kontroll csoport hasonlé értékeitdl.




Ad 3. Annak vizsgdlata, hogy a kapszaicin-érzékeny idegek szerepet jdtszanak-e a kronikus

thiazolidinedione terdpia hatékonysdgdban

Ebben a kisérlet sorozatban OLETF és Wistar patkdanyokat hasznaltunk, melyeket a korabban

részletezett modon tartottunk allathazban.

ALKALMAZOTT MODSZEREK

A 2-es tipusu diabetes modell: Az OLETF patkanyok esetében a szisztémas kapszaicin kezelést (lasd
fentebb) az allatok 6 hetes kordban végeztik, majd ezt 12 hetes, 3 mg/kg per os adott roziglitazon
(Avandia®) kezelés kovette. Az Avandia kontrolljaként az dllatok csapvizet kaptak, ugyanolyan
volumenben, mint amennyiben az Avandiat adtuk. A vizsgalat soran az OLETF allatok k6zott 4 csoport

kerilt kialakitasra (Iasd: 6. abra).

Az 1-es tipusu diabetes modell: A Wistar patkanyokat 6 hetes korukban intraperitonedlisan 70 mg/kg
streptozotocinnal illetve a kordbban leirt médon kapszaicinnel kezeltiik. Ezt kovetGen 12 héten at
napi 1 alkalommal per os 3 mg/kg roziglitazonnal (Avandia) kezeltik az allatokat. Az Avandia
kontrolljaként az allatok csapvizet kaptak, ugyanolyan volumenben, mint amennyiben az Avandiat

adtuk. A vizsgalat soran a Wistar allatok kozott 6 csoport keriilt kialakitasra (1asd: 6. abra).
Egészséges kontroll csoportként hasonld életkord Wistar patkanyok szolgaltak.

A kezelés végén a korabban ismertetett menet szerint HEGC-et végeztiink teljes test
inzulinérzékenység meghatdrozas céljabol. A HOMA-IR és HOMA-B% indexek értékeit a HEGC elején
levett éhgyomri vércukor és plazma inzulinszintek alapjan szamitottuk a korabban részletezett

madon. Minden csoportban 12-12 allat volt.

Immunhisztolégia és Radioimmunoassay

Az immunbhisztologiai vizsgalatot a korabban leirt médon végeztiik el. A hasnyalmirigy neuropeptid
tartalmanak kvantitativ meghatdrozdsdhoz radioimmunoassay (RIA) mddszert haszndltuk. Ennek
soran az allatok kivéreztetése utan kivett hasnyalmirigy mintakat azonnal lefagyasztottuk folyékony
nitrogén segitségével a tovabbi vizsgdlatok elvégzéséig. A mintdkat felolvasztast kovetben
homogenizaltuk, lecentrifugaltuk és a felliliszot eltavolitottuk RIA mérés céljara. Az egyes

neuropeptidek (SP, CGRP) meghatarozasara sajat fejlesztés(i RIA assay allt rendelkezésiinkre (8;9).



A kapszaicin-érzékeny szenzoros idegek funkciéjanak vizsgalata izolalt szervi preparatumon

Az inzulinérzékenység meghatarozasat kovetGen az allatokat kivéreztettilk, majd a légcsovet a
gégeporc és a 2 f6horgé kozotti szakaszon kipreparaltuk és megtisztitottuk a koérnyezd
kotGszovetektSl. Minden esetben két, azonos kezelési csoportba tartozd allatbdl szarmazd légesé
preparatumot tettiink egy szervfiird6be. Ezt kovetGen a szervflird6ben a preparatumokat atmostuk
oly mddon, hogy 60 percen keresztil 1 ml/perc sebességgel 37 °C-os, 7.2 pH-ju, oxigenizalt (95% 02,
5% CO2) Krebs oldatot (NaCl 118.1 mM, KCl 4.7 mM, MgS04 1.0 mM, KH2PO4 1.0 mM, CaCl2 2.5
mM, NaHCO3 25.0 mM, gliikéz 11.1 mM) aramoltattunk at a szervfiirdén (1.8 ml). Az egy ora letelte
utan az atmosast ledllitottuk. Ezt kdvetSen indult a kisérlet érdemi része, mely 3, egyenként 8 percig
tartd részbdl tevédott ossze és mindegyik rész a szervfiird6é folyadék osszegylijtésével ért véget. A
szervfurdd folyadék 6sszegylijtését kovetGen a szervfird6t atmostuk, majd Ujra feltoltottik. Az elsé
rész az un. ingerlés elGtti frakcid volt, a masodik az ingerlés alatti, mig a harmadik frakcio az ingerlés
utani volt. Az ingerlés téringerlést jelentett és a kovetkez6 paraméterekkel tortént: 40V, 0.1 ms, 10
Hz, 120 mp. A levett mintdkat jéghideg csOvekbe tettiik, hogy az enzimatikus fehérje degradaciét
megakaddlyozzuk. Ezt kdvet6en a légcsévek nedves sulyat lemértiik. A levett szervflidé mintakbol
tortént a substance P (SP) és a CGRP meghatdrozas a korabban leirt metodika szerint (8;9). A kapott

eredményeket a légcsé nedves tomegére vonatkoztatva adtuk meg (fmol/mg).

EREDMENYEK

A roziglitazon kezelés hatasa az inzulin érzékenységre

Mind az OLETF (2-es tipusu cukorbeteg modell), mind az STZ-vel kezelt (1-es tipusu cukorbeteg
modell) allatok inzulinérzékenysége szignifikansan alacsonyabb volt, mint a kontrollnak tekintett
egészséges Wistar patkanyoké. Ugyanakkor a szisztémas kapszaicin kezelés minden inzulin rezisztens
csoportban az inzulinérzékenység javuldsat eredményezett, mig az egészséges Wistar patkanyok
inzulinérzékenységét nem befolyasolta. A 3 hdnapos, 3 mg/kg per os roziglitazon kezelés javulast
eredményezett az egyes inzulin rezisztens csoportok inzulinérzékenységében, azonban ez
statisztikailag szignifikans szintet csak a kapszaicin olddszerrel kezelt csoportokban eredményezett, a
kapszaicin kezelteknél a javulas nem érte el a szignifikans szintet. Az egészséges Wistar patkanyok
inzulinérzékenységét sem a kapszaicin el6kezelés, sem a roziglitazon kezelés (ezek az adatok

nincsenek benne a grafikonban) nem befolyasolta (8. abra).
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8. adbra. A thiazolidinedion kezelés (3 mg/kg roziglitazon; Avandia) hatdsa az 1l-es és 2-es tipusu
cukorbetegség allatmodelljeinek inzulinérzékenységére kapszaicin el6kezelés nélkiil illetve mellette. A *-gal
jelolt érték szignifikans eltérést mutat az 6sszetartozo csoportok kézott. A roziglitazon kezelés hatasara az 1-
es és 2-es tipusu cukorbeteg allatmodellek inzulinérzékenysége minden esetben javult, bar statisztikailag
szignifikans értéket nem érte el. A #-el jel6lt oszlopok szignifikans eltérést mutatnak a csapvizzel (roziglitazon
oldészere) kezelt csoporthoz képest.

A thiazolidinedione terapia hatasa a szigetsejtek szenzoros neuropeptid tartalmara

A kapszaicinnek kezelt allatokban a Langerhans szigetek koril végz6dé szenzoros idegek nem voltak
kimutathatdak és a RIA meghatarozas soran sem érte el a neuropeptid tartalom az érzékelés alsé
hatarat, igy azokat nem mutatom be 3abran. Az kapszaicin olddszerével kezelt OLETF és STZ
patkanyokban a TRPV és CGRP pozitiv idegek kimutathatdak voltak a Langerhans szigetek korl, mig a
RIA meghatarozas soran az egészséges kontrollhoz képest a CGRP tartalom emelkedett, mig a P
anyag mennyisége csokkent. A roziglitazon kezelés hatasara az OLETF patkanyok hasnyalmirigyében
meghatarozott emelkedett CGRP mennyiség lecsdokkent, mig a P anyag tekintetében a roziglitazon

kezelés nem okozott valtozast (9. és 10. abra).



=

20 *H#

[P}

z - *

~N—

2 * I

of

£

=

(=)

£
OLETF STZ
Avandia Avandia

9. abra. A krénikus TZD terapia hatasa a hasnydlmirigy P anyag mennyiségére OLETF és STZ kezelt
patkanyban. A *-gal jelolt érték szignifikans eltérést mutat az egészséges Wistar patkanyhoz képest. A #-el
jelolt érték szignifikans eltérést mutat a TZD-vel nem kezelt csoporthoz képest.
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10. abra. A krénikus TZD terdpia hatasa a hasnyalmirigy CGRP mennyiségére OLETF és STZ kezelt patkanyban.

A *-gal jelolt érték szignifikans eltérést mutat az egészséges Wistar patkanyhoz képest. A #-el jelolt érték
szignifikans eltérést mutat a TZD-vel nem kezelt csoporthoz képest.

A kronikus TZD kezelés hatasa a szenzoros idegek neuropeptid tartalmara izoldlt szervi

preparatumban



Az egészséges allatokhoz viszonyitva a légcsé bazalis és stimulalt P anyag tartalma lecsdkkent mind az
OLETF, mind az STZ kezelt allatokban. A kréonikus TZD kezelés egyik csoportban sem okozott
szignifikdns valtozast a trachea P anyag mennyiségében (11. dbra). Ugyanakkor mas a helyzet a CGRP
tekintetében. AZ OLETF patkanyok esetében a bazalis és stimuldlt CGRP mennyiség a kontrollhoz
képest megemelkedett, mig az STZ dllatoknal lecsokkent. A krénikus TZD kezelés hatdsara OLETF
allatban a CGRP mennyiség lecsokkent (12. abra).

I Basal

I Stimulated

I Basal TZD treated
I Stimulated TZD treated

fmol/pg wet weight

Control OLETF STZ

11. abra. A krénikus thiazolidinedione terapia hatasa a trachea bazalis és stimulalt P anyag tartalmara. A *-
gal jelolt érték szignifikans eltérést mutat az 6sszetartozo csoportok kozott.
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12. abra. A krénikus thiazolidinedione terapia hatasa a trachea bazalis és stimulalt CGRP tartalmara. A *-gal
jelolt érték szignifikans eltérést mutat az 6sszetartozé csoportok kozott. A #-el jelolt érték szignifikans
eltérést mutat a TZD-vel nem kezelt csoport stimulalt értékéhez képest.



Ad 4. Annak vizsgdlata, hogy humdn hasnydlmirigy mintdban hogyan vdltozik a szigetsejtek

neuropeptid- és hormon tartalma

Ez az a programpont, ahol nem sikeriilt elérni a kitlizott céljainkat, mivel nem sikerilt elegend6
mintat 0sszegyljtenlink ahhoz, hogy statisztikailag is értékelheté eredményeket kapjunk. Azonban
szeretnénk mindenképpen lemérni a begyd(jtott mintadkat, a palyazat futamidejét kovetd idészakban.
Az ehhez sziikséges vegyszerek és miiszerek a rendelkezésiinkre allnak, a mintak Osszegytjtése
folyamatban van. Ehhez a vizsgdlathoz tumoros beteg rezekciés mitéteinél a széli ép részbdl nyert
mintakat gy(jtjuk. A cadaverbdl torténé mintavételezéstdl eltekintettiink a technikai nehézségek és a
pancreas gyors 0nemésztédése miatt. Azon terviink, hogy IDDM és NIDDM-es betegekbdl szarmazé
pankredsz mintakhoz juthassunk nem valt megvaldsithatéva, mivel a pankreasz biopszia igen nagy
kockazattal jar és nem taldltunk olyan sebészi teamet, aki ezt felelGsséggel felvallalta volna. llyen
mintavétel lehet6sége a donacidéra kertlé agyhalottakbdl lenne lehetséges, azonban az elmult

id&szakban nem jutottunk ilyen mintahoz.



OSSZEFOGLALAS

A vizsgalataink legfontosabb eredménye annak igazoldsa, hogy a kapszaicin-érzékeny szenzoros
idegek szerepet jatszanak az NIDDM kialakulasaban azaltal, hogy kéros funkcidjuk a periférias
szovetek inzulin irdnti csokkenéséhez és inzulin rezisztencia kialakuldsahoz vezet. Ugyanakkor a
kapszaicin-érzékeny szenzoros idegek szerepét a HOMA-B% index szamitdsa alapjan a B-sejt funkcid
romlasaban nem sikerllt igazolni. Emellett els6ként igazoltuk, hogy a hasnydlmirigyet ellaté
kapszaicin-érzékeny szenzoros idegek a gerincvelGi hatsé gyoki idegducokbdl erednek. Végezetil
kimutattuk, hogy kronikus thiazolidinedione terdpia hatasara a hasnyalmirigy CGRP tartalma csékken
és P anyag tartalma novekedik, mely hatasok hozzajarulnak a TZD terapia hatékonysagahoz, azonban
arra vonatkozdéan nem sikerilt egyértelm( eredményt elérni, hogy a kapszaicin-érzékeny szenzoros
idegeknek szerepe van-e a TZD hatas kialakuldsaban, hiszen a kapszaicin kezelt allatokban bar a TZD
kezelés hatdsara az inzulinérzékenység javulast mutatott, azonban mértéke nem érte el a szignifikans
szintet. Ugyanakkor igazoltuk azt is, hogy a TZD kezelés nemcsak a hasnyalmirigyet ellato kapszaicin
érzékeny érzé6 idegek funkciojat befolyasolja, hanem a szervezet egyéb helyein is, de legaldbbis a
légcs6 esetében. Ennek jelentGségét az adja, hogy a TZD kezelés a vércukorszint javitasa mellett,

képes helyreallitani a kapszaicin-érzékeny szenzoros idegek lecsékkent neuropeptid tartalmat.

Kisérleteinkkel igazoltuk a kapszaicin-érzékeny szenzoros idegek szerepét a cukorbetegség és inzulin
rezisztencia kialakulasaban valamint, hogy a TZD kezelés inzulinérzékenyit6 hatasaban a koros
szenzoros neuropeptid aranyok helyreallitasa is szerepet jatszik. Tovabbi kisérleteket terveziink arra
vonatkozdan, hogy feltarjuk azokat a Iépéseket melyek a kapszaicin-érzékeny szenzoros idegek

diszfunkcidjat 6sszekapcsoljak a periférids szovetek inzulin rezisztenciajanak kialakuldsaval.
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