Benis Eva AOK IV, Drozgyik Andris AOK IV
Semmelweis Egyetem, Klinikai Kisérleti Kutato- és Human Elettani Intézet, Budapest

II. tipusu diabéteszben sériil a kardialis SERCA2a funkcio

Bevezetés: Korabbi eredményeink arra utaltak, hogy II. tipust diabéteszes allatmodellen a
megfigyelt kardidlis diszfunkcid hatterében feltételezhetd a szarkoendoplazmas retikulum
Ca’"-ATPaza (SERCA2a) funkcidjanak sériilése. Célunk ezen feltételezés igazolasa volt.

Modszerek: Him Sprague-Dawley patkdnyokban 10 hétig tartd fruktéoz das diétaval
inzulinrezisztens diabéteszt indukaltunk. Ezutan sziviiket izolaltuk, és Langendorff szerint
perfundaltuk. Az izolalt sziveken bal kamrai nyomést és Indo-1 felszini fluorometriaval Ca**i-
tranzienst regisztraltunk elészor nyugalomban, majd béta-agonista isoproterenol (ISO-5nM),
Eredmények: Fruktdz-diétat kovetden az izolalt szivekben inotrop (+dP/dtmax) és luzitrop
zavar (—dP/dty.x), illetve a kontroll értékekhez hasonld szivfrekvencia volt megfigyelhetd. A
Ca2+i—tranziensek elemzése soran lassult Ca*-felszabadulas (+dCa/dtyax) €s -szekvesztracid (—
dCa/dtyax) volt kimutathat6. Izoproterenol infuzié hatdsara a diabéteszes szivek fokozott béta-
adrenerg vélaszt adtak a +/-dP/dtm.x €s a +/-dCa/dtm.x paraméterek tekintetében, de a
szivfrekvencia-fokozddas mértéke megegyezett a kontrolléval. Alacsony doézisu CPS
alkalmazasara a fruktoz-diétas allatok sziveiben - ellentétben a kontroll szivekben észleltekkel
- a Ca®"-szekvesztracio sebességének (—dCa/dtyay) jelentds csokkenése volt tapasztalhato.

Kontroll (n=7) Diabétesz (n=9)

nyugalom ISO CPS nyugalom ISO CPS
Szivfrekvencia 281 342 238 279 350 221
(1/min) 435 +32" +43" +34 +29% +24%
+dP/dtmax 2363 4094 1740 1878 4308 879
(Hgmm/s) +413 +603" +245" +392% +798" +279%"
~dP/dtay 1842 2968 1268 1537 3278 650
(Hgmm/s) +267 +603" +395" +229% +662" 221"
+dCa/dt max 23,7 29,9 20,4 15,1 26,1 13,4
(10° nM/s) +4.5 +6,3" +5,0 +4,0* +8,4" +4,3*
~dCa/dt pay 10,2 16,5 9,3 6,2 13,1 4,2
(10° nM/s) 42,2 +4,6" +2.4 +1,6%* +6,0" +1,6"*

*:p<0,05 Diabétesz vs. Kontroll; ":p<0,05 ISO vagy CPS kezelés vs. nyugalmi érték
(ANOVA, Student-Neumann-Keuls post hoc test)

Kovetkeztetés: A korabbi vizsgalatainkban megfigyelt diabéteszes kardialis diszfunkcid
hatterében egyértelmiien kimutathaté a sziv Ca’’-haztartdsanak zavara. A diabéteszes
szivekben a luzitrop zavarral parhuzamosan megjelend csokkent Ca'-szekvesztracio, és
annak alacsony doézisi SERCA2a gatlo iranti fokozott érzékenysége a SERCA2a funkciod
sériilésére utal. A hanyatl6 szivfunkcié kompenzalasara fokozott béta-adrenerg valaszkészség
alakul ki, ami els6sorban a SERCA2a miikodésének serkentésén keresztiil érvényesiil, és
kevésbé érinti a szivfrekvenciat.

Témavezetok: dr. Ivanics Tamas, dr. Miklos Zsuzsanna
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Sejtalapu terapia alkalmazasi idejének jelentésége in vitro szivinfarktus-modellben

Bevezetés: A szivizom iszkémidt kovetd karosodasanak csokkentésére, funkcidjanak
javitasara az utdbbi években megkezdddott a sejtalapu terapidk alkalmazasi lehetdségeinek
kutatdsa. Kiilonboz6 kisérletes modelleken szamos sejttipusrél bebizonyitottak, hogy
javithatjdk az iszkémids sziv funkcionalis regenerdciojat: uj vérereket képeznek,
szivizomsejtté differencidlodnak, angiogenezist serkentd vagy apoptozist gatlé faktorokat
termelnek. Autolég csontvel6i Ossejtek és mas sejttipusok felhasznalasaval klinikai
vizsgalatok is megkezdddtek, azonban a sejtterapidval kapcsolatban a pontos mechanizmus
felderitése, a legmegfelelobb sejttipus kivalasztasa, a sejtek bejuttatasanak optimalis ideje és
modja, valamint az esetleges mellékhatasok még tisztdzatlanok. Munkank soran arra kerestiik
a valaszt, hogy a terdpia sordn alkalmazandd sejtek hozzaadasanak iddpontja hogyan
befolyasolja a karosodott sejtek tulélését.

Modszerek: Az iszkémids dallapotot in vitro koriilmények kozott, H9c2 patkany
szivizomsejtvonalon oxigén- és glilkozmegvonast (OGD) alkalmazva modelleztiik. A sejteket
Vybrant DiO fluoreszcens membranfestékkel jeldltiikk, majd az OGD 2,5 6ra idétartamara a
médiumot lecseréltiik gliikozmentesre és N, gdz alkalmazaséaval 0,4% ala csokkentettiik az O,
szintet. Az OGD-t kovetden 0, 30, 60, és 240 perc elteltével a karositott sejtekhez Vybrant
DiD festékkel jelolt, egészséges H9c2 sejteket adtunk. Kontroll csoportként egy olyan OGD-t
elszenvedett csoportot hasznaltunk, amely nem kapott egészséges sejteket. Az OGD elott,
majd 24 ora elteltével 4 latdtérben fotokat készitettiink, hogy megallapitsuk az €16 és halott
sejtek szdmat. A halott sejteket Ethidium-homodimer festéssel, valamint morfologiai
tulajdonsagaik alapjan kiilonitettiik el. A szamolashoz Photoshop és Image] szoftvereket
alkalmaztunk, s a kezdeti sejtszam aranyaban fejeztiik ki a tulélo sejtek mennyiségét.
Eredmények: A sejtpusztulds mértéke a kontroll, 30., 60. és 240. percben kezelt
csoportokban nem kiillonbozott, azonban abban a csoportban, ahol kozvetleniil az OGD utan
adtuk az egészséges sejteket, a tiléld sejtek ardnya lecsokkent.

sejtek hozzdadasanak

idépontja kontroll 0. perc 30.perc 60. perc 240. perc

tulélo sejtek aranya 89,4+0,5 12,0£11,3* | 85,0£0,4 | 89,9+2,0 85,6+2,3

*: p<0,001 0.perc vs. tobbi csoport (4tlagtSEM, ANOVA, Neumann-Keuls post hoc teszt)

Kovetkeztetés: Az OGD utan kozvetleniil hozzaadott egészséges sejtek rontjak a karosodott
sejtek talélését. Ezt a negativ hatast az magyarazhatja, hogy a reaktiv vegyiileteket tartalmazo
kornyezet a hozzdadott sejtek egy részének pusztuldsat okozta. A sejthalal soran apoptotikus
faktorok ¢és reaktiv vegyiiletek szabadulhattak fel, circulus vitiousust hozva létre, igy az OGD
altal mar karositott sejtek pusztulasat novelték.

Témavezetok: Dr. Kiss Levente, Dr. Lacza Zsombor
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Az inozotol-1,4,5-triszfoszfat lokalis hatasainak vizsgalata emlds sejtben

Az inozitol-1,4,5-triszfoszfat (IP3), mint méasodik hirvivd alapvetd szerepet jatszik a
sejtek Ca’"-anyagcseréjében. A klasszikus képnek megfeleléen a Ca*"-mobilizalé hormonok
¢s neurotranszmitterek hatasara a sejtmembranon keletkezé IP3 eldiffundal az endoplazmas
retikulumhoz (ER), majd aktivalja annak membréanjan taldlhatd IP3-érzékeny Ca’'-
csatornakat, létrehozva ezzel azt a raktarbol torténd kezdeti Ca2+—felszabadulést, amely a
kialkulé citoplazmatikus Ca®-jel elsé szakaszat adja. A raktariiriilés hatasara 1étrejové
kapacitativ Ca*"-influx pedig a Ca*"-jel fenntartott fazisaért felelés. Az irodalombol ismert,
hogy a human 1-es tipusu [P3-receptor 224-605-6s aminosavig terjedd szakasza felelds az IP3
kotéséért, ez a ugynevezett ligand-k6td domén (IP3R-LBD).

A munkacsoport korabbi munkajabol ismert, hogy az IP3R-LBD, amelyet piros
fluoreszcens fehérjével (RFP) jeloltiik, egy olyan citoplazmaban elhelyezkedd fizids fehérjét
eredményezett, amelyet sikeresen hasznaltak citoplazmatikus IP3-pufferolasra, gatolva ezzel
az agonista ingerlést koveté Ca*'-jel kialakulasat (1). Jelen munkaban célunk a lokalis IP3
hatasok jelentdségének vizsgalata volt, aminek az érdekében ezt a fehérjét N-, illetve C-
termindlisan megfeleld irdnyitdoszekvenciakkal lattuk el, és kiilonb6z6 sejtorganellumok
felszinére iranyitottuk. Igy lehetdségiink nyilt arra, hogy az egyes sejtalkotok (ER,
mitokondrium, plazmamembran) citoplazma felé esd részein, j61 meghatarozott térben kossiik
meg az agonista stimulus hatasara képzodé IP3-at. Kisérleteinket COS-7 sejteken végeztiik. A
fuzios fehérjék lokalizaciojat konfokalis mikroszkoppal ellenériztiik. A Ca®"-mobilizalo
agonista (ATP) hatasara kialakul6 citoplazmatikus [Ca*'] valtozast Fura-2 fluoreszcens festék
alkalmazaséval, digitalis képalkoto eljardssal kovettiik egy olyan mikroszkdpos rendszerben,
amely lehet6vé tette az egyes fuzids fehérjék expresszidjanak parhuzamos meghatarozasat is.
fgy tehat egy-sejt szinten tudtuk vizsgalni, hogy az adott sejtorganellumok kornyezetében
pufferolt IP3 milyen modon véltoztatja meg a sejtekben kialakulo Ca**-jel kinetikajat.

Eredményeink alapjan a plazmamembranhoz irdnyitott IP3R-LBD, és ennek
kovetkeztében a szubplazmalemmalis térben tortént IP3 pufferolas hatasara késéssel ugyan,
de létrejott a szinkronizalt Ca®" felszabadulds. A Ca®'-szignal ilyen modon torténd
megvaltozasa megfelel az IP3 sejtmembranban valo keletkezésének. Az ER-hoz irdnyitott
IP3R-LBD ugyancsak a Ca®"-jel kialakulisanak jelentds késését eredményezte, aminek
magyarazata az, hogy az IP3R-LBD konstrukciénak sokkal nagyobb az affinitasa az IP3-hoz,
mint a sejtek endogén receptorainak. Meglepd modon a mitokondrium kiilsé membranjara
iranyitott IP3R-LBD mar nagyon alacsony expresszios szint mellett igen hatékonyan gatolta a
Ca®"-szignal kialakulasat, azonban az expresszio novelésével ez a gatlo hatis csokkent.
Mindez egyrészt megerdsiti a mar korabban is feltételezett ER-mitokondrium kapcsolat
jelentéségét a Ca®" anyagcserében, masrészt felveti annak lehetéségét, hogy az ER-
mitokondrium kapcsolodasi pontok alapvetd szerepet jatszanak magéaban a citoplazmatikus
Ca®"-jel kialakulasaban. A nagyobb expresszid esetén tapasztalt hatastalansagot az ER-
mitokondrium struktira megvaltozasanak tulajdonitjuk, az ezt megerdsitd morfoldgiai
vizsgalatok folyamatban vannak.

1. P. Varnai, A. Balla, L. Hunyady, and T. Balla, Targeted expression of the inositol 1,4,5-
triphosphate receptor (IP3R) ligand-binding domain releases Ca2+ via endogenous IP3R
channels, Proc Natl Acad Sci U S A, 2005. 102(22):7859-64.

Témavezetd: Dr. Varnai Péter
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A ghrelin hatasanak vizsgalata izolalt kutya koronaria arteriolakon

A ghrelin a novekedési hormon elvalasztasat serkentd receptor (GHS-R) endogén ligandja.
A keringd ghrelin jelentds hanyada a gyomor mucosa X/A sejtjeiben termelddik, de a peptid
mRNS-e tobb sejtféleségben, igy érendotél- €s szivizomsejtekben is kimutathato. A ghrelin a
novekedési hormon elvalasztdsanak fokozasan és 0sszetett anyagcsere hatdsain til a sziv és az
érrendszer mikodését is befolyasolja: csokkenti a vérnyomast, noveli a perctérfogatot,
valamint kardioprotektiv hatasokkal is rendelkezik. A peptid direkt érhatdsa azonban még
nem tisztazott: dilatator vagy konstriktor valasz - fajonként és érteriiletenként eltéré modon -
egyarant felléphet.

Kisérleteink célja a ghrelin korondria hatdsdnak vizsgalata volt spontan és emelkedett
értonus mellett. Vizsgalni kivantuk tovabba a ghrelin legtobb hatasat kozvetitd receptor
altipus, a GHS-R1a szerepét az érvalasz l1étrejottében.

Vizsgélatainkat egészséges kutyaszivbdl izolalt intramurdlis koronaria arterioldkon
végeztik (belsé atmérd atlagESEM: 210+16um, n=16). Az ercket izolalas utan mindkét
végiikon kaniilaltuk, majd 50 Hgmm-es intraluminélis nyomdson normal Krebs-Ringer (nKR)
oldatban inkubaltuk 30 percig. Ezutdn mikroangiometrids modszerrel az ératmérd valtozasat
mérve kovettiik a novekvd kocentracidban adott ghrelin (30-100-300 nM) hatasat spontan
tonus mellett, majd egy thromboxan (TXA2) analég, az U46619 (1uM) adasaval megemelt
tonustt ereken (n=8). Tovabbi kisérletekben az érhatdsok GHS-Rla receptor-fliggését
vizsgaltuk  specifikus blokkoloszer (D-Lys3-GHRP-6, 50 pM) jelenlétében (n=8). A
statisztikai értékelést parositott Student-féle t-teszttel végeztiik.

Eredmények szerint a ghrelin nem okozott szignifikans érdtmérd-valtozast a normal
tonussal rendelkezd izolalt érszakaszon. U46619-el végzett prekontrakciot (ératmérd valtozas,
Adpax: =254 %, p<0,01) kovetden azonban a ghrelin tovabbi kontrakciot idézett eld (Admax:
2549 %, az U46619 hatas szézalékaban, p=0,03). A GHS-R1a blokkol6é nem befolyasolta a
ghrelin altal kivaltott vazokonstrikciot, bar a receptorok jelenlétét immunhisztokémiai
vizsgalattal igazoltuk.

Eredményeink szerint a ghrelin kutya korondria arterioldkon megemelt téonus esetén
érszlikito hatdssal bir. A vazokonstriktor valasz nem GHS-R1a receptor aktivacion keresztiil
jon létre - annak hatterében mas, eddig ismeretlen receptorialis mechanizmus éallhat.

A vizsgalat anyagébol eddig sem nemzetkdzi, sem hazai folydiratban nem jelent meg
kozlemény.

Témavezetd: Dr. Sax Balazs, Dr. Nadasy Gyorgy
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Az extracellularis ionkdrnyezet hatisa a Ca**-fiigg6 ioncsatornak aktivitasara cisztas
fibrozisos léguti hamsejtekben

Bevezetés: A ,cystic fibrosis transmembrane conductance regulator” (CFTR) fehérjét kodolo
gén mutacidja kovetkeztében irreverzibilisen karosodik a cAMP-fiiggd transepithelialis
iontranszport. Kovetkezésképpen, cisztas fibrozisban (CF) a 1éguti hamsejtek felszinét borito
folyadékréteg Osszetétele €s volumene is megvaltozik, amely hozzdjadrul a kronikus
ioncsatorndk aktivaldsa, amely poétolja a cAMP-fiiggd aniontranszport kiesését. Korabbi
vizsgalataink igazoltak, hogy CF 1égiti hamsejtekben a Zn®" alkalikus, Na'-mentes oldatban
megemeli az intracelluléris Ca®" koncentraciét [Ca®]i. Jelen munkénkban arra kerestiik a
valaszt, hogy a Zn®", illetve az extracellularis ionkdrnyezet indukalta intracellularis Ca** jel
képes-e Cl" és/vagy K aramokat kivéltani CF sejtekben.

Moédszerek: Kisérleteinkhez CF 1égiti hamsejteket (IB3-1) hasznaltunk. Az [Ca®"]; valtozasat
mikrofluorometrias eljarassal vizsgaltuk. A sejteket Ca®"-szenzitiv fluoreszcens festék (Fluo-
3-AM; 4 uM) jelenlétében 60 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk, majd a fluoreszcencia
intenzitdsdnak valtozdsat inverz konfokalis mikroszkdp segitségével regisztraltuk. Az
iondramok méréséhez a sejtek membran potencidljat -50 mV-on tartottuk, majd 100 ms
id6tartami, 20 mV-onként emelkedd tesztpotencidlokat (-100 ¢és +100 mV kozott)
alkalmaztunk. A fesziiltség/aramerdsség Osszefiiggést a patch-clamp technika teljes-sejt
Eredmények: NaCl-tartalmu extracellularis oldatban sem az alkalinizaci6 (pH 7.4-rél pH
8.2-re), sem a ZnCl, (20 uM) nem okozott szignifikans [Ca®"]; emelkedést és nem fokozta az
iondramokat. Az extracellularis Na' elvonasa (Na™ helyettesités N-methyl-D-glucaminnal;
NMDG") alkalikus kozegben (pH 8.2) szignifikans [Ca®"]; emelkedést és az inward, illetve
outward ionaramok fokozodasat eredményezte. A ZnCl, (20 pM) tovabb fokozta mind a Ca*"
jel, mind az iondramok amplituddjat. Az inward aram fokozoddsa szignifikdnsan gatolhato
volt a Ca®"-fliggd Cl-csatorna antagonista nifluminsav (100 uM) hozzaadasaval, illetve az
extracellularis [Ca*'] 3 mM-r6] 0.1 mM-ra csokkentésével. Az outward aram fokozodasat az
extracellularis [Ca®"] csokkentése csak részben gatolta. A nagy konduktanciajo K csatornak
gatlasa (iberiotoxin; 100 nM), illetve az intracellularis K™ helyettesitése Cs'-nal nem védte ki
a Zn”" indukalta outward ionaramok fokozodasat.

Kovetkeztetések: Kordbbi megfigyeléseinken tilmenden, jelen eredményeink azt mutatjak,
hogy az extracellularis tér iondsszetételének megvaltozasa Onmagéaban is eredményezhet
olyan amplitidoju intracellularis Ca*" jelet, amely az iontranszport fokozddasahoz vezet.
Mind az intracellularis Ca®" szint emelkedése, mind az iondramok gatolhatok az
extracellularis térbél torténé Ca®" bearamlas fontos szerepet jatszik a jel kialakuldsaban. A
Ca*"-fiiggd Cl" és K" aramok stimulaldsa pozitiv hatast gyakorolhat a CF betegek léguti
hamsejtjeinek miikodésére.

Az el6adas témajaban a munkacsoport altal kozolt korabbi publikaciok:

1. Zsembery A. et al. Extracellular zinc and ATP restore chloride secretion across cystic
fibrosis airway epithelia by triggering calcium entry. J. Biol. Chem. 2004; 279:10720-9.

2. Hargitai D. és mtsai. Uj lehetdségek a cisztas fibrozis kezelésében — léguti hamsejtek mint
kozvetlen célpontok? Medicina Thoracalis 2007; 5:286-292.

Témavezetd: Dr. Zsembery Akos
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A zona pellucida vastagsaga és a praeembryo egyéb morfologiai jellemzoi kozti
osszefiiggések vizsgalata az in vitro fertilizacios (IVF) kezelések soran.

Bevezetés: Az in vitro fertilizacios kezelések soran beiiltetésre keriild praecembrydk
minddsszesen 15%-a agyazodik be a méh nyalkahartyajaba, ezért az embryotransfert (ET)
megeldzden igen fontos a megfeleld ¢letképességii el6ébrények kivalasztasa. A pracembrydk
¢letképességének megitélésére napjainkban a legelterjedtebb modszer az oszt6do eléébrény
morfologiai vizsgalata, mely a sejtszdm, fragmentacio, morfologiai pontérték valamint a zona
pellucida (ZP) vastagsdganak meghatarozasabdl all. Tanulmanyunkban azt vizsgaltuk, hogy
az embridk életképességével Osszefliggd morfologiai bélyegek milyen kapcsolatban allnak a
zona pellucida vastagsagaval. Adataink értékelésével arra kerestiikk a valaszt, hogy a ZP
normalistol eltérd vastagsaga mennyiben befolydsolja az embridk életképességét, valamint a
bedgyazodas esélyét. Anyag és mdédszer: Retrospektiv tanulményunkban a Semmelweis
Egyetem I. sz. Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinika Asszisztalt Reprodukcids Osztalyan 2005.
november és 2008. majus kozott elvégzett 830 IVF kezelés soran betiltetett 2336 pracembryot
vizsgaltuk. A beiiltetésre keriilt pracembryok hagyomanyos morphologiai vizsgalata mellett a
zona pellucida vastagsagdnak mérését is elvégeztiink. Az IVF kezelések sordn hormonalis
petefészek stimulacidt kdvetden ultrahangvezérelt tiiszOpunkcio utjan nyertiik a petesejteket,
amelyeket sajat készitésli tidpoldatban inkubdltuk a megtermékenyitésig. A férj
sajatsagait. A himivarsejtek mindségétdl fiiggden keriilt sor a megtermékenyités modszerének
kivalasztasara, ami hagyomanyos IVF kezelés, vagy intracitoplasmatikus spermium injectio
(ICSI) lehet. A megtermékenyités utan 16-18 oraval keriilt sor a megtermékenyiilés
ellendrzésére. A pracembryok fejlodését a 2. és a 3. napon is ellendriztik. A
megtermékenyitést kovetd 2. illetve 3. napon keriilt sor a pracembrydk beiiltetésére. Az ET
elott a pracembryokrol fénymikroszkdpos fotdkat készitettiink, amelyeken OCTAX Eyeware
szamitdgépes program segitségével hatdroztuk meg a beiiltetésre keriild pracembrydk atlagos
7P vastagsagat. Az igy kapott ZP vastagsagok alapjan hoztunk Iétre a 15 pm alatti vékony (A
csoport), a 15-20 pm kozotti normal (B csoport) és a 20 um ¢és folotti vastag (C csoport) ZP
csoportokat. Az igy létrehozott harom ZP vastagsagi csoportban Osszevetettiik az embrydk
¢letképességét meghatdrozd morphologiai jellemzdket, valamint megvizsgaltuk, hogy milyen
Osszefiiggés van a ZP vastagsaga és a beagyazodas esélye kozott. Eredmények: A sejtszam
tekintetében nem talaltunk szignifikdns eltérést a vizsgélt ZP csoportokban. A fragmentécio
mennyiségét vizsgalva azonban szignifikans eltérést talaltunk (A: 15.449.0; B: 16.8+£10.0, C:
18.2+10.7; P<0.01). A morphologiai pontérték a normdal és a vastag csoportban szintén
szignifikans eltérést mutatott (A: 2.3+0.5; B: 2.3£0.5, C: 2.2+0.5; P= 0.04). A biztosan
beagyazddott és a biztosan be nem agyazddott pracembryok csoportjadban a ZP vastagsagat
hasonlonak talaltuk. Kovetkeztetések: A ZP vastagsaga 0sszefligg az embridk ¢letképességet
mutatdé egyéb morphologiai jellemzdkkel, mint a fragmentacié és a mophologiai pontérték,
vagyis a normalisndl vastagabb zona pellucida kedvezétlen embryodfejlodéssel, jelentésebb
mennyiségli fragmentacidval tarsul. Ugyanakkor a normalisndl vastagabb ZP beagyazddasra
gyakorolt kedvezétlen hatasat nem sikeriilt igazolni. Ezek tikrében az egyértelmii
eredményekhez tovabbi vizsgalatok elvégzése sziikséges.

Témavezetok: Prof. Dr. Urbancsek Janos, Dr. Fancsovits Péter



Hunyor Réka AOK V.
Semmelweis Egyetem, Klinikai Kisérleti Kutato- és Human Elettani Intézet

A muszkarinos receptorok jelatviteli folyamatai a hugyholyag simaizom-tonusanak

szabalyozasaban

Kérdésfelvetés: A simaizom-kontrakcid klasszikus jelatviteli elmélete szerint a heterotrimér
Gg1 fehérjék aktivalodasa foszfolipdz C-mediélta inozitol-triszfoszfat képzddésen keresztiil
intracellularis Ca' -felszabadulashoz és ezaltal a miozin-kénnyiilanc-kindz aktivaloédaséhoz
vezet. Emellett bizonyos agonistadk hatdsdra a miozin-foszfatdz gatlasa okozza a kontrakcios
valaszt, amiért az utobbi évek kutatdsai szerint a Gjy/13 fehérjék altal aktivalt kis G-fehérje
RhoA szabdlyozta Rho-kindz (ROCK) enzim felelés. Munkankban arra kerestiik a valaszt,
hogy ezek koziil a jelatviteli utak koziil melyik vesz részt a hugyhdlyag simaizomzataban
expresszalodo, élettani és terdpids szempontbol is kulcsszerepet jatszd muszkarinos
receptorok (M, és M3) aktivalodasanak kozvetitésében.
Maoddszerek: Vizsgalatainkat vad tipusu (WT), Ga,;-deficiens (11KO), valamint simaizom-
specifikus, kondicionalis géndelécids technikaval eldallitott Gog/Gay; dupla knock out
(q/11KO) ¢és Gai2/Goys dupla knock out (12/13KO) egerekbdl izolalt higyholyagokon
végeztilk. Western blot analizissel igazoltuk a Gog/Goyp ill. Gouo/Goys fehérjék hianyét a
kondicionalis knock out egerek hugyhodlyagjdnak simaizomzataban. Meghatdroztuk a
fiziologias sdoldattal torténd feltoltésiik soran kialakulé nyomdasvaltozasokat (cisztometria),
valamint a beldliik preparalt simaizom-szeletek kontrakcios valaszait miograftal.
Eredmények: WT simaizom-szeleteken a muszkarinos agonista carbachol (107-10* uM)
erds, dozis-fliggd kontrakciot valtott ki, ami csdkkent az M, receptor antagonista AFDX-116
(1 uM) jelenlétében és majdnem teljesen eltiint az M3 receptor antagonista 4-DAMP (1 uM)
adasa utan. A carbachol hatasa nem valtozott 11KO és 12/13KO, de tobb mint 50 %-kal
csokkent q/11KO egerekbdl szarmazé huagyholyagban és a maradék kontrakcios hatas
gatolhato volt AFDX-116 adasaval. A ROCK gatlészer Y-27632 (10 uM) mindegyik kisérleti
csoportban csokkentette a carbachol okozta kontrakcios valaszokat.
A WT, 11KO ¢és 12/13KO egerek cisztometrids eredményei nem kiilonboztek egymastol,
azonban a ¢q/11KO hugyhdélyagok tonusos nyomasemelkedése mintegy 50 %-kal csokkent, a
fazisos nyomdashullamok pedig majdnem teljesen eltlintek. Ez utdbbi valtozasok megegyeztek
a WT hugyholyagokban atropin (10 uM) jelenlétében tapasztalt képpel.
Kovetkeztetések: A htigyholyag simaizomzatanak dsszehtizodasaban az M; receptorok altal
aktivalt klasszikus Gg/11 jelatviteli ut jatssza a fészerepet. Ennek potencirozasaban részt vesz a
ROCK valészintileg M, receptorok altal kozvetitett, de meglepd mdédon Giy/13-t6l fliggetlen
aktivalodasa. Ez utobbi jelatviteli ut tisztazasat tervezziik tovabbi kisérleteinkben.
Témavezetk: Dr. Benyo Zoltan és Dr. Ruisanchez Eva
Az el6adas témajaban a munkacsoport altal megjelentetett publikaciok:
Wirth A, Beny6 Z, Lukasova M, Leutgeb B, Wettschureck N, Gorbey S, Orsy P, Horvath B, Maser-
Gluth C, Greiner E, Lemmer B, Schiitz G, Gutkind JS, Offermanns S: G;;-G;5—~LARG-mediated
signaling in vascular smooth muscle is required for salt-induced hypertension. Nature Medicine,
2008; 14: 64-68



Kapui Réka AOK v
Semmelweis Egyetem Elettani Intézet, Budapest

Duox enzimek expresszidjanak vizsgalata knock-out allatmodellekkel

A NADPH oxidazok csalddjaba tartoz6 Duox enzimeknek eddig két funkcidjat
azonositottak. Az enzimek a pajzsmirigyben a tireocitdk apikalis membréanjaban talalhatéak,
ahol hidrogén peroxidot termelnek, melyet a tireoperoxiddz tirozin aminosavak jodozéaséra és
a keletkezett jod-tirozin oldallancok keresztkotésére hasznal fel, a pajzsmirigy hormon
bioszintézis soran. Nydlmirigyben, légutakban és a végbélben a Duox enzimek az
immunvédekezésben jatszanak szerepet, mely sordn az altaluk termelt hidrogén-peroxidot a
laktoperoxidaz egy hatékony antimikrobialis vegyiilet, a hipotiocianat képzésére hasznalja.

A pajzsmirigyben betoltott funkcidt bizonyitjak olyan betegek, akiknél a hipotiredzis
hatterében Duox2 mutaciot sikeriilt igazolni. Bar a Duox1 enzim expresszidja szintén jelentds
pajzsmirigyben, nem ismert Duox1 mutéciora visszavezethetd hipotiredzis. A laborunkban
rendelkezésiinkre 4ll6 Duox1 és Duox2 knock-out (KO) egértorzsek is ezt igazoljak: a Duox2
KO egerek hipotire6zisban szenvednek, azonban a Duox1 KO egereknek semmilyen feltin
fenotipusos elvaltozasa nincsen. A két Duox KO egér eltérd fenotipusa alapjan célul tiiztiik ki
a Duox1 enzim szerepének azonositasat.

A Duox1 és Duox2 KO egér torzseket heterozigota formaban tartjuk fent, az utédokat
PCR reakcioval genotipizaljuk. A funkci®6 megismeréséhez a lokalizacion keresztiil
szeretnénk eljutni, tehat elsd 1épésben RNS szinten probaltuk meg elkiiloniteni az enzimek
jellemzé eldfordulasi helyeit. Knock-out és vad tipusu egerek szoveteibdl RNS-t izolaltunk,
melyekben real time PCR-rel 01j, eddig nem ismert helyeken talaltunk Duox mRNS-t. Duox2
esetében magas mRNS szintet detektaltunk az epeholyagban, Duoxl esetében pedig
nyeldcsOben, htuigyholyagban és tejmirigyben taldltunk magas, bdrben, szivben és harant
csikolt izomban pedig alacsonyabb RNS expressziot.

A pontosabb lokaliz4ci6 érdekében immunhisztokémiai festést kezdtiink az RT-PCR-
rel is vizsgalt helyeken. A fehérje detektalast 8 um-es fagyasztott metszeteken végeztiik, egy
poliklonalis antitestettel, melyet egy belga kutatd csoport bocsatott rendelkezésiinkre. A Duox
enzimek nagy mértékii homoldgidja miatt, az antitest mindkét Duox enzimet felismeri,
melyek elkiilonitését a rendelkezésiinkre 4116 knock-out egerek teszik lehetdvé.

Az immunhisztokémiai lokalizacid sordn a nyalkahartydk és a bor tobbrétegi
laphamjaban, valamint a htigyholyag urotheliumban lattunk Duox1 festodést.

Korabban mar leirtdk, hogy a Duox2 enzimek a légutakban az immunvédekezésben
van szerepe. A peroxidaz enzimekrél pedig ismert, hogy antibakterialis hatasuk mellett
ditirozin keresztkotésre képesek. Annak eldontéséhez, hogy az altalunk elséként detektalt uj
expresszios helyeken a Duox1 enzim az immunvédekezésben vagy a hamréteg stabilizdsaban
jatszik-e szerepet, a lokalizacion tul még tovabbi funkcionalis vizsgalatok sziikségesek.

Eredményeink, 0j expresszids helyek azonositdsdban €s ezeken beliil a fehérje pontos
szovettani lokalizdciojdban mutatnak tal, a témavezetd e teriileten eddig megjelent
kozleményein.

1. M. Geiszt, J. Witta, J. Baffi, K. Lekstrom, T. L. Leto. Dual oxidases represent novel
hydrogen peroxide sources supporting mucosal surface host defense. FASEB J. (2003)
17,1502-1504.

2. A. Donké, Z. Péterfi, A. Sum, T. Leto, M. Geiszt. Dual oxidases. Phil. Trans. R. Soc.B.
(2005) 360, 2301-2308.

Témavezetd: Donkd Agnes, Dr. Geiszt Miklos



Kovics Istvan, AOK V.
Semmelweis Egyetem Elettani Intézet, Budapest

Fesziiltségfiiggé protoncsatorna (H,1) human fehérvérsejtekben

Fesziiltségfliggd, depolarizacio-aktivalt protondramot tobb emlds ¢és nem emlds
sejttipusban is leirtak. A legtobb kisérletet - melyek ezen aram biofizikai €s farmakoldgiai
tulajdonsagait jellemezték - hemopoetikus eredetii sejteken végezték, legfoképp
granulocitdkon. Az intenziv kutatas ellenére kevés ismerettel rendelkeziink a protonaramok
fehérvérsejtekben és egyéb sejtekben betoltott szerepérdl. Fagocitak esetében elfogadott,
hogy a fesziiltség-fiiggd protondram hatékonyan csokkenti a 1égzési robbands soran a
NADPH-oxiddz (phox) &ltal okozott potencialisan veszélyes mértékii depolarizaciot és
intracellularis elsavanyodast. Ismert csatornafehérje hianyaban azt feltételezték, hogy a
phox nemcsak elektron-transzporterként, hanem protoncsatornaként is mikodik. A
feltételezés ellen szolt azonban, hogy a kiilonboz6 phox alegységekre (p47phox,
gp91phox) deficiens granulocitdk  gyakorlatilag normal depolarizicio-aktivalt
protonarammal rendelkeznek. A 2006-o0s €v soran viszont klonoztak egy human fehérjét
(Hy1), amit kiilonb6zd sejtvonalakba transzfektdlva nagy szelektivitast,, depolarizacio-
aktivalt protonaramot hozott létre. Erdekes médon azonban a nativ Hv1 kifejez6dését nem
sikeriilt semmilyen fehérvérsejtben sem kimutatni, noha fesziiltségfliggd protondram
jelenléte ezekben a sejtekben egyértelmiien bizonyitott.

A fenti ellentmondas tisztazésa céljabol nyulak immunizalasaval poliklondlis antitesteket
allitottunk el6 H,1 N-terminalis 99 aminosava ellen (aH,1-N). Az affinitas-tisztitott aH,1-
N-t Western-blotban alkalmazva vizsgéaltuk nyugvé fehérvérsejtekben H,1 kifejezddését.
Magas expressziot tapasztaltunk mind monocitak, mind neutrofil és eozinofil granulocitak
esetén (a bazofil granulocitdkat nem vizsgéltuk). Limfocitdk koziil B-sejtekben jelentds
H,1 kifejezddést tapasztaltunk, T-sejtekben viszont nem detektdlhaté megbizhatéan ezen
fehérje. Tovabbiakban immunfluoreszcencia és konfokalis mikroszkopia segitségével azt
vizsgaltuk, hogy hogyan viszonyul egymashoz Hy1 és gp91phox expresszidjanak mértéke,
ill. elhelyezkedése. A gp9lphox kifejezddését 7D5 jelli monoklondlis egér hibridoma
feliiliszojaval detektaltuk. Periférids vérkenetben, illetve tisztitott ¢és letapasztott
fehérvérsejtekben vizsgalodva megfigyelhetéek bizonyos tendencidk. Polimorfonuklearis
sejtek esetén aH,1-N jelolés eozinofilekben bizonyult a legerdésebbnek. A neutrofilek
jelolédése ennél altalaban gyengébb, de meglehetdsen valtozé mértékii volt. 7DS5-tel
viszont neutrofileken tapasztaltunk erételjesebb jelolodést. A kolokalizaci6 mértéke
eozinofilekben bizonyult erdsebbnek, mig a neutrofilek tobbségében a két jel egyértelmiien
elkiiloniilt. Monocitdkban az eozinofilekhez hasonléan magas aHv1-N jelintenzitast és
gyakori kolokalizaciot tapasztaltunk. Limfocitak koziil csak a sejtek egy része jel6lodott,
de azok altaldban mindkét antitiesttel. Kolokalizaci6 azonban nem volt jellemz6. Szérum
opszonizalt zimozannal Osszehozott granulocitdkban 10 perc elteltével fagoszomak
kialakulésa tapasztalhatd, melyek falaban aH,1-N ¢és 7D5 nagyon hasonldé mintazatban
dusul, jelentdsen novelve ezzel a kolokalizaciot neutrofilekben is.

Fenti kisérleteink igazoljak, hogy H,l valdban jelen van a legtobb fehérvérsejt
membranjdban, igy létrehozhat ott protonaramot. Az pedig, hogy H,1 a fagoszoma faldban
gp91phox-szal egyiitt dusul, igazolni latszik a neki tulajdonitott oxidazt timogatd szerepet.

A fenti adatokbol jelenleg kézirat késziil.
Dr. Pethed Gébor és Dr. Geiszt Miklos



Liktor Baldzs, AOK, VL.
Farmakologia Osztaly, Kisérleti Orvostudomanyi Kutatdintézet, Magyar Tudomanyos
Akadémia, Budapest

ATP altal kivaltott [Ca']; valtozasok egér hemicochlea preparatum Corti-szerv
sejtjeiben

A Ca® és az ATP fontos szerepet jatszanak a bels6fiil sejtjeinek intra- és intercellularis
jelatvitelében élettani €s korélattani koriilmények kozott is. Mindezidaig hianyzott egy olyan
in vitro preparatum, amely Orzi az eredeti anatomiai struktirdt, mentes a szdvettenyészetek
adaptiv metabolikus valtozasaitdl és amelyben egyszerre mérhetd a mar kifejlett hallassal
rendelkez6 egér Corti-szerv szenzoros ¢és tamaszto sejtjeinek Ca®"  regulacidja.
Kifejlesztettiink egy olyan modszert, amellyel 15-21 napos egerek cochledjat a modiolusnal
vibratommal félbevagjuk és az igy elkészitett hemicochledban CCD kameraval idében
kovetjik a perfundalt és fluoreszcens mikroszkopba helyezett preparatum sejtjeinek
intracellularis Ca®" valtozasait. A sejteket Ca*" érzékeny fura-2/AM-mel toltSttik. A
preparatum eldnye, hogy a Corti-szerv 0sszes sejttipusa szoveti kdrnyezetében vizsgalhato.
szorsejtekben valamint a tamaszto pillér, Deiters és Hensen sejtekben. Meghataroztuk az ATP
dozis-hatas gorbéjét, a valasz deszenzitizacidjanak idStartamat és vizsgaltuk a valaszok Ca®*
forrasait. A médszer, 6sszehasonlitva a drog jelenlétében és hianyaban adott ATP valaszokat,
alkalmazhat6 potencidlis gyogyszerjeldltek tesztelésére. Egy in vivo cochleoprotektiv hatést
mutatd, jelenleg fejlesztés alatt allo vegylilet, elozetes tesztelését el is végeztilk a modszer
segitségével.

Témavezetd: Dr. Zelles Tibor
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Lérincz Marton AKos, AOK, VI
Institut fiir Experimentelle und Klinische Pharmakologie und Toxikologie, Medizinische
Fakultdit Mannheim, Ruprecht-Karls Universitét, Heidelberg

A p63RhoGEF szerepe a simaizomsejtek angiotenzin II jelatvitelében.

Az angiotenzin II (angll) az egyik legjelentdsebb peptid az emldsok vérnyomas-
szabalyozasaban, ezért kulcskérdés jelatvitelének pontos megértése a szabalyozés
végrehajtosejtjén, a simaizomsejten. Német laborom korabban leirta a p63RhoGEF ¢és a Gaq
direkt interakciojat, mely felvetette a simaizomsejtekben is a RhoA aktivacidjanak Gog-
kapcsolt receptorok altali szabalyozasat.'”™ Ilyen receptor az ATIR, melyr6l nemrégiben
leirtak, hogy a klasszikus Gogq-PLC-IP3-Ca®" jelatviteli uttol fliggetleniil G2.13-p115RhoGEF
uton RhoA aktivitasnovekedést okoz, és ezaltal kontrakciot valt ki a simaizomsejtekben. A
két jelatvitel kozott kapocs lehet a p63RhoGEF, ezért vizsgaltuk szerepét a simaizomsejtek

Kisérleteink sordn 6-8 hetes patkdny aortabdl izoldlt simaizomsejt kulturakat
hasznaltunk, melyekben 5-0s tipusu adenovirus (ad5) infekcioval RGS2 proteint
termeltettlink, mely a Gaq protein GTP-4z aktivitasat ndveli, ezaltal gatolja a Gaq jelatvitelt.
Szintén ad5 virussal juttattuk be az aktivitassal nem, de Gaq kotd képességgel rendelkezd
p63RhoGEFAN protein DNS-ét, valamint a p63RhoGEF shRNS-t, mellyel a sejtek
p63RhoGEF mennyiségét csokkentettiik, és igy specifikusan gatoltuk a Gog-p63RhoGEF
jelatvitelt. Rhotekin pulldown technikdval vizsgalva a sejtek RhoA-GTP mennyiségét,
megallapitottuk, hogy mind a Gaq fehérje gatlasa, mind a p63RhoGEF knockdown jelentds
mértékben csdkkentette a sejtekben az angll kivaltotta RhoA aktivaciot a kontroll sejtekhez
képest. Vizsgaltuk az shRNS technikaval jelentésen redukalt p63RhoGEF tartalmu sejtek
proliferacigjat is a kontroll sejtekhez viszonyitva. A sejtkulturdkhoz a 4 napos inkubacids id6
végén MTT festéket adtunk, ami a sejtek mitokondriumaban sotétlila precipitatumot képez,
mely savas izopropanollal oldhat6 és a minta optikai denzitasa 570 nm-ren fotométerrel
mérhetd. Megfigyeltiik, hogy ha a médiumban tartésan angll van jelen, akkor a sejtek
proliferacidos képessége megnd. Ez a proproliferativ hatds 40%-ban gatolhatd a sejtek
p63RhoGEF mennyiségének csokkentésével. Ezen kisérletek sordn felfigyeltiink ra, hogy az
angll hatdséra a sejtek morfologidja a kontraktilis orsoszerii forma fele tolodik el. Ez az
eltolédas nagymértékben csokkenthetdé mind a Goq jelatvitel direkt gatlasaval, mind pedig
p63RhoGEF knockdownnal.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az ATIR a kordbban leirt Gj,.13-pl115RhoGEF
jelatviteli Ut mellett Gag-p63RhoGEF uton is szabalyozza a RhoA kis G fehérje aktivitasat.
Ez nemcsak egy ujabb lehetdség az angll indukalta kontrakcié szignaltranszdukcidjaban,
hanem kapocs az eddig ismert jelatvitelek kozott, és ezaltal szerepet jatszhat a kontrakcio
finom szabalyozasidban. A simaizom proliferaciés és morfologiai vizsgalataink kozelebb
visznek a renin-angiotenzin rendszer koros miikodése kovetkeztében megfigyelt érfal-
elvaltozadsok megértéséhez. Ezen folyamatok klinikai jelentdsége és Osszetettsége megkivanja
a mérések folytatasat az in vivo-hoz kdzelebb allo rendszereken. Ezért tervezziik p63RhoGEF
knockout patkanyok soéterhelés utdni vérnyomasmérését, valamint érfaluk szovettani
vizsgalatat.

A kutatdcsoport korabbi kozleményei a témaban:

1. Lutzetal., J Biol Chem. 2005 Mar 25;280(12):11134-9.
2. Luztetal., Genes Dev. 2007 Nov 1;21(21):2731-46.

3. Lutz et al., Science. 2007 Dec 21;318(5858):1923-7.
Témavezetd: Dr. rer. nat. Susanne Lutz

11



Marki Alex AOK V.
Semmelweis Egyetem, Korélettani Intézet, Budapest

ADMA szuperoxid termelés révén csokkenti az endothélium vasomotoros miikodését
arteriolakban

Szdmos human keringési betegségben megemelkedik a fiziologidsan is megtalalhato
aszimmetrikus dimetil arginin (ADMA) plazmaszintje. Azonban az ADMA szerepe a
mikroerekben kifejlédd betegségek pathomechanizmusiban még nem egészen tisztazott.
Korabbi eredmények alapjan feltételeztiik, hogy az ADMA nemcsak mint a nitrogén monoxid
szintaz (NOS) természetes kompetitiv inhibitoraként a nitrogén monoxid (NO) termelés
csokkentése, hanem az emellett oxidativ stressz novelése révén is szerepet jatszik
mikrovaszkularis diszfunkci6 kifejlodésében. Ezért feltételeztiik, hogy izolalt arteriolakban az
ADMA csokkenti az NO donor natrium-nitro-pruszid (SNP) okozta dilataciot.

Patkany gracilis izombdl izolalt, kaniilalt arterioldkat (~ 160 pum alap ératmérd, 80 Hgmm
jelenlétében) hasznaltunk. Kontrol koriilmények kozott az endothélium-fiiggd acetilkolin
(ACh) ¢és az endothélium-fiiggetlen NO donor SNP koncentraciofiiggd dilataciot okozott
(max.: 82 % illetve max.: 94 %). Az ADMA kezelést (10 M koncentracidval, inkubélas 30
percig) kovetden, az ACh indukalta dilaticio nem valtozott szignifikdnsan, mig az SNP
indukalta dilatacio szignifikansan csokkent (max.: 31 %). ADMA és szuperoxid dizmutaz ¢s
katalaz (SOD/CAT) egyilittes inkubacidja esetén az SNP indukalta dilatacid szignifikdnsan
megnott (max.: 54 %).

Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy mikroerekben ADMA jelenlétében szuperoxid
termelddik, ami az NO donor SNP-bdl felszabadulo NO-val kapcsolatba 1épve peroxinitritet
képez, és ezaltal az NO hatasos szintje és a dilatacido csokken. Tovabba az ACh indukalta
dilataci6 elsésorban endothéliumbol szarmazé hiperpolarizald faktor (EDHF) révén
kozvetitddik, ami kevésbé érzékeny az oxidativ stresszre. Az ADMA emelkedett szintje mind
az NO termelés, mind az oxidativ stressz novelése révén endothélium diszfunkciot okozhat,
ami hozzéjarulhat a keringési betegségek kifejlodéséhez.

Témavezetd: Dr. Veresh Zoltan, Prof. Dr. Koller Akos
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Németh Adrienn, ELTE TTK, biologus, V évfolyam
Semmelweis Egyetem, Korélettani Intézet, Budapest

A retinsav kezelés csokkenti az endotheliialis permeabilitast és a fenesztratum-asszocialt
PV-1 fehérje expressziojat endothel sejteken

A vaszkularis endothelidlis novekedési faktor (VEGF), amelyet tumorok altal termelt
novekedési fakorként irtak le, megnoveli a PV-1 expressziojat és fokozza az endothelidlis
permeabilitast. A retinsav, amely egy A vitamin szarmazék, szerepet jatszik a
sejtdifferencidcioban illetve a diabetes ¢és kiilonb6zd kardiovaszkularis betegségek
kialakuldsadban. Feltételezéslink szerint a retinsav modosithatja a VEGF hatasat endothel
sejteken. Allitasunk igazoldsara megvizsgaltuk, hogy a retinsav milyen hatassal van a PV-1
expresszidjara és az endothelialis permeabilitasra endothel sejttenyészetben. A vizsgalatokhoz
frissen izolalt koldokzsinor-véna eredetli endothel sejteket hasznaltunk, amelyeket 1 illetve 10
uM retinsavval kezeltiink. A PV-1 mRNS illetve fehérje szintjét real-time PCR-el illetve
western blottal vizsgaltuk. Az endothel sejtréteg permeabilitasdt 40 kDa méretli FITC-el
jelzett dextrannal hataroztuk meg. A 10 pM retinsav kezelés szignifikdnsan csokkentette a
PV-1 mRNS illetve fehérje szintjét és ez a hatas 48 ora utan volt a legerdteljesebb, tovabba
szignifikansan csokkentette az endothelidlis permeabilitast is. A 30 perces retinsav eldkezelés
kivédte a 100 ng/ml VEGF kezelés altal eldidézet permeabilitds fokozodast €¢s PV-1 mRNS
illetve fehérje szint novekedést. Kimutattuk, hogy a retinsav csdkkentette az endothelidlis
permeabilitast és a PV-1 expressziot, tovabba gatolta a VEGF hatasat az endothel sejtekre.
Eredményeink alapjan a retinsav modosithatia a VEGF permeabilitast fokozd hatédsat,
amelynek a kialakuldsaban a megndvekedett PV-1 expresszionak szerepe lehet.
Témavezetd(k): Prof. Dr. Rosivall Laszlo
Bodor Csaba

13



Parkanyi Adrienn, AOK III.
Semmelweis Egyetem, Klinikai Kisérleti Kutato- ¢s Humén Elettani Intézet

A neutralis szfingomielinaz hatasai az értonusra

Kérdésfelvetés: A szfingolipid medidtorok, melyek szintézisének elsd 1épése a sejtmembran
szfingomielinjének szfingomielindz (SMase) altal katalizalt atalakuldsa ceramidda, irodalmi
adatok szerint fontos szerepet jatszanak gyulladdsos és immun-folyamatokban. Mivel a
vérplazma SMase-aktivitasa megnd egyes €rdiszfunkcioval jaro korallapotokban (pl. diabetes,
atherosclerosis, sepsis, kronikus szivelégtelenség) kisérleteinkben arra kerestiik a valaszt,
hogy SMase adéasa okoz-e akut értonus-valtozast, és ha igen, mi annak a mechanizmusa.

Maoédszerek: Feln6tt him C57BL/6J (WT) és thromboxan-receptor deficiens (TPko) egerekbdl
izolalt 3 mm hosszusag thoracalis aorta szegmentek kontrakcids és relaxacids valaszait
hataroztuk meg izometrias koriilmények kozott miografon. Megvizsgaltuk kiillonbozé dozisu
(0,05 — 0,5 U/ml) neutrdlis SMase (nSMase) hatésait az értonusra prekontrakcidé nélkiil,
valamint 0,1, 1 és 10 uM phenylephrinnel (PE) okozott prekontrakcidt kdvetden.

Eredmények: WT erekben a nSMase egy kezdeti kontrakciobol €s azt kovetd relaxaciobol
allo bifazisos értonus-valtozast okozott. Nem prekontrahalt erekben a dilataciés komponens
alig volt megfigyelhetd, mig maximalis prekontrakciot (10 uM PE) kovetden a dilatacid
dominalt. A nSMase hatasa 0,05 és 0,2 U/ml kozott dozistiiggd volt, de 0,5 U/ml adasakor
mar nem fokozddott, ezért tovabbi kisérleteinkben 0,2 U/ml koncentracidban alkalmaztuk.

A tovabbiakban a nSMase értonust befolyasold hatdsanak mechanizmusat vizsgaltuk. Az
alabbi tablazatban az 1 uM PE-nel torténd prekontrakciot kovetden 0,2 U/ml nSMase hatasara
kialakulé kezdeti kontrakcios és azt kovetd relaxacids hatdsokat tiintettiik fel a 124 mM K*
hatdsara kialakuld referencia-kontrakcié %-aban. Mind WT mind pedig TPko ereken
elvégeztiik méréseinket élettani koriilmények kozott és a nitrogén monoxid (NO) szintézis
100 uM nitro-L-arginin methyl észterrel (L-NAME) torténd gatlasat kovetden. Kezeletlen WT
erekhez képest a TPko erekben hianyzott a hat4s kontrakciés komponense, mig L-NAME-val
kezelt WT erekben fokozott kontrakcids hatas volt megfigyelhetd késdi relaxéacio nélkil. Az
L-NAME kezelést kapd TPko erekben a nSMase egyaltalan nem befolyasolta az értonust.

Genotipus WT TPko
Elokezelés - L-NAME - L-NAME
124 mM K referencia-kontrakcié (mN) | 9,8+0,7 9,5+0,4 8,7+0,4 9,6£1,8
0,02 U/ml nSMase kontrakcio (%) 20+4 64L7+** 4+3%* 3£1%
0,02 U/ml nSMase relaxacié (%) 45+6 0+0** 87+14** 6E3%*

*0<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. kezeletlen WT (ANOVA, Student-Neumann-Keuls post-
hoc test)

Kovetkeztetések: Kisérleteinkben elsoként irtuk le a nSMase bifazisos hatasat az értonusra,
valamint azt, hogy ennek kontrakcidos komponensét thromboxan A,, mig relaxacios
komponensét NO kozvetiti. Eredményeink alapjan felmeriil az endogén szfingolipid
mediatorok szerepe az érdiszfunkcidé kialakulasdban fokozott SMase-aktivitassal jard
korallapotokban. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak eldontésére, hogy mely szfingolipid
mediator(ok) felelds(ek) a nSMase okozta konstriktor és dilatacios hatasokért.

Témavezetk: Dr. Benyo Zoltan és Dr. Ruisanchez Eva

Varga Mark AOK V., Garbaisz David AOK 1V.
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Semmelweis Egyetem I. sz. Sebészeti Klinika

Szisztémas gyulladasos valaszreakcio csokkentésének lehetosége postconditionalassal
infrarenalis aortakirekesztést kovetden

Bevezetés: A szervezet stresszingerekre adott gyulladdsos vélaszai fiziologias koriilmények
kozott a talélést szolgaljak. Az also végtag akut vérellatasi zavara esetén az izomszdvet
lokalis gyulladésa, stilyosabb esetben rhabdomyolysise jelentkezik. Reperfusio sordn ez az
allapot tovabb romlik, a capillaris dysfunctio kovetkezményeként oedema, esetenként
compartment szindréma rontja tovabb az érintett teriilet vérellatdsat. Az infrarenalis aorta
kirekesztésével jard rekonstruktiv érmiitétek kapcsan az ischaemias-reperfusios karosodas
kovetkezményeként ezek a reakciok egyes esetekben generalizalt forméaban is megjelennek. A
mitétek postoperativ szovodményeként megjelend szisztémas gyulladasos valaszreakciod
(SIRS) a tiid6, a vese, a m4j, illetve a bél karosodasat hozza létre, igy tObbszords szervi
dysfunkciok (MODS) klinikai képét idézheti eld.

Célkitiizés: Kisérletes modelliinkben az alsé végtagi nagyérmiitétek utan kialakulo lokalis és
generalizalt gyulladdsos folyamatok mérséklésének lehetdségét vizsgaltuk egy ujszerti
sebészeti technikéval: postconditiondlédssal.

Anyagok és médszerek: Him Wistar patkdnyokon 4altalanos anaesthesiaban 180 perces
infrarenalis aorta-kirekesztést végeztiink atraumatikus mikroklippel. Az allatok felében a
reperfusio els6 2 percében postconditionalast hajtottunk végre (10s felengedés/10s reocclusio
6 ciklusban). A haemodinamikai paramétereket invaziv artérids nyomasmérdvel, a
microcirculatidos valtozasokat laser Doppler flowmeterrel (LDF) detektaltuk. A 4., a 24.,
illetve a 72. postoperativ Ordban vizelet, szérum, illetve szdvettani mintavétel tortént, rutin
laboratériumi és morfologiai vizsgalatok céljabol. Minden allatbol csoportbeosztastol
fliggetlenlil azonos anatomiai helyrdl vettiink mintdt (m. rectus femoris, tiido, vese,
vékonybél, ma4j), melyeket 24 o6ras 4%-os formalinban torténd fixalas utdn agyaztunk
paraffinba. A vizsgalatokat konvenciondlis fénymikroszkdpos elemzéssel végeztiik,
hematoxilin-eozin (HE) festés utan. A postoperativ szisztémdas gyulladasos valaszreakcio
mértékének jellemzésére a plazma citokinszintjeit vizsgaltuk. Az antioxidans-statusz
vizsgélata is plazmamintakbdl tortént, Heide-Bogl-féle luminometrids modszerrel (Blazovics
féle modositas).

Eredmények: A tiidoben a kontroll csoportban partialis atelectasia, pneumocyta-karosodas
abrazolddott, a postconditiondlt allatokban minden iddpontban kedvezdbb szoveti képet
kaptunk. A m. rectus femoris, illetve a vékonybél szovettani metszetein a postoperativ 24.
oréban a kontroll csoportban neutrophil sejtes infiltratio és 6déma volt megfigyelhetd, mig a
postconditiondlt csoportban a gyulladasos reakcié kisebb mértéki volt. A 72 orat talélt
allatokban inflammatio nem volt jellemzd. Laser Doppler flowmeterrel a postconditionalt
csoportokban a reperfusio alatt magasabb aramlési értékeket detektaltunk, a végtag keringése
hiperaemias 4aramléssal stabilizdlodott. Luminometrids vizsgélataink eredményei alapjan
megallapithatjuk, hogy a postconditionalt allatok redox homeostasisdit a moédszer kedvezd
iranyban befolydsolta. A korai szisztémas gyulladasos vélaszt jellemz6 TNF-a szintje 4 6raval
a reperfusio kezdete utan az aloperalt csoportban mért értékhez (6, 615 £ 1,423pg/ml) képest
szignifikansan emelkedett volt a 3 oras aortakirekesztésben részesitett allatokban, azonban a
postconditiondlt csoportban szignifikdnsan kisebb  értékeket mértiink, mint a kontroll
csoportban (kontroll: 44,904 + 8,693 pg/ml vs. postconditionalt: 22,906 + 4,904 pg/ml).
Kovetkeztetés: A postconditionalas alkalmas modszernek tlinik az alsé végtagi prolongalt
ischaemidval jar6 nagyérmiitétek kapcsan fellépd akut lokalis izomszdveti, illetve szisztémas
gyulladéasos valaszreakciok mérséklésére.

Témavezetok: Dr. Szijartd Attila, Dr. Gyurkovics Endre

Végh Borbala, ELTE TTK, biolégus, V évfolyam
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Semmelweis Egyetem, Korélettani Intézet, Budapest

Az angiotenzin II (Ang II) és a vaszkularis endotelialis novekedési faktor (VEGF)
szerepe az endotelialis fenesztracio és permeabilitas szabalyozasaban

Az ereket boritd endotél sejtréteg permeabilitdsa meghatarozo szerepet jatszik a szervek
muikodésében. Megnovekedett permeabilitasu fenesztralt endotélium taldlhatdo a vesében,
majban és koros koriilmények kozott a tumorokat behaldozd erekben is. A fenesztracid
kialakulasdban tobb citokin is szerepet jatszik. Kordbban kimutattuk, hogy az Ang II és a
vizsgaltuk a p38 MAP kinaz aktivacidjanak szerepét a fenesztracido és a permeabilitas
szabalyozasaban, frissen izolalt humén k6ldokzsinor-véna eredetli endotél sejteken, amelyeket
Ang II-vel és VEGF-el kezeltlink. A sejtek morfologiai valtozasat, a sejtfelszinen megjelend
fenesztratumokat atomerd mikroszkdppal, az endotelidlis permeabilitast FITC-el jelzett
dextrannal hatdroztuk meg. A fenesztratum asszocialt PV-1 fehérjét western blottal, mRNS
szintjét real-time PCR-el detektaltuk. A 48 ords Ang II ill. VEGF kezelés megnovelte a
fenesztraciot, a permeabilitast és a PV-1 mRNS szintjét. A PV-1 mRNS novekedés az Ang 11
kezelés soran kétszeres, a VEGF esetében hatszoros volt. A p38 aktivaciojat gatolva
SB203580 elokezeléssel, elmaradt a VEGF ill. Ang II kezelést kovetd mRNS expresszid
novekedés, fenesztralodas és permeabilitds fokozodés. Eredményeink arra utalnak, hogy az
Ang II és a VEGF a p38 aktivacigjanak és a PV-1 expresszidjanak fokozasan keresztiil
szabalyozhatja a permeabilitast és a fenesztraciot.

Témavezetd(k): Prof. Dr. Rosivall Laszl6

Bodor Csaba
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