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ROVIDITESEK JEGYZEKE

B2m béta 2- mikroglobulin

CGRP calcitonin gén-rokon peptid
CGRPR calcitonin gén-rokon peptid receptor
Ct a kiiszob fluoreszcencia eléréséhez sziikséges ciklusszam
DM diabetes mellitus

DNS dezoxi-ribonukleinsav

DRG hatsé gyoki ganglionok

ENG elektroneurograf

EPO erytroprotein

FPG ¢hgyomri vércukor koncentracio
FPI ¢hgyomri inzulin koncentracid
HOMA homeasztatikus modell kiértékelése
HOMA-IR periférialis inzulin rezisztencia
HOMA-%B B-sejt funkcid vizsgalata

i.c intracellularis

1.p. intraperitonealis

L-NAME NG- nitro- L-arginin metil észter

n. saphenus nervus saphenus

n.vagus nervus vagus

NaCl Natrium-Klorid

NANC non-adrenerg, non-kolinerg

NK1 Neurokinin 1 receptor

NK2 Neurokinin 2 receptor

PPT-A Preprotachykinin-A

QRT-PCR quantitative real-time polymerase chain reaction
RIA radioimmunoassay

RNS ribonukleinsav

S.D. standard deviacid

S.E.M. standard error of means

SOD szuper-oxid dizmutéz

SOM

szomatosztatin



SP
SRIF I, 11
SSTR1,2,3,4,5
STZ

TI

TTX

P-anyag

szomatosztatin receptor alcsalad I, 11
szomatosztatin receptor 1., 2., 3., 4., 5. altipusa
streptozotocin

téringerlés indukalta

tetrodototoxin



1 ALTALANOS BEVEZETES

A szenzoros neuron farmakologiaja néhany évvel ezel6tt még hianyzott a farmakologia targya
tankonyvekbdl. Az elmult fél évszazad kutatdsai azonban jelentds eredményeket hoztak e
teriileten ¢és lassan korvonalazddni latszik, hogy hogyan és milyen célbdl tudjuk majd
befolyasolni az érz6 neuronok miikddését. Jelenleg még nem rendelkeziink szelektiven a
szenzoros neuronon hato fajdalomcsillapitéval, de ennek megjelenése nem sokaig kell
varasson magara. Fontos megemliteni azt is, hogy a szenzoros neuron nem csak arra
hivatottak, hogy a periféria feldl a centrumba juttassak az informaciot (orthodromos vezetés),
hanem specialis effektor funkcidoval is rendelkeznek (antidromos vezetés), mivel az
ingeriiletre beldliik felszabaduldé neuropeptidek parakrin (de egyes esetekben endokrin)
hatdsokat hoz létre. Ezen effektor hatasnak szerepe lehet a gyulladdsos folyamatok
mechanizmusédban valamint a mikrocirkuldcié szabalyozasaban. E rendszer kutatdsat
jelentdsen segitette, hogy David Julius munkacsoportjanak sikeriilt a szenzoros neuronra
jellemzd capsaicin/vanilloid receptor klonjait eldallitani (VRI1 receptor). A capsaicin
receptorokon vald hatasédnak elsd leirasa tisztan farmakologiai eszkdzokkel szerkezet-hatas
Osszefiiggések vizsgélatinak kovetkezményeként keriilt sor. A receptor klonozasa ezeket a
vizsgélatokat évtizedek elmultaval erdsitették meg. Napjainkban szdmos gyogyszergyar
(Novartis, SKB, Procter and Gamble stb.) intenziv kutatasokat folytat szenzoros neuronon
szelektiven hato vegyliletek kifejlesztése érdekében.

A szenzoros neuronok szerepet jatszanak néhany betegség pathomechanizmusaban vagy a
betegség lefolyasa a szenzoros neuronok funkciojat befolydsolja. Kisérleteink éppen ebbdl a
szemszOgbdl vizsgaljak a szenzoros neuron effektor miikodését. A daganat kemoterdpia soran
sokszor meriil fel a neurotoxicitds problémaja ¢és hasonl6 moédon a cukorbetegség
szovOdményei kozt is sok esetben problémat jelent mind a beteg, mind az orvos szamara a
hosszt lefolyas soran fellépd neuropathia. Természetes, hogy ezek a behatasok nem csak a
szenzoros neuront érintik, hanem hatassal vannak pl. a vegetativ neuronokra is. Mivel
varhatd, hogy az érzé neuronon kifejtett neurotoxikus mellékhatds vizsgalata szamos Uj
eredménnyel kecsegtet, vizsgalatainkat ezen neuroncsoport milkddésének vizsgélatira

fokuszaltuk.



1.1  Experimentalis neuropatia, mint vizsgalati modszer

Az idegkarosodas (neuropatia) szamos betegség kisérd tlinete, 6nallo korképként is eléfordul,
ill. jelentkezhet gyodgyszer mellékhatasként, valamint terdpids szovoédményként. Szokés
szenzoros, autonoém, illetve motoros neuropatiardl beszélni, aszerint, hogy a funkcidézavar
mely idegeken dominans. Munkdnkban a szenzoros neuropatia, illetve a szenzoros
idegkarosodas funkcionalis kdvetkezményeit vizsgaltuk experimentalis koriilmények kozott,
elsésorban olyan allatkisérletes modellekben, amelyekbdl levonhato kovetkeztetéseknek
kozvetlen klinikai vonatkozasai vannak. Ezért esett a valasztds a daganatos betegségek
cisplatin valasztdsdhoz az is hozzajarult, hogy e farmakon indukalta szenzoros neuropdtia,
mely a cukorbetegség kapcsan szovédményként is jelentkezik, jol modellezhetd ezzel a

farmakonnal.

1.2 A cisplatin felfedezése, hatdsmechanizmusa, terapids alkalmazasa

Az 1960-as években észrevették, hogy a platina gatolni képes az E. coli osztddasat. Bar e
megfigyelés utdn szdmos platina tartalmu vegyiiletet allitottak eld (carboplatin, oxoplatin,
cisplatin), koziiliikk az egyik leggyakrabban hasznalt szer a cisplatin maradt. A mai napig
szamos gyogyszergyar gyartja. Kisérleteinket a TEVA- BIOGAL GYOGYSZERGYARTO
RT. altal forgalmazott ,,cisplatin-TEVA”-val végeztiik. Elsdsorban hererdk és petefészekrak
gyogyitasara hasznaljak, alkalmazdsa soran remisszid, esetleg teljes gyogyulas érhetd el.
Hasznaljak még horgoé-, méhnyak-, prosztata- és urothelialis rakok, valamint kissejtes tlidorak
kezelésében sugarterapiaval kombindlva. Terapids potencidljat nagymértékben csokkentik

mellékhatasai. A kezelés soran kialakulhat myelo-, nephro-, oto- és neurotoxicitas.

1.3 A szenzoros neuron dudlis funkcidjanak karosodasa cisplatin neurotoxicitas

kovetkeztében

Barajon neuromorfoldgiai tanulmanyai szerint a cisplatin- indukalta valtozasok alapja az,
hogy a szenzoros neuropeptidek calcitonin-génrokon peptid, P-anyag, szomatosztatin (CGRP,
SP, és SOM) hatso gyoki ganglionok (dorsal root ganglion (DRQG)) széméjaban
akkumulalédnak. Az akkumuldcié sordn a ganglion sejtjeinek hisztokémiai elvaltozésai

aranyosak periférias rostok karosoddsanak mértékével. A cisplatin kezelés indukalta



szenzoros-effektor funkcidk karosodasat a felszabaduld szenzoros neuropeptidek hatasain

keresztiil vizsgaltuk.

1.4 Diabetes mellitus és az astma bronchiale kapcsolata

Az lI-es tipusu diabetes mellitus (DM) inzulin hiany miatt alakul ki, és megfeleld kezelés
nélkiil hiperglikémidhoz, polidipszidhoz, poliuridhoz, sulyvesztéshez valamint sulyos szervi
szovédményekhez vezet. A nem megfelelden kezelt DM szovodményei pl. a fajdalmas
periférids idegkarosodas, a gyulladas indukalta valaszok gyengiilése, a vaszkularis
permeabilitds megvaltozasa, mely szdmos kardiovaszkularis megbetegedést okoz. Ilyenek
lehetnek pl. a stroke és a hipertenzi6. Streptozotocin (STZ) indukalta diabétesz patkanyban az
I. tipusi cukorbetegséghez hasonlo tiineteket okoz, beleértve a kronikus fajdalmat,
megnovekedett vaszkularis permeabilitast, és a gyulladast.

Az egyes tipust cukorbetegség és az asztma egyszerre ritkan fordul elé. Az irodalom szerint a
vagus reflexek kozponti szerepet jatszanak a bronchidlis hiperreaktivitds kialakuldsaban,
melyet az epithelium karosodasa okoz. A hiperreaktivitds kialakuldsdval a légutak
érzékenysége spazmogénekkel szemben nem valtozik meg in vivo. Mindazonaltal a
hiperreaktivitds némely formaja a n. vagus atmetszésével megakadalyozhat6. Mivel a nervus
vagus rostjainak 90%-a szenzoros rost, nem meglepd, hogy capsaicin elékezeléssel a 1égutak
hiperreaktivitdsdnak némely forméja megeldzhetd. A szenzoros neuropeptidek infuzidja
viszont 1éguti hiperreaktivitadst okoz tengerimalacban. Kordbbi kisérletek azt mutattak, hogy
diabéteszben téringerlés hatdsara patkany tracheabol a szenzoros neuropeptidek (SP, CGRP,
SOM) felszabadulasa szignifikansan csokken. Azonos koriilmények kozott megfigyelt két
jelenség, azaz a téringerlés indukalta (TI) szenzoros neuropeptid felszabadulds csokkenés,
valamint a bronchusgytirii-kontrakcié gyengiilés alapjan feltételeztiik, hogy a jelenségek
kozott ok-okozati kapcesolat van, azaz a téringerlés hatdsara csokkent szenzoros neuropeptid

felszabadulas okozza a TI bronchokonstrikcid gyengiilést.

1.5 Cisplatin indukalta szenzoros neuropatia és a diabétesz soran létrejové szenzoros

neuropatia kdzos vonasai

Diabétesz hatdsara a polyol anyagcserett karosodik, a szorbitol és fruktéz felhalmozodasa
endoneuralis 6démat és idegi iszkémiat okoz . A gerincveld lumbalis L4-L6-os szakaszaban a

DRG sejtekben a preproCGRP, preproSP és a preproSOM mRNSeinek transzkripcidja



szignifikansan csokken. Végsd soron mind a diabétesz, mind a cisplatin indukalta
neuropatidban cs6kken az axonterminalisokbdl felszabaduldé szenzoros neuropeptid
mennyiség. A szenzoros neuropeptid felszabaduldsa — ugyan kiilonb6z6 okok miatt — mind a
cisplatin indukalta, mind a diabétesz soran létrejové neuropétidban csokken, ezért indokolt

mindkét modellben megvizsgalni a szenzoros effektor funkcidvaltozasokat.

1.6 Az experimentdlis szenzoros neuropatia vizsgalatdhoz alkalmazott modszerek

A cisplatin és a diabétesz indukalta szenzoros neuropatia vizsgalatat legkonnyebben izolalt
bronchuspreparatumokon lehet vizsgalni. Ismert ugyanis, hogy a bronchus preparatumok
gazdagon innervaltak CGRP, SP, neurokinin-A (NK-A) és SOM tartalmi myelinizalatlan
afferens rostokkal, melyek a felszin kdzelében, a mukoza alatt hizodnak. Ismert tovabba az is,
hogy a bronchusokban a felszin kdzelében, a mukoza alatti szovetekben expresszalodnak a
szenzoros neuropeptidek receptorai is. Ilyen neuropeptid receptorok az alfa- és a béta- CGRP
receptor, neurokinin-1, neurokinin-2, és a nagy mennyiségben expresszalodo 4-es valamint a
kis mennyiségben expresszalodo 1-es tipusu szomatosztatin receptor. (CGRPR, NK1, NK2,
SSTR4, SSTR1). A neurotranszmitterek koncentraciévaltozasat radioimmunoassay (RIA)
modszerrel, a bronchomotilitds vizsgalatokat elektromos impulzusokkal vagy kémiai
vegyiiletekkel kivaltott bronchomotilitasra kifejtett hatasok tanulmanyozasaval vizsgaltuk. A
receptorok mRNS-ei tiidobdl konnyen, €s nagy mennyiségben izolalhatoak, igy a neuropeptid
receptorok transzkripciés mintdzata quantitative real-time polymerase chain reaction- nel

(QRT —PCR) vizsgalhato.



2 Célkitiizés
1. Befolyasolja-e a cisplatin indukalta szenzoros neuropatia

a) atéringerlés kovetkeztében 1étrejovo bronchomotilitast?

b) a tracheabol téringerlés hatdsara felszabadulé szenzoros neuropeptidek
mennyiségét?

¢) aplazma neuropeptideinek (VIP, SP, CGRP, SOM) szintjét?

d) a neuropeptid receptorok (NKI1, NK2, CGRPR, SSTR4) mRNS-ének
transzkripcidjat?

2. A diabétesz kovetkezményeként 1étrejovOé szenzoros neuropatidban kimutathato-e
Osszefiiggés a TI bronchomotilitas valtozds és a trachedbdl téringerlés hatasara
felszabaduld szenzoros neuropeptidek csokkenése kozott?

a) Befolyasolja-e az STZ-kezelés a plazma SOM szintet?

b) Megvaltoztatjak-e diabéteszben a TI bronchokonstrikcios valaszokat az exogén
szenzoros neuroropeptidek (CGRP, SP és SOM)?

c) Megvaltozik-e az antigén indukalta bronchokonstrikci6é antigénnel szenzitizalt

diabéteszes tengerimalacban?



3 MODSZEREK

3.1 Etikai engedélyek
A sziikséges kisérleteket az Eurdpai Unid laboratoriumi allatok hasznélatardl és gondozéasarol
sz010, jelenleg érvényben 1évd jogszabalyok betartasdval végeztiik el. A kisérleti protokollt

mind a Debreceni Egyetem, mind a Pécsi Tudomanyegyetem Etikai Bizottsaga elfogadta.

3.2 A felhasznélt anyagok és eszk6zok

3.2.1 Felhasznalt vegyszerek

Anyag neve Gyarto Telephely
[Tyr1]- szomatosztatint Bachem Budapest
125-1Ival jelzett tracerek Farmakoldgiai Int. Pécs, PTE
Atropin Sigma-Aldrich KFT. Budapest
B2M, CGRPR, NKI1, NK2, Sigma-Aldrich KFT. Budapest
SSTR4 Primerek

Capsaicin Fluka Buchs
CGRP Sigma-Aldrich KFT. Budapest
CGRP, szom antiszérum Dr. Gores T. ajandéka SOTE, Budapest
cisplatin TEVA- Biogal Debrecen
EDTA Sigma-Aldrich KFT. Budapest
Guanetidine Sigma-Aldrich KFT. Budapest
Inzulin RIA KIT Izinta KFT Budapest
Inzulin inplantatum Linplant Dénia
ovalbumin Sigma-Aldrich KFT. Budapest
LightCycler RNA Master Rosche Applied Science Budapest
SYBR Green I Kit

L-NAME Sigma-Aldrich KFT. Budapest

Metanol Carlo Erba Limito
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Na2HPO4 Reanal Budapest
NacCl Fluka Budapest
Piperin Fluka Budapest
Polipropilén csévek (RIA) Merck Darmstadt
Rneasy Mini Kit (Quiagene Kasztel Med. KFT Budapest
Inc.) (forgalmazo)

SP Sigma-Aldrich KFT. Budapest
SP antiszérum Prof. G.J. Dockray ajandéka

SP-tracer Bachem Budapest
STZ (Zanosar) Upjohn Kalamazoo
Trasylol Bayer Budapest
TTX Sigma-Aldrich KFT. Budapest
Tween 80 Reanal Budapest
Tyr-a-CGRP Bachem Budapest

3.2.2 Felhasznalt eszkozok

Eszkozok Cég neve Telephely
CWB — 20 water thermostat Experimetria Kft. Budapest

with circulatory pump

TSZ — 04 multi chamber Experimetria Kft. Budapest
modular tissue bath system

CRS — SG bridge amplifier Experimetria Kft. Budapest
for force measurement

Accu Check Roche- Diagnostic Budapest
LightCycler 1.5 Roche (Magyarorszag) Kft. Budapest

Nanodrop BIO-SCIENCE Ltd. Budapest
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3.2.3 Az ingeriiletvezetési sebesség (Nerve Conduction Velocity, NCV) mérése

A vizsgalatokat a szenzoros neuropatia kizarasa vagy megerdsitése miatt végeztik el. Az
ingerlés paraméterei a kovetkezok voltak az: ,,A” rostokon 0,5 V, SHz és a ,,C” rostokon 3V,

5Hz.

3.3 Azizometrias fesziilés valtozasanak mérése

Az éllatok kivéreztetése utdn gyliriiket metszettiink a f6horgékbdl. Az igy kilakitott gytiriiket
fiiggdlegesen 2 kis L-alaku platinahorogra helyeztiik, melyek koziil az egyiket a tonkhoz
stabilan rogzitettiik, mig a masikat az izometrikus tenzidkat regisztrald transducerrel kotottiik
Ossze. A szegmensek kontraktilis aktivitasat téringerléssel (20 V, 100 stimulus, 0.1 ms, 20 Hz,
¢s 15 mN eldfeszités) tanulmanyoztuk. Vizsgaltuk az alkalmazott téringerlési protokoll
szelektivitasat. Némely bronchusgyliriit 10 percen keresztiil tetrodotoxinnal (TTX)
elokezeltiink. 1 uM TTX jelenlétében a fenti téringerlési paraméterek alkalmazasakor nem

kaptunk valaszt.

3.4 A neuropeptid receptorok traszkripcids mintdzatanak vizsgéalata

3.4.1 RNS izoldlds

Patkany tiid6t homogenizaltunk majd totdl RNSt izoldltunk a gyarté (RNeasy Mini Kit
Quiagene Inc.) utasitdsanak megfeleléen. A quantitativ mérésekhez 200 pg RNS-t
hasznaltunk fel. A tiszta RNS mintdk OD260/0D280 ardnyai nagyobbak voltak, mint 1.9. A
vizsgélt receptorokhoz primereket a primer3 internetes oldal segitségével terveztiik

(http:/frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) (2006. aprilis 19.-én elérhetd). A

vizsgalt gének a kovetkezok voltak: nkl, nk2, cgrpr, sstr4. Belsé standardnak a béta-2-
mikroglobulint b2m-t hasznaltuk.

A felhasznalt primerek szekvenciai a kdvetkezdek voltak:

nk1 receptor forward: tgggcaacgtagtggtgata, reverse: cacggcetgtcatggagtaga;

nk2 receptor forward:ggagagtcaaccggtgtcat, reverse: ccgagcaccattctgttttt;


http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi
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cgrpr receptor forward: agaacttgaacgccatcacc, reverse: ggatctcaacagecggtcatt;
sstr4 forward gccactgtcaaccatgtgtc, reverse: tcttcctcagcacctceagt;

b2m forward: acttcctcaactgctacg, reverse: tggtgtgctcattgetat

3.4.2  Quantitative real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR)

A QRT-PCR madszer elméleti alpjai jol ismertek. Roviden: reverz transzkripcié soran a DNS
amplifikalodik. Az amplifikacid soran a SyberGreenl festék a DNS kis arkaba reverzibilisen
kotoédik. A festek UV fénnyel gerjeszthetd. A detektor minden ciklus utan vizsgalja a
fluoreszcencia novekedését. A bedllitott kiiszob eléréséhez sziikséges ciklusszamot (Ct) a
szamitogép kijelzi. A LightCycler beéllitasait a gyarto altal eldirt modon végeztiik el. Az RNS
mintdk vizsgalatat a gyartod altal forgalomba hozott kit segitségével, a gyartd altal ajanlott
modon hasznaltuk fel.

Csak azokat az eredményeket fogadtuk el, amelyben az olvadasi gorbe analizisekor hatarozott
csucsot, valamint a gélelektroforézis soran jol lathaté produktumot lattunk. A cisplatin kezelés

a vizsgalt gének transzkripcids mintazatara gyakorolt hatdsat relativ analizissel vizsgaltuk

3.4.3 Relativ analizis (2"

Cisplatinnal kezelt, valamint a kontroll csoportokbdl szarmazé mintakbodl izoldlt mRNS
segitségével A 2-AACt modszer segitségével vizsgaltuk a cisplatinnak a vizsgalt gének
expressziojara gyakorolt hatdsat. A kezelés utan kapott transzkripciés mintazatot a kontroll
allatokban megfigyelt transzkripcids mintazathoz hasonlitottuk.

Els6 1épésben a kontroll csoport mintait vizsgaltuk. A receptorok Ct értékeibdl kivontuk a
b2m Ct értékeit. Masodik 1épésben a kezelt allatok csoportjait vizsgaltuk. Harmadik 1épésben
kivontuk a kezelt allatok ACt értékekbdl a kontroll értékeket.

AACT 1 1nap = (CTreceptor-CTb2m)1 Inap — (CTreceptor - CTb2m)kontroll
AACT22nap = (CTreceptor-CTb2m)22nap — (CTreceptor - CTb2m)kontroll

A szamitasokat mindkét kezelt csoport esetén elvégeztik. A AACt értékek valtozasa az
expresszio mértékét jelzi. Pozitiv AACt értéknél downreguléciot tapasztalunk, negativ AACt

értéknél pedig upregulaciot. A kapott értékeket a
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224€ modszerrel normalizaljuk. Minden csoportbdl négy allatot vizsgaltunk meg, az ezekbél

szarmaz6 adatok egymas ismétlésének feleltek meg.

3.5 Radioimmunoassay (RIA) tanulmanyok

A tracheabdl téringerlés hatasara felszabaduld szenzoros neuropeptidek (CGRP, SP, SOM)
szint meghatdrozasa RIA modszerrel vizsgéltuk. Az alkalmazott RIA modszereket Dr.

Németh Jozsef fejlesztette ki a Pécsi Tudomanyegyetemen.

3.6 Periféridlis inzulin rezisztencia (HOMA-IR) és B-sejt funkcio vizsgalata (HOMA-%B)

Az ¢éhgyomri vércukorszintet (FPG) Accu-Chek segitségével, gliikoz oxiddaz moddszerrel
végeztiikk, mig a plazma inzulin szinteket (FPI) RIA mddszerrel hataroztuk meg. A B-sejtek
funkciovizsgalata valamint az inzulin rezisztencia valtozasat a homeosztazis modell (HOMA)
kiértekelésével vizsgaltuk. Az FPG (mmol/l) és inzulin koncentraciok (FPI) (pU/ml)
ismertében a kovetkezd képletek segitségével szamitottuk ki a periféridlis inzulin rezisztencia

(HOMA-IR) ¢és a B-sejt funkcid valtozasat (HOMA-%B).

HOMA-IR = (FPI X FPG)/22.5
HOMA-%B = (20 X FPI) / (FPG-3.5)
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3.7 Statisztika

A bronchomotilitas vizsgalatokbdl szdrmazo eredmények atlagait a szorassal (+ S.D.) fejeztiik
ki, melyeket Bonferonni mddszere alapjan kidolgozott ismételt méréseket koveté modositott
t- teszttel ANOVA utdn vizsgaltunk. A tracheabol téringerlés hatdsara felszabadult
neuropeptid mennyiségek valtozasait parositatlan Student-t-teszttel vizsgaltuk, az adatok
atlagait + S.D. -vel fejeztiik ki, a plazma neuropeptid szintek mennyiségének valtozasait
modositott ANOVA-val majd Student-t teszttel vizsgéaltuk. Az adatok normalizacidjabol
fakadd hibakat Man-Whitney U-teszt segitségével kiiszoboltiik ki. Az adatok atlagait a szoéras
hibajaval (= S.E.M.) fejeztiik ki. A kapott eredmények koziil azokat tekintettiik
szignifikansnak, ahol a p<0,05. A QRT-PCR vizsgalatok atlagait + S.E.M—el fejeztiik ki.
Szignifikansnak tekintettiik az expresszido novekedését, ha az expresszid mértéke kétszerese

volt a kontrollnak.
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4 VIZSGALATOK

4.1 Cisplatin kezelés bronchomotilitasra gyakorolt hatasa

4.1.1 Kiserleti prtokoll

Cisplatin kezelés bronchomotilitdsra gyakorolt hatdsat 16 him tengerimalacon vizsgaltuk. Az
allatokat véletlenszertien két csoportra osztottuk. Az elsd csoportnak (kontroll) a cisplatin
oldoszerét (1 ml izotonias NaCl-t) és 75 mg/kg mannitolt adtunk i.p. naponta egyszer, 6 napon
keresztiil. A masodik csoportnak (kezelt csoportnak) 3 mg/kg cisplatint adtunk 75mg/kg
mannitollal i.p. naponta egyszer, 6 napon keresztiil. Mindkét csoportbol 8 allatot a kezelés
utan 24 oraval tiopentallal (Trapanal) (50 mg/kg i.p.) elaltattunk. Miutdn meghataroztuk az
allatok n. saphenusdn az ingervezetési sebességet, elvégeztik a bronchomotilitds

vizsgalatokat.

4.1.2 Eredmeények

4.1.2.1 Kizaras

A cisplatinnal kezelt csoport 4 allatat ki kellett zarni a kisérletbdl. Kettd allatot azért, mert
cisplatin kezelés hatdsara sem az ,,A”, sem a ,,C” rostokon sem csokkent az NCV. A
harmadikat pedig azért, mert a kezelés hatdsara kialakulo tiidokarosodas (feltételezhetéen

pneumonia) légzési elégtelenséghez vezetett. A negyedik allatban kiterjedt borléziok

alakultak ki.

4.1.2.2 A testtomeg ¢és rektalis homérseklet

A cisplatinnal kezelt allatok testtomege a 381 + 41g -r6l 308 + 31g -ra csokkent (p<0.05). A
kontroll csoport testtomege a kezelés alatt nem valtozott szignifikansan (394 + 25g -r6l 415 +

31g -ra). A rektalis hémérséklet egyik csoportban sem valtozott.
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4.1.2.3 Az ingeriiletvezetési sebesség mérésének eredményei

A cisplatin kezelés hatasara az NCV a kontrollhoz képest mind az ,,A” mind a ,,C” rostokon

szignifikansan csokkent.

4.1.2.4 Téringerlés hatasara kialakult izometrias tenzidovaltozasok

A kontroll csoportbdl szarmazo bronchusgytiriik Krebs-oldatban téringerlés hatdsara kétfazisa
valaszt adtak. Az elsd, kontraktilis valasz magaban foglalt egy kezdeti gyors, majd egy lasst
valaszt. A kétfazist kontrakcidt egy lassu relaxacios valasz kovette. A gyors kontrakcids
komponens 4uM guanetidint 1 pM atropint tartalmaz6 Krebs-oldatban a (NANC-oldatban)
eltint. A NANC relaxacio 30 perces 30 uM L-NAME inkubécidval gatolhatd. 100 uM-os, 30
percig tartd capsaicin hatdsara viszont eltlintek a lasst valaszok, csak a tiiskeszerli, gyors
kontrakcios fazis maradt.

Cisplatinnal kezelt allatok bronchusgyfirtii téringerlés hatasara szintén kétfazisu valaszt adtak.
A kezdeti kontraktilis fazis amplitiddja és hossza is szignifikdnsan gyengiilt a kontrollhoz
képest. Fokozddott viszont a relaxacio amplitidoja és hossza. A relaxécido amplitaddjanak L-
NAME-val szembeni érzékenysége szignifikdnsan megndvekedett. A capsaicin hatisara
kialakulo kontrakcié azonban a cisplatinnal kezelt csoport esetén is tiiske alaki maradt.

A kontroll csoportbdl szarmazo bronchuspreparatumok TI NANC kontraktilis valaszait a

crer

a SOD jelenléte szignifikansan gyengitette.

4.2 Cisplatin kezelés hatdsa a tracheabol téringerlés hatdsara felszabaduld szenzoros

neuropeptidek mennyiségére

4.2.1 Kisérleti protokoll

A Kkisérlet soran 20 him Wistar patkanyt hasznaltunk fel. Az allatokat véletlenszerien két
csoportra osztottuk. A kontroll csoportnak a cisplatin oldoszerét (1ml izotonikus NaCl-t) és 75
mg/kg mannitolt adtunk i.p. naponta egyszer, 5 napon keresztiil. A kezelt csoportnak 1.5
mg/kg cisplatint adtunk 75 mg/kg mannitollal i.p. naponta egyszer, 5 napon keresztiil(Bardos

¢s mtsai 2003). A kezelés utan a cisplatin hatasanak kialakuldsaig 11 napot vartunk.
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Mindkét csoportbdl 8 allatot elalttatunk tiopentallal (Trapanal) (50 mg/kg i.p.) a kezelés utan
11 nappal. Miutan megmértilk az allatok n. saphenusdnak ingeriiletvezetési sebességét,
eltavolitottuk a trachedkat és a fobronchusokat. Az izometrids feszités valtozasokat 2 mm
vastagsagu szegmenseken végeztiik. A trachedk tobbi részét a szenzoros neuropeptidek

vizsgalatara hasznaltuk fel.

4.2.2 Eredmények

42.2.1 Allatok kizéarasa

Két cisplatinnal kezelt allatot zartunk ki a kisérletb6l. Az egyik allatot azért kellett kizarni,
mert elpusztult, a masik allatot pedig azért, mert cisplatin kezelés hatdsara sem az ,,A”, sem a

,,C” rostokon sem csGkkent az NCV.

4.2.2.2 Ingeriiletvezetési sebesség mérésének eredményei

Cisplatin kezelés hatasara mind az ,,A” rostok, mind a ,,C” rostok ingeriiletvezetési sebessége

a kontrollhoz képest csokkent.

4.2.2.3 Izometrias tenziovaltozasok vizsgalata

A cisplatinnal kezelt allatok bronchusainak TI bronchokonstrikcidja a kontrollhoz képest
csokkent. Az alkalmazott kezelés mellett a kontrollhoz képest a relaxacié idGtartama
csokkent, amplitidoja pedig ndtt. TTX eldinkubacio utan téringerlés hatdsara nem alakult ki

bronchokonstrikcio.

4.2.2.4 Szenzoros neuropeptidek (CGRP, SOM, SP) vizsgélata

A kontroll csoport tracheaibdl téringerlés hatasara felszabadulo6 SOM, CGRP ¢és SP a kezdeti
0.18 £ 0.01; 0.17 = 0.01 és 0.86 + 0.02-r61 0.59 + 0.02; 1.77 + 0.04 és 5.96 + 0.03 fmol/mg

nedves tomegre valtozott. A cisplatinnal kezelt csoport trachedibol téringerlés hatdsara
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felszabaduld6 SOM, CGRP és SP 0.36 + 0.02; 0.45 + 0.02 ¢s 4.68 + 0.24 fmol/mg nedves

tomegre csokkent.

4.3 A cisplatin kezelés hatasa a plazma szenzoros neuropeptidek szintjére, vércukorszintre,

¢€s neuropeptid receptorok transzkripcidés mintazatara

4.3.1 Kiserleti protokoll

Otvenkét him Wistar patkanyt haszndltunk fel a kisérlethez. Az allatokat véletlenszertien két
csoportra osztottuk. Az elsé csoportnak (kontroll) a cisplatin oldoszerét (1 ml fiziologias
sooldatot) és 75 mg/kg mannitolt adtunk i.p. naponta egyszer 5 napon keresztiil. A masodik
csoportnak (kezelt csoportnak) 1.5 mg/kg cisplatint adtunk 75 mg/kg mannitollal i.p. naponta
egyszer, 5 napon keresztiil. Mindkét csoportbdl 16-16 allatot véletlenszertien kivalasztottunk,
és két csoportba osztottunk a RIA és QRT-PCR vizsgalatokhoz.

A kezelés utan mindkét csoportot véletlenszerlien kettéosztottuk. Az allatok felét 11 nappal,
mig a masik felét 22 nappal az utolso kezelés utan dolgoztuk fel.

A kisérlet 16. és 27. napjan vizsgaltuk a plazma neuropeptideinek valtozasat. Vérvétel utan
izolaltuk a tiidoket. A csoportokbol kivalasztottunk 4-4 allat mintdjat, hogy megvizsgaljuk a
neuropeptid receptorok transzkripcids mintdzatat. A kezelés utan 11 és 22 nappal izolaltunk

totdl RNS-t. Az ingeriiletvezetési sebesség méréséhez 36 allatot hasznaltunk fel.

4.3.2 Eredmeények

4.3.2.1 Az ingeriiletvezetési sebesség mérésének eredményei

Cisplatin kezelés hatasara mind az ,,A” rostok, mind a ,,C” rostok ingeriiletvezetési sebessége

a kontrollhoz képest csokkent mind kezelés utan 11, mind 22 nap utan.
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4.3.2.2 Plazma SOM, CGRP ¢és SP meghatarozasa

Plazma SOM immunoreaktivitas szignifikdnsan ndvekedett a cisplatin kezelés utan mind a 11.
mind a 22. napon 8.28 £ 0.44-r6l 11.25 £ 2.16 és 11.71 + 2.33 fmol/ml-ra. A plazma CGRP
szint tranziensen novekedett, 8.03 + 0.79-r6l 23.11 + 6.43 és 10.55 £ 1.58 fmol/ml-ra. Az SP
koncentracioja 5.81 £ 0.55-r61 6.23 + 0.85 és 6.48+1.05 fmol/ml-ra valtozott.

4.3.2.3 Plazma inzulin és gliik6z szint meghatarozasa

A kontroll és a cisplatinnal kezelt allatokban az utols6 kezelést kdvetd 11. és 22. napon a
kezelés nem befolyasolta sem a plazma inzulin, sem az ¢éhezési vércukorszintet. Ezen
eredményekkel parhuzamosan sem a HOMA-IR, sem a HOMA-%B sem valtozott

szignifikansan.

4.3.2.4 QRT-PCR mérések

A kisérlet 16. napjan az NKI, NK2, CGRP receptorok mRNS-einek expresszidja a
kontrollhoz képest 3.22 + 1.29-, 2.78 = 1.14-, és 1.31 + 0.14-szeresére novekedett. A kisérlet
27. napjan viszont a kontrollhoz képest az NK1 receptor mRNA 0.69 + 0.28-ra csokkent, az
NK2 receptor mRNA 0.91 + 0.24 szeresére, mig a CGRPR mRNA 0.62 + 0.07-ére. Az
SSTR4 mRNA viszont a kontrollhoz képest 4.41 + 2.48 szorosara novekedett a 16. napon,

mig 7.72 + 2.66 szorosara novekedett a 27. napon.

4.4  Szenzoros effektor funkciok karosodasa diabéteszben

4.4.1 Kisérleti protokoll

A kisérlet soran 48 him, 200-210 g-os Wistar patkanyt és 12 him Dunkin-Harley
tengerimalacot (400-420 g-t) hasznaltunk fel. Wistar patkdnyokat véletlenszerlien két
csoportra osztottuk. A kontroll csoport allatait az STZ olddszerével kezeltiik, mig a kezelteket
intravénasan 50 mg/kg streptozotocin (STZ) kezeléssel tettiik cukorbeteggé. A 4. hét utan az
STZ kezelt allatokat két tovabbi masik csoportra osztottuk, melyek koziil az egyik csoport a
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kisérlet 4. hetétdl kezdve 4 héten keresztiil inzulin inplantdtumos kezelésben részesiilt (4 1U/
nap). 8 héttel az STZ/ oldoszer kezelés utan, az allatok egy részét kivéreztettik és
felhasznaltuk in vitro kisérletekhez, laboratoriumi maghatarozdsokhoz, a tobbi allaton
elvégeztiik az NCV vizsgalatokat. 12 oraval a vércukor, plazma inzulin és SOM vizsgalatok
el6tt megvontuk a takarmanyt. A plazma inzulin és SOM szintet RIA segitségével hataroztuk
meg. A trachedk als6 harmadat TI izometrias fesziilésvaltozasok vizsgalatokhoz és TI
szenzoros neuropeptidek felszabadadulasanak vizsgalatdhoz hasznaltuk fel. NCV méréseket
csoportonként 6 allaton végeztiik el.

A szenzoros ,,C” rostok jelents részét capszaicin kezeléssel funkcionalisan karositottuk.
Mind a kontroll, mind a diabéteszes allatok koziil 6-6 darabot véletlenszeriien kivalasztottunk.
Hérom egymast kdvetd napon 10, 30 és 50 mg/kg capsaicint ill. olddszerét adtuk s.c. naponta
egyszer a kezelés 8. hetét kovetden. A capsaicin oldatot a kovetkez6 mdodon készitettiik el: 1
rész capsaicinhez attunk 1 rész abszolut alkoholt, majd ehhez adtunk 1 rész Tween 80-t. Az
igy kapott oldathoz adtunk 8 rész fiziologids sdoldatot. Az allatokat az utolsé kezelést kovetd
3 nap utdn hasznaltuk fel, hogy elkeriiljiik a capsaicin kezelé€s aspecifikus szisztémas hatasat
12 him Dunkin-Hurtley tengerimalacot (400-420 g) véletlenszerlien 2 csoportra osztottuk. A
kontroll allatok az STZ oldészerét kaptdk, mig a kezelt allatok 180 mg/kg STZ-t, (egyszer,
1.p.). Az allatokat a kezelés utan 4 héttel kétszer, két egymast kdvetd napon i.p. ovalbuminnal
(1 ml/kg 5 (%)m/V) aktivan szenzitizaltuk. A 4 hét elteltével az éallatokat a tracheakisérletek

elvégzéséhez hasznaltuk fel.

4.4.2 Eredmények

4.4.2.1 Diabétesz hatdsa a testtomegre, plazma SOM- és vércukorszintre

A megfigyelt kontroll és inzulin kezelésben részesitett cukorbeteg allatok teststlya
fokozatosan novekedett a 8 hetes vizsgalati id6 alatt 62 + 4.1 g-al ill. 58 = 6.1 g-al. A
diabéteszes allatok testsulya ugyanakkor csokkent 5 & 2.1 g-al. Azon allatok teststilya, melyek
a 4. héttdl inzulin inplantatumot kaptak, a kontrollhoz hasonléan novekedett.

Az STZ oldoszerével kezelt tengerimalacoknak megnott a teststilyuk: 45 + 6.4 g—al a 8 hetes

kezelés alatt. Az STZ kezelés utan a tengerimalacok a teststlya nem valtozott szignifikansan.
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4.4.2.2 Ehgyomri vércukor és inzulin szintek

A kisérlet 8. hetén az egészséges kontroll, a diabéteszes €s az inzulin-inplantatummal ellatott
cukorbeteg allatok éhgyomri vércukorszintjei a kovetkezdk voltak (mmol/l): 4.4 + 0.6 17.4 £
55 ¢s 5.0 £ 0.6 (p<0.001 cukorbeteg allatok eredményei az egészséges és az inzulin
inplantatummal kezelt allatok eredményeihez képest). Az inzulinszintek a kdvetkezdk voltak:
114 £32,20 + 04 ¢és 129 = 3.8 ulU/ml (p < 0.001 cukorbeteg allatok eredményei az

egészséges ¢s az inzulin inplantatummal kezelt allatok eredményeihez képest).

4423 Plazma SOM szintek

A kontroll patkanyokhoz képest az ¢éhgyomri plazma SOM szintje szignifikansan
megnodvekedett a cukorbeteg allatokban. A 8. hét végére a 4. héttdl adott inzulin inplantacid

hat4séra a plazma SOM szint normalizalodik. A mintavételek a 8. hét végén torténtek.

4.4.2.4 Ingeriiletvezetési sebesség mérés eredményei

Diabétesz hatdsara mindkét rost ingeriiletvezetési sebessége csokkent. Az inzulin
implantacios kezelésben részesiilt allatok n. saphenusdn mért NCV normalizalodott, és

szignifikansan nem kiilonb6zott a kontroll allatok ,,A” €s ,,C” rostjain mért NCV értékeitol.

4.4.2.5 Téringerléssel kivaltott izometrids tenzidovaltozasok

A kontroll allatokbol szdrmazo bronchusgytiriik TI bronchokonstrikcidja bitazikus, azaz a
kontrakciot relaxdcid koveti. A diabéteszes allatok téringerlés indukalta kontrakcidja a
kontrollhoz képest megvaltozott. A TI kontrakci6 csokken, a relaxacio fokozodik. 10 perces
TTX-el val6 eldkezelés utan a bronchusgytriik téringerlés hatdsara nem reagaltak.

Téringerlés hatdsara kialakult kontrakciok mind atropin (1uM), mind capsaicin inkubécid
hatdsara csokkent mértékben jottek Iétre. Diabéteszes patkanyokbdl szarmazd gytiriik
téringerlés hatdsara gyengébben kontrahdltak a normalhoz képest. Capsaicin eldkezelés
szamottevéen nem befolyasolja a TI bronchokonstrikciot. Atropin kezelés hatasara
diabéteszben a TI bronchorelaxacid gyengiil. Az inzulin inplantdtumot kapott allatok

bronchuspreparatumai téringerlés hatasara a kontroll allatok mintdihoz hasonl6an reagéltak.
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4.42.6 Tracheabol téringerlés hatisara felszabaduld szenzoros neuropeptidek vizsgalata
diabéteszben

A kontroll csoport trachedibdl téringerlés hatasara felszabadulo SOM CGRP és SP a kezdeti
0.17 £ 0.0022, 0.15 + 0.0022 és 1.65 £ 0.093-r61 0.58 + 0.032, 0.74 + 0.122 és 5.34 + 0.0295
fmol/mg nedves tomegre valtozott. A diabéteszes csoport trachedibol téringerlés hatasara
felszabadulé6 SOM, CGRP és SP 0.19 £0.016,0.11 + 0.019, és 0.98 £ 0.116-r61 0.22 + 0.076,
0.34 + 0.099 és 1.84 £ 0.316 fmol/mg nedves tomegre csokkent.Az inzulin inplantatumot
kapott allatok trachedibol felszabaduldé szenzoros neuropeptidek koncentraciévaltozasa a

kontrollhoz volt hasonlo.

4.4.2.7 A szenzoros neuropeptidek hatdsa a TI bronchokonstrikcidra

Mechanikusan el6feszitettik a kontroll ¢és a diabéteszes allatokbdl szarmazé
bronchusgytiriket. Megvizsgaltuk az exogén neuropeptidek (SOM, CGRP, SP)
bronchokonstrikciora gyakorolt hatasat. Az egészséges és a diabéteszes allatok bronchusainak
bronchokonstrikcigjat sem a SOM, sem a CGRP nem befolyasolta, viszont az SP
koncentraciofiiggé modon ndvelte. Az  exogén SP  altal kivaltott —maximalis
bronchokonstrikciok értékei a kdvetkezok voltak: kontrol allatoknal: 12.3 + 2.7 mN —logECs
7.1 £ 0.2—el, mig diabéteszes allatoknal: 13.6 £ 3.4 mN —logECsy 7.0 £ 0.1—el. Amikor az
exogén SP TI bronchomotilitdsvaltozasra gyakorolt hatasat vizsgaltuk a bronchusok
eléfesziilését mindig vissza kellett alltani 12 mN-ra. A CGRP (0.1 pM-ig) és a P-anyag (1
uM-ig) noveli mind a normdl, mind a diabéteszes allatokbol szarmazod gytirik TI
bronchokonstrikcidjat. A neuropeptidek  potenciroz6  hatasa a  TI  indukalta
bronchokonstrikciora kifejezettebb a diabéteszes éllatokbol szarmazd bronchusgytiriikon,
mint a kontrollokén. Az exogén SOM mind a kontroll, mind a diabéteszes csoportban
gyengitette a TI bronchokonstrikcidt, de diabéteszben a gyengiilés a kontrollhoz képest

kifejezettebb volt.
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4.4.2.8 Antigén indukalta trachea kontrakcié ovalbuminnal szenzitizalt tengerimalacban

Az ovalbuminnal szenzitizalt nem-diabéteszes tengerimalacokbol szdrmaz6 trachea gytirtik
ovalbumin hatésara, ovalbumin koncentraciojatol fiiggéen kontrahdlnak. Az ovalbumin
kontrakciok értékei ~70%-a az 1 mM carbacholnak. Az ovalbumin kezelés hatasara 1étrejovo
bronchokontrakcios valaszok mértéke fokozodott, a kapott koncentracid- hatds goérbe jobbra
tolodott. Az ovalbumin indukélta kontrakciok EC50 értékei a kovetkezdk voltak: kontroll
allatok esetén 4x10"° és diabéteszes allatok esetén 6x10” g/ml. Az ovalbumin indukalta
bronchokonstrikcié maximuma diabéteszes allatokban szignifikdnsan csokkent a kontrollhoz

képest.
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5 EREDMENYEK ROVID MEGBESZELESE

Megfigyeléseink szerint a cisplatin ill. STZ kezelés indukalta experimentalis szenzoros
neuropatidban megvaltozott a bronchusokat innervald szenzoros rostok szenzoro-effektor
funkcioi.

Mindkét altalunk alkalmazott experimentalis szenzoros neuropatia modellben a téringerlés
indukélta NANC bronchokonstrikcio csokkent, mig a NANC bronchorelaxacié amplituddja
nott. A jelenség hatterében a szenzoros idegek szenzoros effektor funkcidvaltozasa all.
Cisplatin indukalta szenzoros neuropatidban fokozodik a szabadgyokok és a nitrogén —
monoxid termelése, ami peroxi-nitrit képzddésen keresztiil noveli a téringerlés indukalta
NANC bronchorelaxacié amplitdddjat, és hosszat. RIA tanulmanyok szerint cisplatin-,
valamint STZ- indukalta szenzoros neuropatidban a téringerlés indukalta NANC
bronchokonstrikcid csokkenés egyiitt jar a tracheabdl téringerlés hatasara felszabaduld
szenzoros neuropeptidek (CGRP, SP és SOM) felszabadulasanak csokkenésével. Inzulin
inplantdtum hatdséara a tracheabol téringerlés indukalta szenzoros neuropeptid felszabadulas
normalizalédik. E szenzoros neuropatidban megfigyelt mechanizmus, azaz a szenzoros
neuropeptidek felszabaduldsanak csokkenése terapias elonyokkel jarhat olyan betegségeknél,
mint pl. az asztma bronchiale.

A RIA vizsgalatok szerint mind cisplatin, mind STZ kezelés hatdsara kronikusan novekszik a
plazma SOM szint. A szenzoros neuropatidban a plazma SOM szintjének valtozdsa —
legalabbis a fenti eredmények ismeretében- kozponti jelentdségii.

A cisplatin indukalta szenzoros neuropatidban megfigyelt plazma SOM kronikus SSTR4
mRNS overexpresszidt okoz a bronchus mukéza alatti szoveteiben. A cisplatin kezelés ezért
elényds lehet bizonyos endogén SSTR-t expresszalod tumorok gyogyitasaban.

Diabéteszben az exogén CGRP, SP a kontrollhoz képest fokozta a bronchokonstrikciot, mig a
SOM bronchokonstrikciot kevésbé gyengitette. Ovalbuminnal szenzitizalt allatokban az
ovalbumin indukalta bronchokonstrikcio a kontrollhoz képest diabéteszben szintén csdkkent.
Diabéteszben a plazma SOM koncentracid novekedése deszenzibilizalja a bronchusokat,
csokkentve a bronchusok hiperreaktivitasat. A bronchusok hiperreaktivitdsanak ezen
feltételezett mechanizmuson keresztiili csdkkenése az asztma bronchiale gyogyitasaban

szintén terapids értékd.
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Munkam elkésziilésében sokat segitett témavezetom, dr. Szilvassy Zoltan professzor 1r, akitol
mind szakmailag, mind emberileg sokat tanultam. A kisérletek egy részét a Pécsi
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