Szabalyozasi mechanizmusok az allatorvosi alapkutatasban, a
molekulaktol a szervrendszerekig

A kutatasi téma el6zményei

A tamogatott pdlyazat megvaldsitdsa sordn a munkatervnek megfelelden 6t
kutatélaboratérium egyiittmiikodése valésult meg. Az endkrinolégiai munkacsoport néhai
Rudas Péter és Bartha Tibor és Freny6 V. Laszlé vezetésével, a neuromorfologiai
munkacsoport Sotonyi Péter, Halasy Katalin irdnyitasaval, a biokémiai munkacsoport Galfi
Péter és Neogrady Zsuzsa részvételével, a szaporodasbioldgiai laboratorium Huszenicza
Gyula iranyitasaval, a neuroimmunfiziolégiai munkacsoport Kacskovics Imre, Freny6 V.
Laszlé és Jancsik Vera irdnyitdsdval, harom témateriiletre fokuszdlva végzett intenziv
kutatdsokat. A kutatds eredményeit a fentieknek megfeleld felosztasban targyaljuk.

Megjegyezni kivanjuk, hogy a kutatdsi témak szertedgazo karaktere és a megcélzott teriiletek
komplexitasa kovetkeztében egyes résztémak kidolgozdsa sordn a munkacsoportok egyes
tagjai - kofinanszirozdsi jelleggel — limitdlt mértékben igénybe vettek egyéb kutatdsi
keretekbdl rendelkezésre all6 forrasokat is, tekintettel a témak szoros kapcsolddasara és ezzel
a véarhat6 eredmények értékének novelésére. A publikdciok természetesen emlitést tesznek
valamennyi tdmogatési forrasrol (pl. OTKA 46914; OMFB 1605-1606/2002).

A tudoméanyos eredmények bemutatdsat kovetden Osszefoglaljuk az egylittmiikodés tovabbi
fontos misszidjaként végzett tudomanyos utdnpétlas képzés teriiletésn véllalt feladatunk
eredményeit, amelyek egy allatorvosi alapkutatasi tréning centrum (VBS-TC: Veterinary
Basic Science — Training Center) alapjainak lerakdsat céloztak.

A harom kutatasi csomopont a kovetkezo volt:

I._ Az energia-metabolizmus szabalyozasanak hormonalis és neuromorfologiai
vonatkozasai

I1._ Az endotélsejtek egyes struktiralis és IgG homeosztazisban résztvevo génjének
expresszios elemzése

III. Molekularis szintii vizsgalatok kérédzékben



A KUTATAS EREDMENYEI

I._ Az energia-metabolizmus szabalyozasanak hormonalis és neuromorfologiai
vonatkozasai

Az endokrin rendszer teriiletén harom hormont vizsgélatit terveztiik a takarmanyfelvétel és
ennek szabdlyozdsa fliggvényében: a pajzsmirigy hormonokon kiviil a leptin és a ghrelin fenti
Osszefiiggésekben jdtszott szerepének elemzése volt a cél. E hormonok (szdmos mas
hormonnal egyiitt) a peptiderg neuronokon keresztiil befolydsoljdk a hypothalamust. A
hypothalamusban a GABA és a neuropeptidek kapcsolatdnak a vizsgalata sordn tobbek kozott
a leu-enkephalin, a galanin és a neuropeptid-Y 1is immunhisztokémiai eljarasokkal
kimutathatéva valt. A tervezett hormonanalizisek koziil a ghrelinre vonatkozé vizsgédlatokat
metodikai nehézségek miatt nem sikeriilt a rendelkezésre all6 id6 alatt elvégezniink,
kiegészitettiik ugyanakkor a kutatdsokat a téma szempontjabol igen fontos addiconalis
neuromorfoldgiai, neurofizioldgiai vizsgalatokkal.

A vizsgalatokat csirke, lud, patkdny és szarvasmarha fajokban végeztiik. A kisérleti allatokat
alapértelmezésben visszafogott takarméanyozéasban részesitjiilk: az ad libitum takarmanyozott
tarsaikhoz képest a felvett energia 60-70-85%-4t biztositjuk szdmukra. A kisérleteket
thyroidectomisalt és ovaryectomisalt csoportokkal, illetve pajzsmirigyhormon-tiladagolt és
lud esetében kiilonféle tomési eljarasokkal hizlalt csoportokkal egészitjiik ki.

A szervezet anyagcseréjét befolydsolé hormonok korében a pajzsmirigyhormonok szerepe ma
mar trividlis. Nagy jelentdségli 1épés volt ugyanakkor a pajzsmirigy hormonok periférids
metabolizmusaval és annak jelentdségével kapcsolatos ismeretek bovitése, amely teriileten az
élettani és biokémiai tanszék is végzett tttoré munkakat az elmult évtizedek soran. Kiilondsen
jelentds felismerés volt a dejoddz enzimek szerepe a pajzsmirigyhormon aktivdldsban és
inaktivdlasban. Az egyes és kettes-tipusu dejoddzok (D1 és D2) a hormonaktivéldsban, mig a
harmas tipus (D3) az inaktivdlasban vesz részt. Tisztdzddott tehét, hogy az egyes szovetek
0ndllé pajzsmirigyhormon szabdlyoz6é képességgel rendelkeznek, ami egyfajta szoveti
automdciat biztosit. Kordbbi eredményeink azt mutattdk, hogy a DI miikddésének
szabdlyozdsdban a szervezet energia-felvétele az egyik legfontosabb szabdlyozé tényezd,
amig az agyi D2 — a hormonszintektdl €s az energetikai allapottol fiiggetleniil - az idegszovet
folytonos Tj elldtdsat tartja fenn. Erdekes faji sajatossdg, hogy csirkében a mdj is tartalmaz
D2-t, mig més allatfajokban a D2 nincs jelen a majban. Ezek az eredményeink irdnyitottdk
figyelmiinket a md;j és a kdzponti idegrendszer kozotti kapcsolat elemzése iranyéba.

Az elsésorban a fehér zsirszovetben termelddd leptin a hypothalamus neuronjain fejti ki a
hatdsait. Részt vesz a tdpldlékfelvétel szabdlyozdsdban, hatdssal van az energiatermeld
folyamatokra és befolydsolja a nemi mukodést is, vagyis egyidejlileg jatszik szerepet az
anyagcsere és szaporoddsbioldgiai folyamatokat irdnyitisaban. Minthogy felvetddik a
parakrin hatds a leptin esetében is, igy ugy tlinik, hogy a pajzsmirigyhormon héztartashoz
hasonldan a leptin héztartas is rendelkezik lokalis szoveti autondmidval.

A kiilonb6z6 energia szinten takarmédnyozott csirkék mdjabol mindharom dejoddz enzim
aktivitdsat mértiik. A méréseket hagyomédnyos enzimkinetikai mddszereken kiviil kvantitativ
és real time PCR metodikaval végeztiik. A csokkent energia-felvétel esetén a D3 aktivitds €s a
D3 transzkripcid is jelentdsen megnd. A DI enzim esetében kimutattuk, hogy az enegia
bevitel véltozdsai sem mRNS, sem aktivitis szinten nem érintik a szabalyozdsit. Uj



megfigyelés, hogy relativ energiahidnyban a D2 aktivitdsa csokken, ugyanakkor
szignifikdnsan kevesebb D2 mRNS is termelddik. Kordbbi — vitatottnak tekintett — allitdsunk,
amely szerint ilyen kisérleti elrendezésben a mdjbeli hormonaktivalas csokken, most
beigazolddott, azal az uj felismeréssel, hogy a a csirkék mdjbeli hormonaktivaldsa nem a D1,
hanem a D2 enzimnek tudhat6 be (GyOrffy et al. 2006, Somogyi et al. (2008)).

Minthogy a pajzsmirigyhormonok egyik legfontosabb tulajdonsdga, az oxigénfogyasztis
novelése, respirdcids kamrds kisérletekkel vizsgédltuk patkdnyokban azt, hogy az etetett
tdpanyag hogyan befolyésolja a dejoddz aktivitdsokat az energiatermeléssel 0sszefiiggésben.
A kisérletsorozat summadja, hogy az energiahaztartds szabalyozdsa tobb hormon 6sszehangolt
mukodésének eredménye (pajzsmirigyhormonok, leptin, inzulin). E komplex kisérletsorozat
eredményeként vildgossa valt, hogy a takarmédny energiatartalma hogyan hat a majbeli enzim
mRNS termelésére, a fehérje aktivitisdra, a hormonszintekre é&s végiil jelentos
oxigénfogyasztasbeli kiillonbségeket eredményez . A rendkivill gazdag eredményeket
részletesen egy kozvetlen védés eldtt all6 PhD értekezés targyalja(Gyorffy, A. 2008).

Az eredmények alapjan olyan speciesre is kiterjesztettiik vizsgdlatainkat, ahol élettani alapon
jon létre energiahidanyos allapot, amit szénhidratok etetésével kivantunk befolydsolni. Frissen
ellett teheneket mdjvédd propliénglikollal (PPG) kezeltiink, ami a glitkoneogenetikus
folyamatok révén noveli a mdj szénhidrat tartalmat. Vizsgéltuk, hogy a PPG adagolds hatdséara
hogyan valtozik a leptin és a pajzsmirigyhormonok haztartisa. Megallapitottuk, hogy a PPG
adagolds mind pre-, mind poszttranszlacids szinten novelte a D1 enzim aktivitdsat. A
megemelkedett T3 szintet hétterében a negativ energia egyensullyal Osszefiiggd csokkent
energia-metabolizmus all, amelynek hatterében alacsonyabb Ts-szintek dllnak. Megmértiik
tovdabbd a mdjbeli leptin és leptin receptorok termelddésének iitemét is. ElsOként tudtuk
kimutatni, hogy mind a leptin, mind a rovid leptin receptorok (Ob-Ra) mennyisége
szignifikdnsan megnovekedett PG adagolds hatasara. Leptin esetében a novekedés kozel
négyszeres, az Ob-Ra esetében tobb mint kilencszeres. A teljes méretli leptin receptor (Ob-
Rb) esetében nem taldltunk kiilonbséget a kezelt és a kontroll csoportok kozott.
Végeredményben az ellés koriili PPG adagolds hatdssal van a fontosabb energia-
metabolizmust befolydsolé hormonok hdaztartdsdra és figyelembe vehetd majvédd hatédssal
rendelkezik (Gyorffy et. al. (2007)).

Vizsgdltuk a liba mdjanak elzsirosoddsat is, mivel a liba egy olyan éllatfaj, amelynek mdja
szintén mutat élettani elzsirosodast. Elemeztiik, hogy az egyes hormondlis paraméterek
milyen médon befolydsoljdk a libamdj elzsirosoddsdnak mértékét. Megdllapitottuk, hogy a
mdj elzsirosoddsa nem hypothyroid dallapot kovetkezménye, hanem éppen a mdj
megnovekedett metabolizmusa kovetkeztében torténik az elzsirosodds (GyOrffy et al. (2008))

A leptin szaporoddsbioldgiai folyamatokban jatszott szerepének elemzése céljabdl a leptin
him patkdnyok jarulékos nemi mirigyeinek fejlodésében €s miikodésében betdltott szerepét
elemeztilk. Az adatok alapjan mind a prosztata, mind az ondéhoélyag termel leptint.
Eredményeink kiemelik a leptin termelés és felhaszndlds lokdlis szabdlyozé hatdsat, a
parakrin hatdsok jelentdségét (Sayed-Ahmed A et al.(2008)).

A leptin szaporodésbiologiai szerepére utalnak azok az eredményeink is, amelyeket a
magzatok szamadval Osszefiiggésben tapasztaltunk a plazma leptin szintek vonatkozdsaban
(Kulcsar et al. (2006).

A reprodukciés endokrinoldgiai 0sszefiiggések tovabbi tanulméanyozédsa céljabol vizsgaltuk a
tenyész-szezon kezdetének eldbbre hozatala céljabol alkalmazott hosszd hatdsi melatonin



készitmények (Melovin, Regulin) hatdsat juhok esetében. Vizsgéltuk, hogy befolydsolja-e a
hosszi hatdsi melatonin kezelés a plazma IGF-I valamint T, szintjét. A hosszd hatdsu
melatonin kezelés a 45-70. nap kozott negativ hatdssal van a plazma IGF-I szintjére. Ez
felveti annak a lehet0ségét, hogy a lakticié ideje alatt ciklusindukcié céljara alkalmazott
melatonin kezelés csokkentheti az dallatok tejtermelését. Ugyanakkor a tejtermelés
szempontjabol is jelentés T, szintekben nem tapasztaltunk eltérést, amibdl arra
kovetkeztetiink, hogy a pajzsmirigy-hormonok szezondlis véltozdsat elsGsorban nem a
fotoperiédus, hanem a hdmérséklet hatdrozza meg (Cseh S et al. (2007)).

Az energiametabolizmussal 0sszefiiggé neuromorfologiai vizsgalatok

A fentiekben targyalt hormonok (szdmos mds hormonnal egyiitt) a peptiderg neuronokon
keresztiil befolydsoljdk a hypothalamust. A hypothalamusban a GABA és a neuropeptidek
kapcsolatdnak a vizsgalata sordn tobbek kozott a leu-enkephalin, a galanin és a nuropeptid-Y
is immunhisztokémiai eljdrasokkal kimutathatéva valt.

A tamogatott periddus kezdetén néhany orexigén és anorexigén neuropeptid (CART, galanin
/gal/, enkephalin /enk/, NPY) rostrocaudalis megoszlasat és denzitdsbeli véltozdsait vizsgaltuk
normadl, éheztetett him, ndstény és ovariectomizalt Wistar patkdnyok lateralis septumaban
(LS). A peptid-GABA kolcsonhatdsra vonatkozé morfologiai adatokat GFP-GAD-65
transzgénikus egerek lateralis septuman végzett immunfluoreszcens vizsgalatokkal kerestiink.
Eredményeink:

Kontroll patkanyokban megallapitottuk, hogy az egyes neuropeptidek megoszldsa eltérd a LS
rostrocaudalis tengelye mentén (Kovécs EG et al. (2005).

Elektronmikroszképos vizsgélataink szerint a CART és NPY axodendritikus, ill.
tiiskeszinapszisokat létesitenek, mig a gal- és enk- terminalisok gyakran képeznek mas sejtek
koriil pericellularis kosarszerti képleteket (Janzsé G et al. (2007).

A transzgénikus egereken végzett immunfluoreszcens és konfokalis mikroszkopos vizsgalatok
a fentiekkel 0sszhangban a GAD-GFP (GABAerg) sejteken is hasonlé kapcsolatok meglétét
igazoltdk. Az NPY-pozitiv sejtek részlegesen dtfednek a GAD-GFP sejtekkel (Janzs6 G et al.
(2007).

Négy hetes részleges €hezés hatdsdra him patkdnyok LS-dban a gal és NPY hasonl6
valtozasokat mutatott: az 1. és 2. héten a rostok denzitasa nétt, a 3. hétre a kontroll értékre
csokkent, majd a 4. héten ez ald siillyedt. A leu-enk ezzel ellentétben hétrél-hétre fokozatos
csokkenést mutatott, a 4. hétre csak a kontroll érték felét érte el (Kovacs EG et al. (2005).

Intakt ndstény és ovariectomizalt patkdnyok esetében az 1 hetes részleges €hezés mindkét
csoportban szignifikdnsan novelte az NPY denzitdsat sajat kontrolljdhoz képest. Ezek a
valtozasok a 4. hétre lecsengeni latszottak. Gal esetében mind a részleges éhezés, mind az
ovariectomia csokkentette a rostok denzitdsat, mig az enk esetében az €hezés csokkentette,
viszont az ovariectomia dnmagdban novelte a denzitdst. Mindezen eredmények arra utalnak,
hogy a LS peptiderg rendszerei egyarant érzékenyen reagdlnak nemcsak az éhezés, de egyes
gonadalis hormonok, ill. ezek kiesésének hataséra is (Kovacs EG et al. (2007).



Vizsgdlatainkat késobb kiterjesztettilk egy er0sen anorexigén peptidre, amely szintén nagy
mennyiségben van jelen a lateralis septumban: a CART (cocaine- and amphetamine-regulated
transcript) peptidre vonatkoz6 eredményeink szerint:

A himekben és az intakt ndstényekben egy hetes részleges tapldlékmegvonds hatdséara
szignifikdnsan lecsokkent a CART-immunpozitiv elemek detektdlhaté6 mennyisége (Janzsé G
et al. (2008); Janzs6 G et al. (2006).

Az ovariectomizdlt ndstényekben csokkent a CART-tartalmu elemek denzitdsa, ugyanakkor
az éhez0 csoportban enyhe novekedés volt megfigyelhetd. Az ovariectomizalt ndstényeknél
ez az eredmény abbodl adédhatott, hogy a petefészkek eltavolitdsa utani gydgyulasi iddszakban
jelentds sulytobbletre tettek szert (az ovariectomia orexigén hatdsu volt), igy az egy hetes
részleges éheztetés nem bizonyult elegendOnek ahhoz, hogy a CART-peptidet tartalmazé
elemek denzitdsaban szdmottevd csokkenést figyelhessiink meg.

KettOs jeloléses vizsgdlataink eredményei arra engednek kovetkeztetni, hogy a LS teriiletén is
van morfologiai - és ennek alapjan feltehetden funkciondlis - kapcsolat a két peptiderg
(CART-NPY) rendszer kozott.

A késdébbiekben egy glidlis marker, a GFAP denzitasbeli valtozdsaira fokuszaltunk, minthogy
az agyban lezajlé plasztikus valtozasok egyik megbizhat6 indikdtora az asztroglia sejtek
kiterjedésének megvaltozdsa, hiszen ezen sejtek nyulvanyai fontos szerepet jatszanak a
szinapszisok szigetelésében. Eredményeink szerint:

Kontroll allatokban a lateralis septum rostrocaudalis tengelye mentén nagyjabdl egyenletes
immunreaktivitdsi szintet detektdltunk.

A részleges tapldlékmegvonds hatdsdra jelent0s denzitdsbeli novekedés, azaz a GFAP-
immunreaktiv elemek mennyiségének megnovekedése volt tapasztalhaté a septum teriiletén
mind a himek, mind az intakt és ovariectomizalt ndstények esetén is.

Ez a jelenség csak a lateralis septum teriiletén volt észlelhetd, mivel himek esetén referencia-
teriiletként megvizsgaltuk a frontdlis kéreg teriiletét is, de ott éhezés indukalta véltozdsok a
GFAP denzitdsaban nem voltak tapasztalhatok.

Megallapitottuk tovabbd, hogy a GFAP immunreaktivitds denzitisa ndstényekben ezen az
agyteriileten nem fiigg a gonadalis hormonok mennyiségétdl (Halasy K et al. (2008).

Eredményeink szerint a hypothalamussal kolcsonos idegi kapcsolatban all6 lateralis septum is
neurokémiai valtozdsokkal reagdl a tdplalékmegvondsra. Ezek a valtozasok egyardnt érintik a
neurondlis és glidlis elemeket. Az asztrogliardl kéztudott, hogy nytlvanyrendszerét valtoztatni
képes. Feltételezziik, hogy a denzitdsbeli novekedés mogott is a nyulvanyrendszer kiterjedése,
bizonyos szinapszisok iddleges lezarasa, leszigetelése allhat.

A fentieket kiegészitetilk egy, az utdbbi egy évben felfedezett ATP- (adenozin trifoszfat)
bonté enzim, az ektonukleozid trifoszfat difoszfohidroldz 3 (NTPDaz3) hypothalamicus
szerepének felderitésére fokuszalo kutatasokkal (Zsarnovszky et al. (2007), Zsarnovszky et al.
(2008)). Immunhisztokémiai-neuromorfoldgiai vizsgédlataink arra engednek kovetkeztetni,
hogy az NTPDaz3 szerepet jatszik az agyl purinerg szignalorendszerek szabalyozasaban.
Megallapitottuk, hogy az NTPD4z3 kizardlag idegi elemekben fordul elé és heterogén agyi
lokalizaciét mutat. A lokalizaciéra vonatkozo edigi eredményeink alapjin feltételezziik, hogy



az NTPDA4z3 szerepet jatszhat a hypothalamus altal szabalyozott reprodukcids folyamatokban,
az energiahdaztartds szabalyozasdban, valamint az alvas-ébrenlét szabalyozdsaban.

II._ Az endotélsejtek egyes strukturalis és IgG homeosztazisban résztvevé génjének
expresszios elemzése

A kutatas célja volt felderiteni azokat a génregulaciés mechanizmusokat, melyek az endotél
sejtek kornyezetiikhoz valé kihorgonyzdsdban, valamint az e sejtekben lejatszodo
transzepithelidlis IgG transzportban és katabolizmusban szerepet jatszanak. Ismert, hogy a
vérerek endotél sejtrétege szelektiven valasztja el a vért annak kornyezetétdl, amely egyfeldl
szovet specifikus, illetve a fejlddés és élettani allapot 4altal szabdlyozott folyamat. Az
endotélsejtek és az alattuk levd lamina basalis kapcsolata elsérendi fontossaggal bir e sejtek
funkcidjara. Vizsgalatainkban célul tiztiik ki, olyan gének expresszidjdnak vizsgélatat,
amelyek e komplex struktura kialakitasban részt vesznek (disztroglikan), illetve befolyasoljak
az IgG homeosztazisit (FcRn). Munkahipotézisiinkben feltételeztiik e két folyamat
kolcsonhatdsét.

A disztroglikan, mint sejtadhézids receptor szerepe az endothel sejtek miikodésében.

A disztrofin-disztroglikdn komplex (DGC) egyike azon sejtadhézids receptoroknak, melyek
az extracellularis matrix egyes tagjaival, elsOsorban a kiilonféle laminin formdkkal
kolcsonhatasba 1épve biztositjdk a sejtek kihorgonyzasat a lamina basalison. Az adhézié a
sejtek integritdsanak megOrzésében betdltott szerepén tul befolydsolja egyes sejten beliili
folyamatok lefolyasat is. A DGC fehérje 0sszetétele sejt- és fejlodési allapot fiiggd, azonban
kulcsfontossagu eleme, a transzmembran lokalizacidju disztroglikdn minden esetben jelen
van. A komplex intracelluléris tagjanak, a disztrofinnak a hidnya kovetkeztében vaszkuldris
anomdlidk 1épnek fel modell allatokban, illetve disztrofin-hidnyban szenvedd emberekben,
ami arra utal, hogy az endothel sejtek fiziol6gids miikkodéséhez sziikség van a DGC
jelenlétére.

Munkénk célja az volt, hogy megéllapitsuk, hogy a komplex kozponti fehérjéjének, a
dystroglycannak az expresszioja milyen moédon befolyasolja az endothel sejtek
viselkedését laminin, illetve Kkollagén jelenlétében. Vizsgalatainkban modellként egy
szarvasmarha mellékvesekéreg-kapillarisb6l szdarmazé endothel sejtvonalat (BCE)
hasznéltunk. Osszehasonlitasként HC11 (egér emld epithel sejtvonal) és primer asztroglia
sejttenyészeteket (egér agybdl) is tanulmanyoztuk.

A sejtek lamininnel és kollagénnel boritott felszineken torténd letapaddsdnak idofiiggését
vizsgdlva azt tapasztaltuk, hogy az minden esetben egy késleltetési szakasz utan indult be.
Ezutan a HC11 sejtek és az asztroglia sejtek szignifikdnsan nagyobb mértékben tapadtak le
laminin szubsztratra, mint kollagénre, mig a BCE esetében a kollagénen vald letapadés volt
szignifikdnsan nagyobb mértékii. Ez arra utal, hogy a laminin receptorok (DAPC) szerepe a
BCE sejtekben kisebb, mint a masik két sejttipusban

A sejtek motilitdsat szamitogéppel vezérelt videomikroszképban vizsgdltuk, 20-40 6ran
keresztiil ugyanezeken a felszineken. Az atlagsebességek 6sszehasonlitdsa megerdsitette el6z6
ereménylinket, mivel a laminin — bar mindhdrom sejttipus gyorsabban mozgott ezen a
szuubsztriton - a legkisebb mértékben a BCE sejtek dtlagsebességét novelte meg. A nettd
elmozdulds és az dtlagsebesség Osszevetésébdl megdllapithatd irdnyvéltoztatasi gyakorisiag
mindhdrom sejt esetében nagyobb lamininon. Ez munkahipotézisiink szerint a laminin



lamellip6dium-képzddést eldsegitd hatdsdn alapul, melyben aktiv szerepet jatszik a laminin-
DAPC kolcsonhatas.

Mindezek alapjan igazoltnak lattuk azt a feltevésiinket, hogy a DAPC az altalunk
megvizsgalt sejttipusokban befolyasolja a sejt és az extracellularis matrix
kolcsonhatasat, ezért megkiséreltiik a dystroglycan fehérje expresszidjat sepcifikus siRNS
segitségével végzett géncsendesités segitségével lecsokkenteni. A génexpresszid csokkentése
asztroglia sejtek esetében sikeres volt, amit egyrészt immunhisztokémiai médszerrel, mésrészt
a laminin motilitdsnoveld hatdsanak vizsgalataval igazoltunk. Az endothel és az epithel sejtek
esetében a dystroglycan szintjének ezzel a mddszerrel torténd csokkentése még tovabbi
erofeszitéseket kivan.

Mivel a specifikus siRNS segitségével lecsokkentett dystroglycan expressziét mutatd
sejtkultirdk esetében a laminin motilitdsnoveld hatdsa nem érvényesiil, az asztroglia sejtek
esetében megerdsitést nyert a laminin-DAPC kolcsonhatds funkciondlis jelentOségérol
felallitott hipotézisiink. (Kiss A. et al. (2007); Kiss A. (2008)

Az IgG homeosztazisban résztvevo FcRn expresszios elemzése endotélsejtekben

A szérum megfelel6 mértékli ellenanyag szintjének fenntartdsa egyfelél folyamatos
immunoglobulin termelést, mésfeldl az ellenanyagok gyors kiiiriilése elleni védelmet igényel.
Mig az IgM, IgA és IgE hamar kiiiriil a szervezetbdl (felezési id6: 3-5 nap), addig az IgG
felezési ideje jelentdsen hosszabb (17-20 nap).

A neonatalis Fc receptor (FcRn) megvédi az IgG molekuldkat a lebomléstol, és ezzel
meghosszabbitja a felezési idejiiket. Bar kordbban ezt a folyamatot a kapilldris endothel
sejtekben figyelték meg, djabb vizsgdlatok mds, fagocitdzisra képes sejtekben is leirtdk a
jelenséget. Ezekben a sejtekben az FcRn elsddlegesen a korai endoszomakban taldlhatd, ahol
a pinocitozissal bekebelezett IgG molekuldkkal taldlkozik. Az itt uralkodé enyhén savas
kémhatdsi kornyezet hatdsara a két molekula kapcsolédik egymdssal. A megkotott IgG a
sejtfelszinre keriil, ahonnan felszabadul, mig az FcRn &ltal meg nem kotott molekula a
lizoszoméban lebomlik. A funkciondlis FcRn egy olyan heterodimer molekula, amely egy
MHC-I tipust nehéz lancbdl és egy béta2-mikroglobulinbdl (b2m) 4ll. Ez a receptor savas
kozegben megkoti az IgG és az albumin molekuldkat, bar a kotésben az FcRn kiilonb6z6
motivumai vesznek részt.

Korabbi in vitro luciferaz vizsgélatainkkal igazoltuk, hogy a szarvasmarha FcRn (bFcRn)
nehéz lancanak génje és a b2m indukdlhaté az NFkB transzkripciés faktorral (1/a,b,c abra),
amelyet az Un. electromobility shift assay-el (EMSA) is megerdsitettiink (2 abra). Ezeket az
eredményeket egy szarvasmarha kapillaris endothel sejtvonalban (BCE, Y. Cao, Karolinska
Institute) és primer szarvasmarha arterialis endothel sejtekben (BAEC, Cambrex) is validélni
kivéantuk.

Eldszor klonoztuk a szarvasmarha NFkB p65 alegységét és elemeztiik ennek szarvasmarha
endothel sejtekre gyakorolt hatdsat (Doleschall et al.,, 2007). Ezt kovetéen, RT-PCR
modszerrel kimutattuk a BCE és BAEC sejtek endogén FcRn expressziéjat (3. abra). E két
sejtmodellben eldszor ellendriztiik, hogy az LPS (elsddlegesen NFkB transzkripciés faktoron
indukal) hatdsara kialakul-e a p65 alegység citoplazmdbdl sejtmagba torténd athelyezddése.
Szamos kisérlet kapcsdn arra jutottunk, hogy a BAEC sejtek esetén csak akkor tudjuk e
jelenséget kimutatni, ha a sejtmédiumban drasztikusan csokkentjiik a borja savé
koncentraciéjat, mig a BCE sejtek esetén ebben az esetben sem mikodott az assay.
Immuncitokémiai kisérleteinket eredeti LPS mentes Cambrex médiumban is megismételtiik,
és ebben az assay pozitivnak bizonyult abban az esetben is, ha a sejtek szamara megfeleld
borji savét (5%) adtunk (4. abra). Ezt kovetéen a BAEC sejteket kezeletlen feliiletli és



zselatinnal bevont sejtkultira lemezen tenyésztettik és igy kezeltik azokat LPS-el. A
tenyésztést kovetéen a sejtek bFcRn nehéz lanc, b2m és E-szelektin (pozitiv kontroll)
expresszids szintjét vizsgéltuk egy kvantitativ, real-time PCR technika alkalmazdsaval (5.
abra). Méréseink azt mutattdk, hogy a sejtek bFcRn nehéz lanc expresszidja a kezeletlen
feliileten nem koherens, mig a zselatinnal bevont feliileten enyhe mértékii, kb. 1.8-szoros
emelkedést kaptunk, a kezelést kovetd 2 6ra mulva. Mésfeldl, a b2m és az E-szelektin
expresszidja mindkét esetben jelentds mértékben indukalddott a kiilonbozd kezelések hatdsara
(kezeletlen és zselatinnal kezelt feliilet esetén). Tovéabbi kisérleteinkben egy masik
extracellularis matrixot, a kollagént is alkalmaztuk, de ebben az esetben a sejtek nem tapadtak
le és ezért ezeket a kisérleteket felfiiggesztettiik.

Ezek az eredmények arra utaltak, hogy a bFcRn nehéz-linc expresszidja enyhén reagil az
LPS medidlt NFkB stimulusra, és az LPS stimuldcié megfeleld volt. Ezt kovetden az NFkB
hatdsdt a bFcRn expresszidjdra olyan transzgénikus egerekben elemeztiik, amelyek tobb
koépiaszamban expresszaljdk a bFcRn nehéz lancat (ezeket az dllatokat egy masik palydzatunk
- OMFB 1605-1606/2002 — Dr. Bdsze Zsuzsanna €s munkacsoportjaval (Genetikai Mddosités
Program Csoport, Mez0gazdasigi Biotechnoldgiai Kutatokézpont, G6dolld) kozdsen hoztuk
l1étre (Bender et al., 2007). Ezekben a kisérletekben LPS injektaltunk az allatok hasiiregébe és
Northern blot segitségével elemeztiik a 1€p és a m4j bFcRn expressziéjat. Ezek az eredmények
egyértelmiien megerdsitették, hogy kordbbi vizsgélati eredményeinket, azaz az LPS jelentds
mértékben indukalta a 1€p (6. abra) és kisebb mértékben a maj bFcRn expresszids szintjét. Ez
az eredményiink jol korreldl Liu és mtsai. altal a human FcRn NFkB indukalhatésagat leiré
2007-ben megjelent publikécidjaval (J Immunol 179, 2999-3011). 2008-ban eredményeinket tobb
izben validaltuk és azokat a kozeljovoben kivanjuk publikdldsra elkiildeni (Cervenak et al.,
2008).

Osszefoglaldsként megéllapithatjuk, hogy a bFcRn nehézlinc promotere tobb NFkB
transzkripcids kotdhelyet is tartalmaz, ill. a LPS kezelés hatasdra mind in vitro, mind in vivo
emelkedik e gén expresszi6janak mértéke. Ezek az eredmények tovabbi vizsgélatokat
stirgetnek e hatasok funkciondlis értelmezésével kapcsolatban.
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1/a. abra. A human p65 indukcié bFcRn promoterre gyakorolt hatdsa luciferdz reporter elemzésben. A luciferdz
aktivitds jelentdsen (p<0.001) emelkedett a pGL3-bFcRn-1787+92 konstrukcié vonatkozdsdban, mig az
indukadlatlan sejtek, illetve az iires vector (pGL3-basic) nem mutatott eltérést. A harom fiiggetlen kisérlet
eredményeinek atlagértékét az oszlopok folott tiintettiik fel, mig az SD értékeket az oszlopra illesztett vonalak
jelzik.
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1/b. abra. A bFcRn promoter NFkB transzkripciés faktor kotéhelyeinek in vitro mutacidval 1étrehozott
véltozatait piros X —el jeloltiik; ezeket a konstrukcidkat alkalmaztuk a luciferdz elemzéseinkben.
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1/c. abra. Az eredeti és mutélt bFcRn luciferdz konstrukcidkat a humédn NFKB p65 alegység ko-transzfekcidjaval indukdltuk HC11
sejtekben. A mutalt valtozatok (pGL3-bFcRn-m«B-612, pGL3-bFcRn-m«B-758 és pGL3-bFcRn-mkB-840) indukalhatésaga lényegesen
alacsonyabb volt az eredeti konstrukciéval (pGL3-bFcRn-1112+92) 6sszehasonlitva, de teljesen nem t{int el. A mindhdrom kotéhely mutdlt
valtozatat tartalmazé konstrukcié (pGL3-bFcRn-mkB-612-758-840) nem volt indukélhaté p65-el, ami arra utal, hogy mindhdrom kothely
szerepet jatszik a bFcRn promoter p65 indukdlhatésdgdban. A hdrom fiiggetlen kisérlet eredményeinek atlagértékét az oszlopok folott
tiintettiik fel, mig az SD értékeket az oszlopra illesztett vonalak jelzik.
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2. abra. Electromobility assay (EMSA) a bFcRn NFkB (kB) kotéhelyeinek elemzésére. Sejtmag kivonatok (NE)
készitettiink kezeletlen primer szarvasmarha aorta endothel sejtekbdl (BAEC) és LPS-kezelt BAEC (BAEC
+LPS) sejtekbdl, majd ezeket jelolt oligonukleotidokkal (kB-612, kB-758, kB-840 és konszenzus kB

kotohelyek) inkubaltuk és futtattuk p65 specifikus ellenanyag (Ab-p65) hidnyédban és jelenlétében. JOl elkiiloniild
kB-specifikus fehérje-DNA komplexeket (als6 nyil, kB-specifikus komplex) detektaltunk az LPS kezelt BAEC
sejtekben (3, 9, 12 csikok), és ezeket a komplexeket még tovabb el lehetett mozditani p65 ellenanyag
hozzdadasaval (felsd nyil, supershift kB-specifikus komplexek, 4, 10, 13 csikok). A kB-612 oligonukleotid
esetében a NF«B-specifikus complex és ennek supershift eltolt védltozata csak a 16 6rds expoziciét kdvetéen valt
lathatéva (15, 16 csikok). kB-specifikus komplexeket nem lehetett megfigyelni, ha a sejtmagkivonatot kezeletlen
BAEC sejtekbdl nyertiik (2, 8, 11, 14 csikok). "ns" nem specifikus csik.



3. abra. RT-PCR elemzéssel igazoltuk, hogy a BCE és BAEC sejtek
expresszdljdk a bFcRn gént. Pozitiv kontrollként a Mac-T sejtekbdl (bovine
mammary acinus epithelial sejtvonal) izoldltunk total RNS-t.
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4. abra. Immuncitokémiai elemzés az NFkB sejtmagba torténd transzlokdcidjara BAEC sejtekben, LPS
stimulusra. A BAEC sejteket LPS kezeltiik 1 és 2 6ra id6tartamban, fixaltuk az NFkB p65 alegységet egy p65
specifikus ellenanyaggal detektédltuk (a p65 primer ellenanyagot egy Alexa 568 konjugalt masodlagos
ellenanyaggal vizualizéltuk (piros szin). A DNS-t a Hoechst 33342 festékkel jeloltiik (kék szin).
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5. abra. Az LPS kezelés hatasa FcRn, beta2-mikroglobulin (b2m) és E-szelektin expresszids szintjére. A
méréseket kvantitativ, real-time PCR elemzéssel végeztiik LPS kezelt és kezeletlen sejtekbdl kivont total RN'S
felhaszndldsdval. Az LPS kezelés 1, 2, 4, 6, 8 és 24 6rat tartott. A vizsgdlatok alapjin arra kovetkezetettiink,
hogy mindhdrom gén, de kiillonosen a b2m és az E-szelektin expresszidja emelkedett az LPS stimulus hatasara.
A rendszer “normalizaldsat” az ubiquitin génre végeztiik el. Az oszlopok a harom fiiggetlen vizsgélat atlagat és
SEM értékeit mutatjak.
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6. abra. A bFcRn nehézlanc expresszidja emelkedik a bFcRn transzgenikus egerek (Bender et al., 2007) 1épében
LPS stimulus hatdsdra. Az egereket hasiiregébe 250 ng/100 g LPS-t injektaltunk. (A) 1, 2, 4, 6, 8, 12 és 24 éraval
az LPS kezelést kovetéen meghataroztuk az egerek 1épének bFcRn génexpresszids szintjét (Northern blot) a
kezeletlen kontrollokhoz (vizszintes vonal) hasonlitva (* = p<0.05). (B) az éllatok rektdlis hdmérséklete jol
tikrozi a kezelés hatékonységét.

III. Molekularis szintii vizsgalatok kérédzékben

Ellés utan az involicié folyamatdban a vemhes méh mintegy 90%-at elvesztve nyeri vissza
vemhesség elbtti allapotdt. Az endometrium le- és atépiilésében elsOsorban a sejtek a
programozott sejthaldllal (apoptosis) valé pusztuldsa jatszik szerepet. Az apoptosis elOnye a
necrosissal szemben, hogy a sejtek szétesése nélkiil torténik meg a szovet lebontdsa, mely igy
nem indukal gyulladast a kornyezetben. Nem megfelel energiaellatottsdg esetén azonban az
apoptosis képes necrosisba atmenni, s ezdltal fokozhatja az involutiés szévédmények
eléforduldsat. Az ellés utani idoszakban az éllat energiaigényének a fokozddéasaval (novekvo
tejtermelés €s az involicid energiaigénye) konnyen negativ energiaegyensuly, NEB alakulhat
ki, mely ha ketonanyagok jelentés mértékii felhalmozddasaval is pdrosul, ketdzisrol

beszélhetiink.

Munkénk sordn 49 tehenet kisértiink figyelemmel az ellés utdni idészakban. Az ellést kovetd
4-14. napon endometrium-biopszidt végeztiink, a nyert mintdt szovettani €és immun-
hisztokémiai modszerekkel vizsgaltuk és célunk volt 0sszefiiggést taldlni a beta-hidroxibutirat
(BHB) vérbeli koncentraciéjanak véltozdsaval, mely a sejtek energetikai statuszdnak jo6

jellemzdje..

A méhbioptatumokbdl paraffinba dgyazott metszetek késziiltek, melyeken az apoptosist
harmas festéssel mutattuk ki. Egyrészt az apoptotikus sejtek fragmentdlédott DNS-ét FITC-

cel konjugdlt nukleotidokkal jeloltik termindlis-deoxynukleotid-transzferiz enzim



segitségével (TUNEL moddszer). Masrészt az apoptdzis folyamataban kaszpaz-hasitott 85kDa
nagysdgi Poli-ADP-riboz-polimerdz (PARP) fragmentumat direkt jelzett tercier
ellenanyaggal. Végiil a sejtek DNS-ét DAPI-val is megfestettiik, ami lehetdvé tette
valamennyi sejtmag (€16, elpusztult) megfigyelését. Sziikség volt még egyidejii anti-CD45
(humdn leukocyta antigén) ellenanyag haszndlatira is, mivel a pyelometritisszel terhelt
mintdkban tapasztalhaté erds gyulladdsos besziirddés értékelhetetlenné tenné az apoptotikus
index meghatdrozdsiat. Az immunhisztokémiai festés sordn a PARP festés nagyon kevés
metszeten adott értékelhetd eredményt, ezért a teljes értékelésbdl kizartuk a moddszert.
Apoptotikusnak azokat az endometrium sejteket fogadtuk el, melyek egyideji TUNEL és
DAPI pozitivitast adtak.

Kisérleteinket szamos esetben megismételtiik és kiegészitettiik gastrointestinalis sejtvonalakon
(CaCo-2, HT-29) végzett vizsgalatokkal (Galfi et al. (2005), Németh et al (2007), Németh et al.
(2007a), Szekér et al. (2007)).

Mindezek mellett szdmos olyan vizsgalatot is végeztiink sejttenyészetben, melynek sordn a
nem megfeleld energia ellatottsdg esetén a sejthalalt kedvezd irdnyba kivantuk befolyasolni.
polifenolok ¢és mds szabadgyokfogd anyagok sejttenyészetben torténd alkalmazdsa

segitségével (Domokos et al (2008), Gélfi et al. (2007)).

Vizsgédlataink eredményei azt mutatjdk, hogy az egészséges kontrollokhoz illetve beteg,
normoketonaemids egyedekhez viszonyitva (51,7%=0,8) a magas BHB szinttel rendelkez6
allatok méhbioptitumaiban az 0ssz-sejtszdimhoz viszonyitva szdzalékosan kevesebb az
apoptotikus sejtek ardnya (24,5%=7,3). Eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy
ket6zis esetén az endometrium sejtjei kisebb ardnyban pusztulnak el apoptosissal, ami

fokozhatja a necrosis veszélyét és a gyulladdsos folyamatok kialakulasat (Gaélfi et al. (2007)).

IV. Az allatorvosi alapkutatasi tréning centrum (VBS-TC: Veterinary Basic Science —
Training Center) alapjainak lerakasat célozo torekvések.

A jelen palyazat keretében folyo tudomdnyos munka kivitelezése soran kiemelten fontosnak
tartottuk a szakmai-tudomanyos utanpotlas képzésének megujitasat, hatékonyabba tételét.
Ennek érdekében az 6t csatlakoz6 laboratérium 4ltal felvéllalt hdrom kutatési teriilet miivelése
soran a rendszerbe bevont doktoranduszok, szakdolgozati munkét készitd hallgatok és
kiemelked6 Tudomanyos Didkkori munkat végz0 fiatalok egy szervezett rendszerben
szerezhettek elmélyiilt ismereteket és gyakorlatot a modern él6tudomanyi metodikdk
teriiletén.



Valamennyi egylittmiitkodd laboratérium un. vendégkutatdi periddus eltdltésére adott
lehetOséget. A vendégkutat6i idészak sordn a doktorandusz vagy szakdolgozatot készitd
hallgaté6 az éltala nem miivelt teriilet laboratériuméban tett szert alapos ismeretekre.

Az alapvetd koncepcio alapjan a résztvevok a gén — sejt — szovet — €s teljes szervezet alapos
tanulmanyozdsat biztosité metodikakkal ismerkedtek meg. Lehetdségiik nyilt a legijabb
molekuléris biol6giai, endokrinoldgiai, enzim-kinetikai, receptor-kinetikai, immunoldgiai és
neuromorfoldgiai metodikdk széles spektrumanak elsajatitdsara.

A kutatdsi idOszak lezardsanak évével bezarélag 6t PhD munka keriilt megvédésre, tovabbi 6t
PhD értekezés keriil benytjtasra 2008 folyaman, hat tovabbi szakdolgozat sziiletett és az
értékes munkdk eredményeként harom végzett hallgat6 felvételt nyert a doktori iskolédba.

A rendelkezésre all6 infrastruktira és know-how hatékony alkalmazésa eredményeként az 6t
kutat6 laboratérium minden kordbbindl intenzivebb egyiittmitkodése jott 1étre, ami
kiilonlegesen kedvezd feltételeket biztosit az alapkutatdsi doktori programokba bekapcsoldédo
fiatal munkatarsak hatékony képzéséhez.



