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Beszamol6 az OTKA 43207 téma zardjelenteséhez
1. A palyazat célkitiizései

A palyazat célkitiizéseiben folytatni kivantuk a megel6z6 OTKA témaink (19206, 29624)
keretében elkezdett kisérletes diabetes mellitusra vonatkozé kutatdsainkat, Kiterjesztve
vizsgalatainkat az immunologiai folyamatokra, illetve a hé-shock fehérjék és egyéb endogén
anyagok (nociceptin sth.) szerepére.

Jelen kutatasban valaszt kerestiink az alabbiakra:

1. A 60 kD-os hé-shock fehérje csalad egyes komponensei kivedik-e a strptozotocin
(STZ) Aaltal Kivéltott diabetes kialakuldsat (a jellegzetes Kkardialis elektrofiziologiai
tulajdonsagokat, az oxidativ stress allapotat) patkanyon. Miként valtoztatjak a T-sejt valaszt,
hogyan alakul a hé-shock fehérjék elleni antitest szint immunizalt és immmunizalatlan
allaton, valamint van-e 0sszefiiggés a hé-shock protein/antitest szintek és a kilonbdzo
gyégyszerek (pl. antidiabetikumok) kozott?

2. Beéllithatd-e a hisztidin-dekarboxilaz (HDC) knock out egerekben a streptozotocin
indukalta diabetes mellitus modell (megfigyelhetok-e a jellegzetes kardiélis elektrofizioldgiali
és az oxidativ stress paraméterek) és kivédheté-e a diabetes kialakulasa hsp-vel torténd
immunizalas esetén, milyen a hsp60 és 65 elleni antitest szint, ill a specifikus T-sejt
aktivitasa?

3. Kisérletes diabetesben mutatkozik-e valtozads a kozponti idegrendszer vagy a
plazma nociceptin-szintjében és az agy kiilénbdzé terileteiben ill. a lymphocitan a *H-
nociceptin-receptor-kotésében, tovabba a hdoéshock-proteinek/antitestek befolyasoljak-e
lymphocitakon a 3H-nociceptin-receptor-kotést anyagcsere egészséges és diabeteszes
allaton?

4. Van —e eltérés emberi lymphocitak *H-nociceptin-receptor koétésében anyagcsere
egészséges és cukorbetegeken?

5. Hogyan véltozik a hypothalamus és a liquor hisztamin szintje nociceptin és
hisztamin receptorra hat6 szerek hatéséra

2. Eredmeények

2.1. Ho-shock fehérjék szerepe az autoimmun diabeteszben

A diabetes mellitus inzulin dependens tipusa (IDDM) autoimmun betegségkent is felfoghato,
melynek kialakulasédban a hé-shock fehérjék (hsp) bizonyitott szerepet jatszanak. IDDM-ben
szenved6 betegek szérumaban megemelkedett hsp elleni antitest szintet mutattak ki. A
kiilénbdz6 hsp-k (hsp60, hsp65) és hsp peptidek (p277) diabetesben betdltott szerepét
57BL/KSJ egértorzson is igazolték, ahol a hsp-vel és peptidekkel végzett immunizalas kivédte
a streptozotocin (STZ) altal kivaltott diabetes kifejlodését. Kisérleteink célja az volt, hogy az
irodalmi adatokat két uj allattérzsben, patkanyon és hisztidin dekarboxilaz knockout (KO)
egéren is igazoljuk valamint az, hogy meghatarozzuk azt a legalkalmasabb STZ dozist és
adagolasi modot melynek segitségevel a béta sejteket karositdo autoimmun folyamatot tudunk
indukalni.

2.1.1. Patkanyon vegzett kisérletek
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Munkank sordan meghataroztuk azt a legalkalmasabb STZ dozist és adagolasi médot (3x30
mg/tskg) melynek segitségevel a béta sejteket lassan karositdo autoimmun folyamatot tudunk
indukélni. Az immunreakcié ebben az esetben tobbek kdzott az STZ hatdsara a sejtek
felszinén expresszalddé hsp-k ellen iranyul.

Kisérleteinket him 100-200g-os Wistar patkanyokon veégeztiik. A kontroll csoport csak STZ-t
kapott, tovabbi két csoportba sorolt STZ-vel kezelt Allatainkat pedig a hsp-65-tel
immunizaltuk. Az egyik csoport tagjait egyszer, a STZ-vel valo kezelés el6tt 7 nappal (-7
nap), a masik csoportba tartoz6 egyedeket pedig két alkalommal, a STZ beadésa elétt és utan
7 nappal (-7, +7 nap), kezeltiik hsp65-el (100 pg) intaperitonealisan.

A kezelt és kezeletlen allatokban kéthetente mértiik a vércukor szintet. A vércukor értékeket
enzimatikus Gton hataroztuk meg, amihez a vert a patkdnyok szemzugabdl nyertik. A
vizsgalatokat 12 hétig végeztik.

Eger és patkany Kkisérleteink soran azt is vizsgaltuk, hogyan befolyasolja a héshock
fehérjekkel tortén6é immunizalas a hsp elleni antitest szintet. Az antitest szint meréshez ELISA
technikat alkalmaztunk, (lasd a modszer részletes leirasat (1).

Eredményeink a kovetkezok: A vércukor emelkedés mar a 2. hét utan bekdvetkezett és a 12..
hét vegéig allandonak mutatkozott (20-25 mmol/l). A diabeteszes allatok sulya a 12. hét
vegére fokozatosan csokkent (kb 220 g-rél kb 110 g-ra). A hsp65-el térténd immunizalas
(mind az egyszeri mind a kétszeri immunizalas) nem befolyasolta a magas vércukor értéket
(25-30 mmol/l), viszont mérsékelte a sulycsokkenés mértékét (kb 320 g-rél 250 g-ra). Jelentds
kilonbséget tapasztaltunk a kezelt és kezeletlen allatok életidejében. Amig a csak STZ-vel
kezelt allatok 75%-a elpusztult a kisérlet végére, addig az egyszer kezelt allatok 83,3%-a, a
kétszer kezelt allatok 100%-a életben maradt. A hsp-vel torténd kezelés hatasa a diabeteses
allatok tulélésére szignifikdnsnak (p<0,05) bizonyult. A hsp65-et térténd immunizalas
azonban, nem befolyasolta hsp65 ellenanyag szintet (1).

Hemodinamikai hatasok

A ho-shock fehérjékkel diabeteszben toérténé immunizalds hemodinamikai hatasanak
vizsgélata izolalt patkany sziven Langendorff technikaval tortént.

Osszehasonlitottuk a kontrol, a fenti STZ dodzissal (3x30 mg/kg) diabeteszessé (8.hét) tett
allatok es a hsp 65 el6- és utOkezeléssel (-7, +7 nap) immunizalt diabeteszes patkanyok
szivének hemodinamikai paramétereit.

Mind a kezeletlen mind az immunizalt allatok sziv/testsuly aranya nagyobb volt a 8. héten
mint a kontrol allatoké. A 30. perces perfuzio utan a diabeteszes csoportban szignifikansan
csokkent a frekvencia (25%), a kontrakcid (40%) és a relaxacio (35%) mértéke, valamint nem
szignifikansan a bal kamrai nyoméas (LVP). A hsp65-el immunizalt diabeteszes allatokon a
fenti csoporthoz hasonlé hemodinamikai tulajdonsagokat ( 20%-os szivfrekvencia, valamint
35%-0s és 28%-0s csokkenest a kontrakcio és relaxacié mertékében) figyeltiink meg.

Eredményeink arra mutatnak, hogy a kisebb STZ dozissal eléidezett autoimmun diabetesznek
tekintett allapotl patkanyok szivfunkcioi karosodnak. A megfigyelt szivfunkcio kéarosodas
hasonld a hagyomanyos, nagyobb STZ dozissal (45-60 mg/kg i.v.) kivaltott diabeteszes
patkanyokéhoz, a funkcié csdkkenés mértéke azonban, kisfokban elmarad e csoport adataitol.



Bar a hsp65-el torténg immunizalas megnovelte a diabeteszes csoport tulélési aranyat, de
nem volt képes kivédeni a diabeteszes szivfunkcié romlast.

A ho-shock fehérjékkel diabeteszben tortéené immunizalds hemodinamikai hatdsai jelenleg
csak kongresszusi abstraktok tartalmazzdk. Ezeket az eredmeényeket az elektrofizioldgiai
adatokkal egyutt tervezzik a kdzel jovében publikalni.

2.1.2. Vizsgalatok histidin dekarboxilaz knock out egereken

Kiserleteinket him 25-30g-os a HDC knock-out egereknek megfelelé6 kontrol egereken
(Balb/c) valamint a KO egértorzsen végeztik. Mindkét egértdrzset a Semmelweis Egyetem
Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai Intézet Falus professzor vezette munkacsoporttol kaptuk.

Eloszor meg kellett hatarozni a diabeteszt kivaltd dozist. A patkanyoknal alkalmazott STZ
doézis (3x30mg/kg i.p.) nem okozott szignifikans vércukor érték kildnbséget a STZ-al kezelt
és kontroll csoport kozott, ezért tovabbi kisérletek valtak szlikségesse a megfelelé dézis
meghatarozasa érdekében, mely 40 mg/kg ipSTZ-nak bizonyult. A vizsgalatokat 10 héten
keresztul végeztik

Az immunizélasnal a hsp65-t (100 pg i.p.) és a hoshock fehérje epitop p277-t (100 ug i.p.) 7
nappal a STZ alkamazasa el6tt adtuk.

Vizsgaltuk az allatok testsulyat, vercukor szintjét tovabba a hsp 60, hsp 65 és a p277
ellenanyag szinteket ELISA modszerrel(1).

Kisérleti csoportositadsunk a kdvetkezé volt:

Vad Balb/c egerek Knockout egerek

Csoport  |Kezelés Csoport  |Kezelés

W1 (n=10)|P277+3XSTZ |K1 (n=10) |[P277+3XSTZ

W2 (n=10)|HSP65+3XSTZ |[K2 (n=10) [HSP65+3XSTZ

W3 (n=10)[3XSTZ K3 (n=10) |3XSTZ

W4 (n=10)|Control K4 (n=10) (Control

Megaéllapitottuk, hogy mind a Balb/c mind a HDC egértdrzs kisebb érzékenyseéget mutatott a
STZ hatasa irant, vagyis a vércukor ndvekedés kisebb volt 6sszehasonlitva az irodalomban
autoimmun diabeteszt mutatdo C57BL/KSJ egértdrzsekével

Osszehasonlitva a hsp65-el és p277-el torténé immunizalas hatasait a KO, vad és STZ-al
kezelt allatok esetén, mindkét hoshock fehérje szignifikans vércukor értek emelkedést okozott
az els6 heten. Ez késébb lecsokkent és a 8. héten a hoshock fehérjékkel torténé immunizalas
mar szignifikdnsan alacsonyabb vércukor érteket okozott a kontroll allatokhoz kepest. A
hsp65 azonkivil még a negyedik héten is szignifikansan lecsokkentette a kezelt allatok
vércukor szintjét. Az ellenanyag szintet vizsgdlva csak a vad egerek esetén tudtunk
szignifikans kilonbséget kimutatni. A hsp65-el és p277-el immunizalt vad egerekben
szignifikdnsan megnétt az immunizalasra alkalmazott hsp elleni antitest szint.

Megallapithatjuk tehat, hogy a KO és vad egerek esetéen a STZ kevésbé hatékony. A
hdshock fehérjékkel immunizalt allatokban a vércukorérték csokkenés irdnydba mutatd



tendencia detektalhat6. Tovabba az immunizalés csak a vad egerekben okozott szignifikans
hsp 65 és p277 elleni antitest szint ndvekedést (1).

2.1.3. A human hé-shock fehérje, hsp60AA437-460-ra és hsp60AA394-408-ra adott Thl
és Th2 tipust immunvalasz vizsgélata inzulin dependens diabetes mellitusos(IDDM)
betegekben és egészséges kontrollokban

Ismert adat, hogy IDDM-ben szenvedé betegek szérumaban megemelkedett a Hsp elleni
antitest szint, tovabba 83 diabeteses gyermek szérumat vizsgalva a Hsp60 egy GAD szerii
epitopja ellen (Hsp60 AA394-408) is megemelkedett antitest szint volt kimutathato.
Feltehetéen az IDDM kialakuldsdban a T sejtes immunvélasznak is szerepe lehet.. Frissen
diagnosztizalt IDDM betegek esetén az immunvélasz tipusa Thl iranyaba eltolodik, a Thl-es
tipusu cytokinek szintje megemelkedett, mig a Th2 tipusu cytokinek szintje csokkent.

A T sejt vizsgélatok segitenek elddnteni, hogy egy immunvalasz Thl vagy Th2 tipusd. Az
ELISPOT technika az ELISA egy modositott formaja, melynek segitségével meghatarozhato
a Th sejt tipusa cytokin termelése alapjan.

Kiserleteink soran 9 egészseges kontroll és 11 IDDM-ban szenvedé beteg vérét vizsgaltuk
meg. A T sejtek stimulalasahoz pozitiv kontrollt ,lasd (2), Hsp60 AA394-408 peptidet és
p277-et (Hsp60 AA437-460) hasznaltunk. Detektalt cytokinek: IFN (Thl cytokin) és IL-13
(Th2 cytokin).

A T sejt valasz tipusa mellet azt is vizsgaltuk, hogy van-e eltolodas valamelyik T sejt valasz
irdnyaba (Th1/Th2).

Eredményeink a kdvetkezok: Hsp60 AA437-460 esetében a beteg csoportban szignifikdnsan
(p=0,0401) lecsokkent I1L-13 termelést talaltunk.. A Thl-es immunvalaszt vizsgalva nem volt
szignifikans kilonbség a kontroll és beteg csoport kdzott,de a Thl/Th2 eltolodést vizsgalva
szignifikans (p=0,012) eltolodast volt megfigyelhet6 a beteg csoportban a Thl tipusu
immunvalasz irdnyaba Hsp60 AA437-460 esetében. Nem talaltunk szignifikans kilénbséget a
Th1 és Th2-es tipust immunvélaszban az AA394-408 peptid esetén (2).

Az alacsony betegszdm ellenére megallapithatd, hogy az IDDM-ban szenvedd betegekben
szignifikans eltolodas van a T sejtes immunvalaszban a Thl immunvélasz iranyaba a
Hsp60 AA437-460 peptid esetén (2).

2.2. Kisérletes diabetes mellitus hatasa a kozponti idegrendszeri és
periférias nociceptin és nocistatin szintekre

Az azonos prekurzorbol, a prepro-nociceptinbél hasado két biologiai aktivitassal rendelkez6
peptidnek, a nociceptinnek és a nocistatinnak a meghatarozasara validalt médszert (**I-
Nociceptin/OrphaninFQ RIA és '®|-Nocistatin RIA ) dolgoztunk ki  patkényok
vérplazmajabol, liquorabdl valamint méajszovetébol térténd mérésekhez.. Ezek a vizsgalatok
szllkségesek az egyes agy részek nociceptin szint, illetve jelzett nociceptin-receptor kdtodési
vizsgalatok megkezdéséhez

Miutan irodalmi adatok Wistar patkanyok plazma és a liquor (CSF) endogén nociceptin-
szintjére vonatkozdan nem alltak rendelkezésre vizsgalataink elsé szakaszaban az endogén
nociceptin-szint életkor-fuggését vizsgaltuk.

Megallapitottuk, hogy a plazma nociceptin szintje a vizsgalt életkor-tartomanyban az
életkorral né, és a 14 hetes életkorra latszik stabilizalodni. A CSF nociceptin-szintje hasonld



életkor-fuggést mutatott  viszont kodzel egy nagysagrenddel magasabb nociceptin-
koncentracié volt merhet6 a CSF-ben, mint a plazmaban. Ennek alapjan tovabbi
vizsgalatainkban 16 hetes életkor( patk&nyokat hasznaltunk.

Ismert, hogy a nocistatin (a prepronociceptin masik hasadasi terméke) a nociceptinnel szamos
vonatkozasban ellentétes hatasd. Ezért, miutan a szakirodalomban erre a peptidre sem
talaltunk alapértékeket, megvizsgaltuk a felnétt (> 16 hetes) him patk&nyok plazma és CSF
nocistatin szintjet. Azt talaltuk, hogy a nocistatin ellentétben a nociceptinnel egy
nagysagrendel magasabb koncentraciéban volt jelen a plazmaban mint a liquorban.

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy a diabetes (mint a periférids neuropathia egyik
allatkisérletes modellje) hatassal van-e a fent peptidek plazmaban, CSF-ben, ill. a
maéjszdvetben mérhetd szintjére.

A diabetest pentobarbital altatdsban (50 mg/kg, i.p.) a v. femoralisba juttatott
streptozotocinnal (60 mg/kg) indukaltunk. A kontroll allatokat azonos modon, de csak az
olddszerrel kezeltiik. A diabetes kialakulasat és fennallasat a sulygyarapodas kovetésével
valamint a vercukorszint rendszeres ellenérzésével igazoltuk, melyet a szemzugbol nyert
verbél GOD-POD enzimatikus mddszerrel mértiink. A kisérletekben azokat az &llatokat
tekintettiik cukorbetegnek, melyek éhgyomri vércukorszintje a kontroll értéknek legalabb a
négyszerese volt.

A diabetesz kialakuldsa utan négy, nyolc, tizenkett6 és tizennyolc héttel az allatok egy-egy
csoportjat — eéter narkozis alkalmazasa mellett- a bels6 szemzugon at elvéreztettiik és a
foramen occipitale magnumon &t vettiik a liquor mintat. A K-EDTA-val alvadasgatolt vérhez
és a liquorhoz egyarant 0,6 TIU/ml aprotinint adtunk proteaz inhibitorként. A hasireg
megnyitasat kdvetéen a méjszovet mintdkat mindig azonos lebeny kivételével nyertlk és
feldolgozasig -80°C-on taroltuk. A szOvetfeltardst 1M ecetsavval végeztik és C18 SPE
kolonnan torténé minta-elokészitést alkalmaztunk. Az eredményeket Student féle t-prébaval
(95%-o0s szignifikancia szint mellett), Mann-Whitney U teszttel, ill. Spearman korrelacio-
szadmitéssal ertékeltuk ki.

Megallapitottuk, hogy a tartésan fennallo diabetes (4, 8, 12 és 16 hétig) szignifikans valtozast
a plazma liquor és majszdvet nociceptin-szintjeben nem okozott. Ugyanakkor, ellentétben a
nociceptin  esetében tapasztaltakkal, mindharom vizsgalt szOvet nocistatin-tartalma
szignifikdnsan emelkedett a 12. hétig fennall6 diabetes hatasara(3)

Eredményeink  0sszefoglalasakent vizsgalatainkban megéllapitottuk, hogy Wistar
patkanyokban a CSF mintegy egy nagysagrenddel magasabb nociceptin-szintet mutat, mint
a plazma, viszont a nocistatin a plazmaban taldlhaté egy nagysagrenddel magasabb
koncentracioban, mint a CSF-ben. A nociceptin plazma-koncentracidja Wistar
patkdnyokban életkorfliggd, a 14. hétre stabilizalodik és éri el a felngtt allatokra jellemzg
szintet. Megallapitottuk tovabba, hogy a tartésan fennallo streptozotocin-indukéalta
diabetes, mint a periférias neuropathia egyik ismert allatkisérletes modellje, a nociceptin-
(plazma, CSF és majszovet), azaz mind periféridsan, mind a kdzponti idegrendszerben igen
jelentds mertékben emeli (3).

Wistar patkanyokon elséként megfigyelt nociceptin és nocistatin endogén szintekre vonatkozo
adataink jol korreldlnak a huméan széveteken nyert adatokkal (Brooks et al,: Pain 1998,78:71-
73).



Az irodalmi adatok tukrében ma mar egyértelmt, hogy a preproorphaninbol hasado
nociceptin és a vele tobb szempontbdl ellentétes hatasinak bizonyult, a sajat receptoran (mely
nem azonos a nociceptin NOP receptoraval) hatd nocistatin, mint az endogén Opiatok tagjai
szdmos biologiai hatassal rendelkeznek mind a kdzponti idegrendszerben mind a periférian.
Ezen hatasok kozul kiemelendé a fajdalomérzest, annak modulalasat és az immunrendszert
befolyasold hatds, mely hatdsok a NOP receptor ingerlése révén részben kozvetleniil, részben
kozvetett mddon, pl. a Kklasszikus biogénamin ingeriletatvivé anyagok (hisztamin,
katecholamin, szerotonin) felszabadulasat befolyasold hatassal jonnek létre.

2.3. A nociceptinerg és hisztamin rendszer kozotti kblcsonhatas vizsgéalata.

A nociceptinerg és biogén aminerg rendszer kapcsolatara utal a Semmelweis Egyetem
Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai Intézetével. egylttmtkddésben kapott eredményeink,
amelyekben tobbek kodzott kimutattuk, hogy a szerotonin/hisztamin antagonista mianserin
jelentés  valtozést okozott patk&nyokon a liquor biogén amin €és nocistatin szintjére
(Csaba,G.,B.et al. K.Tekes: Life Sci.. 75: 939-946, 2004.).

Megvizsgaltuk, hogy az intracerebroventrikularisan adott 10 pg nociceptin milyen hatast
gyakorol patkany liquor és kulénb6zé agyrészek (hypothalamus, hippocampus, frontalis
kéreg) homogenizatumok izotopos microassayvel meghatarozott hisztamin tartamara.

Megallapitottuk, hogy a nociceptin mind a liquorban, mind a frontalis cortex kivetelével
minden &ltalunk vizsgélt agy részben jelentds hisztamin szint movekedest okozott (4).

Ezek az eredmények a nociceptin és a hisztamin rendszer kdzotti kdlcsonhatasra utalnak. A
kolcstnhatas pontos termeszetének feltarasahoz tovabbi vizsgalatok szlikségesek..

A fenti eredmények alapjan folytatjuk vizsgalatainkat a hisztidin dekarboxilaz knock-out
egerek anyagcsere egészséges és diabeteszes csoportjan. Vizsgaltuk a kontrol, a 8. hetes
diabeteszes és a hoshock proteinnel elékezelt diabeteszes, vad és knock out egerek plazma és
liqguor nociceptin szintjét. Ezekbd6l a vizsgalatokbol még csak el6zetes erdmeényekkel
rendelkezilink, a kisérletek még folynak, de reméljuk, hogy 2006 végere megbizhaté adatok
birtokaban ezt a célkitiizést is teljesiteni tudjuk

3. Eltérések a célkitiizésektol és ennek okai

Az eredeti kutatasi terv és célkitiizések néhany részét sajnos technikai problémak
(elektrofizioldgiai rendszer korszertisitése miatti idévesztés, hibas, illetve nem megfelelé
vizsgélati kittek ,stb), személyi okok (varatlan 6sztondij, csaladi), tovabba anyagi (jelzett
nociceptin ligandok) miatt nem tudtuk teljesiteni, vagy még most is folyd munkak
eredményeit végleges formaban csak a jovoben leszink képesek dolgozat formajaban
bemutatni.

Ilgy elmaradt a hé-shock protein/antitest szintek és a kilonb6z6é gyogyszerek (pl.
antidiabetikumok) kozoti kdlcsénhatas vizsgalata;

a hisztidin-dekarboxilaz (HDC) knock out egerekben a streptozotocin indukalta diabetes
mellitus oxidans/antioxidans paramétereinek a feltérképezése;

tovabba az 8sszes *H-nociceptin receptor kétésre tervezett kisérlet.



Jelenleg is folyo kisérleteink a kdvetkezok:

A hé-shock fehérjékkel immunizalt diabeteszes patkanyszivek elektrofizioldgiai vizsgalata

A T-sejt valasz kutatasa ho-shock fehérjék és epitdpjai ellen immunizalt és immunizalatlan
patkanyon;

Hisztidin-dekarboxildz knock out egerek és ezen a torzsen indukalt diabeteszes sziv
elektrofiziologiai es oxidans/antioxidans allapotanak vizsgalata;

A nocistatin és nociceptin liquor, killénbdzé agyrészek szintjéenek 6sszehasonlitd vizsgélata;
A nociceptin szint alakulasa a ho-shock proteinnel immunizalt és nem immunizalt HDC
knock out egerekben streptozotocin indukalta diabetes mellitusban.

A fenti, most is folyd kisérleteinkben jelenleg csak elézetes eredményeink vannak, de
remeljuk, hogy a kdvetkezé 2 éven belil a veégleges eredmények kozlemény formajaban
realizalhatok lesznek. Kérem, tehat, hogy a tervezett, késébb megjelend publikaciok
ismeretében a jelenlegi jelentés alapjan sziletett mingsitést az OTKA Biralé Bizottsag
kiegészitg eljarasban késgbb maodositsa.
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