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Alapfogalmak

A lektinek szénhidrat-koto fehérjék, de nem enzimek és nem immunglobulinok. A
névényi lektinek felhasznalhatok szénhidrat-reagensekként, specificitasuk kilonbozé.

A lipopoliszaccharid (endotoxin) a Gram-negativ baktériumok kilsé membranjanak
bioldgiailag aktiv anyaga. Alapvetéen kildnbozé cukrok polimerjébél all, a molekula egyik
vége azonban acyl-oldallancokat tartalmaz (lipid A).

A hashértya egy alapmembrant befed6 mesothel sejtekbdl all. Szekrécidjuk
biztositja, hogy a hasi szervek akadalytalanul elmozdulhassanak egymason es a hashartya
parietalis lemezén (pl. bélmozgas, 1égzés, terhesség/vemhesség soran).

Jelentésiinkben a hasiiri folyadékgyllemet nevezzik ascitesnek. A Light-fele
kritériumok szerint ez lehet exudatum és transudatum jellegii. Az elébbi esetében a folyadék

- sz

pedig a felénél kisebb.

El6zmények

A jelen OTKA tamogatas el6tti Kisérleteinkben megvizsgaltuk a névényi lektinek
megtapadasat a gyomor-bélcsatorna hdmjan, tovabba megvizsgaltuk hatasukat az étvagyra, a
hasnyalmirigy exocrin szekréciojara és a bélszekrécidra. Tisztaztuk a bélszekrecio-stimulald
hatas mechanizmusat.

Egy kontroll Kisérlet soran parenteralisan is vittink be lektint, mégpedig a
hemagglutindlé hatds miatt nem intravéndsan, hanem a hasiregbe. Erds peritonedlis
szekréciot tapasztaltunk. Az irodalom atfésilése soran azt lattuk, hogy ezt a jelenseget masok
mar tobbszor is felfedezték, viszont a létezésén kivil semmit sem volt ismert rola. Ennek
vizsgalata valt a jelenlegi kisérletek vezérfonalava, mikdzben a lektinek vizsgalatarol a
hangsuly fokozatosan egy kevéssé ismert, de életfontos folyamat, a peritonealis szekrécio
vizsgalatara tevodott at.



Kutatasi eredmenyek

1. A peritonedlis szekrécio lektines indukalasa

1.1. A peritonedlis szekrécio mérése és az indukalas kérilmenyei

Kiseérleteinket fiatal patkanyokon kezdtiik, aminek egyetlen elénye a korabbi peroralis
kisérletekkel val6 6sszehasonlithatosag volt. Késobb attértiink az SPF egerekre (NMRI,
néhany Kkisérletben CD1) és igy csokkenteni tudtuk a lektin felhasznalast. Az
allatkisérletekhez engedélyekkel rendelkeziink.

Az alapkiserlet egyszerii volt: A lektin i.p. beadasa utan bizonyos idével levagtuk az
allatot, hasat felnyitottuk és az ascites folyadékot gondosan Kipipettdztuk. A volument
atpipettazassal mértuk. A kezeletlen kontroll allatokban a hasiiri folyadék volumene nem volt
mérhetd, a kontroll BSA sem indukalt ascitest. Az i.p. injekcid sorén bevitt 0,1 ml fiziol6gias
sooldat oldoszer kb. 20 perc alatt tint el és utana helyreallt a korabbi allapot. Az értékek
szorasanak csokkentése végett a beszuras korilményeit standardizaltuk, a volument pedig a
levagott allat sulyanak %-aban fejeztik ki.

Modell lektinként eleinte a kerti bab fitohemagglutinint (PHA) hasznaltuk, késébb
pedig a concanavalin A-t (ConA), ami egy trépusi néveny babjanak aranylag olcso lektinje.

Dozis-hatas gorbét és idé gorbét vettiink fel. Ennek alapjan egereknél a 2,5 Orai
kisérleti id6t valasztottuk ki (a maximum kezdete). Mivel azonban egyes inhibitorok gyorsan
lebomlanak, az ilyen kisérleteket 1 orara roviditettik. A rutin egér-kisérletekhez a 25 mg/ttkg
dozist hasznaltuk, amit egyes esetekben 40 mg/ttkg-ra emeltlink. Az inhibitorokat altalaban 15
perccel a ConA challenge elétt adtuk be a bér ala.

1.2. Altalanos hatasok

Az i.p. beadott lektinek hatasara az egerek csendesebbé valtak, kevésbé voltak
mozgékonyak. Az étvagy gyorsan csokkent (patk&ny kisérlet) és nagyobb lektin adagok
esetén 15 perc alatt teljesen megsziint. Ez nagyon kilénbozott a perorélis beadas
eredmeényeitol (kordbbi kisérletek), ahol csupan kétféle lektin (PHA és RPA) okozott étvagy-
csokkenest, azt is csak részlegesen és nagyon nagy adagban (100 mg/ttkg p.o.).

A perordlisan bevitt lektinek nem okoztak ascitest és az intraperitoneélisan beadott
lektinek sem indukaltak a bélben folyadék gyiilemet, méas szdval a kétfele beadas kdzott nem
volt ,athallas”.

1.3. Az indukalt ascites folyadék tulajdonsagai és sejtszama

A ConA-stimulalas utani elsé orakban az ascites-folyadék kénnyen folyé es fehérje-
dus volt, szérum fehérjéket tartalmazott, beleértve az immunglobulint is. Az id6 el6re
haladtaval azonban fokozatos valtozasok torténtek: Hat 6ra multan az ascites-folyadék mar
viszkdzussa VAlt, pipettdzaskor konnyen felhabzott, fibrin-szalak jelentek meg benne;
fagyasztas eés felolvasztas utdn kocsonyas részek valtak ki. Ennek ellenére a fehérje
koncentracid (biuret) nem valtozott szignifikdnsan 2,5 ora és 14 éra kozott (a vérszérumhoz
viszonyitva 58+8 es 55+11 %, n = 10). A Light-féle kritérium alapjan (>50 %) ez
exudatumot jelent. Kézben a vér bestirtisodni latszott; ezt patkanyon probaltuk mérni, de az
eredmények inkonkluzivek maradtak.

Megmértink néhany szérum enzimet az ascites folyadékban (Kaposvari Egyetem,
Onkoradioldgia) és az AST-nel (aszpartat transzaminadz) kaptuk a legjobban értékelheto
eredmeényeket. A szekrécio elérehaladtaval jelentésen nétt ugyan az enzim aktivitds, de ez
nem jelentett koncentracio emelkedést. Ugyanigy méas enzimek (LDH, ALT) meérési
eredmenyei sem utaltak arra, hogy szervek kérosodtak volna.



A hastregben levé fehérvérsejtszam mérésekor a kiinduld értéket (ascites hijan) csak a
haslireg fizvizes kimosasaval tudtuk megallapitani. A ConA beadasa utan egy oraval a
leukocitdk aggregalodasa miatt az ascites folyadék foként sejtaggregadtumokat tartalmazott,
amelyek hajlamosak voltak a kitapadasra, es alig volt szabad leukocita. Ezutan a fehérversejt
szam 6 oraig folyamatosan és erésen nétt, nyilvan a bevandorlas miatt. Az ennél késébb vett
mintakbdl azonban a fibrin miatt mar nem lehetett sejtszamolast végezni.

Mivel az automata készllék a humén vérre van bedllitva, az egyes fehérversejt
tipusokat Giemsa-festes utan, mikroszkoppal probaltuk elkiloniteni az ascites folyadékban; az
atmeneti sejtalakok miatt azonban ez is pontatlannak bizonyult, és igy a sejttipusok
szempontjabol a szovettani vizsgalatokra hagyatkoztunk (lasd 1. kép).

1.4. A hashartya reagalasanak gyorsasaga

Ismeretes, hogy az Evans blue nevii amino-festék a szérum fehérjékre tapad,
elsésorban a szérum albuminra. Evans blue-nak egerek farokvénajaba val6 fecskendezésével
indikaltuk a szérum albumin kiaramlasat a keringésbol. Kezeletlen hashartyaju egereknél a
festék az i.v. beadas utan csak orakkal jelent meg a hastregben.

Az i.p. beadott ConA esetén problémat jelentett a peritoneélis szekrécid megindulasi
idejének a mérése, hiszen az els6 fazisban még jelen volt az injekcidval bevitt folyadék. Az
Evans blue/albumin komplex megjelenése viszont jelezte, hogy a szekrécid 10 percen belll
megindult. Ezt azért tekintjuk nagyon gyors hatasnak, mert az erek lumene és a hasureg
kozott tobb sejtréteg és kotdszovet is van. Amikor az i.v. befecskendezést a ConA challenge
utdn vegeztiuk, az Evans blue/albumin atjutasanak kezdete még inkabb lerdvidilt, kb. 5
percre.

1.5. Hasiiri leukocytak atvitele

Ismeretes, hogy a hasuiregbe adott ConA egyarant ratapad a mesothel sejtekre és a
hastiri leukocitékra is. Felmerilt ezért a kérdés, hogy a ConA kdzvetlenil hat-e a hashartyara
vagy pedig ez a leukocitakbdl (elsésorban a makrofagokbdl) felszabaduld citokinek és mas
agensek kozvetitésével torténik meg. Ket-két egérbol ezért fehérvérsejteket gyiijtottink dssze
(kimosaés, centrifugélas, felszuszpendalas) és egy-egy egér hasiiregebe fecskendeztiik. Egy ora
mulva megmértilk az ascites folyadék volumenét. A kisérletet megismételtiik Ggy, hogy a
sejteket ConA-val kezeltilk, majd a sejteket lecentrifugaltuk és a meg nem kotott lektint a
feluliszéval egyitt eltavolitottuk. Ez utdbbi esetben enyhe ascites mutatkozott, ami
megmagyarazhat6 azzal, hogy a megkotott lektin mar nem tavolithato el a sejtfelszinrél, sot
az a leukocitat a hashartyahoz tapaszthatja. Ez okbol ezek a kisérletek csak tajékozodd
jellegtiek voltak. A kérdés végleges elddntése mesothel sejtek tenyészetének permeabilitas
vizsgalataval lehetséges (egy kovetkezé OTKA menetben).

A fenti problémék ellenére a leukocita atviteli kisérletek és a peritonealis szekrécio
gyors reagalasa (1.4. fejezet) egyuttesen arra utalnak, hogy a lektin kozvetlendl a
hashartyara (a mesothel sejtekre) hat. Ez azonban csak a kezdeti szekréeciora ervényes.
Néhany draval késobb ugyanis a szekrécié jellege fokozatosan megvaltozik (lasd 1.3. fejezet)
és egyre tobb gyulladasos tunet jelentkezik, ahol mar citokinek, illetve méas agensek altali
mediécio tételezhet6 fel (lasd 2. fejezet).

1.6. A kilonbozé lektinek hatésai

Az alkalmazott lektinek lefedték a fébb lektin-csoportokat, a szénhidrat-felismerés
alapjan osztalyozva. A lassan hatd toxikus (RIP) alegységet a lektinek koziil egyediil az SNA-
| tartalmazta. A kolera toxinnak a nem-toxikus (B) alegységét hasznaltuk, a ricinus-babbol
szarmazd RCA12 pedig nem azonos a toxikus ricinnel.



A Kerti bab lektinjének (PHA) L, és EL polipeptid-lancokbdl all6 formai, illetve a
glycosyl-oldallanc mentes PHA-P egyméashoz hasonld hatastak voltak.

Rdévid. Latin név Forras Szénhidrat specificitas
ConA Canavalia ensiformis jack bean glikdz/manndz, GIcNAC Kissé
VFA Viciafaba I6bab glikoz/manndz

GNA Galanthus nivalis hovirdg hagyma manno6z-a(1,3)manndz
TPA Tetragonolobus purpureas asparagus pea L-fukoz

DSL Datura stramonium maszlag poli-GIcNACc

WGA Triticum vulgare buzacsira szialsav-p(1,6)Gal-GIcNAc
MAA Maackia amurensis pillangos fa szialsav-0(2,3)Gal/GIcNAc
SNA-I Sambucus nigra bodza kéreg szialsav-a(2,6)Gal/GIcNAc
PHA Phaseolus vulgaris kerti bab komplex specificitas*
RPA-I Robinia pseudoacacia akéacfa kereg komplex specificitas*

SBA Glycine max szOjabab N-acetil-galaktozamin
AHA Arachis hypogaea foldi mogyoré terminalis galaktoz

RCA120 Ricinus communis ricinus bab galaktoz

B-alegység Vibrio cholerae kolera toxin GM; gangliozid

*) Nagyobb biantennéris szénhidrat-rész felismerése.

Korébbi vizsgalatainkbol kiderilt, hogy a bélben csak azok a lektinek valtanak ki
szekréciot, amelyek képesek megtapadni a bélhdmsejteken. Ugyanezt tapasztaltuk az
intraperitonedlisan beadott lektinek esetében is: a GNA, TPA és AHA nem indukalt ascitest.
Egy t&jékozodo kisérletben a kolera toxin B alegysege is hatastalan volt.

A mesothel sejtek felszinén eléforduld glikozil-oldallancok tobbfélék és sokféle
membran-fehérjéhez kapcsolodnak, ezért a lektinek megtapadasa alapjan nem lehetett a
glikoproteineket azonositani. A kolera toxin B-alegység alkalmas lett volna ugyan a GM;
gangliozid (glikolipid) azonositasara, de épp ez a lektin hatastalan maradt. A modell-
lektinként hasznalt ConA manndz- és glukdz-maradékokat ismer fel a komplex
szénhidratokban, de a glikéz az eml6sdk glikoproteinjeiben nem fordul el6. Gyengébb
affinitassal ismeri fel az N-acetil-glikozamint, valamint a szénhidrat-koté rész kodzelébe
ker(il6 hidrofob részeket.

A Kkiilonboz6 lektineknek a hashartyan valé megkotodési képességét masok mar
vizsgaltdk. A megkdtédo lektinek hatdsai minéségileg azonosak voltak ugyan, de a
szekrécid stimulalasanak mértéke jelentds kulonbségeket mutatott. Patkanynal és egérnél
is a bazacsira agglutinin (WGA\) volt a legerésebb ascites-indukalo hatasu lektin. Ugyancsak
erds hatassal birt a kerti bab lektinje (PHA), tovabba az RPA-I és a ConA. Gyengébben hatott
a szdja lektin (SBA), a lébab lektinje (VFA), az SNA-1, az MAA, az RCA1, és a DSL. Magas
aruk miatt azonban az utébbi két lektint csak két, ill. egy egéren tudtuk kiprébalni, ezért az
eredmény csupan tajékozodo jellegi.

A fentebb felsorolt névényi lektinek a szervezetben levé sejtfelszini szénhidratokkal
reagaltak. Eléfordul azonban a forditott helyzet is: a szervezet sajat lektinjei, amelyek foként a
velesziletett immunitassal kapcsolatosak, mintegy varjak a kivilrél bekerilé (gyakran a
korokozo csirdk felszinén levd) szénhidratokat, megkotik ket és riaddztatjadk az immun-
rendszert. llyen példaul a szérumban és testnedvekben levé manndz-koté fehérje (MBP),
amely aktivalodasakor a komplement kaszkadot inditja be. Mivel a névényi feherjék, koztik a
lektinek is gyakran tartalmaznak manno6z-dus glikozil-oldallancot, ezért felmerilt a kérdes,



hogy esetleg ezen keresztul érvényesil a lektinek ascites-indukalé hatasa. A Kisérletek
azonban cafoltak ezt, hiszen a glikozil-oldallanc nélkili lektinek k6zott nagyon erés ascites-
indukaldk vannak (WGA, ConA, PHA-P), de szdmos glikozilalt lektin is hatdsos volt (PHA-
EL, RPA-I, MAA, SBA, SNA-I, DSL, RCA12). A hatastalan lektineket szintén fel lehetett
osztani glikozilaltra (TPA) és oldallanc nélkiliekre (GNA and AHA). Ezért azt a
kovetkeztetést vonjuk le, hogy a lektinek ascites-indukald hatasat nem az MBP medialja.

1.7. A melliiri szekrécid

Amikor Kerti bab lektint (PHA-EL, 20 mg/ttkg) adtunk be i.p. patkanyoknak, a
folyadék-gyulem el6szor a hasliregben jelent meg, majd néhany 6ra késéssel a melliiregben és
a szivburokban is, tehat az dsszes savos Uregben. A beadas utani 16. orara a hastri folyadek
volumene mar erésen csokkendben volt és szamértékben taldlkozott a ndvekvé melliri
folyadék volumenével. A PHA tehat szovet-specifikus hatast gyakorolt a savds hartyakra,
mas szoval ott is hatott, ahova nem juttattunk lektint. Ez kdzvetve arra is utal, hogy a lektin
nem noveli meg az erek endotheljének permeabilitasat, hiszen egy altalanos 6déma
kialakulasa eseten aligha gyilhetne 6ssze nagyobb mennyiségi folyadék a melliregben. Az
irodalom atfésulése sordn talaltunk ugyan a lektineknek az endothelen valé megkdtésére
vonatkozo adatokat, de ezek egyike sem szamolt be az ér-permeabilitas ndvekedésérdl.

Megvizsgaltuk ezutan, hogy a hashartydrol a mellhartyara atjutd hatds mennyire
altalanosithatd a lektineknel. Ismeretes, hogy a szérum fehérjek (a szérum albumin
kivételével) glikozilaltak, ezért a legtobb lektinnel reagélni képesek, tovabba, hogy az igy
megkotott lektinek athelyezédhetnek a sejtfelszini glikozil-oldallancokra. Vizsgalatainkban
kimutattuk, hogy i.p. beadés utén azok a lektinek képesek pleurdlis szekréciot stimulélni,
amelyek a szérum fehérjékkel nem-precipitald komplexet képeznek (PHA, RPA-I és
SBA), ezzel szemben (az agaréz gélben) a szérum fehérjéket precipitalni képes lektinek
hatdsa nem jut at a melliregbe (ConA, VFA, WGA). A vorosvértestek agglutinalasara
mindkét lektin-csoport képes, de ezt a szérum fehérjék némileg gatoljak. Egy harmadik lektin-
csoport sem a haslregben, sem a melltregben nem hatott (GNA, TPA), hasonl6an a kontroll
BSA-hoz.

Az i.p. beadott lektinek fokozatosan felszivodnak a hastiregbdl (lasd 2.2. fejezet). Ugy
tinik ezért, hogy a precipitald lektinek erdésebben visszatartédnak a keringésben vagy
erésebben Kisziri 6ket a Iép és a maj, mig a nem-precipitalo lektinek kénnyebben eljutnak a
melluregbe, ahol a szérum fehérjékrol a sejtfelszinre transzponalodnak. Ezt a feltételezést
tdmasztja ala az a kisérlet, amikor nagy adag (100 mg/ttkg) PHA-nak a hastiregbe vitele utan
egy nappal ki lehetett mutatni a lektint a mellari folyadékbol a vordsvértest agglutinald hatés
alapjan, még ha gyengen is. Mindamellett nem lehet kizarni azt a lehetéséget sem, hogy a
hashartyabdl a lektin hatasara valamilyen faktor szabadul fel és jut &t a mellhartyara. llyen
mediator atjutast tételezink fel a hashartya eés a szubperitonealis erek kozott, tovabba az
étvagytalansadg kialakuldsanal. A rekeszen torténé kozvetlen &tjutds azonban teljesen
valoszintitlen.

1.8. A makromolekulak tesztelése és a polikationok hatésa

A lektinek ascites-indukal6 hatasanak vizsgalata utan felmertlt a kérdés, hogy milyen
mas vegyiletek képesek hasonld hatast kivaltani. Mivel a kis molekuldk kénnyen és gyorsan
felszivodnak a hasiiregbdl, ezért az esetleges stimulalas rovid ideig tartana és nem gyiilne
0ssze a kimutatashoz elegend6 hastri folyadék. Ezeért a rendelkezésiinkre allo
makromolekuldkat teszteltiik, majd egy késobbi fazisban azokra a makromolekuldkra
koncentraltunk, amelyek reakcidba lépnek a sejtfelszinnel, mégpedig gyenge kolcsdnhatasok
révén. Kihagytuk az olyan agressziv szereket, amelyek kovalens kotéseket képeznek,
elsésorban a feherjékkel. Ezek altalaban amugy is kis molekulak.



Negativ eredménnyel probaltunk ki szdmos fehérjét (BSA, ovalbumin, széja tripszin
inhibitor), glikoproteint (sertés gyomor mucin, bovin allalatti nyalmirigy albuminoid) és mas
természetes- (éleszté6 RNS, dextran) és mesterséges makromolekulat (PVP-25, PEG-400). A
hasliregben végzett antigén/ellenanyag reakcio sem eredmenyezett ascitest.

Kiprobaltunk két olyan szénhidratot is, amelyekrél ismeretes volt a gyulladas- és
ascites-kelté hatds. A A-carrageenan egy tengeri moszat gél-képz6 szénhidratja, a zymosan
pedig az éleszt6 sejtfalanyaga, amit a makrofagok fagocitalnak. Ez a két anyag a mi
kisérleteinkben is indukalt ascitest, de (azonos dozisban és idétartamban vizsgélva) hatasuk
jelentésen elmaradt a ConA hatasatél. Gyulladas-kelté hatasukhoz viszont hosszabb idé, tobb
Ora szukséges.

A lektinek mellett a legerésebb ascites-képzéknek a polikationokat talaltuk,
mégpedig a kationos poliaminosavak forméajaban. Semleges pH-ra hozas utan a szintetikus
polilizin és poliarginin azonos dézisban ugyanolyan hatasos volt, mint a ConA, viszont
hajlamosak voltak a hasiireg koruli erek kitagitasara. A kationos poliaminosavak D- és L-
modosulatai egyformén hatottak. Gyengébben miikddétt a protamin, ami egy kisebb molsulyd
kationos fehérje és hatastalan volt a lizozim, egy enyhén kationos tulsulya fehérje. (A
polihisztidint oldhatdsagi problémék miatt nem tudtuk vizsgélni.) Szintén hatastalan volt a
poliaszparagin, ami toltés nélkili amid-nitrogént tartalmaz, tovabba a polianionos natrium
poliglutamat is. S6t ez utdbbi vegyilet még géatolta is a polilizinnel indukalt ascitest, ugyanis
egyuttesen kicsapddtak. Ugyanakkor a poliglutamat egyaltalan nem gatolta a lektines (ConA)
ascites indukalast. Mindebbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a kationos
poliaminosavak hatasa a pozitiv téltések sorozatatdl fuigg.

1.9. A sejtfelszini keresztkotések szerepe

A ConA négy alegységbdél &llo molekula, ami ennek megfeleléen maximalisan négy
szénhidrat molekulat képes megkétni, illetve 6sszekotni. Kereskedelmi forgalomban van a
ConA szukcinilalt valtozata is, ami két alegységhél all és ezért keresztkotési képessége a
lehet6 legkisebb. Ennek megfeleléen a ConA-éhoz képest az azonos dozisu szukcinil-ConA
ascites-képzése egy nagysagrenddel kisebb volt. Létezik ugyan monovalens lektin is (hevein),
de ez nincs kereskedelmi forgalomban és nem kétédik meg az allati sejteken (W. Peumans,
személyes kozlés). A fenti Kisérletbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a sejtfelszini
glikoproteinek keresztkdtése valamilyen modon szekrécios jelet ad a sejt belseje felé. A
jel kialakulasaban szerepet jatszhat, hogy a lektin korlatozza a glikoproteinek mozgésat a
sejtmembran sikjaban.

Felmeril a kérdés, hogy mi a kézds a kémiailag nagyon kilénb6z6 molekula-tipusok
ascites-képz6é mechanizmusaban. A sejtfelszini glikoproteinekrél faagszer, merev glikozil-
oldallancok nyulnak kifelé. Kialakitasukban 6-8-féle cukor és még tobb kovalens kotés-tipus
vesz részt, és az 4gakat tébbnyire a negativ toltési szialsav zarja le. A kuldnb6z6 specificitasu
lektinek més-maés részeket ismernek fel a komplex szénhidratban, 6sszekotve részben az iker-
agakat is, de a kulonb6zé glikoproteinekrél eredé agakat is. A polikationok ugyanakkor nem
magét a szénhidratot, hanem az agvégeken levé szidlsav negativ toltéseit ismerik fel és igy
kotik o6ssze a glikoproteineket. Nehezebb magyarazni a carrageenan €s a zymosan hatasat,
ahol szénhidrat-szénhidrat kolcsonhatasokat tételeziink fel, amelyek azonban gyengébbnek
latszanak a lektines és az ionos kdlcsonhatasokndl. Egy elékisérletben megvizsgaltuk a
cellulézbol all6 sziirépapir hatdsat is, de ehhez masféle vizsgélati modszerek kidolgozasara
lesz sziikseg egy kovetkezo kutatasi forduléban.

A fentiekbdl azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy az altalunk kiprébalt ascites-képzé
makromolekulak kozos tulajdonsaganak latszik a sejtfelszini  (nem-kovalens)
keresztkotések kialakitésa.



1.10. A ConA-indukalt ascites gatlasa

A ConA-indukalt ascites hatdsmechanizmusardl ugy probaltunk informaciot nyerni,
hogy kullénb6zé inhibitorok segitségével mintegy ,,koruljartuk” a jelenséget.

Az OTKA tamogatast megel6zéen a lektines bélszekréciot atropin metilnitrat
(muszkarinos acetilkolin-receptor gatld) és hexamethonium Klorid (ganglion bénitd)
kombinéacidjaval csaknem teljesen sikerilt gatolnunk. Ugyanezt a kombinaciot kiprébaltuk az
ascites lektines indukalasanal is, de itt nem gétolt szignifikansan. S6t a szekréci6 Nembutal
narkozis eseten is folytatddott (ez utobbi vizsgalat nem volt quantitativ). A kisérletekbél azt a
kovetkeztetést vontuk le, hogy a lektin-indukalt peritonedlis szekréci6 nem idegi
alapvetéen kilonbozik egymastol.

Mar a kutatasok elejéen felmeriilt az a lehetéség, hogy a lektin a hastiri fehervérsejtek
kozvetitésével stimuldlja a peritonealis szekréciot. Ezért tobbféle (szteroid és egyéb)
gyulladasgéatlot is kiprobaltunk gatloként. Ilyen volt az ibuprofen (COX-gatld), a
dexamethasone (glikokortikoid) és a thalidomide (NF-«xB inhibitor), de hatastalanoknak
bizonyultak. A dexamethasone esetén az elékezelések kulonb6zé idétartamuak voltak.
Annak ellenére, hogy beteg allaton és embernél a peritonitis egylttjar az ascites-szel, azt
tapasztaltuk, hogy a lektin-indukalt ascites nem jar egyutt a gyulladéas klasszikus jeleivel,
legaldbbis az ascites kialakuldsdnak elsé oOraiban. A késébbi folyamatokat mas
modszerekkel vizsgaltuk (2.2. fejezet).

Ismeretes, hogy az erek permeabilitdsdnak szabalyozasaban fontos szerepet jatszik a
kallikrein aktivalodasat koveté bradykinin (nonapeptid) felszabadulas. A kallikrein-gatld
fehérjével, az aprotininnel (100 mg/ttkg s.c., ill. i.p.) 50-60 %-ra lehetett csokkenteni a
ConA-indukalt ascitest. A szojabab eredetii tripszin inhibitorok (Kunitz, illetve Bowman-Birk
tipust inhibitor, az utobbi a kimotripszint is gatolja), amelyek a kallikreinre nem hatnak, a
szekréciot csak kismértékben gatoltak.

Ismeretes, hogy a bradykinin az erek endothel sejtjeiben az eNOS-t aktivalja és a
keletkez6é nitrogén-oxid (NO) noveli meg a permeabilitast. Az aprotinines Kisérletek
folytatadsaként a fentihez hasonlé mechanizmust kerestiink a peritoneélis szekrécional. Amikor
azonban a NO keletkezését L-NAME-val (nitro-L-arginin metil-észter) gatoltuk, a szekrécio
nem valtozott, a bradykinin lebontasnak captoprillel valé géatlasa pedig nem ndvelte a
szekréciot. Az eredmények magyarazatara kétféle lehetéség van: 1) Az aprotinin valamilyen
eddig ismeretlen mediatort is gatol. 2) A bradykinin az irodalomban leirttol eltér6 mddon is
képes hatni.

Ismeretes, hogy a VEGF (vascular endothelial growth factor) nevi citokin egyarant
hat az angiogenezisre és az ér permeabilitasra is a VEGF-R2 receptoron keresztil. Késébb
kimutattdk, hogy a VEGF el6fordul a hashartyaban, egyes petefészek tumorok VEGF-
termelése pedig ascitest idéz el6. Megvizsgaltuk ezért, hogy a VEGF részt vesz-e a lektin-
indukalt ascites kialakitdsdban. A BME Szerves Kémia Tanszékén (Fetter és Berta)
szintetizaltak szamunkra egy nemrég leirt VEGF-R2 antagonistat (ZM323881, quinazolin-
szarmazék), ez azonban nem gétolta a szekréciot.

Megvizsgaltuk az izoproterenol (p-adrenerg agonista) hatasat is. Ez a cAMP
koncentracidjat noveli meg a sejtekben. A lektin-indukalt peritoneélis szekréciot
szignifikdnsan gatolta ugyan, de csak gyengén. A dozist allatvedelmi okok miatt nem
emeltik.

1.11. Az LPS és a hisztamin hatdsa a ConA-indukalt ascitesre

A hisztamin felszabadulds a gyulladasos és allergias folyamatok egyik fontos
tényezojét képezi. Ascitest sem i.p. bevitt hisztaminnal, sem a hasiiri hizdsejtek
degranulacidjanak eléidézésével (compound 48/80) nem tudtunk eléidézni. Ellenkezéleg: a



hisztamin kifejezetten gatolta a lektin-indukalt ascitest, maximalisan kb. 50 %-os gétlast
lehetett elérni.

A lipopoliszaccharid (LPS) megjelenésére élénken reagédlnak a magasabbrend
élolények, mégpedig kilénbozo citokinek felszabaditasaval. A kontrollként i.p. beadott LPS
nem valtott ki ascitest a 2,5 Oras Kisérleti perioduson belil. Kisérleteinkben az LPS (E. coli
083-bdl izolalva) mar kis adagokban is (0,02 mg/ttkg) kifejezetten gatolta a lektin-indukalt
szekréciot, maximalisan a harmadara/negyedére csokkentve azt. Nagy LPS-d6zisokat is Ki
lehetett probalni (10 mg/ttkg), mert a toxikus hatés kifejlédéséhez hosszabb idére van sziikseg
mint a kisérlethez. A s.c., i.p. és i.v. beadas egyarant hatasos volt.

Az LPS gyorsan kifejtette gatlo hatasat. Mar akkor jelent6s gatlé hatast észleltiink,
amikor egyszerre adtuk be a haslregbe az LPS-t és a lektint. Ez azonban nem jelent
pillanatszerti gatlast, hiszen az allatokat 2,5 oraval késobb vagtuk le és a gatlas ekézben is
kifejlédhetett. Az egyidejii beadas a hasiireg két kulénb6zé pontjara tortént, de igy sem
lehetett elkertlni a ConA és az E. coli O83 LPS kozotti kdzvetlen reakciot. Annak ellenére,
hogy a ConA nagy feleslegben volt az LPS-hez képest, mégsem nyomta el a gatldé hatast.
Ennek az lehet a magyarazata, hogy az LPS biologiailag aktiv része a lipid A, mig a ConA-val
az O-antigén (oligosaccharid) reagal (lasd 2.3 fejezet), masrészt a precipitacié a hastiregben
kevésbé tud vegbemenni, mint in vitro.

Az LPS nemcsak hogy gyorsan hat, de a lektin-challenge elétti elokezelés nagyon
hosszU ideig kifejtette a hatasat. A stimulalt szekrécid gatlasa csak napok mdaltan kezdett
oldddni és még egy hét utan sem tért vissza a teljes reaktivitas.

Ismeretes, hogy a lipopoliszaccharidok elsésorban a TLR4 (toll-like) receptoron
keresztul valtjak ki kilénb6zé citokinek termelését az immun sejtekben; a Porphyromonas
gingivalis LPS a TLR2 receptoron keresztil hat, a Rhodobacter spheroides LPS pedig nem
koétédik meg és ezért nem is toxikus. Hogy megéllapithassuk a toll-like receptoroknak az LPS
ascites-gatlo hatdsdban valé szerepét, beszereztik a két utobbi baktérium torzset,
megéllapitottuk tenyészigényeiket (Kocsis Béla) és elkezdtilk szaporitasukat, hogy elegend6
mennyiseg legyen az LPS izolalasahoz. Technikai okok miatt ez a munka késén kezdodott el
és jelenleg is még folyamatban van.

Ismeretes, hogy az LPS éltal felszabaditott citokinek és a hisztamin is megndveli az
erek permeabilitasat, ezért eredetileg azt vartuk, hogy ezek az agensek a hashartyara is
hasonloan fognak hatni, mas szoval, hogy fokozott szekrécidt fogunk tapasztalni. A fenti
Kisérletek azonban ennek az ellenkezgjét, a részleges (és dézis-fliggd) gatlast mutattdk. Ennek
a gatlasnak a hashartyara kellett irdnyulnia, hiszen a masik barrierre, az endothelre ezek az
agensek nem gatléan hatnak. Mas megfogalmazasban az LPS és a hisztamin forditott,
reciprok moédon hat az endothel és a mesothel sejtekre: amig az elsénél né a
permeabilitas, addig a masodiknal ez részleges gatlas ala kerll. Bar fenti két sejttipus sok
tekintetben hasonlit egymashoz, eddig is ismert volt, hogy szdmos kilénbseg is van koztik.
Fenti vizsgalataink egy tovabbi lényeges kilonbséget mutattak Ki. Négy-éves munkank
szamos eredménye kozil ezt tartjuk a legjelentésebbnek és a legmeglepébbnek is.

Az érpermeabilitds novekedésekor ellenanyagok és mas antimikrobialis agensek
jutnak ki a keringésbél az intersticiumba. Egy altalanos érpermeabilitas névekedéssel jard
hemokoncentracié funkciondlis zavarokat okozhat a kilénb6z6 szervekben, amit tovabb
sulyosbithatnak a testnedveknek a savds Uregekbe valo ataramlasa. Ez  utobbi
megakadalyozasaban latjuk a fenti reciprok hatas fizioldgias jelentéségét. Az 1.7. fejezetben
leirtak szintén az endothel és mesothel eltéré reakcidjara utalnak.

A Kisérletek soran tébbféle agenssel is sikerilt a lektin-indukalt ascitest gatolni, teljes
gatlast azonban egyik inhibitorral sem sikerult elérnink. Ez felveti azt a (nem bizonyitott)
lehetséget, hogy a lektin parhuzamosan tébbfeleképp is stimulalja a peritoneélis szekréciot
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és az inhibitorok ezek kozil csak az egyiket gatoljak. Megprobaltuk ezért a megismert
inhibitorok hatasat kombinalasukkal névelni, de ez eddig még nem sikertdilt.

1.12. Egyéb vizsgalatok

Néhany mas anyagot is teszteltlink a ConA-indukalt ascites gatlasa tekintetében, de
hatastalan volt a Cromolyn (antihisztaminikum), a dopamin és a hidroxidopamin. Ugyancsak
hatastalan volt az olyan immun-reakcio, amikor az ellenanyag nem a hashartya ellen iranyult.
Ezt Ggy hajtottuk végre, hogy nyulban termelt polivalens anti-bovin szérum ellenanyagot
bovin szérummal hoztunk ¢ssze a hastiregben.

Megprobaltuk a ConA- és a PHA-indukalt ascites keletkezését azonos lektinnel valo
elékezeléssel (1 nappal korabban) befolyasolni. Az el6kezelés nem alakitott ki toleranciat,
valtozaskent viszont azt lehetett megfigyelni, hogy a keletkezé ascites folyadék erésen
viszkdzus volt, tehat a késoéi fazisnak felelt meg.

Maésok mar kidolgoztak az lektino-elektroforézis mddszerét az immunoelektroforézis
mintajara. Ezt a Pécsi Tudomanyegyetem AOK Kozponti Laboratériumaban probaltak ki
szamunkra (Schneider Imréné). A ConA-készitmények molekula-méret heterogenitasa és
talan méas okok miatt is azonban ez a mddszer csak elmosddott precipitacios iveket adott,
amelyek nem voltak alkalmasak a reagalo szérum-fehérjék azonositasara.

2. A hasuregbe vitt lektinek egyéb hatasai

2.1. A szervsulyok valtozéasai

Megmertiik a patkanyok bels6 szerveinek nedves sulyat kzepes dozisu (40 mg/ttkg)
ConA i.p. beadasa utan. Ez a kisérlet joval hosszabb volt, mint az ascites-stimulalasi
kisérletek. A ConA-kezelt allatok lépenek és majanak sulya a 6. és a 10. 6rdban enyhén, de
szignifikansan (p < 0,05) nagyobbnak taldltuk, mint a BSA-kezelt kontrollokét. Ismeretes,
hogy ezek azok a szervek, amelyek eltavolitjak a keringésbdl a fehérje precipitatumokat es a
vorosvértest aggregatumokat. A szervsuly valtozasok arra utalnak, hogy a ConA-nak
legalabbis egy része fokozatosan felszivddott a hastiregbél, és hogy a vérben keletkez6 koros
termékeket a 1ép és a maj fokozatosan Kisziirte. A vese stlya ek6zben valtozatlan maradt.

Kisszamu allaton végzett kisérleteink szerint a kerti bab lektin (PHA) hasonl6an hat a
Iép és maj sulyara, mint a ConA.

Szdvettani vizsgalatokat az emlitett szerveken nem végeztiink, mert a valtozasok
mérsékelt volta miatt nem remélhettlik, hogy ezek szOvettanilag is biztosan kimutathatoak
lehessenek.

2.2. A lektinek késéi hatasa a szubperitonealis erekre és szdvetekre

A hagyomanyos szOvettani technikat a kaposvari Kaposi Mor Megyei Koérhaz
Korbonctani Osztalyanak laboratériumaban végezték.

ConA, PHA, SBA, illetve WGA lektineket adtunk be egereknek i.p., az &llatokat
kilénbozo idokozokben levagtuk és szovettani vizsgalatot végeztink. A legkifejezettebb
hatast a blza-csira lektin esetén (WGA, 10 mg/ttkg) figyelhettiik meg, mégpedig 6 oOraval a
beadas utan.

A legfeltiinébb elvaltozds az volt, hogy megnétt a szOvetekben a neutrophil
granulocytak szama. Ez 0Osszefuiggésben lehetett azzal, hogy az ascites-folyadékban is
folyamatosan nétt a leukocyta-szdm az id6 el6rehaladtaval (1.3. fejezet). A granulocytak
eléfordulasa valtozatos képet mutatott. Egyes helyeken jol meg lehetett figyelni kitapadasukat
az erek endothel sejtjeire (PHA kisérlet, 1E kép), masutt a szubperitonealis kotészévetben (1B
kép) fordultak el6. Egészen egyediilallo latvanyt mutatott azonban az arteriolak falaban vald
rendKivil erds felhalmozodasuk (1A kép). Ezt a jelenséget az er6s stimulalas mellett azzal



1. kép. Az i.p. lektinnel kezelt egerek szovettani vizsgalata. HE festés. Vonal: 20 um. Foto:
Lukats Akos.

(A) Neutrophil granulocytak témege egy arteriola izomrétegében; az intersticium leukocyta-
mentes. Az ér lumenében egy vorosvértest aggregatum latszik (nyil). Hat 6réval 10 mg/ttkg
WGA i.p. injicialasa utan.

(B) A hashartya alatt 6sszegyiilt leukocytak 6 6raval a WGA beadéasa utan.

(C) Fehérvérsejt aggregatum tapad a hashartya mesothel sejtjeire (nyil), 4 draval 50 mg/ttkg
PHA i.p. beaddsa utan. A feltapadas alatti rész megduzzadt az 0Osszegyiilt leukocytak
tdmegétol.

(D) Osszegyiilt mononukleéris sejtek a csepleszben (omentum) 40 perccel 5 pg CINC-1
beadasa utan. Lektin-kezelés nem volt.

(E) Egy venula intimajahoz tapadt neutrophil granulocytak, 4 6raval a PHA i.p. beadasa utén.
A két széls6 véna csak Kissé reagalt.

(F) Foként mononukleéris sejteket tartalmazo thrombus egy kitdgult venulaban, 6 éraval a
WGA i.p. beadéasa utan.
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magyarazzuk, hogy az arterioldk vastag simaizom fala jelentés mértékben visszatartotta,
mintegy 0sszegyiijtotte a mobilis sejteket, az akadalyt lekiizdé sejtek viszont gyorsan
tovabbhaladtak. Az artéridkénal sokkal vékonyabb fall vénék esetében ez a jelenség nem volt
kifejezett.

A neutrophil granulocytak erekbél valo kilépésének WGA-altali stimul&lasa nemcsak
erdés, hanem kifejezetten szelektiv is volt, kialakulasahoz tobb dra kellett. A tébbi vizsgalt
lektin kozll a kerti bab PHA-nak volt aranylag erés hatasa, de kevésbé szelektiven.

A szovettani lelet masik jellegzetessége a valtozatossag volt, mas szoval szorosan
egymas mellett lehetett 1&tni erésen reagalo és nem reagald ereket. Egyes esetekben ki
lehetett mutatni, hogy az erésen reagalo részek a hashartyara tapadt leukocyta aggregatumok
alatt helyezkedtek el (PHA kisérlet, 1C kép). Feltehetéen az innen felszabadulé mediatorok
okoztak a granulocytak erds és lokalis diapedezisét. Ez a kdvetkeztetésiink nem mond ellent a
leukocyta atviteli kisérletek eredményeivel (1.5. fejezet), tekintve a kétféle kisérlet tartaméanak
jelentos eltérését és a lektinek kiilénbdzoségét is.

A szOvettani vizsgélatok azonban nemcsak arra utalnak, hogy a lektin-indukalt
események késoi fazisaban pro-inflammatorikus mediatorok szabadulnak fel, hanem arra is,
hogy a lektinnek legaldbbis egy része fokozatosan felszivodik a hastiregbhél. Egyes erekben a
vorosvértesteket az endothelre tapadva latjuk (ami fixalasi mitermék is lehet), viszont
vérlemezkék nélkili, tomor vorosvértest aggregatumokat is meg lehetett figyelni (1A kép,
nyillal jel6lve), amit a felszivddd lektin kdzvetlen hatasaval magyardzunk. A lektin egyébkent
méas mddon is tavozhat a hasuregbél, megpedig a rekesznél levé és nyirokerekben folytatddo
»talfolyd nyilasokon” keresztiil, ezt a folyamatot azonban nem vizsgaltuk.

Ismeretes, hogy a vérlemezkéket aktivaljak a rajtuk megtapadd lektinek. Ez lehet az
oka, néhany kis véna thrombotizalédasanak, kitagulastol kisérve (1F kép). Az alvadékban
nagyon kilénbdzo sejteket lehetett 1atni: vorosvértesteket, vérlemezkéket és makrofag jellegi
mononuklearis sejteket, amelyek hajlamosak voltak t6bbmagva oridssejtekké atalakulni. A
granulocytaknak az erekbdl vald kilépésével dsszhangban ezek hianyoztak a thrombusbdl,
mikozben erésen felddsultak a limfocitak.

2.3. Az i.p. beadott CINC-1 hatasa a leukocytakra

Ismeretes, hogy a human mesothel sejtek bizonyos stimulalé hatadsok utan tébb déraval
interleukin-8-at képesek termelni és leadni, amely aztan kivaltja a leukocytak diapedezisét. Az
11-8 homoldgja ragcsalokban a cytokine-induced neutrophil attractant (CINC). A Sigmétdl
vasarolt CINC-1 citokin segitségevel megprobaltuk ezert reprodukélni a WGA-Kivaltotta
leukocyta diapedezist. Ot ug CINC-1-et adtunk be egérnek i.p., de a kisérlet tartamat 6 6ra
helyett 40 percre redukaltuk, ui. itt nem akartuk a citokint megtermeltetni, hanem azt készen
adtuk be. A szdvettani lelet azonban jelentésen killonbozott a WGA-kezelt allatokétdl: mig az
utobbiakban szelektiv granulocyta kilépést lehetett megfigyelni, addig a CINC-1 hatasara
limfocita jellegii mononukleéris sejtek jelentek meg (1D kép).

Végeredmenyben tehat nem sikerllt tisztitott citokinnel reprodukéalnunk a WGA-
indukalt elvaltozasokat.

2.4. A ConA-kezelt hashartya TEM vizsgélata

A Kisérletek és vizsgalatok a Semmelweis Egyetem Humanmorfologia és
Fejlodésbioldgia Tanszékén torténtek L. Kiss Anna laboratériumaban. A vizsgalatok soran
szamos varatlan probléma merilt fel, mint példaul a hashartya kettézetekbol tortend
mintavétel: a zsirszOvet nélkdili, atlatszo részek belevagaskor dsszeugrottak (elézetes fixalas
esetén is) es szinte lathatatlanna valtak. A masik probléma az volt, hogy a hashartya lektin-
stimulalt szekrécidjaval jard strukturalis valtozasokat nem tudtuk tracer-rel kdvetni, mert az
i.v. bevitt ferritinnek, illetve kationos ferritinnek az erek endothelje gatat szabott és csak
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nagyon kevés nyomjelzé ért el a hashartyaig. A hashartya ala fecskendezés esetén viszont
megsziintek volna a fiziologias korilmenyek. Ezt a probléméat mindeddig még nem sikerult
megoldanunk.

Régota ismeretes, hogy az erek endotheljében bizonyos hatasokra (pl. oxigén hiany)
vacuolék jelennek meg. Dvorak munkacsoportjdban (Harvard) szisztematikusan vizsgaltak
ezeket es megallapitottak, hogy egy olyan sejt organellumrél van sz6 (Dvorak AM és Feng D:
The vesiculo-vacuolar organelle ((VVO)): A new endothelial cell permeability organelle, J.
Histochem. Cytochem. 49, 419, 2001), amely kozvetlenil a VEGF nevi citokin hatasara
alakul ki. Munkankban ezt az atmenetileg kialakuld, majd eltiin6 organellumot (VVO)
megtalaltuk a hashartya mesothel sejtjeiben is. Ebbol elészor arra kovetkeztettiink, hogy a
ConA ascites-indukalé hatasat a VEGF medialja. Kisérleti koriilményeink standardizélasa
utan azonban a VVVO mar nem jelent meg és a VEGF-R2 receptor gatlo antagonistaval végzett
kisérleteink (1.10. fejezet) sem tamasztottak alé a fenti feltételezest.

A ConA-val nem kezelt, kontroll egerekben és patkanyokban a mesothel sejtek
ablumindlis részén a membran nagy szdmban mutatott jellegzetes behiz6désokat, caveolékat.
A lektin-kezelt sejtek citoplazmajaban viszont a caveoldk lefizédése miatt megnétt a
vesiculak szama. Bar kisérleteink még nem fejezédtek be, agy latszik, hogy a vesiculak
jelentik a ConA-stimulélt peritonealis szekréecio morfologiai korrelatumait.

2.5. Jelatvitel

Amikor a ConA ratapad a mesothel sejtek luminalis oldaléra, a szekrécid a vesiculék
kialakulasaval a sejt tuloldalan indul meg, ami egy jelatviteli folyamatra utal. Az Evans-blue-
jelzett albuminnak a vérbél a hasuregbe valo atjutasa (1.4. fejezet) pedig azt bizonyitja, hogy
a feltételezett jel a szubperitonedlis erekhez is eljut és ott is permeabilitast ndvel. Ennek
morfoldgiai jeleit az ereken azonban eddig még nem sikerilt megtalalnunk. A szignalizacio
vizsgalata tovabbi terveink kozé tartozik.

3. Lipopoliszaccharid (LPS) kisérletek

3.1. LPS izolalasa kulénb6zé Gram-negativ baktériumokbdl

A Kkiserletekhez a baktériumok elszaporitdsa és az LPS izolalds Kocsis Béla
laboratériumaban tortént (Orvosi Mikrobioldgia, Alt. Orvosi Kar, PTE, Pécs). Az izolalas
Westphal és Jann (1965) fenolvizes moddszerével tortént, kivéve a leginkabb hidroféb
varidnsokat, ahol Galanos és mtsai (1969) un. PCP mddszerét hasznéltuk. Az E. coli 083
LPS-t tobbfele allatkisérlethez is hasznaltuk, ezért ebbdl nagyon nagy, tébb grammos
mennyiséget allitottunk elé, mig a tébbi (17-féle) molekula-varianst in vitro hasznaltuk fel.
Tisztitas és liofilezés utdn az LPS-t 4°C-on taroltuk. A kilénleges LPS variansokat tartalmazo
két baktérium fajbol (P. gingivalis és R. spheroides) az izolalas még nem fejez6dott be.

3.2. Az LPS hatas a bél morfometriai tulajdonsagaira (lllyés, Kocsis és Baintner)

Ismeretes, hogy az endotoxin (LPS) a bélcsatornabol csak nyomokban vagy egyaltalan
nem szivodik fel. Nem vizsgaltak azonban, hogy nem fejthet-e ki hatdst valamilyen
receptoron keresztll a bél szerkezetére, pl. a sejtosztodas stimulalasaval. Fejlodé patkanyokba
gyomor-szondan at E. coli O83 endotoxint adtunk be (400 mg/ttkg minden alkalommal)
harom napon at minden 8. draban, majd az allatokat levagtuk. A vékonybél harom helyérél
vett szdvettani mintdk morfometriai vizsgalata (Scion Image software) nem mutatott
kilénbséget a kontroll allatokhoz képest.

Hasonloképpen nem mutattak kilonbségeket az aktiv fazis sejtek (monoclonal anti-rat
Ki67 antibody), az apoptotikus sejtek (TUNEL) és az organizer region-associated protein
(AgNOR) kimutatasat szolgal6 a hisztokémiai vizsgalatok eredmenyei.
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Bér a hasznalt LPS adagok parenteralis beadaskor ériasiaknak szamitananak, orélis be-
adas utan nem lehetett toxikus tlineteket megfigyelni, ami ésszhangban van az irodalommal.

3.3. A ConA-LPS reakcio vizsgalata (Kocsis B. és Baintner)

El6zmeny: Ismeretes, hogy szamos Gram-negativ baktérium reagal a ConA-val, de
mas tipusu lektinekkel nem szokott reakcid6 mutatkozni. Korabban ezt kilénb6zé bendé
baktérium fajokkal mi is kimutattuk. Elsésorban a baktérium feliiletén levé LPS reagal.

A jelen vizsgalatokban modszertani fejlesztést végeztiink, tovabba a kilonbdzo
eredetii LPS készitményekkel szerkezet/reaktivitas 6sszehasonlitast is.

Mivel szamos LPS aggregalddasra (micellak képzésére) hajlamos, ez gatolhatja az
agar6zban valo diffuzidjukat és ezért a lektin-reakcié kimutatasat is az Ouchterlony-
technikanak megfeleléen. Ezeknél az LPS-eknél a vizsgalatot 50°C-nal is elvégeztem (az acil-
csoportok olvadaspontja felett), ez azonban csak egyetlen LPS-nél volt eredményes. Mas
LPS-eknél egy Mancini-szert technika volt eredményes. Itt az LPS-t az agar6zba foglaltuk, a
ConA pedig az agarézba vagott medencékbdl diffundalt kifelé. Reakcié esetén a medence
kordl vilagosabb udvar alakult ki. A modszer annyiban kilénbdzik a Mancini-technikatdl,
hogy ott az agardzba foglalt komponens is mobilis, mig nalunk az LPS egy stacioner fazist
alkotott. Masrészt nalunk nem alakult ki egyértelma végpont a reakcioban. Mindenesetre ez a
technika nemcsak hogy quantitativvd tehetd, hanem egyértelmi elbiralast tesz lehetéve,
szemben a hemagglutinécios lemezen végzett probaval, ahol az elbiralas nem egyértelmt.

Az E. coli 083 LPS-bél ecetsavas hidrolizissel izolalt oligoszaccharid (O-antigén)
agarézban a ConA-val halvany precipitacios ivet produkalt (Ouchterlony-technikaval). A
reakcié oka az ismétlédé egyseégekben levé cukor egységek eléforduldsa. Amikor a
molekulaban a lipid A is jelen volt, masszivabb precipitacio jelentkezett, jollehet maga a lipid
A nem reagal a ConA-val, de el6segiti a precipitaciot.

A Shigella sonnei LPS ,,outer core” glukdzt is tartalmaz, de a teljes mutacids sorozat
egyik tagjanal sem lehetett reakciét kimutatni a ConA-val. Ennek legval6szintibb oka, hogy
molekulanként egyetlen glikéz esetén a molekula monovalens és igy nem képes
keresztkotéseket kialakitani a precipitaciohoz. A kilonbdzé eredetii LPS-ekben eléfordul6
kilénleges cukrok (KDO, manno-heptoz, kolitoz, altruronsav) valdsziniileg nem reagalnak
ConA-val, legalabbis a mutans sorozatokban nem lattuk ennek jelét. Az N-acetil-glikozamin
pedig azért nem képes reagalni, mert hidroxiljait acil-csoportok kotik le. A kisérletekrol
beadando cikk keziratat elkészitettik és nyelvi lektordlas utdn az Acta Veterinaria Hungarica
c. folydiratban szeretnénk publikalni.

4. Lektinek tisztitasa

Korabbi kisérleteinkben (Baintner és mtsai, 2003) kimutattuk, hogy az akackereghdl
izolalt lektin (RPA-1) erésen géatolja a gyomor uUrulését és etvagytalansadgot okoz. Ezt az
alapjelenséget, ami specifikusnak latszik az RPA-ra, kivantuk tovabb vizsgalni patkanyon,
mert az egér erre kevésbé alkalmas. A patkany-kiserletekhez viszont annyi lektinre van
szllkség, amennyit megvasarolni nem tudtunk volna. A lektin izolalasahoz megkezdtiik az
akacagak gyijtését, a kéreg lefejtését és extrahalasat. A munkat polgari szolgalatos volt
hallgatdinkra alapoztuk, személyi Kkifizetést erre nem terveztink. A sorkatonasag
megszuntetése utdn azonban munkaeré ellatasunk is megsziint és a témanak ezt a részét nem
folytattuk tovabb.

A fenti okbol elmaradt a buzacsira lektin (WGA) tisztitasa is. Korlatozott volumenii
kisérleteinket a mar korabban rendelkezéstinkre all6 WGA-készitménnyel végeztik. Ezt Kiss
Pétert6l kaptuk (ahogy a PHA készitményt is), aki az izolalast korabban, a néhai GATE
(Godolls) Mezégazdasagi Kémia Tanszékén végezte.
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Rovid dsszefoglalas (masolat)

Els6sorban a novényi lektinek biol. hatésait vizsgaltuk, mégpedig a hemaggl.
elkerulésére i.p. fecskendezve ragcsalokba. A mesothel sejtfelszini glikoprotein oldallancain
megtapado, kilonbdz6 spec. lektinek (és polikationok is) fehérje-dus ascites-folyadék
beadasa utan néhany ora késéssel a pleura és pericardium is szekretalni kezdett, a szdvet-spec.
hatds okat tisztaztuk. Ezutan ConA-t hasznaltunk modell-lektinként. Ellentétben az orélis
hatassal, a peritonedlis hatas nem idegi mediacioju. Eleinte a pro-inflammatorikus mediétorok
sem vesznek részt benne, csak néhany ora elteltével. A kallikrein-gatlo aprotinin részben
gatolt, de az eNOS géatlasa nem hatott. Az ér permeabilitdst novelé hisztamin és
lipopoliszaccharid (LPS) dozis-fiiggé ascites-gatlast mutatott, amit csak direkt a mesothel
sejtekre iranyul6 hatassal lehet magyarazni. Tehat forditott hatasuk van a mesothelre, mint az
endothelre. Ez a munka legfébb eredménye. — Szubakut Kisérletekben a hashartyara tapadt
leukocyta aggregatumok lokalisan leukocytak kilépését valtottak ki az erekbdl, ami a WGA
esetén szelektiv neutrophil diapedezis volt. Sok jelét talaltuk a lektinek fokozatos
felszivodasanak a hasiiregb6l. — Mdédszert dolgoztunk ki a ConA-LPS reakcié agar6z-gélben
vald vizsgalatara eés 6sszehasonlitottuk a kiilonbdz6 szerkezetti LPS-ek reakcioit. — Oralis LPS
utani bél morfometria negativ volt. (1484 leutés)

Megjegyzések

Nem hasznaltuk ki az aprilis 30-ig engedélyezett szakmai zardjelentés hatarid6é hosszabbitast.
Legfontosabb eredményeinket szeretnénk alaposan ,korbejarni”, ezért inkabb a kevésbé
fontos részek vannak kozlés alatt. Kérem ezért az Osszefoglalas késleltetett kozreadasat.

A két 2004-es cikkinknek csak a kisebbik része késziilt a jelen tdmogatas keretében, a cikkek
vegen mindkét forrast jeleztik.

Munkankban a stimulalt peritonealis szekrécio vizsgalata nemcsak hogy szamos uj eredményt
hozott, de Uj kérdéseket is felvetett, amiért is a munkat szeretnénk folytatni.
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