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ELOSZO

Kedves Kollegandk és Kollegak!

Az MTA Allatorvos-tudomanyi Bizottsaga és a SzIE Allatorvos-tudoméanyi Doktori Iskolaja
2016. januar 25-28. kozott tartja a legijabb kutatasi eredményeink bemutatasara szolgalo
Akadémiai Beszamolék {iléssorozatot, amelyre idén 42. alkalommal keriil sor a SzIE
Allatorvos-tudomanyi Karan.

Az el6z6 évek gyakorlatanak megfelelden a beszamolokon PhD-hallgatok és a kiemelkedd
munkat végzé TDK-hallgatok szereplését kiilon is szorgalmazzuk, és reméljiik, hogy a
rendezvény jo alkalmat nytjt a kiillonb6zd tudomanyos-szakmai mithelyeket és korosztalyokat
képviseld, egymas munkdja irant érdekl6dé szakemberek taldlkozasanak.

Az eladasok dsszefoglaloit — szekcioflizetekbe csoportositva — elektronikus uton adjuk kozre.
A beszamol6 flizetek anyaga az MTA ATK Allatorvos-tudoményi Intézet honlapjan
(www.vmri.hu / MTA — Allatorvos-tudomanyi Bizottsag) megtalalhato.

Az eldadasok és azt kovetd megvitatas idétartama legfeljebb: 10 + 5 perc. Kérjik, hogy a
megadott idOtartamot senki ne 1épje til. Az el6zd évek gyakorlatdnak megfeleléen, nem az
eléadasok szamara, hanem azok szakmai-tudomanyos értékére helyezziik a sulyt. Aki azonos
téman beliil jelentett be 2 vagy tobb eldadast, kérjiik, probalja meg ezeket 6sszevonni.

A résztvevoket, kiillondsen a bizottsagi tagokat és az iiléselnokoket arra kérjiik, hogy
keérdéseikkel, megjegyzéseikkel, javaslataikkal, segits€k az eldadottak részletesebb
megismerését, értékelését és a beszdmolo szakmai mithelyek tovabbi munkéjat. A tudomanyos
elérehaladast a fiatalok tudoményos forumokhoz vald szoktatasat a vita épptgy szolgalja, mint
maga az eldadas.

Az egyes szekciok titkarait arra is kérjiik, hogy a szekcioiilésrdl februdr végéig készitsenek és
juttassanak el az Allatorvos-tudoméanyi Bizottsighoz (akademia@vmri.hu) egy-egy rovid,
kozérthetd formaban megirt, a szekci6 elndkkel (elnokokkel) egyeztetett tajékoztatdt (a Magyar
Allatorvosok Lapjaban valo kozlés céljabol), amely tartalmazza nem csak az eléadasok, hanem
a vita legfontosabb megallapitasait is.

Kérjiik az intézetek vezetdit, hogy az elektronikus uton megkiildott anyagot tovabbitsdk
munkatérsaik és érdeklddé nyugdijasaik szamara is. Kérjiik, tovabba, hogy tegyék lehetove
munkatarsaik részvételét az iiléseken.

Eldre is koszonjlik a szekcid elndkok, a titkdrok, a bizottsagi tagok €s valamennyi eléado
munkajat.

Kivanunk mindenkinek eredményes és hasznos tanacskozast.

Galfi Peter Sétonyi Péter Véros Karoly Magyar Tibor
MTA ATB elnoke  Dékan, TDK elnok  AODI elndke MTA ATB titkara
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A RETEGMARAS, MINT ANATOMIAI KEPALKOTO ELJARAS: HUMAN- ES
ALLATORVOSI CELU VIZSGALATOK OSSZEHASONLITASA ES FEJLESZTESE

Czeibert Kalman?!, Baksa Gabor?, Szabd Péter®, Grimm Andras?, Nagy Szilvia*, Bogner Péter?,
Sétonyi Péter!, Racz Bence!, Petnehazy Ors®

Bevezetés, célkitlizések: Az ember €s allat anatomidjanak, felépitésének tanulmanyozasara
szamtalan lehetdség 4all a szakemberek rendelkezésére. A kozvetlen szdveti megjelenités
esetében a makroszkopos, egyszerii boncoldstol, a miivészi igényességgel kivitelezett
preparalason, valamint a mikroszkopos, szovettani vizsgalatokon és a plasztinacios eljarasokon
at egészen a korr6zids anatdmidig szamos megoldas 1étezik. A kdzvetett technikdk, mint a mai
fejlett képalkotd diagnosztikai modszerek (CT, MR, UH, PET-CT, PET-MR, SPECT stb.) az
un. szelet-anatomia minél részletgazdagabb ismeretét kivanjak meg annak érdekében, hogy a
kozvetett eljarasok altal kapott eredményt pontosan lehessen értelmezni (miitermék-képzodési
hatastol fiiggetleniil). A szelet-anatomiaval régota foglalkoznak a szakteriilet miiveldi, és a
technika haladasaval egyre jobb eredményeket lehet felmutatni (Visible Human Project, Visible
Korean Human, Chinese Visible Human). Vizsgalatunkban bemutatjuk az elmult évtizedekben
szerepet jatsz6 fO0bb human ¢és allatorvosi jelentdségli vizsgdlatokat, és dsszevetjiik azokat a
sajat kisérleteink eredményével.

Anyag és modszer. A szelet-anatomiaban két f6 iranyvonal 1étezik: az egyik, amikor tényleges
szeletek késziilnek a régiorol, a masik pedig, amikor az adott testet folyamatosan rétegmarva
(kriomakrotomizalassal) csak a felszini kép keriil rogzitésre. Hagyomanyos szeleteléses
eljarassal mutatjuk be egy pulyka és egy disznd keresztmetszeti képeit: mindkét esetben fix
keretrendszerben torténd képalkoto vizsgélatok utdn poliuretan habba dgyaztuk a testeket, mely
egyenletesen tagulva kitdltotte a test melletti teriiletet, és stabilan rogzitette a végtagokat. Az
igy elkésziilt blokkokat -80°-os hiitében taroltuk, majd egy héttel késobb tetemfiirésszel 8 mm-
es vastagsagu szeleteket készitettiink a testekbdl, (a munkapad kontakt felszinét folyamatosan
hiitve szarazjéggel), majd rogzitett allvanyu kameraval (Nikon D800) digitalizaltuk az egyes
szeleteket. A rétegmarasnal a beagyazokozeget eldszor poliuretan hab, majd viz-zselatin
keveréke alkotta, igy 6ssze tudtuk hasonlitani tobb koponyablokkon mind a beagyazokozeg
hatasat, mind a kiilonb6z6 marérendszereket, | mm-tél 50 pm-ig terjedd rétegvastagsaggal.

Eredmények és kovetkeztetés. Mivel az egyre szigorodd etikai szabdlyozas (mind a human,
mind az allati tetemfelhasznalasban) nem teszi barki szaméara lehetdvé a kisérletek gyakori
megismétlését, raadasul a vizsgalatok elvégzése magas fokll technikai és anatomiai
szakismeretet igényel, €s koltségigényiik is kiemelkedd a tobbi eljarashoz képest, igy fontos,
hogy egy-egy adatbazis minél tobb célra legyen felhasznalhatd, és a lehetd legjobb képalkoto
modalitasokkal rendelkezzen. A rétegmaras igy hidat alkot a bevezetoben emlitett kozvetlen
és kozvetett vizsgalatok kozott: egyarant bemutatja és Osszehasonlithatova teszi a
hagyomanyos képalkoto eljarasok leleteit (annak minden elényével és nehézségével), valamint
a valds anatdmiai viszonyokat, és az olyan esetekre is le lehet vonni a kovetkeztetéseket,
amikor egyébként csak in vivo vizsgalatra van mod.



SzIE, Allatorvos—tudoményi Kar, Elettani és Biokémiai Tanszék? Elettan és Biokémia
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PATKANY AGYI ENDOTHELIALIS ES ASTROCYTA SEJT KO-KULTURA — EGY IN
VITRO MODEL KIDOLGOZASA A  HEPATICUS ENCEPHALOPATHIA
KOROKTANANAK VIZSGALATARA

Barany Zoltan', Somogyi Virag?, Sterczer Agnes?, Frenyo V. Laszlo*

Bevezetés: A hepaticus encephalopathia (HE) egy orvosi és allatorvosi vonatkozasban is
jelentds neuropszichiatriai korkép, melynek koroki hatterében akut vagy kronikus
majelégtelenség €s/vagy portoszisztémas-sont all. Ezen elvéltozdsok a maj méregtelenitd
funkciojanak kiesése altal az ammonia vérplazmabeli szintjének megemelkedéséhez vezetnek,
amely atjutva a vér-agy géton, szamos cerebralis korfolyamat kialakulasaért felelds, melyek
végil a HE-re jellemz6 tiinetek egy jelentOs részéhez vezetnek. Az ammonia mellett egyéb
koroki tényezdk is bizonyitast nyertek, ugymint a szisztémas gyulladas valamint a mangan és
az aromas aminosavak vérplazmabeli szintjének megemelkedése. Ezek szintén hozzéjarulnak
az agy funkcidjanak karosoddsdhoz. Az emlitett faktorok — kozvetleniil vagy a vér-agy gaton
mint barrieren keresztiil kozvetve — az eddigi ismereteink szerint elsédlegesen az astroglia
sejtek mitkodését, ezaltal pedig a neuronok funkcidjat is karositjak. Bar a HE-vel kapcsolatban
igen sok kisérletes eredmény all rendelkezésiinkre, ennek ellenére az astrocytdkban lezajlo
mechanizmusok (duzzadas, bioenergetika, gyulladasos folyamatok), valamint a vér-agy gat
patoldgias elvaltozasanak (permeabilitas valtozas) mikéntje, illetve az ahhoz vezetd folyamatok
pontosan nem ismertek, illetve a megszerzett ismeretek zavarba ejtéen ellentmondasosak.

Cél: Kutatocsoportunk az elmult évben 0j kutatési irdnyvonalat nyitott, mely a HE korképével
kapcsolatosan a gliasejtekben lejatszodo koros folyamatok mikéntjét igyekszik felderiteni. A
fenti ismeretek alapjan célunk az volt, hogy kidolgozzunk egy rutinszeriien megvaldsithato
protokollt, amely segitségével eldallithatd egy a HE koroktani folyamatainak vizsgalatara
alkalmas primer astrocyta sejttenyészet (€s ezt kiegészitve a késdbbiekben egy astrocyta-
endothel ko-kultura) mint kisérletes modell.

Modszer: A sejttenyészet eldallitasara 2 napos Wistar patkanyok hasznalunk fel. A beldliik
nyert agyakat (a kisagyakat mellézve) az agyhartyatdl megtisztitjuk, enzimesen emésztjiik,
szuszpendaljuk, majd a kapott sejtszuszpenzidt lizinezett Petri csészékbe szélesztjiik (1
allat/1db 10 cm atmérdjli Petri-csésze). A kitiltetett sejteket meghatarozott osszetételii, adott
1dékozonként cserélt tapoldatban két héten at inkubaljuk. Az igy kapott sejtkultira dsszetételét
immunhisztokémiai eljarassal ellendrizziik (GFAP [glial fibrillary acid protein] és DAPI [4',6-
diamidino-2-fenilindol] festés).

Eredmények: Az altalunk létrehozott astrocyta sejtkultira a kiiiltetést kovetd két hét elteltével
egyrétegli, Osszefiiggd, ¢ép morfologiaji sejtek alkotta tenyészetet képezett. Az
immunhisztokémiai vizsgalatok alapjan igazoltak, hogy a sejtkulturat tobb mint 90%-ban

astrocytak teszik ki.

Kovetkeztetés: Az altalunk kidolgozott €s beallitott primer astrocyta sejtkultura morfoldgiai
jellemzdi, ebbdl kovetkezden életképessége €s Osszetétele az irodalmi adatok alapjan
megfeleld, a rajtuk elvégzendd vizsgalatok megvaldsithatdak, késobb pedig az agyi endothel-
astrocyta ko-kultara 1étrehozasahoz felhasznalhatoak.

A munkat az NKB 15991 ¢s a KK-UK 12123 sz. palyazatok finansziroztak.



SzIE Allatorvos-tudomanyi Kar, Elettani és Biokémiai Tanszék? Elettan és Biokémia
SzIE Mezdgazdasagi- és Kornyezettudomanyi Kar,

Allatélettani és Allat-egészségtani Tanszék?

Yale School of Medicine, Comparative Medicine®

OSZTROGEN, PAJZSMIRIGYHORMONOK ES A ZEARALENON HATASA AZ
OSZTROGEN- ES PAJZSMIRIGYHORMON RECEPTOROK EXPRESSZIOJARA
FEJLODO KISAGYBAN

Jocsak Gergely?, Bartha Tibor?, Goszleth Gréta * és Zsarnovszky Attila®?

Bevezetés: Az Osztrogén (E2) és a pajzsmirigyhormonok (PMHk) részt vesznek a sejtek
migracidjanak, differencidcidjanak, proliferacidjanak ¢és a  szinaptogenezisnek a
szabalyozasaban. E folyamatok soran az emlitett hormonok, mint ligandumok, specifikus
receptorokhoz kotddve specifikus és egyben az adott folyamatok szempontjabol relevéans
géneket aktivalnak. Irodalmi adatok és sajat kutatasaink szerint az E2 ¢és PMHk complex
mechanizmusokon keresztiil szabédlyozzdk sajat és egymds receptorainak expresszidjat.
Korabbi eredmények arra utalnak, hogy az endokrin diszruptorok (EDk) befolyast

gyakorolhatnak a fent emlitett mechanizmusokra.

Cél: Annak vizsgdlata, hogy a zearalenon (ZEA) hogyan befolyésolja az E2 és PMHk 6sztrogén
receptorra ¢s PMH receptorra gyakorolt szabalyz6 miikodését primer kisagyi sejttenyészetben,
valamint ennek 6sszehasonlitisa in situ mintdk referencia értékeivel.

Modszer: A receptor expresszios szinteket kvantitativ PCR és Western blot technikdk
alkalmazasaval allapitottuk meg. Az eredményeket kezeletlen kontrollokhoz és kor-egyeztetett
in situ kisagyakbol mért eredményekhez viszonyitottuk.

Eredmény: 1. Mindkét hormoncsalad receptorainak expresszidja az adott hormonok
onmagukban ¢és egymassal valo kombinacioban is determinaljék; 2. A glia fontos mediatora a
receptor expressziot szabalyz6 hormonhatdsoknak; 3. A ZEA jellegzetesen és markénsan
megvaltoztatja a hormonok altal beallitott 0sztrogén- ¢s PMH receptor szinteket.

Kovetkeztetés: Az eredmények alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a kisagy normalis
fejlédéséhez az Osztrogének és pajzsmirigyhormonok megfeleld aranya sziikséges, és hogy
olyan exogén hormonhatast vegyiiletek, mint a ZEA a receptorszintek befolydsoldsan keresztiil
is megvaltoztathatjak a kisagy normalis fejlédésének a menetét.

Koszonetnyilvanitas: Koszonet illeti a SzZIEFAOTK Elettani tanszék minden munkatarsat a
kutatasokban valo lelkes szakmai kozremiikddésiikért. A munkat részben az NKB 15984 sz.
palyazat és a KK-UK 2015 12107 sz. palyazat finanszirozta
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JOLLAKOTTSAGFUGGO MITOKONDRIALIS METABOLIKUS ASZIMMETRIA HiM
PATKANYOK HYPOTHALAMUS-FELTEKEINEK SEJTJEIBEN

Téth Istvan?, Kiss David Sandor!, Ashaber Maria®, Frenyo V. Laszlé}, Zsarnovszky Attila?

Bevezetés: A taplalékfelvétel és szaporodasbiologia irdnyitasdban kdzponti szerepet jatszo
hypothalamus anatomiailag ¢és funkciondlisan zstfolt felépitést mutat. A szovettanilag
szimmetrikus felépités ellenére a hypothalamust a mai napig egységes teriiletként kezelik, ahol
a két oldalon talalhat6, azonos magokhoz tartoz6 idegsejtek azonos élettani feladatokat latnak
el. Kutatocsoportunk kimutatta, hogy a szimmetrikus elhelyezkedd magcsoportok ellenére a
taplaltsagi allapot valtozasaval Osszefiiggésben a jobb és bal oldali hypothalamus felekben
eltéré mértékii valtozasok jellemzik a taplalékfelvételt iranyitd szabalyozé folyamatokat.

Cél: A fenti ismeretek alapjan kijelenthetd, hogy az anatémiailag szimmetrikus
hypothalamicus régiok egymastol eltéré6 mértékben részesednek az egyes funkciok
betoltésében. E jelenség alapjan a hypothalamus két féltekéje kozott mérhetd metabolikus
eltérés az éhezés-jollakottsag ciklusnak megfelelden dinamikusan valtozik.

Modszer: Kisérleteink soran intakt him Wistar patkdnyokat hasznalunk fel, célkitiizésiink
értelmében a hypothalamus szdban forg6 teriileteit mitochondrialis 1égzésmérés segitségével
vizsgaljuk. Az allatokat 12 sotét-vilagos ciklus szerint, ad libitum vizhozzaféréssel tartottuk.
A taplalasuk programozott etetéssel tortént: az allatok napi egyszer egy oran keresztiil fértek
hozza a standard ragcsalotaphoz a vilagos ciklus els@ orajaban. A hipotalamikus mintdk
gylijtése az éhezés-jollakottsag ciklus kiilonbozd (6sszesen 11) idépontjaban tortént.

Eredmények: A vizsgalati ciklus alatt a hypothalamus két féltekéje kozott mérheté metabolikus
kiilonbség dinamikus ingadozast mutatott. A metabolikus aszimmetria mértékében tapasztalt
dinamikus véltozas azonban az éhezés-jollakottsag ciklus kiviil a cirkadidn ritmussal is
Osszefiiggésbe hozhato.

Kovetkeztetés: Az eredményeinkben bemutatott hypothalamicus metabolikus aszimmetria
egyértelmi ciklikus ingadozast mutat, amely részben a jollakottsag mértékével, részben pedig
a cirkadian ritmussal hozhat6 Osszefiiggésbe. Annak tisztazasara, hogy a fenti két tényezd
hogyan és milyen mértékben all a lateralizalt metabolikus valtozasok hatterében, 1) a két
tényezd idObeli lefutasat el kell egymastol valasztani, és 2) specifikus, vérkeringésben talalhato
és/vagy hypothalamicus faktorokat kell behatdoan megvizsgalni.

Koszonetnyilvanitas: Koszonet illeti a SzZIE-AOTK Elettani tanszék minden munkatarsat a
kutatasokban valo lelkes szakmai kozremiikddésiikért. A munkat részben az NKB 15993 sz.
palyazat finanszirozta.
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TAPLALEKBEVITEL-CSOKKENTES INDUKALTA SZINAPTIKUS VALTOZASOK
RAGCSALO HIPPOKAMPUSZBAN

Récz Bence, Babits Réka, Halasy Katalin, Sotonyi Péter

Az elhizas hatalmas méretli terjedése miatt intenziv kutatds fokuszdban éllank azon
agyteriiletek, amelyek metabolikus vagy hormonalis ton szerepet jatszanak a taplalékbevitel
szabalyozasaban. Napjainkra valt egyértelmiivé, hogy a taplalékfelvétellel kapcsolatos
folyamatok tanulasi magatartds-mintdzatokkal hozhatok Osszefiiggésbe, ezért a hattérben
htz6d6 neurondlis mechanizmusok ismerete elengedhetetlen ezek megértéséhez. Az utobbi
¢vekben a hippokampusz (amely a tanulds ¢és memoriafolyamatok szempontjabol a
legjelentOsebb agyteriilet) egyre nagyobb figyelmet kap sokrétli idegi funkciéi miatt. A
hippokampusz térbeli tajékozodast és memoriat kialakito funkcidja mellett igen fontos szerepet
jatszik a szervezet belsé milidjébol érkezd informaciok (pl. szomjusag vagy ¢hség) viselkedési
mintazatokkd alakitdsdban, ezaltal kapcsolofunkciot 1at el a motivacio és emléknyomok
koordinalt viselkedéssé alakitasaban. Az éhségérzet amellett, hogy élettani valtozasokat indukal
ezen agyteriileten, nagy valdsziniiséggel morfologiai valtozasokat is eldidéz a hippokampusz
plasztikus ideghalézatdban. Tanulasi folyamatok egyértelmiien eléidéznek ilyen valtozasokat,
de arrdl igen kevés ismeretiink van, hogy milyen szerkezeti valtozasok torténnek a szinaptikus
kornyezetben kiillonbdz6 metabolikus hatasokra.

Kisérleteink soran akut ¢éheztetés hatdsat vizsgaltuk kvantitativ elektronmikroszkopos
modszerekkel patkany hippokampuszban. Mivel a hippokampélis dendrittiiskék alak és
méretvaltozasai alapvetd szerepet jatszanak a szinaptikus hatékonysdg kialakitdsaban,
vizsgalatainkat a hippokampusz CAl stratum végeztiik, amely a szinaptikus plaszticitasi
folyamatok legkedveltebb modell teriilete. Eredményeink szerint mar az ilyen rovid ideig tarto
taplalékmegvonas is specifikus ultrastrukturalis valtozasokat indukal a hippokampuszban.
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AZ INKRETIN ES INZULIN SZEKRECIO ELTERO ALAKULASA CSIRKEBEN ES
NYULBAN: OSSZAHASONLITO VIZSGALATOK

Kulcsar Anna, Matis Gabor, Petrilla Janka, Mackei Maté és Neogrady Zsuzsanna

Bevezetés: Az inzulin jelentds szerepet tolt be a szénhidrat anyagcsere és a ndvekedés
kiilonboz6 haszonallatokban termelés élettani szempontbol kiilonds fontossaggal bir. Az
inzulinnak a hasnyalmirigyb6l valé felszabaduldsat elsésorban a vékony- és vastagbélben
termel6dé inkretin hormonok, mint példaul a GIP (Glucose-dependent Insulinotropic Peptide)
¢s GLP-1 (Glucagon-like Peptide 1) szabalyozzak. Ismert, hogy a per 0s alkalmazott butirat

crer

mas, fajokban hasonl6 vizsgalatot még nem folytattak.

A munka célja: Kutatasunk f6 célja a szdjon at alkalmazott butirat kezelés inkretinekre és
inzulin szekréciora kifejtett hatdsanak vizsgalata volt csirkében és hazinyulban. E két faj
egyrészt modellként szolgalhat az emlds és madar fajok ugyanazon kezelésre adott valaszanak
Osszehasonlitdsara, masrészt, mivel takarmanyozasukban a butirat potencialisan alkalmazhato
hozamfokozo, eredményeink gyakorlati jelentdséggel is birnak.

Modszerek: Vizsgalatainkhoz fiatal, az intenziv ndvekedés fazisaban 1évé Ross 308 broiler
csirkéket (24 napos) és Pannon fehér nyulakat (7 hetes) hasznaltunk. Mindkét faj esetén
egyszeri szondan at bolusban adott natrium-butirat kezelést alkalmaztunk két kiilonbozo
dézisban (0,25 és 1,25 g/ttkg). A kezelés megel6zden, majd a kezelés utan 10, 30 és 60 perccel
vettiink vért az allatoktol. A plazma mintdkbol az inzulin, GIP és GLP-1 koncentraciot ELISA
modszerrel hatdroztuk meg.

Eredmények: Csirkében a vérplazma GIP, GLP és inzulin koncentracigja is szignifikansan
csokkent a magasabb dozisu butirdt kezelés hatasara, a kontroll csoporthoz viszonyitva.
Nyulban a butirat kezelés az inzulin és a GLP-1 termelddését szignifikansan nem befolyasolta,
a GIP koncentracio viszont szignifikdnsan csokkent az alacsonyabb butirat dozis hatasara a
kontroll csoportban mért értékekhez képest.

Kovetkeztetések: Eredményeink szerint a bolusban szdjon at adott butirdt kezelés kiillonbozd
modon befolyéasolja az inkretin hormonok és az inzulin termelddését csirkében és nyulban,
valamint adataink az egérben leirt hatissal sincsenek teljes Gsszhangban. A tapasztalt
kiilonbozdéségek feltételezhetden a madarak €és az emldsok szénhidrat-anyagcseréjének
eltérésével magyardzhatok, habar a kiilonb6z6 emldsfajok is eltérden reagaltak a butirat
kezelésre. Osszefoglalva megéllapithatjuk, hogy a butirat fajt] fiiggd modon hat az inzulin és
inkretin homeosztdzisra, s ezaltal alkalmazasa 01j utat jelenthet az anyagcsere és a ndvekedés
endokrin szabalyozéasanak nutritiv Gton torténd befolyasolasaban.

A kutatomunk az Emberi Erdforrasok Minisztérium 9877-3/2015/FEKUT azonositoszamua
tamogatasi szerzédésének (KK-UK-12117) és az OTKA-114033 palyazat keretében valosult
meg.
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AZ INZULIN JELATVITEL FEHERJESZINTU SZABALYOZASA TEJELO TEHENEK
ZSIRSZOVETEIBEN

Kenéz Akos'?, Jiirgen Rehage®, Sven Dinicke?, Korinna Huber*

Tejeld teheneknél a laktacid kezdetén jelentkezd energiadeficit nagy terhet r6 szamos
anyagcsere-folyamatra. Az ehhez vald adaptacié részeként az inzulin irdnti érzékenység
csOkkenését figyelték meg, tobbek kozott a zsirszovetben is. Mivel az inzulin zsirszovetre
gyakorolt élettani hatasa els6sorban a gliikézfelhasznéalads és a lipogenezis serkentésében,
valamint a lipolizis gatldsaban nyilvanul meg, az inzulin irdnti érzékenység csokkenése
elosegiti az energiadeficit okan sziikségessé valo katabolikus folyamatokat, tovabba segit
megOrizni a gliikozt a tejmirigy szamara. A zsirszovetben az inzulin érzékenység csokkenését
szabalyoz6 molekularis mechanizmusok részleteiben nem tisztazottak. Jelen tanulmany célja
az inzulin jeldtvitelben kulcsszerepet jatszd fehérjék expresszidjanak és foszforildciojanak
jellemzése tejeld tehenek szubkutan és abdomindlis zsirszoveteiben az ellés koriili idészakban.

Husz Holstein tehéntdl gyljtottiink ismételt biopszias mintdkat a szubkutan (SC) és a
retroperitonedlis (RP) zsirszovetbdl 42 nappal az ellést megeldzden, illetve 1, 21 és 100 nappal
az ellést kovetden. Western blot segitségével ezekben a mintakban meghataroztuk az inzulin
jelatviteli palyaban kulcsszerepet betolté fehérjék — inzulin receptor, foszfatidil-inozit-3-kinaz,
protein-kinaz C {, protein-kinaz B, AMP-aktivalt protein-kinaz, gliikdz transzporter 4, zsirsav
szintetdz, mammalian target of rapamycin és foszfodiészterdz 3 — expresszidjat és/vagy
foszforilacigjat. Az elléshez viszonyitott id6 és a zsirszovet helyezédésének (SC vagy RP)
hatasat a fehérjeexpressziora ¢és -foszforilacidra statisztikailag ANOVA segitségével
elemeztiik.

A vizsgalt fehérjék tobbségénél — beleértve az inzulin receptort is — az expresszid €s/vagy
foszforilacid szignifikdns csokkenését figyeltiik meg az ellést kdvetd 1. és 21. napon, az ellés
elotti megfigyeléshez viszonyitva. A 100. napon a vizsgalt értekek ismét megkozelitettek az
ellés eldtti 42. napon mért adatokat. A vizsgalt fehérjék egy része fokozott expressziot mutatott
a SC zsirszovetben a RP zsirszovethez képest. Az inzulin jelpalya kiterjedt jelatviteli
héalozatdban szamos ponton megfigyelt egyidejii expresszidbeli és/vagy foszforilaciobeli
csokkenés a zsirszovet Osszehangolt reakcidjaként értelmezhetd, amely illeszkedik az ellés
koriili idészakban zajlé szamos mads adaptacios folyamathoz. A fehérjeszintli valtozasok
funkciondlis kovetkezménye feltételezhetben abban nyilvanul meg, hogy a SC és RP
zsirszovetben kozvetleniil az ellés utdn ugyanaz az inzulin stimulus kisebb élettani véalaszt valt
ki, mint az elléstdl tdvolabb esé idépontokban. A zsirszdvetek ilyen médon, csdkkent inzulin
iranti érzékenységiikkel aktivan hozzdjarulhatnak az energiaforrasok tejtermelés iranyaba
torténd atcsoportositasahoz.

A kutatast a German Research Foundation (DGF) és a German Academic Exchange Service
(DAAD) tamogatta.
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TERPINEN-4-OL. ES  NATRIUM  N-BUTIRAT GYULLADASCSOKKENT@
HATASANAK VIZSGALATA MAJSEJT — KUPFFER-SEJT KO-KULTURAKON

Matis Gabor, Kulcsar Anna, Petrilla Janka, Orban Kata, Neogrady Zsuzsanna

Napjainkban egyre nagyobb figyelem iranyul a ndvényekben fellelhetd biologiailag aktiv
anyagok ¢és a bakteridlis anyagcseretermékek gyulladdscsokkentd hatasdnak vizsgalatara.
Munkank soran az emlitett csoportokba tartozo terpinen-4-ol és natrium n-butirat in vitro
gyulladascsokkentd hatékonysagat kivantuk tanulményozni a korabban munkacsoportunk altal
létrehozott, sertés eredetii hepatocyta — Kupffer-sejt ko-kultura, illetve hepatocyta mono-
kultara sejtmodelleken.

A maijsejteket és a Kupffer-sejteket 15 kg tomegii magyar nagyfehér fajtaju sertések majanak
processus caudatus-abol izolaltuk tobblépcsds perfuzid és kollagenazzal térténd emésztés
segitségével. Mivel a hepatikus gyulladdsos folyamatok lefolyasatol fliggden valtozo az egyes
sejttipusok egymashoz viszonyitott aranya, vizsgalatainkhoz kétféle, 6:1 és 2:1 sejtaranya
(hepatocyta: Kupffer-sejt) ko-kultarat alakitottunk ki, melyekkel az akut és kronikus gyulladast
kivantuk modellezni. A 24 6ra alatt konfluenssé valt tenyészeteket bakterialis lipopoliszacharid
(LPS, 1 és 10 pg/ml) és terpinen-4-ol (0,13 mg/ml) vagy natrium n-butirat (2,5 mmol/l) egyidejii
alkalmazasaval kezeltiik, majd 24 6ra varakozasi id6t kdvetéen meghataroztuk a tapfolyadék
Osszefliggd sejttenyészeteken immunhisztokémiai moddszer (macrophag-specifikus CD-68
antigén kimutatasa) segitségével allapitottuk meg a Kupffer-sejtek aranyat.

Az immunhisztokémiai vizsgalatok alapjan a hepatocytdk és a Kupffer-sejtek aranya a ko-
kultardkban megfelelt az altalunk bedllitott sejtaranyoknak. A tapfolyadék IL-8 koncentréacidja
a hepatocyta mono-kultarak esetében szignifikans csokkenést mutatott mindkét
gyulladascsokkentd szer hatasara a csak LPS-sel kezelt sejtekhez képest. Ezzel szemben a ko-
kultirak esetén nem csokkent szignifikansan a tapfolyadék IL-8 koncentracidja sem a terpinen-
4-0l, sem a natrium n-butirdt hatisara, noha az irodalmi adatok alapjan mindkét vegyiilet
jelentds gyulladascsokkentd hatéssal rendelkezhet.

A Kko-kultirakon tapasztalt eredmények feltehetden azzal magyarazhatok, hogy ezen modellek
az élettaninal nagyobb, az akut, ill. kronikus gyulladasos allapotokra jellemz6 Kupffer-sejt-
ardnya jelentdsen emelkedett IL-8-termelést eredményez. Igy a felhasznalt anyagok
alkalmazott koncentracidja mar nem képes szignifikdnsan mérsékelni az adott inkubacios 1d6
alatt a gyulladasos citokin-termelés mértékét. Eredményeink tehdt megerdsitik, hogy a
citokinek termelésében és a gyulladas szabalyozasaban kozponti szerepti Kupffer-sejtek
megfeleld aranyu jelenléte nélkiilozhetetlen a gyulladascsokkentd anyagok hatékonysaganak in
vitro vizsgalataban, az alkalmazott ko-kultarak tehat e célra is j6 modellként szolgalnak.

A kutatémunkat az NKB-15988 ¢s OTKA-114033 palyazatok tdmogatasaval végeztiik.
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A TRANSZMEMBRAN SZERIN-PROTEAZOK GATLASA SEJTRENDSZEREKBEN
Czimmermann Agnes Eszter!, Barna Réka Fanni', Meggyeshazi Nora?, Pasztiné Gere Erzsébet!

Bevezetés: A TMPRSS2 egy olyan membranhoz kotott szerin protedz, amely szerepet jatszik
az influenzavirusos megbetegedésekben €s egyes daganatok esetén a metasztazis képzddés
folyamatéaban.

A munka célja: Kisérleteinkben célul tliztiik ki egy szintetikus 3-amidinofenilalanin alapvaza
szelektiv. TMPRSS2 inhibitor, az [-432 gatldészer és a bélham interakciojanak jellemzését,
valamint az inhibitor in vitro hatékonysaganak meghatarozasat a metasztazis képzodés
gatlasaban.

Modszerek: Kisérletiink soran az 1-432 hatdsmddjat nem tumorosan transzformalt, membran
inzerten tenyésztett sertés jejunalis eredetli IPEC-J2 sejteken vizsgaltuk. Az 1-432 inhibitor
sejtekre gyakorolt toxikus hatdsat Neutral red, a hidrogén-peroxid mennyiségét Amplex red
modszerrel hataroztuk meg. A TMPRSS2 expresszigjat immunfluoreszcens festéssel ¢és
Western blot modszerrel vizsgaltuk. A TMPRSS2 proteaz aktivitasat fluorogén szubsztrat
hozzaadasaval fluoriméterrel mértiilk. A metasztdzis gatlas hatékonysaganak megitéléséhez
alkalmazott transzmigracios kisérletek sordn attétes human emldkarcindma sejtvonalat, MDA -
MB-231 sejteket hasznaltunk, amelyeket hCMEC/D3 human agyi endothelsejtekre helyeztiink
és a tendencia valtozasat meértiik.

Eredmények: A citotoxicitasi kisérletben bebizonyitottuk, hogy az IPEC-J2 sejtek 1-432
inhibitorral val6 kezelése nem okozott sejtelhalast. Megfigyeltiik tovabba a TMPRSS2 aktiv
szerin proteaz domén expresszidjanak csokkenését 1-432 inhibitorral kezelt IPEC-J2 sejtek
esetén. Az 1-432 10-50 puM koncentracidban torténd apikalis hozzaadasakor csokkenést
tapasztaltunk a TMPRSS2 tripszinszeri aktivitdsdban koncentraciofiiggd modon a sejtek
kezelés az immunfluoreszcens festddés részleges csokkenését eredményezte, amely a
TMPRSS2 megoszlasi mintazatanak megvaltozasabol adodik. Az apikalisan hozzaadott 1-432
gatldo hatdsa soran nem emelkedett meg a hidrogén-peroxid szint sem az apikalis, sem a
basolateralis kompartmentekben. A transzmigracids mérés soran megallapitottuk, hogy a
TMPRSS2 gatloszernek nem volt szignifikans hatdsa az eml6karcindma sejtek vandorlaséara az
agyi endothel sejteken at.

Kovetkeztetések: Eredményeink alapjan az [-432 inhibitor sikeresen géatoltaa TMPRSS2 enzim
tripszinszeri aktivitasat a sejtek feliiliszojaban, valamint els6ként mutattuk ki, hogy az 1-432
gatloszer csokkenti a TMPRSS2 aktiv szerin protedz doménjének expressziojat IPEC-J2
sejtekben. Kisérleti eredményeink hozzdjarulhatnak a TMPRSS2 gatlasa soran fellépd
farmakologiai hatasok vizsgalatahoz, szamos daganattipus és az influenzafertézések in vivo
kutatasahoz.

A kutatds a 15989 szamt NKB palyazat és a SzIE AOTK 2015. évi Kutaté Kari keretének
tamogatasaval késziilt.
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KVERCETIN ES METOXI- SZARMAZEKAINAK OXIDATIV STRESSZRE
GYAKOROLT HATASA IPEC-J2 SEJTEKEN

Karancsi Zita, Szabo Andrea, Farkas Orsolya, Galfi Péter

A Kkvercetin a flavonoidok kozé tartozo vegyiilet, melynek pozitiv hatasait mar régota
vizsgaljak. Antioxidans, erds gyulladascsokkenté tulajdonsaggal rendelkezik, tovabba
antibakterialis, anti-proliferativ €s anti-hipertenziv hatasat is leirtak. El6forduldsa széleskort,
szamos piros bogyds gyiimdlcsben, zdldségben eldfordul, sét a fekete tedban, harsban,
zsalyaban és a borban is. Szakirodalmi adatok alapjan a kvercetin fokozza a m4j glutation
termelését, a szuperoxid-diszmutaz aktivitasat és csokkenti a lipid peroxidaciot, tehat fokozza
a szervezet antioxidans védé mechanizmusait. A fokozott oxidativ stressz kronikus
gyulladashoz, akar daganatos transzformacidhoz vezethet, igy ennek megeldzésére a kvercetin
egy j6 valasztasnak tlinik. Az oxidativ stresszre adott valasz torténhet kiilonféle jelatviteli utak
befolyasolasaval is, igy nem csak a ,klasszikus” antioxidansoknak, hanem kiilonféle
szarmazékaiknak is szerepiik lehet szabadgyokok okozta kéros hatasok kivédésében. A hidroxil
csoportok metoxi csoportra vald cseréje a flavonoidok esetében nagyobb hatékonysagot
eredményezhet, de a hattérben all6 mechanizmusok nem pontosan ismertek.

A kisérlet sordn kvercetin és metoxi-szarmazékainak hatasat vizsgéltuk oxidativ stresszre nem
daganatos, sertés eredetii bélhamsejteken (IPEC-J2). A munka célja, hogy kiilonbséget
ismerjiink fel az egyes hatdéanyagok kozott és bizonyitsuk a kvercetin jotékony hatdsat a
lipopoliszacharid (LPS) és H20 altal indukalt oxidativ stresszben. Tovabba vizsgaltuk a
tesztvegyiiletek esetleges prooxidans hatésat is.

Az IPEC-J2 sejteket 24 Iyuku sejttenyészté edényekben tenyésztettiik. Neutral Red modszerrel
vizsgaltuk, hogy a teszvegyiiletek biztonsaggal alkalmazhatok IPEC-J2 sejteken az altalunk
oldataval, valamint H.O, 0,5 mM-os oldataval valtottunk ki. A kisérletben kvercetint (Q),
tamarixetint (4’-0-metilkvercetin, Q1m) ¢és kvercetin-3,7,3°,4’-tetrametilétert (Q4m) 25 és 50
uM-os koncentracioban teszteltiink. A sejteket a fentebb felsorolt anyagokkal egy o6ran at
kezeltiik, majd 24 o6ra elteltével DCFH-DA fluoreszcens proba alkalmazaséaval jellemeztiik a
sejtek intracellularis redox 4allapotat. A kialakult fluoreszcencia intenzitds méréséhez
fluorimétert hasznaltunk 480 nm gerjesztési €¢s 530 nm kibocsajtasi hullamhossz beallitassal.
Tovabbi mintdkat tettiink félre extracellularis H2O, szintjének meghatarozasahoz, melyet
Amplex Red proba alkalmazéasaval végziink el.

A Qlm és Q4m szarmazék 25 uM koncentracioban csokkenti a sejten beliili ROS mennyiséget.

Ugyanakkor 50 uM kezelés esetében a szabadgyokok szintjének emelkedését tapasztaltuk a
QIm ¢és Q4m kezelést kovetden, mely prooxiddns hatast valoszinlisit. Az LPS kezelés a ROS
szint novekedését okozta, melyre a kvercetin szarmazékok nem voltak hatassal. Hidrogén-
peroxiddal torténd egylittes kezelés a metoxi-szarmazékok esetében szintén ROS csdkkenéshez
vezetett. A kvercetin metoxi-szarmazékai alkalmasak lehetnek az oxidativ stressz karos
hatasanak kivédésére. A pozitiv hatis hatterében all6 mechanizmusok felderitése tovabbi
kisérletek targyat képezi. A hatas koncentraciofiiggése miatt a kvercetin és szarmazékainak
hasznalata fokozott 6vatossagot igényel.

A kutatas 105718 szami OTKA posztdoktori palyazat, valamint a SZIE AOTK Doktori Iskola
tamogatasaval késziilt.
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SzIE AOTK Gyd6gyszertani és Méregtani Tanszék Gyogyszertan

FLAVONOIDOK HATASA A CITOKROM P450 ENZIMRENDSZERRE SERTES
BELHAM SEJTKULTURAN

Kovacs Dora, Palécz Orsolya, Karancsi Zita, Csikd Gyorgy, Farkas Orsolya

A gyogyszerek €s mas xenobiotikumok metabolizmusaban kulcsszerepet jatszo6 citokrém P450
(CYP) enzimrendszer régota a figyelem kozéppontjaban all a gyogyszerek kinetikdjanak
vizsgalatakor. Ennek oka az, hogy a gyodgyszer adminisztracié utan (kiilondsen oralis beadasi
mod esetén) kialakuld plazmaszintet €s a gydgyszer biologiai hasznosuldsat jelentdsen
befolyasoljak a CYP enzimek 4altal katalizalt oxidacids folyamatok. Emellett, az azonos CYP
izoenzim &ltal metabolizdlt gyogyszerek, vagy taplalékkal, takarmannyal bevitt
xenobiotikumok interakcioba léphetnek egymassal, illetve egyes szerek a citokrom P450
enzimek indukcidjara vagy inhibicidjara is képesek lehetnek. Mindez nagy hatassal lehet a
gyogyszerek alkalmazand6 dozisara, és a toxicitasukra is. A CYP enzimek legnagyobb
mennyiségben a méjban fordulnak eld, de a bélcsatornaban jelen 1évé képviseldik hatasa is
jelentds. Ugyanakkor az emésztotraktusban talalhato CYP enzimekrél és lehetséges
kolesonhatdsaikrél mas vegyiiletekkel kevés informéacio all rendelkezésre.

Vizsgalatunk soran a bélham citokrom P450 enzimeit in vitro vizsgaltuk két flavonoiddal
(apigenin ¢s szarmazéka, a trimetoxi-apigenin) kezelve, melyek szerteagazo6 jotékony hatdsuk
miatt napjainkban elészeretettel alkalmazott taplalék-kiegészitd vegyiiletek.

A kisérlet soran egészséges sertés jejunumbol szarmazo enterocita sejtvonalat (IPEC-J2)
hasznaltunk, melyet kollagénnel bevont 24-lyuka edényekben tenyésztettiink. Amikor a sejtek
egy rétegben bené6tték a rendelkezésiikre allo helyet, elvégeztiik kezelésiiket. Az apigenint 25
uM és 50 uM koncentracidban, a trimetoxi-apigenint 25 pM koncentracidoban alkalmaztuk. A
sejteket ismert CYP induktorral (fenobarbital 1 mM), és CYP gatlo hatast vegyiiletekkel is
kezeltiikk (50 uM naftoflavon + 25 uM ketokonazol). A CYPIA1, 1A2 és 3A29 enzimek
aktivitasat kemilumineszcens moddszerrel kovettiik nyomon. A CYP gének kifejezddését is
vizsgaltuk, qRT-PCR moddszerrel. Tovabba vizsgaltuk a gydgyszer-interakcid lehetdségét az
apigenin és egy gyulladascsokkentd vegyiilet (antipirin) esetében.

Kimutattuk a CYP3A29 enzim aktivitast az IPEC-J2 sejtekben, mig a CYP1A1l és a CYP1A2
enzimek aktivitdsa kemilumineszcens modszerrel nem voltak detektalhato. Ezzel szemben a
transzkripcid szintjén mindhdrom vizsgalt CYP enzim kimutathat6 volt. Az apigenin mindkét
koncentracioban, és a 25 uM trimetoxi-apigenin egyarant szignifikdns (p <0,05) CYP3A29
inhibitornak bizonyult. Az apigenin 50 uM koncentracidja 90% feletti valdszinliséggel
bizonyult hatékonyabb gatlonak, mint a 25 pM apigenin. A trimetoxi-apigenin nem mutatott
er6sebb gatlo hatast, mint a 25 uM apigenin. Ugyanakkor a trimetoxi-apigenin induktorral
kombindlva szignifikdns CYP3A29 gatloként viselkedett mind a kontrollhoz, mind a 25 pyM
apigenin + induktor kombinéacidhoz viszonyitva. Az antipirin gatlo hatast fejtett ki a CYP3A29
enzimre, mely hatds az apigenin és antipirin egyiittes alkalmazéasakor tovabb erésodott. A qPCR
vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy az apigenin a CYP3A gén mitkddését gatolta, mig a
CYPIA1 génre 50 uM koncentracioban serkentd hatassal birt.

Az apigenin, és metoxi szarmazéka képesek befolyasolni a citokrom P450 enzimrendszer egyes
izoenzimjeit, melyek a klinikailag fontos gyogyszerek legnagyobb hanyadanak
metabolizmusaért felelnek. A folyamat vizsgalata mas allatfajokbol szarmazo sejteken, majd in
vivo modszerekkel, tovabbi kutatas targyat képezi.
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SzIE-AOTK, Gyégyszertani és Méregtani Tanszék * Gyogyszertan
Semmelweis Egyetem 1. Sz. Patolégiai és Kisérleti Rakkutato Intézet 2

3D SEJTTENYESZETEK HATOANYAGOK ES KEZELESEK TESZTELESERE: EGY
[GERETES MODSZER A JOVO IN-VITRO KUTATASAIHOZ

Kévago Csabal, Jake Oster-Weinberg!, Kiss Eva®, Vancsik Tamas? Galfi Péter®

Bevezetés: A 3D sejttenyészetek szerkezetiiknél fogva sokkal jobban utdnozzak a
magasabbrendli szervezet viszonyait, mint az egyréteglii szovetkultrak. Emiatt régota
alkalmazzak ezeket kutatdsi €s biotechnologiai célokra. Létrehozasuknak egyik modja a
mesterséges extracellularis matrix-gél hasznélata, erre a célra a legelterjedtebb anyag az
Engelberth-Holm-Swarm tumorbol kivont fehérjekomplex, mely Matrigél-ként is ismert.

A modulalt elektro-hiperthermia (mEHT) tumorellenes kezelési eljardas, mely modulalt
elektromégneses energidval mddositja a daganatsejtek miikodését. A célszovet a kezelés soran
felmelegszik a kdzolt impedancia-csatolt elektromagneses energia kdvetkeztében. A héhatason
kiviil az eljaras a daganatos sejtek jelatviteli utjainak befolyasoldsaval éri el a kivant hatast.

Célkitlizés: Vizsgalatunkban 0ssze kivantuk hasonlitani az mEHT 3D sejttenyészetre kifejtett
hatasat korabbi, in-vivo kisérlet eredményeivel. A kisérletben Matrigél alapti 3D szovetkultarat
hoztunk létre egér colon-adenocarcinoma eredetii C26-o0s sejtekbdl és négy kisérleti csoportot
alakitottuk ki: HT; Non-cont mEHT; Cont-mEHT; és egy kontroll csoport, (C), melyet 37°C
hémérsékleten a kezelések idtartamanak megfeleléen. Minden csoportban 3 minta szerepelt.

Modszerek: A mintakrol a kezelések elott és 24 oraval késObb nativ mikroszkdpias felvételeket
készitettiink, majd szovettani feldolgozas keretében hematoxilin-eozin (HE) festést végeztiink
meghatarozasara. Immunhisztokémiai (IHC) festéseket végeztink HSP60, HSP70 ¢s BAX
fehérjék mennyiségének, lokalizacidjanak megismerésére illetve Tunel vizsgalatot hajtottunk
végre az apoptotikus sejtek kimutatisara, a sejtmagokat DAPI-val jeloltiik.

Eredmények: A kultarak nativ képein a daganatsejtekre jellenzd, fészkes sejtcsoportokat latunk,
melyek egymassal sejtes hidakkal kapcsolodtak és a tér minden irdnyaba kiterjedtek. A HE
metszetek vizsgélatakor a kezelt mintakban tobb piknotikus magot illetve apoptotikus testet
meg a kezelt, kiilonosen a "Cont-mEHT" mintdkban, ahol helyenként nagyon erds jelet
kaptunk. A Tunel assay apoptdzisra utald eredmény hozott a kezelt mintdkban és a BAX festés
1s megerdsitette a nagyszamu apoptotikus sejt jelenlétét.

Kovetkeztetések: Eredményeink nagyfoku hasonlosagot mutatnak a kordbbi, €16 allatokon
végzett hasonld kezelések utan tapasztaltakkal, igy levonhatjuk a kovetkeztetést, hogy a 3D
sejtkultra bizoyos korilmények kozott alkalmas az in-vivo modszerek kivaltasara.
Valészinlileg azonban ezek a modszerek sem tudjak teljesen kivaltani az allatkisérleteket a
jovoben.

Koszonetnyilvanitas: Koszonjliik munkatarsaink segitségét €s a Normativ Kutatasfinanszirozasi
Bizottsag anyagi tamogatasat.
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SzIE AOTK Gyd6gyszertani és Méregtani Tanszék Gyogyszertan

XENOBIOTIKUMOK  HATASA HAZINYUL EREDETU CITOKROM  P450
ENZIMRENDSZERRE IN VIVO ES IN VITRO

Palocz Orsolya, Farkas Orsolya, Szentmiklosi Didna, Nagy Tamas és Csiko Gyorgy

Bevezetés: A citokrom P450 enzimek olyan hem-fehérjék, melyek az endogén és exogén
redukcio, hidroxilacio, dealkilacio, stb.) katalizalnak. Az alcsaladokba sorolt citokromok,
kiilonosen a CYP1A, CYPIB, CYP2E, CYP3A, a gyogyszer-metabolizmusban betoltott
kdzponti szerepiik miatt az elmult évtizedekben és jelenleg is szamtalan kutatés targyat képezik.

Cél: Invitro modellrendszer kialakitasa a citokrom enzimek vizsgalatara, a rendszer ellendrzése
in vivo koriilményekben. Nyulbol szarmazé primer majsejt-tenyészetek, valamint €16 allatbol
szarmaz6 maj mikroszoma citokrom P450 enzimaktivitdsanak kimutatisa a gyogyszer-
metabolizmusban kozponti szerepet jatsz6 CYP1Al, a CYP1A2 ¢és a CYP3A6 izoenzimek
aktivitasanak mérésén keresztlil. Tovabba, ezen izoenzimek vizsgdlata a génexpressziod
szintjén.

Modszer: Nyul primer majsejt-kultarat hoztunk létre, majd a vizsgalt CYP450 enzimekre
(CYP1A1, CYP1A2, CYP3AO) specifikus indukalo- (0,5 mM fenobarbital) és gatloszerekkel
(flavonoid) egy 6ran 4t kezeltiik a hepatocita tenyészeteket. Tovabba 12 Uj-Zélandi fehér nyulat
harom csoportra osztva (kontroll, indukalt, gatolt) harom napon &t kezeltiink 80 mg/ttkg
fenobarbitallal, valamint 40 mg/ttkg ketokonazollal. A harmadik kezelési napon a mdjakat
eltavolitottuk, majd elvégeztilk mikroszoma szeparalast. Mind a sejttenyészetekbdl, mind a
majszovetbol mRNS-t izolaltunk. Az enzimaktivitdsokat a kemilumineszcencia modszerével, a
citokrom gének kifejez6dését, a transzkripcid szintjén, qRT-PCR-rel mutattuk ki.

Eredmény: A fenobarbital mind in vitro, mind in vivo serkentdként hatott mindharom vizsgalt
CYP enzim aktivitasara. A ketokonazol in vitro koriilmények kozott erdsen gatolta a CYP1A1
valamint a CYP3A6 enzimek aktivitasat, mely hatas a CYP3A6 izoenzim esetén in Vvivo is
megegyezd volt, azonban a CYPIA1 esetében aktivitasnovekedés jelentkezett. Az mRNS

crer

crer

izoenzimek aktivitasara.

Kovetkeztetések: Az altalunk felallitott in vitro modellrendszerben az indukald és
gatlovegyiiletek hatdsa jol 0sszhangban all az ¢16 allatban kapott eredményekkel. Tehat, a rovid
tdvl majsejt-tenyésztés alkalmas modszer a xenobiotikumok, takarmény-adalékok eldzetes
tesztelésére. A nyul hepatocitak CYP450 enzim-aktivitasa az alkalmazott szerek esetében, a
szakirodalmi adatok alapjan j6 kozelitést ad a humanokban leirt hatasokkal.
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SzIE AOTK Gyb6gyszertani és Méregtani Tanszék® Gyogyszertan

BAROMFIKOLERA VAKCINA VEDOHATASANAK TAMOGATASA BETA-
GLUKANNAL

Somogyi Zoltan!, Palocz Orsolyal, Csiké Gyorgy*

Bevezetés: A Pasteurella multocida altal okozott baromfikolera a baromfiallomanyokban
sulyos gazdasagi karokat okozhat. A korfolyamat sulyossdga fiigg a fajtol, életkortdl, a
baktérium tdrzs patogenitasatol és a madarak immunstatuszatol. A megelézésnek és a gazdasagi
kar csokkentésének egyik lehetséges mddja a vakcinazas, melytdl 70%-os talélés varhatod a
vakcinazott allomanyokban. Viszont a megbetegedés kialakuldsa utan csak az antibakterialis
kezelésre tamaszkodhatunk, azonban a kemoterdpia hosszadalmas, draga, és nem minden
esetben hatékony, tovabba egyre gyakrabban alakulnak ki rezisztens torzsek, amelyek koz- €s
allategészségiigyi szempontbol is aggalyosak.

Cél: Kozponti kérdés, hogy olyan takarmény-kiegészitot talaljunk, amely a vakcinazas koriili
iddszakban eldsegiti a kelléen magas és homogén ellenanyag szintek kialakuldsat és igy
gazdasagosan tdmogassa az immunoprofilaktikus terapiat. Eddigi kutatasunk ¢€s a szakirodalom
attekintése alapjan a béta-1-3,1-6-gliikan (B-gliikkan) vizsgalatat folytattuk. A B -gliikkédn a
stit6élesztd (Saccharomyces cerevisiae) sejtfalabol nyert természetes poliszacharid, melynek az
immunrendszerre tobb ponton kifejtett serkentd hatdsa tdmogatja a természetes és szerzett
immunvalaszt.

Modszer: Vizsgalatunkban 50 napos kort hazityukot 5 csoportra osztottunk: kontroll csoport,
elékezelt kis és nagy dozisu, valamint el6- és utdkezelt kis és nagy dozisu csoportok (5 mg/ttkg
¢s 50 mg/ttkg B-gliikkan). Az elkezelt csoportok a vakcinazas eldtt 5 napig, az eld- és utdkezelt
csoportok a vakcinazas eldtt €s azt kovetden is 5 napig voltak kezelve. A kezelés per oS
nyeldcsdszonda segitségével tortént. A vakcinazast 4 hetes korban végeztik. A B-glikan
vakcinazast befolyasolé hatasat a csirkék vérébol mért P. multocida ellen képzddott
ellenanyagtiter szintek valtozasan keresztiil vizsgéltuk, melyet ELISA diagnosztikai teszt
segitségével hataroztunk meg.

Eredmény: Kutatdsunk eredményei azt mutatjdk, hogy a B-gliikkan alkalmazéisa kedvezden
hathat a vakcinazas hatékonysagéara, mivel a baromfikolera elleni vakcina hatasara kialakult
ellenanyag szintek egyenletesebbnek bizonyultak a -gliikdnnal kezelt csoportokban a kontroll
csoporttal dsszehasonlitva. Az 50 mg/ttkg pB-gliikkdnnal kezelt mind a két csoportban, és az 5
mg/ttkg adaggal 10 napig kezelt valamennyi egyedben kialakult a védettség kialakulasdhoz
sziikséges ellenanyagtiter szintek, mig a kezelést nem kapd csoportban negativ mintakat is
kaptunk.

Kovetkeztetések: Az altalunk tapasztalt homogén ellenanyagtiter szintek feltehetden telepi
koriilmények kozott tdmogatndk a vakcinazas hatékonysagat baromfidllomanyokban, ami
csokkentheti a betegség kialakuldsanak esélyét és ezzel parhuzamosan csokkenhet a felhasznalt
antibakterialis szerek mennyisége. Mindezek eredményeként a rezisztens baktériumtdrzsek
megjelenésének valoszinlisége is csokkenthetd.
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SZIE-AOTK Gyogyszertani és Méregtani Tanszék * Gyobgyszertan
Lukacs ¢s Tarsa Bt. 2
SZIE-AOTK Negyedik évfolyamos hallgato 3

KUTYA BORGYULLADAS ESETEIBOL IZOLALT PSEUDOMONAS AERUGINOSA,
STAPHYLOCOCCUS PSEUDINTERMEDIUS ES STREPTOCOCCUS CANIS TORZSEK
ERZEKENYSEGE AZITROMICINRE, MIKONAZOLRA ES SZULFAMETOXAZOLRA,
ILLETVE EZEN HATOANYAGOK SZINERGIZMUSANAK VIZSGALATA

Jerzsele Akos', Veres Adrienn Mercédesz?, Lukacs Karoly?, Balogh Tamas®, Galfi Péter!

A baktériumokkal szembeni szinergista kombinaciok kutatisa fontos lehet az
allatgyogyaszatban bizonyos fert6zések kezelésében, pl. az igen gyakran -eléforduld
dermatologiai fert6zések soran.

Kisérletiinkben in vitro vizsgaltuk, hogy kutyak bérgyulladasanak kiilséleges kezelésére
alkalmas lehet-e az azitromicin, a mikonazol, a szulfametoxazol, illetve ezek kombinacioi. A
vizsgalat soran gennyes bdérgyulladasban szenvedd kutyakbol izolalt P. aeruginosa,
Staphylococcus pseudintermedius és Streptococcus canis torzseket hasznaltunk. Minden fajbol
32 torzs keriilt vizsgalatra.

A MIC-értekek meghatarozasdhoz a CLSI altal jovéhagyott mikrodiliicios modszert
alkalmaztuk. P. aeruginosa esetében a kisérleti oldatokban (mind a szimpla hatéanyagoknal,
mind a kombinacioknal) 0,5-256 pg/ml-es koncentraciokat alkalmaztunk. Staphylococcusok és
streptococcusok esetében, a varhato nagyobb érzékenység miatt, 0,0625-32 pg/ml-es
koncentracio-tartomanyt vizsgaltunk. A kombinaciok esetében mindig 1:1 aranyl keveréket
hasznaltunk.

P. aeruginosa esetében azitromicin (AZM) esetében a MIC-ek 2-128 ug/ml,
szulfametoxazolnal (SMX) 32-256 pg/ml kozott voltak, mikonazol esetében (M) nem volt
gatlohatas. A MIC-értékek a kombinaciokban az alabbinak adodtak: AZM+M 2-128 pg/ml
kozott, AZM+SMX 2-128 ng/ml, mig SMX+M-nél minden trzs rezisztensnek bizonyult >256
pg/ml feletti értékekkel. Staphylococcusoknal a MIC-értékek a kovetkezOk szerint alakultak.
AZM esetében 0,125-32 ng/ml kdzott, M esetében 1-4 ug/ml kozott, SMX esetében 8-32 pug/ml
kozott. A kombindciok esetében joval kisebb MIC-értékeket mértiink, amelyek alapjan
szinergizmust tudtunk igazolni. AZM+SMX kombindlasakor 0,03125-0,5 pg/ml kozotti,
AZM+M esetén 0,125-4 png/ml kozotti, illetve SMX+M esetében 1-4 pg/ml koze estek a MIC-
értékek. A harom hatdéanyag egyiittes a MIC értékek 0,25 és 0,5 pg/ml kozott voltak.
Streptococcus canis vizsgalatakor AZM esetén 0,25-32 png/ml kozotti, SMX esetén >256 pg/ml
(teljes rezisztencia), M esetén 8-32 pg/ml kozott. A kombinaciok vizsgalatakor AZM+SMX
esetében 0,25-32 pg/ml kozott, AZM+M esetén 0,125-16 pg/ml kdzott mozogtak a MIC
értékek, mig SMX+M esetében 8 png/ml volt a MIC.

Az interakciokat vizsgalva elmondhatjuk, hogy P. aeruginosa vizsgalatakor nem talaltunk
szinergizmust, parcidlis szinergizmus elvétve eléfordult. Streptococcusokndl ugyanakkor
els6sorban antagonizmust tapasztaltunk, néhdny torzs esetében addicioval vagy parcidlis
szinergizmussal. Staphylococcusok esetében azonban AZM-+SMX-nal 37,5%-ban szinergista
és 12,5%-ban parcialis szinergista volt a kombinacio. AZM+M-nal 20,8%-ban szinergista és
12,5%-ban parcialis szinergista volt. SMX+M-nal 29,2%-ban antagonista, 66,7%-ban additiv,
0%-ban szinergista ¢s 4,2%-ban partialis szinergista volt.
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SZIE-AOTK Gyoégyszertani és Méregtani Tanszék * Gyogyszertan
Alpha-Vet Allatgyogyaszati Kft

SZIE-AOTK Biomatematikai és Szamitastechnikai Tanszék

SZIE-AOTK Negyedik évfolyamos hallgato

STAPHYLOCOCCUS ~ PSEUDINTERMEDIUS ~ TORZSEK ~ 8-NAPOS  SOROZAT-
PASSZALASANAK HATASA MARBOFLOXACINNAL, ILLETVE MARBOFLOXACIN-
GENTAMICIN (1:1) KOMBINACIOVAL SZEMBENI REZISZTENCIA ALAKULASARA

Jerzsele Akos?, Gyetvai Béla'?, Veres Adrienn Mercédesz?, Lang Zsolt?, Veszprémi Vanda®,
Galfi Péter!

Az antibakteridlis hatéanyagokkal szemben vildgszerte ndvekvd rezisztencia kialakulasanak
késleltetéséhez, ¢és az ezzel szembeni hatékony stratégidk kialakitasahoz nélkiilozhetetlen a
bakterialis rezisztencia kialakuldsaval kapcsolatos hatasok, interakciok minél szélesebb kori
megismerése. Egyes korokozok ellen az igénybe vehetd hatdéanyagok szama igencsak
korlatozott, igy kombinaciok alkalmazasara lehet sziikség. Ez igen fontos pl. P. aeruginosa
esetében, ahol az onmagaban alkalmazott hatdanyagoknal a rezisztencia gyorsan kialakul.
Staphylococcusok és streptococcusok esetében ezzel kapcsolatos eredményeink korlatozottak.

Vizsgalatunk célja az volt, hogy tanulmédnyozzuk, és értékeljilk a kutydknal potencialis
bérpatogén Staphylococcus pseudointermedius torzsek érzékenységének csokkenését 8 napos,
gentamicin és marbofloxacin 50-50 m/m% aranya oldatban vizsgalva. A vizsgalatokhoz 32
Staphylococcus pseudointermedius torzset hasznaltunk fel, melyeket kutyak boér-, illetve
fiilgyulladasos eseteibdl izolaltunk. A vizsgalatokat Miiller-Hinton tapleves oldatban,
mikrodiltcids technikaval végeztiikk, a nemzetkozi irdnyelveknek és szakmai ajanlasoknak
megfeleléen (Committee of Laboratory Standards Institute - CLSI guideline M31-A3/2009 and
MO7-A8). Szimultan statisztikai probaval megvizsgaltuk, hogy a marbofloxacin és a
marbofloxacin-gentamicin MIC-értékek trendje mely napokon kiilonbozott.

Staphylococcus pseudintermedius esetében a szubinhibitoros koncentracioban alkalmazott
marbofloxacin:gentamicin (1:1) oldat esetében mért MIC-értékek a sorozatpasszalas sordn alig
novekedtek, szemben a csak marbofloxacint tartalmazo oldatban mért MIC értékekkel, ahol az
Osszes vizsgalt torzs esetében jelentés MIC-ndvekedés volt tapasztalhatd. A kombinacional
ugyanakkor a torzsek 25%-anal egyaltalan nem nétt a MIC, nem fejlodott ki rezisztencia. A 8.
napra a marbofloxacinban passzalt torzsek esetében datlagosan 11,67-szeres, mig a
marbofloxaxin:gentamicin esetében atlagosan 3,0-szoros MIC-érték novekedést tapasztaltunk.
A szimultan statisztikai probaval, 5%-os elsé fajta hiba mellett az elsé napon nem volt
szignifikans kiilonbség (p=0.6570) az 6nalldan és a kombinacidoban alkalmazott hatbanyagok
kozott, a tobbi napon azonban kivétel nélkiil a marbofloxacin trendje volt szignifikdnsan

nagyobb (p<0.0001).

Eredményeinket Osszefoglalva elmondhatd, hogy a marbofloxacin:gentamicin (1:1) ardnyu
kombindciodja szignifikdnsan csdkkentette a marbofloxacinnal szemben kialakul6 rezisztencia
valoszinliségét az onalloan alkalmazott fluorokinolonnal kapott eredményekhez képest. Mivel
a fluorokinolonok az embergydgydszatban Un. ,kritikus fontossaghi antibiotikumok”
csoportjaba tartoznak, ez az eredmény igen kedvezd lehet nem csak az allatgyogyaszati, hanem
human vonalon is.
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