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l. ROVIDITESEK
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Il. BEVEZETES

A Debreceni Egyetem, Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézete hosszi ideje
foglalkozik a taplalkozas, az obezitas, az inzulin rezisztencia és a cukorbetegség témakorével.
Diakkoros hallgatoként 2008-ban kapcesolodtam be az intézet izotdp laboratoriumban folyd
kutatbmunkaba, amely soran radioimmunoassay (RIA) modszerek kifejlesztésének és azok
gyakorlati alkalmazasanak ismereteit sajatitottam el. A disszertaciom témajaként szolgalo
peptidek, nevezetesen a glukagon tipusu peptid-1 (GLP-1) és a melanin koncentralé hormon
(MCH) mérésére kifejlesztett RIA modszerek alkalmazasa hasznos informaciokkal jarulnak
hozz4 intézetiink 6 kutatasi témajahoz. A vizsgalt peptidek legfontosabb biologiai hatasai: a
GLP-1 taplalékbevitel aranyaban fokozza az inzulintermel6dést, az MCH részt vesz az ¢hség
¢s jollakottsag érzés szabalyozasaban. Az obezitas eléforduldsi aranydnak gyors névekedése,
az chhez tarsuld inzulin rezisztencia, majd a kovetkezményesen kialakultdo 2-es tipusu
diabetes mellitus (T2DM) ¢és a cukorbetegséghez tarsuld szovodmények egyre nagyobb
vilagméretli egészségligyi problémat jelentenek, olyannyira, hogy a XXI. szazad {0
népegészségiigyl problémajava valt a T2DM, vezetd helyet foglalva el az ugynevezett nem
fert6z6 civilizacios betegségek soraban (Kolovou és mtsai 2007). Az obezitas kialakulasaban
a genetikai hattér mellett szerepet jatszanak a kornyezeti tényezdk, a mozgasszegény €letmod,
az egészségtelen taplalkozas, valamint egyes gyogyszerek (pl. atipusos antipszichotikumok)
tartos hasznalata. A WHO adatai szerint a vilagon jelenleg tobb mint 420 millié embert érint a
cukorbetegség, hazdnkban pedig a lakossag kozel 10 %-at, amely adatok évrdl évre emelkedd
tendenciat mutatnak.

Ezen sokakat érint6 téma tanulmanyozasahoz nyujt nagy segitséget az Gjonnan kifejlesztett
két RIA modszeriink gyakorlati alkalmazasa a kisérletes inzulin rezisztencia és a 2-es tipusu
diabetes kialakuldsi koriilményeinek vizsgalatdban. A kisérletes kutatomunkdn kiviil
els6sorban az MCH RIA modszeriink klinikai gyakorlati alkalmazasatol varunk alapvetd
fontossdgi 1) megfigyeléseket. A disszertdcidmban ismertetett kisérleti eredményeink és
tudomanyos ismereteink alapjan ugyanis feltételezziik, hogy az MCH a szervezetben kettds
szereppel rendelkezik. Egyrészt neuro-transzmitter a kozponti idegrendszerben, masrészt
étkezés hatdsara felszabadulé gasztrointesztinalis keringd hormon is, amely fontos szerepet
jatszhat nemcsak a taplalékfelvétel szabalyozasaban, hanem az emésztés folyamatdban is.
Feltételezhetéen hatdssal van olyan betegségek kialakuldsara, mint a koros elhizas, vagy

éppen a koros sovanysag. Nagy érzékenységii és specifikus MCH RIA moédszeriink klinikai



alkalmazasa tavlatokat nyithat meg akar még eddig ismeretlen korképek (pl. MCH termeld
adendma) megismeréséhez is.

A 2017 tavaszdn benyujasra keriilt EFOP-3.6.2-es palyazathoz ,,4 melanin koncentralo
hormon (MCH) szerepének vizsgalata a juvendlis obezitas kialakulasaban” cimi kutatési
tervvel csatlakoztunk. Az alprojekt megvaldsitasaban a Debreceni Egyetem Farmakologiai
Intézetén és Gyermekgyogyaszati Klinikajan kiviil a Szegedi Tudomanyegyetem ¢€s a Pécsi

Tudoményegyetem Gyermekgyodgyaszati Klinikai vesznek részt.



1. TRODALMI ATTEKINTES

I1.1. Glukagon tipusu peptid-1 (GLP-1) irodalmi attekintése

A proglucagont, amely molekula prekurzora a glucagonnak és tovabbi mas glucagon-
tipusu peptideknek (GLP-1, GLP-2, oxintomodulin), kddol6 gént 1983-ban klonoztak (Bell és
mtsai 1983). Kideriilt, hogy ugyanaz a gén egyarant megtalalhaté a pancreas o-sejtjeiben,
valamint a vékonybél L-sejtjeiben. A kétfajta sejttipusban termel6dd proglucagon azonos
felépitésti (160 aminosavat tartalmaz), ellenben a poszt-transzlacids folyamat, valamint az
ennek soran képzddd biologiailag aktiv peptidhormonok teljesen kiilonboznek (Vilsboll
2004). A pancreas a-sejtjeiben képzédik a glucagon, a vékonybél L-sejtjeiben a GLP-1 és
GLP-2 (1. abra).

PROGLUCAGON
1 30 33 61 78 107 126 160
GRPP GLUCAGON GLP-1 GLP-2
PANCREAS
1 30 32 61 72 158
GRPP GLUCAGON GLP-1 GLP-2
nagy proglucagon fragment
VEKONYBEL
1 69 78 107 126 158
T T
GRPP | | GLUCAGON | GLP-1 GLP-2
glicentin

1. abra: Poszt-transzlacios folyamatok

A GLP-1 megjelolés nem egy adott peptidre vonatkozik, hanem egy egész molekula
csoportra, nevezetesen magaba foglalja az alabbi peptideket: GPL-1 (1-37), GLP-1 (7-37),
GLP-1 (9-37) tovabba az amidalt formakat: GLP-1 (1-36)-NH;, GLP-1 (7-36)-NH,, GLP-1
(9-36)-NH; (Deacon és Holst 2009). Biologiailag aktiv formak ezek koziil a GLP-1 (7-37) és
a GLP-1 (7-36)-NH; (2. abra).



GLP-1 (1-37)

His-Asp-Glu-Phe-Glu-Arg-His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-GlIn-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-
Val-Lys-Gly-Arg-Gly

GLP-1 (1-36)-NH,

His-Asp-Glu-Phe-Glu-Arg-His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-Gln-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-
Val-Lys-Gly-Arg-NH,

GLP-1 (7-37)

His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-GIn-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-
Val-Lys-Gly-Arg-Gly

GLP-1 (7-36)-NH,

His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-GIn-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-
Val-Lys-Gly-Arg-NH,

GLP-1 (9-37)

Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-GIn-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-
Val-Lys-Gly-Arg-Gly

GLP-1 (9-36)-NH,

Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-GIn-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-
Val-Lys-Gly-Arg-NH;

2. abra: GLP-1 peptidek aminosav szekvenciaja

A GLP-1 peptidhormon szamos bioldgiai hatassal rendelkezik az €16 szervezetben (3. dbra).
Javitja a gliikoz homeosztazist a tapanyag bevitel altal kivaltott inzulin felszabadulas
stimulalasa és a glucagon elvalasztas csokkentése révén. Cukorszint aranyaban fokozza az
inzulin szekrécidjat a pancreas-bol, ugyanakkor csokkenti a glucagon termelédését és
felszabadulasast. Fokozza a pancreas B-sejtjeinek novekedését és az inzulin termelodéséért
felelés gén expresszidjat. Nagymértékben fokozza az inzulin szenzitivitast. Gatolja a
gyomorsav termelddést és csokkenti a gyomor kiliriilés sebességét, ezaltal az ¢hségérzet
kialakulasa lelassul, a taplalék bevitelt mennyisége visszaesik (Motta és mtsai 2012, Gautier
¢s mtsai 2005, Brubaker 2010). Lathatd, hogy a GPL-1 direkt és indirekt uton is hatassal van a
szervezet cukor haztartdsara, ezaltal fontos és tanulmanyozando faktorra valik az obezitas és

cukorbetegség mechanizmusanak tanulméanyozasban.
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3. abra: GLP-1 fizioldgiai hatasai

A GLP-1 RIA kifejlesztésében nagy nehézséget jelent a molekularis sokféleség. Lehetetlen
olyan RIA modszert kifejleszteni, amelyik egyforma mértékben méri valamennyi GLP-1
peptidet, ugyanakkor olyan assay sem dolgozhat6 ki, amelyik csak egyetlen format mér a hat
varians kozil (Lelesz és mtsai 2014). A peptid mérésre az alabbi RIA mddszerek fejleszthetdk
ki: 1. Specifikus RIA fejlesztheté ki a GLP-1 (1-37) és GLP-1 (1-36)-NH, formak ko6zos
mérésére, olyan ellenanyag hasznalataval, amelyik a két peptid kozés N-termindlis
szekvenciajat (His-Asp-Glu-Phe-Glu) koti meg. Ez az assay a tobbi négy GLP-1 format nem
mérni. 2. RIA fejleszthetd ki a GLP-1 (7-37) és a GLP-1 (7-36)-NH; egyiittes mérésére.
Ebben az esetben olyan ellenanyagot kell hasznélni, amelyik a két peptid k6zos N-terminalis
szekvenciajat (His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe) koti meg. Ez az assay keresztreakciot adhat a masik
4 peptidel, vagy azok koziil valamelyikkel. 3. RIA fejleszthetd ki a GLP-1 (9-37) és GLP-1
(9-36)-NH; kozos mérésére, ekkor a két peptid kozos N-terminalis szekvenciajat (Glu-Gly-
Thr-Phe-Thr) megkotd ellenanyagot kell hasznalni a mérésnél. Keresztreakcid a masik 4
peptiddel itt is elképzelhetd. 4. Egyiittesen mérhetdk az amidalt formak (GLP-1 (1-36)-NHp,
GLP-1 (7-36)-NH,, GLP-1 (9-36)-NH2) olyan ellenanyag alkalmazasakor, amelyik a harom
peptid kozos C-terminalis (Leu-Val-Lys-Gly-Arg-NH;) részéhez kotédik. Keresztreakcio a
masik 3 peptiddel szinte biztos. 5. Végezetiil egyiittesen mérhetdk a GLP-1 (1-37), GLP-1 (7-

10



37) és GLP-1 (9-37) formak, ha az ellenanyag ezen peptidek C-terminalis kozos szekvenciajat
(Val-Lys-Gly-Arg-Gly) koti meg. Munkacsoportunk ez utobbi, C-terminalis RIA kifejlesztése
mellett dontott. Biztunk benne, hogy a bedllitott assay az amidalt formakat is mérni fogja
valamilyen mértékben, igy olyan assay all majd a rendelkezésiinkre, amelyik a mintak teljes

GLP-1 tartalmar6l ad majd felvilagositast.

I11.2. Melanin koncentralo hormon (MCH) irodalmi attekintése

A melanin koncentraldé hormont eldszor 1983-ban, lazacok agyalapi mirigyébdl
izolaltak és azonositottak kémiai szerkezetét. Megallapitast nyert, hogy a halakbol izolalt
MCH 17 aminosavbol all és ciklikus szerkezet(i. Biologiai hatasat tekintve, nagy szerepet
jatszik a csontos halak bérének pigmentacio szabalyozasaban (Kawauchi és mtsai 1983). Par
évvel késobb patkdny hypothalamusboél is sikeriilt izolalni az MCH-t (Vaughan és mtsai
1989), amelynek szerkezeti képlete a 4. abran lathato. A patkany és egyben az emlé6s MCH
szintén Ciklikus szerkezetii, de nem azonos a korabban lazacokboél izolalt MCH-val. Az emlGs
MCH 19 aminosanbél all, (az N-terminalis szakaszon 2 aminosavval hosszabb, tovabba a
peptidlancban 4 helyen aminosav csere tortént), amelyben di-szulfid hid kapcsolja 6ssze a 7-
es és 16-os pozicioban talalhato Cys aminosavakat. A peptid Tyr-t is tartalmaz (13-as

pozicid), amely a radioaktiv (1251) jelolés, a RIA kifejlesztés szempontjabol fontos tényezo.

4, abra: Emlos MCH aminosav szerkezete
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A kémiai szerkezet és biologiai hatas Gsszefliggéseit vizsgald kisérletek soran kimutattak,
hogy a hurkos szerkezet elengedhetetlen a bioldgiai aktivitds szempontjabol, valamint hogy a
gylriiben talalhatdo Arg (arginin) és Tyr (tirozin) aminosavak fontos szerepet toltenek be az
MCH biologiai hatasanak kialakulasdban (Kawazoe és mtsai 1987). A peptid tipusu
antagonista vegyiiletek létrehozasanal ezeket az aminosavak modositjak, vagy cserélik ki. Az
emlés MCH a poszt-transzlacios folyamat soran egy 165 aminosavat tartalmazé prekurzor
polipeptid molekulabdl képzddik (5. abra). Az MCH eredetileg a preprohormon C-terminalis
részében foglal helyet, majd a 145-6s és 146-os Arg aminosavak kozotti proteolitikus hasitas
kovetkeztében valik szabadda és alakul at biologiailag aktiv peptid hormonna. Az MCH
mellett két masik biologiailag aktiv peptid is képzOédhet az azonos prekurzor molekulabol,
nevezetesen a neuropeptid E-I és neuropeptid G-E, mas alternativ poszt-transzlacios
folyamatok soran (Nahon és mtsai 1989, Nahon 1994, Viale és mtsai 1999).

1 22 110 131 147 165
NH2 s NGE INEI IMEH -COOH
pre-pro-MCH 1-165

szignal peptid 1-21

pro-MCH 22-165

neuropeptid G-E 110-128

neuropeptid E-I 131-143

MCH 147-165

5. abra: Poszt-transzlaciés folyamatok

Az MCH emldsokben tulnyomorészt a lateralis hipotalamuszban valamint a zona incertaban
expresszalodik (Bittencourt és mtsai 1992, Cassati és mtsai 2002), de megjelenése alacsony
szinten néhany periférias szervben, szOvetben is megfigyelhetd, mint példaul a
hasnyalmirigyben, a vastagbél epitelialis sejtjeiben, valamint az adipocitakban (Tadayyon és

mtsai 2000, Kokkotou és mtsai 2008, Bradley és mtsai 2000, Pissios és mtsai 2007).
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A peptid emldsokben jatszott €lettani szerepével kapcsolatban kimutattdk, hogy kulcsszerepet
tolt be a taplalkozasi viselkedés szabalyozasaban. Kontrol alatt tartja az energia egyensulyt, a
taplalék felvételt, a testsulyt valamint az anyagcserét (Marsh és mtsai 2002, Ito és mtsai
2003). MCH adasaval fokozhato a taplalék felvétel, ami hossza tavon stlygyarapodashoz,
majd elhizashoz vezet (Bradley ¢és mtsai 2000). Ezeken tul bizonyitottan, vagy
feltételezhetGen részt vesz a cukorbetegség (Tadayyon és mtsai 2000, Pissios és mtsai 2007),
a bélgyulladas (Kokotou ¢és mtsai 2008) kialakuldsdban, valamint az alvéas-ébrenlét ciklus
szabalyozasaban (Verret és mtsai 2003).

Az MCH ¢lettani szerepét két G-protein kapcsolt receptoron keresztiil fejti ki, nevezetesen az
MCHRL1 (Saito és mtsai 1999, Chambers és mtsai 1999, Lembo és mtsai 1999) és MCHR2
(Sailer és mtsai 2001, Wang és mtsai 2001, Rodrigez és mtsai 2001) receptorokon. Az
MCHRI1 egy 353 aminosavbol 4ll6 fehérje, amely magas fokti homologiat mutat a
szomatosztatin receptor csaladdal. Az MCHR2 340 aminosavbol épiil fel, hozzavetdlegesen
40%-o0s egyezést mutat az MCHR1-el. Elsédleges receptornak az MCHR1-et tekintjiik.
MCHRI1 és MCHR2 receptorok jelatviteli itvonala a 6. abran lathato (Presse és mtsai 2014).
Az MCH receptorok kiilonféle G-proteinekhez (Gi, Go, Gy11) kapcsolodhatnak. A G; protein
aktivalodasa az adenilat-ciklaz aktivitasdnak csokkenését eredményezi, valamint csdkkenti a
ciklikus adenozin monofoszfat (cAMP) képzodését. A Go vagy Ggii proteinek aktivalodasa
Ras/Raf ttvonalon keresztiil torténd mitogén aktivalta protein kinaz (MAPK) aktivacidohoz,
valamint emelkedett Ca®* koncentraciohoz vezet, amely az inozitol trifoszfat (IP3) és
foszfolipaz C/protein kinaz C (PLC/PKC) ttvonalak aktivalodasa révén kovetkezik be. Ezen
kaszkadok mukodésbe 1épése végiil a géntranszkripcid megvaltozasahoz, sejtproliferacidhoz

és differencialodashoz vezet.
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6. abra: MCHR1 és MCHR2 jelatviteli utvonala emlés sejtekben

Mindkét receptor expresszidja a kozponti idegrendszernek az energia-haztartast szabalyozo
teriileteken, mint a nucleus arcuatus (ARC) valamint a ventralis medialis hipotalamusz
figyelhetd meg. Az ARC a hypothalamus béazisan helyezkedik el, amelynek sejtcsoportjaibol
indulnak ki a taplalékfelvétel orexigén as anorexigén palydi. Az orexigén palya felelés a
taplalékfelvételt elosegitéséért, meginditasaért és az étvagy fokozdodasaért.

Munkacsoportunk, amely a taplalkozas, obezitas és diabétesz témakorben végez tudomanyos
munkat, fontosnak tartotta egy érzékeny és specifikus MCH RIA moddszer kifejlesztését,
amelyek segitségével vizsgdlni tudjuk a peptid szoveti eloszlasat és plazma szintjét

egészséges (kontroll), beteg €s kezelt allatokban.

111.3. Radioimmunoassay (RIA) irodalmi attekintése

A radioizotoppal jelzett reagenst alkalmazo ligandassay-k kifejlesztése a XX. szazad
hatvanas éveiben kezdddott a radioimmunoassay, vagy roviden RIA kidolgozasaval. Steve
Berson és Rosalyn Yalow az inzulin mérésére alkalmazta el6sz6r a modszert 1960-ban
(Berson és Yalow 1960). Ligandassay-kben az antigén (mérendé anyag) meghatdrozasara
tobbségében immunglobulinok (immunoassay), de sziikség szerint receptor fehérjék
(receptorassay, Davenport és Russel 1996), vagy fiziologias szallitd fehérjék (kompetitiv
fehérje kotési analizis (CPBA), Ekins 1960) hasznalhatok specifikus kotéanyagnak. A RIA
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alapja az antigén és az ellene termelt antitestek kozotti immunkémiai reakcio, amelynek soran
az antigén izotoppal jelolt és jeloletlen formaja vetélkedik az antitest kotési helyeiért. A
vetélkedés csak akkor valosul meg, ha a kotéhelyek szama joval kevesebb, mint a bemért,
kotddni képes hideg és jelolt antigén mennyisége. A mddszer detektalhatdsagat a jo1 mérhetd
jelet hordoz6 radioaktiv anyag, a tracer biztositja. Egy jo RIA-nal a mérési hatar a 0,1 fmol/ml
antigén koncentracio. A rendkiviili érzékenység abbol adodik, hogy a moddszer egyesiti
magaban az antigén-antitest reakciok specifikussagat, valamint az izotdpos méréstechnika
nagy érzekenységet. Az eljarasnak a kifejlesztése ota fennalld toretlen népszeriisége abban
rejlik, hogy nagyon kis anyagmennyiségekbdl lehet pontos koncentracid meghatarozast
végezni sorozatmérésben. A modszer (amely szovetek és testnedvek hormontartalmanak,
szteroid koncentraciojanak meghatarozasara alkalmas és ezzel hozzajarult az endokrinologia

forradalmi megujitasahoz) kifejlesztését 1977-ben Nobel-dijjal jutalmaztak.

Egy RIA eljaras laboratoriumi beallitdsahoz a 7. abran felsorolt feltételek sziikségesek:

1. Antigén

2. Radioaktiv antigén

3. Antigén specifikus antitest

4. Optimalis koriilmények meghatarozasa
5. Szeparacios eljaras

6. Minta elokészités

7. abra: RIA Kkifejlesztésének feltételrendszere

Sziikség van nagy tisztasdgi antigénre (mérni kivant anyag), ugyanezen antigénnek
radioizotoppal jelolt formajara, valamint az antigénnel és a radioaktiv antigénnel specifikusan
reagalé antitestre. Ezek utan meg kell hatarozni az antigén-antitest kotédési reakcio optimalis
koriilményeit, majd ki kell valasztani a megfeleld szeparaciods lejarast, amellyel elkiilonithetok
az antitesthez k6tddott és szabadon maradé antigén frakciok. Az adekvat minta elokészités a

pontos mérés elofeltétele.
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8. abra. Radioimmunoassay alapelve

A 8. abra szemléletesen mutatja be a RIA alapelvét. A csovek limitalt, de azonos mennyiségii
antitesteket és ugyancsak azonos mennyiségli jelolt anyagot tartalmaznak. (A kotShelyek
szama kevesebb, mint a tracer mennyisége.) Valtozd mennyiségii hideg antigen (standard,
vagy a mérendé minta) hozzdadasat kdvetden, az inkubacids periodus alatt zajlo reverzibilis
kotodési reakcid eredményeként beall a kémiai egyensuly. A képzodott jelolt antigén-antitest
komplex mennyisége forditott aranyban fiigg a jelen 1év0 hideg anyag mennyiségétol. Ha
noveljilk a hideg antigén mennyiségét (kalibracids gorbe felvétele), akkor csokken a
radioaktiv komplex ardnya és nd0 nem radioaktiv komplex ardnya, mikdzben az
immunkomplex 6sszes mennyisége allando.

A Kklasszikus kompetitiv immunoassay (korldtozott mennyiségli antitest, feleslegben
alkalmazott jelzett és hideg antigén) mellett, ahol a reakcidban részt vevd és keletkezd
valamennyi komponens vizoldékony, kifejlesztésre keriiltek az tigynevezett immunometrikus
modszerek, ahol a radioizotoppal jelzett antitest a tracer, tovabba az egyik komponens szilard
fazishoz kotott (reakcidesé faldhoz) formdban van jelen. Az immunoradiometrikus assay
(IRMA) esetében a korlatozott mennyiségli jelzett antitest megoszlik az oldatban 1évd antigén
és a szilard fazishoz kotott antigén kozott. A reakcid lejatszodasa utan a szilard fazison mért
jel mértéke forditottan aranyos a minta antigén tartalmaval (Miles és Hales 1968). A sinlge-
site immunometrikus assay tovabbfejlesztésével, a jelzett antitest feleslegben adott

mennyiségével alakult ki a nem kompetitiv two-Site, vagy szendvics-tipusii immunoassay
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(TSA). A mérés soran az antigén két kiillonbozé epitopja ellen termelt antitestet alkalmaznak
feleslegben. Az egyik antitest szilard fazison rogzitett, ez a kotd (capture) antitest, ehhez
kapcsolodik a mérendd antigén. A masik antitest radioaktivan jelzett (signal) antitest, amely a
koto antitestek altal mar megkotott antigénhez kapesolodik. A szilard feliileten (kémcesé falan)
olyan immunkomplex jon Iétre, ahol a két antitest szendvics-szeriien fogja kozre a mérendd
antigént. Mosast kovetden a szilard fazison mért jel mértéke egyenesen aranyos a minta

antigén tartalmaval (Halleen és mtsai 1999).
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IV. CELKITUZES

Két olyan 0j radioimmunoassay (RIA) moédszer kidolgozasat terveztiikk, amelyek
gyakorlati alkalmazasa hasznos informaciokkal jarulhat hozzd a Debreceni Egyetem,
Farmakolégiai és Farmakoterapiai Intézetében folyd élettani alapkutatashoz, nevezetesen a
taplalkozas, az obezitds, az inzulin rezisztencia és a 2-es tipusi cukorbetegség
Osszefliggéseinek tanulmanyozasahoz. RIA kifejlesztéshez kivalasztott két peptid hormon: a
glukagon tipusu peptid-1 (GLP-1) és a melanin koncentralé hormon (MCH). Ezek a pepdidek
biologiai hatdsaik alapjan (inzulintermelés szabalyozasa, taplalék felvétel kontrollalasa)
fontos szerepet jatszanak a szervezet energia egyensulydnak ¢€s anyagcseréjének a
szabalyozdsaban. Mennyiségi meghatdrozasuk a plazmaban és a szovetekben, illetve a
kezelésre bekovetkezd valtozasok nyomon kovetése uj adatokkal szolgdlnak az inzulin

rezisztencia ¢€s a 2-es titusu cukorbetegség kialakulasi koriilményeienk a vizsgalataban.

A RIA modszerek kifejlesztésehez az alabbi részfeladatokat kellett megoldani:

- a GLP-1 és az MCH peptidek szintézise,

- immunogének készitése (a peptidek hordozé fehérjéhez torténd kapcsoldsa),

- immunizalas (ellenanyogok termelése),

- az antiszérumok karakterizalasa (titer, affinitas, specificitas),

- a peptidek radioaktiv izotoppal torténd jeldlése,

- a RIA tracerek tisztitasa,

- a RTA modszerek gyakorlati kivitelezése (optimalis mérési koriilmények meghatarozasa,
szeparacios eljaras kivalasztasa, az assay-k kiértékelése €s ellendrzése),

- a plazma- és szovetmintak mérésre torténd elékészitése.

Az Ujonnan kifejlesztett GLP-1 RIA moddszeriink esetében tervbe vettiik alkalmazasat
atipusos, antipszichotikum okozta elhizds és inzulin rezisztencia patkany modellben. A
kisérletben Sprague-Dawley patkanyokat kezeltiink olanzapinnal, majd a vizsgalat végén
megmértiik az éhgyomri és a gliikdz tolerancia teszt alatti plazma GLP-1 szinteket és

meghataroztuk a gliikoz toleranciat.
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Laboratoériumunkban beallitott MCH RIA moddszeriink alkalmazasaként szoveti MCH
tartalom meghatarozasokat terveztiink. Wistar patkanyok gasztorintesztindlis traktusanak
egyes szakaszaibol, kozponti idegrendszeri teriileteikbdl és egyéb mas periférias szerveikbol

szoveti peptid koncentracid meghatarozasokat végeztiink.
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V. GLP-1 és MCH RIA MODSZEREK KIFEJLESZTESE

V.1. RIA mddszerek kifejlesztéshez sziikséges peptidek és anyagok

A RIA moédszerek kifejlesztéséhez sziikséges peptidek szintézise, Prof. Dr. Toth

Gabor iranyitasa mellett a Szegedi Tudomanyegyetem, Orvosi Vegytani Intézetében tortént.

V.1.1. GLP-1 (19-37) és Cys®-GLP-1 (19-37) peptidek szintézise

A peptideket: H-Tyr-Leu-Glu-Gly-Gln-Ala—Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-Val-
Lys-Gly-Arg-Gly-OH [GLP-1 (19-37)] és H-Cys-Tyr-Leu-Glu-Gly-GlIn-Ala-Ala-Lys-Glu-
Phe-lle-Ala-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-Gly-OH [Cys©?-GLP-1 (19-37)]  'Boc kémiai
technika alkalmazasaval allitottak el6. A peptid lancok felépitése Pam gyantan tortént (0,73
mmol/g) manudlis szintézis technika alkalmazasaval. Az oldallanc-véddcsoportok a
kovetkezok voltak: Boc-Lys(2ClZ), Boc-Tyr(2BrZ), Boc-Arg(Tos) és Boc-Glu(Oc-Hex). A
kapcsolast DCC-vel és HOBt-vel hajtottak végre. Az aminosav inkorporaciot kvantitativ
ninhidrin teszttel kovették nyomon (Kaiser és mtsai 1970). Az elkésziilt peptid gyantakat
folyékony HF/dimetil-szulfid/p-cresol/p-thiocresol-al kezelték (86:6:4,2 % v/v), 0 °C-on 45
percig. A HF eltavolitasa utan a kapott szabad peptideket 10 %-0s vizes ecetsavval
szolubilizaltak, sziirték, majd liofilizaltak. A nyers peptideket (GLP-1 (19-37): 40 mg, Cys®-
GLP-1 (19-37): 100 mg) félpreparativ  RP-HPLC-vel (Knauer, Berlin, Németorszag)
tisztitottak, 0.1%-os TFA és 80 %-os acetonitril (AcN) oldészerrendszer alkalmazasaval
Phenomenex Jupiter (Torrance, Kalifornia) C18 10 um-es oszlopon (15x9x250 mm). A
gradiens 35 %-r6l 55 %-ra nétt 60 perc alatt mindkét esetben. Az abszorbanciat 220 nm-en
detektaltak. Az egyesitett frakciok liofilizacioja a GLP-1 (19-37) esetében 13,5 mg tiszta
terméket eredményezett, mig a Cys®@-GLP-1 (19-37) esetén 23,8 mg-ot. A peptidek
tisztasaganak analitikai értékelése RP-HPLC-vel 4,6x9x250 mm-es Phenomenex Luna C18
oszlopon tortént, HP 1050 HPLC rendszeren (Hewlett Pacard, Palo Alto, Kalifornia). Az
analitikai kontrol HPLC vizsgalatok optimalis koriilményei: aramlasi sebesség 1,0 ml/min
volt, gradiens: 42 %-rol 52 %-ra valtozott 15 perc alatt a GLP-1 (19-37) esetében. A Cys©®-
GLP-1(19-37) vizsgalatanal az aramlasi sebesség szintén 1,0 ml/min volt, a gradiens: 45 %-
rol 60 %-ra emelkedett 15 perc alatt. A retencios id6 (Rt) a GLP-1 (19-37) esetében Rt: 8,65
perc, a Cys”-GLP-1 (19-37) peptid esctében Rt: 7,27 perc volt. Végezetiil a szintetikus

20



peptidek karakterizalasa tomegspektrometriaval tortént, Finnigan TSQ 7000 tandem
kvadrupol tomegspektrométer (IET, Mundelein, Illinois, USA) hasznalataval, amely
elektrospray ionforrassal van felszerelve. A mért molekulatomeg (Mw) a GLP-1 (19-37)
esetén 2136,3 volt (szamitott Mw: 2136,48). Ugyanezen adatok a Cys®-GLP-1 (19-37)
estében: mért Mw: 2239,0 (szamitott Mw: 2238,61). A peptidszintézis hatasfoka GLP-1 (19-
37) esetében 36 %, a Cys@-GLP-1 (19-37) esetében 24 % volt. A nagy tisztasagih GLP-1 (19-
37) peptidet radioaktiv (**I) jeldlésre, valamint standardként hasznaltuk a késébbiekben a
RIA moédszer kifejlesztésénél. A Cys©-GLP-1 (19-37) peptidet BSA hordozofehérjéhez

kapcsolva nyulak immunizaldsa alkalmaztuk.

V.1.2. MCH szintézise

Az MCH (H-Asp-Phe-Asp-Met-Leu-Arg-Cys-Met-Leu-Gly-Arg-Val-Tyr-Arg-Pro-
Cys-Trp-GIn-Val-OH (diszulfid-hid a Cys"” és Cys"® aminosavak kozott) peptidet Fmoc
kémiai technikaval allitottak eld. A peptid lanc felépitése Wang gyantan (0,41 mmol/g) tortént
a standard protokollnak megfeleléen egy CEM tipust mikrohullamu peptid szintetizator
(Magne-Chem, Budapest, Magyaroroszag) alkalmazasaval. Az oldallanc védécsoportok a
kovetkezOk voltak: Fmoc-Asp(OBut), Fmoc-Arg(Pbf), Fmoc-Cys(Trt) és Fmoc-Tyr(But). A
kapcsolast HOBT ¢s HBTU segitségével hajtottak végre. A szintézist koveton a kész peptid
gyanta 0,5 g-jat TFA/H,O 95:5 aranyu elegyével kezelték, amely 3 % DTT-t tartalmazott O
°C-on, 3 6ran at. A gyanta lesziirése utan nyers peptidet hideg éterrel precipitaltak, majd a
kapott szabad peptidet 10 %-0s vizes ecetsavval szolubilizaltak, ismét sziirték, végezetiil
liofilizaltak. A nyers peptidet (100 mg) 0,1 mol/l (pH 7.5) ammoénium-acetat puffer/AcN 1:1
aranyu elegyében (100 ml) oldottak fel és hozzaadtak 627 mg (0,12 mmol, 3 eq.) ClearOx
gyantat alland6 keverés kdzben. 2 ora elteltével az oldatot lesziirték, liofilizaltdk majd a kész
peptidet fél-preparativ RP-HPLC-vel tisztitottak 0,1 %-0s TFA (A olddszer) és 80 %-0s AcN
(B oldészer) alkalmazasaval Phenomenex Jupiter (Torrance, Kalifornia, USA) C18 10 um-es
oszlopon (15x9x250 mm), Shimadzu (Duisburg, Németorszag) HPLC rendszeren. Peptid
detektalasa 220 nm abszorpcios hullamhosszon tortént. A liofilizacid 10 mg tiszta ciklikus
patkdny MCH-t eredményezett, amely 0sszességében 10 %-os szintézis hatékonysagnak felel
meg. A ciklizalt peptid tisztasaganak analitikai értékelése RP-HPLC-vel 4,6x9x250 mm-es
Phenomenex Luna C18 oszlopon tortént, HP 1050 HPLC rendszeren (Hewlett Pacard, Palo
Alto, Kalifornia). Az analitikai kontrol HPLC vizsgalatok optimalis koriilményei a
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kovetkezOk voltak: aramlasi sebesség 1,2 ml/min volt, gradiens: 40 %-rol 55 %-ra valtozott
15 perc alatt. A retencios id6 7,64 percnek adodott. Végezetiil a szintetikus patkany MCH
karakterizdlasa tomegspektrometriaval tortént, Finnigan TSQ 7000 tandem kvadrupol
tomegspektrométer (IET, Mundelein, Illinois, USA) hasznalataval. A mért molekulatomeg
(Mw) 2385,6, ami kozel azonos az elméleti (szamitott Mw: 2386,9) értékkel. Ezt a nagy
tisztasagt peptidet nativ forméaban radioaktiv (**I) jelolésre, valamint standardként
hasznaltuk a RIA moédszer kifejlesztésénél, konjugalt formajat pedig ellenanyag termelés

céljabol nyulak immunizalasara alkalmaztuk.

V.1.3. GLP-1-hez és az MCH-hoz hasonlé szerkezetli mas peptidek

A RIA modszerek kifejlesztésénél a GLP-1-hez és az MCH-hoz hasonldé rokon
szerkezetll, valamint bioldgia hatdsaikhoz kapcsolodoan az alabbi peptideket hasznaltuk fel

keresztreakcios vizsgalatkohoz:

PEPTIDEK GYARTO

GLP-1 (1-37) Phoenix Pharmaceuticals (Burlingame, California, USA)
GLP-1 (7-37) Phoenix Pharmaceuticals (Burlingame, California, USA)
GLP-1 (9-37) Novus Biologicals (Littleton, Colorado, USA)

GLP-1 (7-36)-amid Millipore Corporation (St. Charles, Missuri, USA)
GLP-2 Bachem (Bubendorf, Switzerland)

Glucagon Bachem (Bubendorf, Switzerland)

GIP Sigma (St. Louis, Missouri, USA)

Inzulin Lilly Hungaria (Budapest, Magyarorszag)

Secretin Bachem (Bubendorf, Switzerland)

VIP Bachem (Bubendorf, Switzerland)

Tyr®, Phe™)-MCH Orvosi Vegytani Intézet (Szeged, Magyarorszag)

MCH (6-17) Sigma (St. Louis, Missouri, USA)

Orexin A Sigma (St. Louis, Missouri, USA)

Leptin Sigma (St. Louis, Missouri, USA)

a-MSH Sigma (St. Louis, Missouri, USA)

a-Endorphin Sigma (St. Louis, Missouri, USA)
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B-Endorphin Sigma (St. Louis, Missouri, USA)

ACTH (1-39) Sigma (St. Louis, Missouri, USA)
ACTH (1-24) Sigma (St. Louis, Missouri, USA)
NPY Sigma (St. Louis, Missouri, USA)

I. tablazat: Rokon szerkezetii peptidek

V.1.4. A RIA mddszerek kifejlesztéséhez sziikséges tovabbi anyagok

Sigma (St. Louis, Missouri, USA): jodogén (1,3,4,6-terachloro-3a,6a-difenil glikoluril),
szarvasmarha szérum albumin (BSA), natrium-azid, glutaraldehid, inkomplet Freund
adjuvans, inzulin, dializis cs6

Serva (Heidelberg, Németorszag): Norit A (csontszén), dextran FP 70

Izotép Intézet (Budapest, Magyarorszag): hordozo-mentes Na'®|

VWR (Debrecen, Magyarorszag): natrium-dihidrogén-foszfat, dinatrium-hidrogén-foszfat,
natrium-Kklorid, diklor-metan, boroszilikat tiveg RIA csévek (12 X 75 mm)

Fluka (Buchs, Svajc): trifluor-ecetsav (TFA)

Carlo Erba (Rodano, Olaszorszag): HPLC-tisztasagu acetonitril, HPLC-tisztasag metanol
Richter Gedeon (Budapest, Magyarorszag): olanzapin

Merck (Darmstadt, Németorszag): polipropilén RIA csovek (12 X 75 mm)

Roche Diagnostics (Basel, Svajc): Accu-Chek vércukorszintméro

Charles River (Budapest, Magyarorszag): allatok (Uj-Zélandi fehér nyulak, Wistar

patkanyok, Sprague-Dawley patkanyok)

V.2. Immunogének készitése

Az ellenanyag termelésre szant peptidek (Cys®-GLP-1 (19-37), patkany MCH)
molekulaméretiikb6l adéddan haptének, ezért csak hordozofehérjéhez (BSA, tiroglobulin)
kapcsoltan alkalmasak immunvalasz kivaltasara. Harom kapcsoldsi technika 4ll rendelkezésre:
Vegyes anhidrides kapcsolas esetén a peptid a szabad karboxil-csoportjan keresztiil kotédik a
fehérjemolekuldhoz. A glutaraldehides modszer a szabad amino-csoporton keresztiil torténd

kapcsolast eredményez, mig a karbodi-imides eljaras esetén lehetdség van akar a karboxil-,
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akér az amino-csoporton keresztiil torténd kotés kialakitasara (Laszlo és Jandky 1986). A
kiilonb6z6 kapcsoldsi technikdk lehetdséget teremtenek az immunizélds soran termelédd
antitestek specificitdsanak megtervezéséhez, ugyanis az ellenanyag a peptid szabadon maradé

vége ellen termelodik.

V.2.1. BSA-Cys©-GLP-1 (19-37) immunogén készitése

GLP-1 specifikus ellenanyag termelése céljabdl a szintetizalt Cys(o)-GLP-l (19-37)
peptidet BSA hordozofehérjéhez kapcsoltuk (Lelesz és mtsai 2014). A modszer réviden a
kovetkezd: A BSA-SMCC-Cys@-GLP-1 (19-37) immunogén elallitasa soran 20 mg BSA-t
feloldottunk 4 ml 31 mmol/l koncentracioji natrium-foszfat pufferben (pH: 7.4), amely 0,46
mol/l natrium-kloridot, 2 % PVP-t és 41 mmol/l szacharézt tartalmazott. 7,2 mg
szukcinimidil-4-(N  maleimidometil)-ciklohexan-1-karboxilatot (SMCC) feloldunk 1 ml
DMSO-ban, majd hozzaadtuk a fehérje oldathoz és 2 oran keresztiil kevertettiik 4 °C-on.
Dializist kovetéen, amely a fent emlitett pufferel szemben zajlott egy aktivalt BSA allt
rendelkezésiinkre, amelyet 20 mg Cys®-GLP-1 (19-37) peptiddel reagaltattuk 4 oran at
szobahOmérsékleten. Az Ujabb dializis ionmentesitett vizzel szemben tortént. Végezetiil a
keletkezett konjugatumot liofilizaltuk és 37,9 mg BSA-Cys®-GLP-1 (19-37) immunogén allt

rendelkezésiinkre nyulak immunizalasadhoz.

V.2.2. BSA-MCH immunogén készitése

MCH specifikus ellenanyag termelése céljabol a szintetizalt peptidet BSA
hordozofehérjéhez kapcsoltuk a glutaraldehides kapcsolasi technika alkalmazasaval (Lelesz és
mtsai 2016). A modszer leirasa: 4 mg tiszta gyiris szerkezet(i patkany MCH-t és 8 mg BSA-t
feloldottunk 5 ml foszfat-pufferben (pH: 7.8), majd 2 pl glutar-dialdehidet adtunk az
oldathoz. A kapcsolasi reakcié allandd keverés mellett 0 °C-on 24 6ran keresztiil zajlott. A
dializis desztillalt vizzel Szemben tortént. Végezetil az immonigén tartalmi oldatot

liofilizaltuk és a keletkezett 11 mg szarazanyagot nyulak immunizalasra hasznaltuk.

V.3. Antiszérumok termelése
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GLP-1 és MCH ellenes antitestek termelése céljabol a hordozofehérjéhez kapcsolt
peptidekkel nyulakat immunizaltunk.

V.3.1. GLP-1 antiszérum

RIA mérésre alkalmas antiszérum termeléséhez a BSA-MSCC-Cys®-GLP-1 (19-37)
immunogénnel négy fiatal Uj-Zélandi him nyulat immunizaltunk. Az allatok sulya az
immunizalas kezdetekor 2-2,2 kg volt. Az alapimmunizalasnal allatonként 800 pg
konjugatumot inkomplett Freund-adjuvans és steril fiziologias s6oldat 1:1 aranyu, 1 ml
térfogatt elegyében emulgealtuk és a stabil emulziot az allatok subcutan, a hatbér ala 8-10
helyre elosztva kaptak. Az emlékeztetd oltasokat 6 hetente ismételtiik, de mar fele dozisu (400
pg/allat) konjugatumot tartalmazo injekcioval. Az oltdsokat addig folytattuk, amig a
rendelkezésiikre 4116 oltéanyag el nem fogyott. Végezetiil a hetedik oltast kovetden 2 héttel az
allatokat a flilvénan keresztiil elvéreztettiik. A véreket lecentrifugaltuk €s a nyert szérumokat
alikvot mennyiségekben szétmérve -80 °C-on taroljuk. Az antiszérumok tesztelése soran
meghataroztuk titeriiket, specificitasukat és affinitasukat. RIA Kkifejlesztésre a 3-as allat 7.

oltast kovetden nyert széruma (jelolés: GLP-1 3/7) bizonyult a legalkalmasabbnak.

V.3.2. MCH antiszérum

Az immunizalashoz 4 fiatal him Uj-Zélandi fehér nyulat hasznaltunk, sulyuk az
immunizalas kezdetekor 2-2,2 kg volt. Az els6 oltasnal allatonként 800 pg BSA-patkany
MCH konjugatumot emulgealtunk 1 ml inkomplett Freund-adjuvans és steril sooldat (1:1)
emulzidjaban, amely subcutan keriilt beadasra a hatbér 8-10 pontjan. A tovabbi, tigynevezett
emlékeztetd oltasok a kezdd dozis felével torténtek (400 pg/allat) 5 hetes idokozonként.
Végiil az 5. és egyben utolsé immunizalds utdn 2 héttel a nyulakat elvéreztettiik fiillvénajukon
keresztiil. Az Osszegyljtott szérumokat -80 °C taroljuk. RIA mérési koriilmények kozott
meghataroztuk a nyert antiszérumok titerét, specificitasat, valamint affinitasat. RIA modszer
kifejlesztésére az 1-es allat 5. oltast kovetéen nyert széruma (MCH 1/5) bizonyult a

legalkalmasabbnak.
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V.4. Antiszérumok karakterizalasa

A ,GLP-1 3/7” és ,MCH 1/5” jelzésii antiszérumunk jellemzéséhez meghataroztuk azok

titerét, specificitasat és affinitasat.

V.4.1. AntiszérumoK titere

A titer az antiszérumban taladlhatd antitestek koncentracidjarol ad felvilagositast.
Irodalmi megfogalmazas szerint, a titer az antiszérumnak az inkubacidos térfogatra
vonatkoztatott azon higitasa, amely jeloletlen antigén tavollétében a bemért jelolt antigén 50

%-at koti meg (Laszlo és Janaki 1986).

V.4.1.1 ,GLP-1 3/7” antiszérum titere

RIA mérésre legalkalmasabb GLP-1 antiszérumunk titerének megallapitasahoz bel6le
nagyon sz¢les tartomanyban higitasi sort készitettiink felez6 higitast alkalmazva. A ,,GLP-1
3/7” antiszérum higitasa az 1:2500 és 1:1280000 ko6zotti tartomanyban valtozott. A kiilonb6z6
antiszérum higitadsokat mono-'?°1-GLP-1 (19-37) radioaktiv antigén allandé mennyiségével
(3000 cpm), 48 6raig 4 °C-on RIA rendszerben inkubéltuk, hogy meghatarozzuk az egyes
higitasokhoz tartozo kotési szazalékokat. Az antiszérum higitasok logaritmusanak
fliggvényében abrazolva a kotési szazalékokat szigmoid lefutasu gorbét (titergorbe) kaptunk
(9. abra).
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9. abra: ,,GLP-1 3/7” jelzésii antiszérum titergorbéje

Az 50 %-os kotéshez sziikséges antiszérum higitas, vagyis a titer a ,,GLP-1 3/7” antiszérum
esetében az 1:70000 higitds. RIA méréseknél a késdbbiekben az igy meghatarozott antiszérum

higitast hasznaltuk.

V.4.1.2. MCH 1/5” antiszérum titere

RIA mérésre legalkalmasabb ,MCH 1/5” antiszérumunk titerének megallapitdsahoz
széles tartomanyu higitasi sort készitettiink bel6le az 1:1250 és 1:640000 kozotti
tartomanyban, amely higitasokat mono-'*’I-MCH radioaktiv antigén alland6 mennyiségével
(3000 cpm), 48 o6raig 4 °C-on inkubaltuk RIA rendszerben. Meghatdroztuk az egyes
higitasokhoz tartozd kotési szazalékokat, amely értékeket az antiszérum higitasok
logaritmusanak fliggvényében abrazolva szigmoid lefutast gorbét (titergorbe) kaptunk (10.
abra).
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10. abra: ,MCH 1/5” jelzésii antiszérum titergorbéje

Az 50 %-os kotéshez sziikséges antiszérum higitas, vagyis a titer az ,,MCH 1/5” antiszérum
esetében az 1:35000 higitas. RIA méréseknél a késdbbiekben ezt a meghatarozott antiszérum

higitast hasznaltuk.

V.4.2. Specificitas (keresztreakcios vizsgalatok)

A specificitas, az antigén és az antitest kozotti kotés szelektivitasarol ad informaciot.
Az immunizalas soran termelddott antitestek  specificitasit az antigén azon
molekulaszerkezete hatdrozza meg, amely az immunogenitasért felelos. A specificitas kérdése
kiilonosen akkor fontos, ha a RIA mérési rendszerben a meghatarozandé antigénhez hasonlo
szerkezetll mas anyagok is jelen vannak. Az antiszérum sepcificitdsat keresztreakciokkal
jellemezziik. Meghatarozasanal az anitgénnel és a rokonszerkezetii anyagokkal felvett
kalibracios gorbék azon molaris koncentracioban megadott értékeit hasonlitjuk 6ssze, melyek
50 %-ban gatoljak a jelzett antigén antitesthez vald kotddését. Kiszamitasa az alabbi képlet

alapjan torténik:

Keresztreakcid = S / Zs X 100 (%)
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A képletben szerepl6 ,,S” az antigén ,,Z” a rokonszerkezeti anyag 50 %-os kotésgatlast okozo

molaris koncentracioja (Laszl6 és Janaki, 1986).

V.4.2.1. ,,GLP-1 3/7” antiszérum specificitasa

A kiilonb6z6 GLP-1 peptid szarmazékokkal és az azonos hormoncsaladba tartozé mas

peptidekkel végzett keresztreakcids vizsgalatok eredményeit a II. tablazatban foglaltuk Ossze.

Referencia anyagként a GLP-1 (19-37) peptidet hasznaltuk.

PEPTIDEK KERESZTREAKCIO (%)
GLP-1 (19-37) 100,00
GLP-1 (1-37) 102,72
GLP-1 (7-37) 98,72
GLP-1 (9-37) 96,48
GLP-1 (7-36)-amid 20,44
GLP-2 0,00
Glucagon 0,00
GIP 0,00
Inzulin 0,00
Secretin 0,00
VIP 0,00

Il. tablazat: ,,GLP-1 3/7” antiszérum Kkeresztrekcioi

A RIA mérésnél alkalmazott ,,GLP-1 3/7” antiszérum gyakorlatilag 100 %-ban méri a GLP-1
(19-37) forma mellett a GLP-1 (1-37), GLP-1 (7-37) és GLP-1 (9-37) formakat, ellenben nem
detektalja az azonos hormoncsaladba tartozé mas peptideket, mint ahogy azt a Il. tablazat

mutatja.
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V.4.2.2. MCH 1/5” antiszérum specificitasa

A kiilonb6z6 MCH peptidekkel és az azonos hormoncsaladba tartozo mas anyagokkal
végzett keresztreakcios vizsgalatok eredményeit a III. tablazatban foglaltuk 6ssze. Referencia

anyagként a patkany MCH peptidet hasznaltuk.

PEPTIDEK KERESZTREAKCIO (%)
MCH 100,00
Tyr® phe®-MCH 92,40
MCH (6-17) 2,24
Orexin A 0,00
Leptin 0,00
a-MSH 0,00

a-Endorphin 0,00
B-Endorphin 0,00
ACTH (1-39) 0,00
ACTH (1-24) 0,00
NPY 0,00

I11. tablazat: ,,MCH 1/5” antiszérum keresztrekcioi

A RIA mérésnél alkalmazott ,MCH 1/5” antiszérum 100 %-ban méri a patkany, vagyis az
emlés MCH-t, a tervezett receptor kotddési vizsgalatokhoz szintetizalt, modositott MCH-t
(Tyr® Phe®™)-MCH), ellenben nem kotddik a peptid molekula gytirlis szerkezetét ado

aminosav szekvenciahoz, valamint az azonos hormoncsaladba tartozé mas peptidekhez.

V.4.3. Affinitds meghatarozasa

Az antiszérum affinitdsa az antitest és az antigén kozotti kotés erdsségérdl ad
felvildgositast. Jellemzése az affinitdsi konstanssal (K) torténik, amely a RIA rendszer

egyensulyi allapotara felirhat6 egyenlet egyenstlyi allanddja:
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K= [B]/ [F][Ab-B]

Az egyenletben szerepld [B] a kotott antigén, [F] a szabad antigén, [Ab-B] a szabad antitest

egyensulyi koncentracidja. Az egyenletet atrendezve a Scatchard-egyenes egyenlete nyerhet6:

[B]/[F] = -K[B] + K[Ab]

Az affinitasi konstans meghatdrozasanal az alland6 mennyiségli antitestet telitd, ugyancsak
konstans mennyiségli jelzett antigén kotodeését gatoljdk novekvd koncentracidju jeldletlen
(hideg) anyagnak a rendszerhez valdé hozzaadasaval. A kotott/szabad hanyadosnak a kotott
frakcioval szembeni abrazolasaval kapott egyenes meredeksége az affinitasi konstanst (-K),
szenzitivitdsa erds korreldciot mutat az affinitassal, a nagy affinitds altaldban nagy
szenzitivitdsu metodika kifejlesztését teszi lehetové (Berson és Yalow, 1968; Laszlo és

Janaki, 1986).
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V.4.3.1. ,,GLP-1 3/7” antiszérum affinitasa

A GLP-1 radioimmunoassay-nél hasznalt ,,GLP-1 3/7” ellenanyagunk affinitasi

konstansanak meghatarozasara vonatkozo kisérleti eredményeink Osszesitése (Scatchard-

egyenes) a 11. abran lathato.
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11. abra: ,,GLP-1 3/7” antiszérum Scatchard-egyenese

Az abran lathato egyenes egyenlete és az antitest koncentracidja:

y = -4,95 x 10*°[B] + 1,05
[B] = 2,12 x 107 mol/I

Az affinitasi konstans szamértéke:

K = 4,95 x 10'° I/mol

32



V.4.3.2. ,MCH 1/5” antiszérum affinitasa

Az MCH RIA-nal hasznalt ,MCH 1/5” ellenanyagunk affinitasanak jellemzéséhez

végzett kisérleti eredményeinket a 12. abran foglaltuk 6ssze.
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12. abra: ,MCH 1/5” antiszérum Scatchard-egyenese

Az abran lathato egyenes egyenlete és az antitest koncentracioja:
y =-5,65 x 10*°[B] + 1,12
[B] = 1,98 x 107" mol/I

Az affinitasi konstans szamértéke:

K = 5,65 x 10'° I/mol
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V.5. Radioaktiv RIA tracerek eloallitasa
V.5.1. Petid szamazékok *°I izotoppal torténd jeldlése

Peptidek ¢és peptidhormon szarmazékok RIA céljabol torténd radioaktiv jeldlése
gyakorlatilag csak '®I izotoppal torténik, amely izotop egy elektrofil szubsztitiicios
folyamatban reagal a peptidlancban talalhaté tirozin (Tyr), vagy hiszitdin (His)
aminosavakkal. A médszer 1ényege, hogy a jelolend6 peptid molekulaiba olyan radioaktiv jod

ionokat visznek be, amelyet Na'?I-bol ,,in statu nascendi” oxidacioval allitanak el6 (13. abra).

5 125 _Omidacd 257, — e 15[+ 4 1257

o] 0]
q |l a |l q ol
CHz CHs CHy
1?5:[+
+
rH7.5
OH OH OH

13. abra: tirozin aminosav *I izotéppal torténé jelolése

A rendelkezésre allo metodikék: kloramin-T moédszer, enzimatikus jelolés és jodogénes
eljaras. Kloramin-T (Hunter és Greenwood, 1962, Németh és mtsai 2000, Motaleb és mtsai
2016, Sallan és mtsai 2016, Jeon és mtsai 2016, Abdel-Bary és mtsai 2013, Rasmi és mtsai
2014, 2015, Rased és mtsai 2014, EI-Bayoumy és mtsai 2016, Xie és mtsai 2017) esetében a
vizes oldatban képz6d6 hipoklorossav (HOCI), enzimatikus eljarasnal (Marchalonis 1969) a
hidrogén-peroxidbdl (H20,) felszabaduldé oxigén a reakcid oxidald agense. A jodogénes
jelolés (Fraker és Speck, 1978, Salacinski és mtsai 1981, Németh és mtsai, 2000, 2002; Fiirjes
¢s mtsai 2012, Sallan és mtsai 2016, Enginar és mtsai 2012, Lelesz és mtsai 2014, 2016,
Uzaras és mtsai 2016, Diao és mtsai 2014) heterogén fazisti oxidacids reakcioként jatszodik

le.
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V.5.1.1. GLP-1 (19-37) radioaktiv jelolése

A GLP-1 peptid szarmazék '2°I izotoppal torténd jelolését jodogénes eljarassal
végeztiik. Tapasztalataink szerint ezen eljaras kiméletes kémiai reakcioként jatszodik le,
ezaltal a folyamat alatt fellép6 oxidacids karosodasok minimalisra csokkentheték. A jelolési
reakci6 egymast kovetd lépései: 40 pg diklor-metanban (100 pl) oldott jodogént nitrogén géaz
beflvasaval szarazra paroltuk, majd ezt kovetéen sorrendben: 100 pl jelolé puffert (0,25
mol/l, pH: 7.4 foszfat puffer), 15 nmol/30 ul jeldlendé peptidet és 9,25 MBq hordozomentes
Na'?®l-ot (5 ul) mértiink a polipropilén reakciocsdbe. A reakcié 5 perc alatt jatszodott le
szobahémérsékleten, majd ezutan 400 pl 0,1 %-0s TFA (tri-flour-ecetsav) hozzaadasaval a
reakciot leallitottuk és a reakcidelegyet tisztitas céljabol azonnal reverz fazisi HPLC oszlopra

injektaltuk (Lelesz és mtsai 2014).

V.5.1.2. Patkdny MCH radioaktiv jelolése

Az MCH &1 izotoppal torténd jelolésére szintén jodogénes eljarast alkalmaztunk. A
jelolési reakcio elsé lépéseként 15 ug jodogént 100 pl diklor-metanban oldottunk, majd
nitrogén aram alatt szarazra paroltuk. Ezt kovetden a reakciocsdbe bemértiink 100 pl jelold
puffert, 15 nmol/40 pl patkany MCH-t és 9,25 MBq/5 pl hordozomentes Na'?’l-ot. A reakcio
4 perc alatt jatszodott le szobahdmérsékleten, majd a jodogén medialta oxidacios reakciot 400
ul 0,1 %-0s TFA hozzaadasaval allitottuk le. A reakcidelegy tisztitasa ezt kdvetéen reverz

fazisi HPLC alkalmazésaval tortént (Lelesz és mtsai 2016).

V.5.2. I izotoppal jelolt peptidek tisztitdsa (hagyomanyos modszerek)

A 2 izotoppal torténd jelolési reakcidt kovetd tisztitasnak az a célja, hogy a mono-
jodozott peptideket, amely a RIA tracer, elkiilonitsiik a jodozasi reakcid soran keletkezett mas
kisérd termékektdl, mint példaul: a jelolési reakcid soran fel nem hasznalddott radioaktiv
jodid-ion, di-jodozott peptid, az esetlegesen keletkezett radioaktiv és nem radioaktiv peptid
toredékek, illetve a meg nem jodozodott peptid. Az irodalomban még ma is szamos,

ugynevezett hagyomanyos kromatografids modszert lehet taldlni a radioaktiv peptid
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szarmazekok tisztitasara. Tovabbra is nagyon gyakran alkalmazott modszer a
gélkromatografia, vagy mas néven gélszlirés (Sallam és mtsai 2016, Rasmi és mtsai 2014,
2015, Diao és mtsai 2014, McGuigan 1968, El-Bayoumy ¢és mtsai 2016), a papir
kromatografia (Motaleb és mtsai 2016), a vékonyréteg kromatografia (Uzaras és mtsai 2016,
Enginar és mtsai 2012) és az egymassal nem elegyedd vizes/szerves kdzegben torténd tisztitas
(Xie ¢és mtsai 2017). Hasznaljak az elektorforetikus modszereket: papir elektroforézis
(Motaleb és mtsai 2016, Abdel-Bary és mtsai 2013) és gélelektorforézis (Yellow és Berson
1970), valamint az ioncserés kromatografiat (Németh €s mtsai 2000, Stadil és Rehfeld 1972).
A felsorolt, kevésbé modern elvalasztisi modszerekkel is nagy tisztasagu tracert lehet
elkiiloniteni, de a leghatékonyabb tisztitasi eljaras napjainkban a nagyhatékonysagu

folyadékkromatografia (HPLC) alkalmazasa.

V.5.3. T izotoppal jeldlt peptidek HPLC-vel torténd tisztitasa és azonositasa

A nagyhatékonysagu folyadékkromatografiat (HPLC) 1970-es évek legvégétol
hasznaljadk a fehérjék és peptidek tisztitasara és elvalasztdsara. A modszer a nagy
érzékenység, kapacitds ¢és kivalo eredményesség mellett nagyon rdévid elacios iddvel
rendelkezik. A leggyakrabban alkalmazott forditott fazist elvalasztasnal a mobilis fazis
polaros, mig az allo6 fazis apolaros karakteri és a kromatografiland6 anyag polaritdsa
hatarozza meg annak megoszlasat a két fazis kozott, amely az elvéalasztds alapja. A
legaltalanosabban hasznalatos oszloptoltetet a 18 szénatomt szénhidrogén lanccal telitett 5
vagy 10 pum atmérdji szilikagél mikro-szemcsék sokasaga alkotja. Kromatografalds soran az
apolaros allofazishoz kotdédott anyagok a mozgodfazis polaros jellegének csokkentésével
(szerves oldoszer hozzaadasaval) eludlhatok az oszloprél. A leggyakrabban hasznalatos
szerves oldoszerek: acetonitril, metanol és propanol. Az elvalasztandd6 molekulak hidrofob
jellege donti el, hogy melyik eludloszert célszerli alkalmazni. A mozg6 fazis polaros alkotdja
altalaban a 0,1 %-os TFA, vagy valamely hig pufferoldat. Az elvalasztas torténhet
izokratikusan (az elualoszer Osszetétele allando), vagy gradiens elicioval (az elualod folyadék
szerves oldoszer tartalma valtozo). A gradiens elicid az Osszetettebb anyagkeverékek gyors
elvalasztasara alkalmas (Alvarez és mtsai, 1981).

2_jelslt peptidek tisztitisa

Szdmos tudomanyos kozlemény taldlhatd, amely munkékban a
HPLC-vel tortént (Motaleb és mtsai 2016, Jeon és mtsai 2016, Rased és mtsai 2014, Fiirjes és

mtsai 2012, Lelesz és mtsai 2014, 2016, Pauwels és mtsai 1986, Jakab és mtsai 2004, Németh
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¢s mtsai 2007), hogy a lehet6 legtisztabb formaban alljon rendelkezésre RIA, illetve receptor
kotddési vizsgalatokhoz a mono-jodozott tracer.

A HPLC tisztitas soran elkiilonitett termékek azonositasa részben a kromatogrammon torténd
megjelenés alapjan (a radioaktiv szabad jodid-ion az els6 cstcsban elualddik az oszloprol), az
ellenanyaghoz  torténd  kotédésen, illetve a termékek specifikus  aktivitasanak
meghatarozasaval torténik (mono- ¢s di-jodozott peptidek). A specifikus aktivitasok
meghatarozasahoz hasznalt metodika a Morris altal 1976-ban kidolgozott onkiszoritasos
eljaras.

Az izotop laboratoriumunkban Merck-Hitachi HPLC rendszert hasznalunk a radioaktiv
peptidek tisztitdsara, amely L-7100 tipusi pumpat, Rheodyne injektort (tipus: 7161),
LiChrospher 100 RP-18 (5 pum, 4x250 mm) reverz fazisu kromatografald oszlopot és Merck
frakcioszed6t (tipus: L-7650) tartalmaz. Az alkalmazott reverz fazisi HPLC soran a polaros
kozeget a 0,1 %-0s TFA, mig az apolaris kozeget HPLC-tisztasagi metanol adta.

V.5.3.1. "I izotoppal jelzett GLP-1 (19-37) tisztitisa HPLC-vel

Kromatografalas megkezdése elétt az oszlopot 0,5 ml/min atfolyasi sebesség mellett
0,1 %-0s TFA-val ekvilibraltunk 30 percig, majd a reakcioelegy oszlopra torténd injektalasat
kovetden a tisztitishoz metanol gradiens elaciot alkalmaztunk. 40 perc alatt 85 %-r6l 90 %-ra
valtoz6 metanol koncentracid kiilonitette el hatékonyan egymastol a di- és mono-jodozott
termékeket. Az elvalasztas soran 60 frakciot gyijtottiink (frakcio térfogat: 0,5 ml), majd
gammasugarzas mérovel (NZ 310, Gamma, Budapest, Magyarorszag) mértiik az egyes
frakciok 5 pl-nyi részeinek radioaktivitasat. A mintak aktivitasat a frakcidszam fliggvényében

abrazolva a 14. abran lathato radio-kromatogrammot kaptuk.
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14. abra: '®| izotoppal jelzett GLP-1 (19-37) tisztitasa forditott fazisi HPLC-vel

A jelolési reakcido soran a jod beépiilés hatasfoka meghaladta a 90 %-ot, mivel a szabad
radioaktiv jodid-ion, amely az elsé csucsban ecludlédott az oszloprol (Rt: 5 min)
elhanyagolhaté6 mennyiségben volt csak jelen. A masodik csucs (Rt: 22 min) a GLP-1 RIA
ellenanyagunkhoz nem kot6édd, altalunk nem azonositott radioaktiv peptid toredéket
tartalmazott, melynek mennyisége szintén elhanyagolhatd. A harmadik csticsban (Rt: 28 min)
elualodott a mono-jodozott termék (RIA tracer), melynek aranya mintegy négyszerese a di-
jodozott terméknek, amely a negyedik csucsban (Rt: 33 min) elualdodott az oszloprol. A mono-
jodozott GLP-1 (19-37) specifikus aktivitasat 73,8 TBg/mmol-nak, a di-jodozott GLP-1 (19-
37) specifikus aktivitasat 152,6 TBg/mmol-nak hataroztuk meg (Lelesz és mtsai 2014).

V.5.3.2. [ izotoppal jelzett patkany MCH tisztitasa HPLC-vel

A jodogénes jelolési reakciot kovetden a keletkezett termékek elkiilonitését Merc-
Hitachi HPLC kromatografidas rendszeriinkkel végeztilk. A reverz fazisi kromatografias
oszlop ekvilibralasat kovetden a jelolési reakcidelegyet az oszlopra injektaltuk. A mono- és
di-jodozott komponenseket a 40 perc alatt 67 %-rol 71 %-ra valtozd6 metanol koncentracio
kiilonitette el hatékonyan egymastol. Az atfolyasi sebesség 0,5 ml/min volt. Az elvalasztés

soran 60 frakciot gyijtottiink, majd mértik az egyes frakciok 5 pl-nyi részeinek
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radioaktivitdsat. A mintdk aktivitdsat a frakcidoszam fliggvényében abrazolva a 15. abran

lathato radio-kromatogrammot kaptuk.
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15. abra: I izotoppal jelzett patkany MCH tisztitdsa forditott fazisa HPLC-vel

A jelolési reakcio optimalis koriilményeinek a megvalasztdsaval a radioaktiv jod beépiilés
hatasfoka tobb mint 90 %-0S. Az elsé csticsban (Rt: 6 min) elualodott szabad radioaktiv jodid-
ion, melynek mennyisége 4 % volt. A masodik csticsban (Rt: 24 min) elualodott a mono-
jodozott patkany MCH (RIA tracer), melynek aranya mintegy kilencszerese a di-jodozott
terméknek, amely a harmadik csucsban (Rt: 29 min) elualdédott a kromatografias oszloprol. A
mono-jodozott MCH specifikus aktivitasat 73,2 TBg/mmol-nak, a di-jodozott MCH
specifikus aktivitasat 148,4 TBg/mmol-nak hataroztuk meg (Lelesz és mtsai 2016).
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V.6. RIA moédszerek gyakorlati megvalositasa

A GLP-1 ¢és MCH radioimmunoassay modszereink kifejlesztéséhez az alabbi

részfeladatokat kellett megoldanunk:

a RIA puffer 6sszetételének meghatarozasa

e astandard kivalasztasa

e a mérési sorozat elkészitése

e az inkubdcios 1d6 és hdmérséklet megvalasztasa
e SzeparacioOs technika kidolgozasa

e radioaktivitas mérés

e az assay kiértekelése

e az assay ellendrzése

V.6.1. RIA puffer

Az assay puffer biztositja a megfeleld kornyezetet a reakcidocsdben zajlo allando
asszociacios és disszociacios folyamatok lejatszodasahoz. Altalanos kovetelmény, hogy a
bemért anyagoknak (antigén, radioaktiv antigén, antitest) és a képzddott radioaktiv és nem-
radioaktiv immunkomplexeknek stabilnak kell maradniuk az inkubacié soran. A mérendd
peptid karakterétdl fiiggden vagy enyhén lugosak, vagy enyhén savasak, tovabba védelmet
nyUjtanak a befert6z6dés és az enzimatikus lebontd hatasok ellen. Mindig tartalmaznak a
nem-specifikus kotodést (NSB) csokkenté anyagokat (BSA, zselatin).

GLP-1 és MCH RIA modszereinknél egyarant a 0,05 mol/l koncentracioja (pH: 7.4) foszfat-
puffer bizonyult a legalkalmasabb assay puffernek, amely oldat 0,1 mol/l NaCl-t, 0,25 %
BSA-t és 0,05 % NaNjs-t tartalmazott (Lelesz és mtsai 2014, 2016).
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V.6.2. RIA standardok

V.6.2.1. GLP-1 RIA standard

GLP-1 RIA standardként szolgald ,hideg” peptid azonos a radioaktiv jeloléshez is
hasznalt GLP-1 (19-37)-el, melynek higitasa az assay pufferben tortént. A mérés soran
alkalmazott koncentracié tartomany: 0-2 pmol/ml, amely tartomanyban felez6 higitassal

kovették egymast az ismert standard koncentraciok (Lelesz €s mtsai 2014).

V.6.2.2. MCH RIA standard

MCH RIA standardként a Toth G. professzor altal szintetizalt patkany MCH-t
hasznaltuk 0-2 pmol/ml-es koncentracié tartomanyban. Az ismert koncentracidju standard

oldatok elékszitése assay pufferben, felez6 higitassal tortént (Lelesz és mtsai 2016).

V.6.3. RIA mérési sorozat készitése

V.6.3.1. GLP-1 RIA 0sszeallitasa

A GLP-1 RIA megvalositasashoz a boroszilikat alapu tiveg kémcsO bizonyult a
legalkalmasabbnak (12 x 75 mm, 5 ml). A komponensek dsszemérésénél els6ként mindig a
RIA-puffert mértiik be a megszamozott csovekbe, mikdzben figyelembe vettilk a tobbi
bemérendd anyag mennyiségét is ugy, hogy a végtérfogat végiil minden csében 1 ml legyen.
Masodikként a 100 ul titer-higitasa antiszérumot (GLP-1 3/7, munkahigitas: 1:7000),

crer

pipettaztuk a megfeleld sorszamu csévekbe. Végezetiil minden cséhéz RIA tracert (mono-
125|_GLP-1 (19-37)) adtunk 3000 cpm/100 pl mennyiségben (Lelesz és mtsai 2014).

V.6.3.2. MCH RIA 0sszeallitasa

Az MCH RIA &sszemérése polipropilén teszt csdben tortént (12 X 75 mm, 5 ml). Az

assay puffer bemérését kovetden 100 pl titer-higitast antiszérumot (MCH 1/5, munkahigitas:
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a megfelel sorszamu csovekbe. Utolsoként mérjiik be a RIA tracert (mono-*I-MCH) 3000

cpm/100 pl mennyiségben (Lelesz és mtsai 2016)

V.6.4. Inkubacids id6 és homérséklet

A mérési sorozat elkészitését kovetden az assay-t adott hdmérsékleten, meghatarozott
ideig inkubalva bedll az egyensulyi allapot. Ez azt jelenti, hogy az alland6é asszociacio és
disszociacio eredményeként a jelolt és jeloletlen antigén molekulak olyan aranyban kotédnek
az antitestekhez, amilyen aranyban az adott kémcsdben jelen vannak. Mivel az inkubacio a
legiddigényesebb 1épés a RIA metodika kivitelezésénél, ezért ismerete a meghatarozas
1ddsziikségeltére i1s felvilagositassal szolgal. Miként més peptidhormonok, ugy a GLP-1 és
MCH is alacsony homérsekleten bizonyultak a legstabilabbnak, ezért az inkubaci6 idejének

meghatarozasa 4 °C-on tortént.

V.6.4.1. GLP-1 RIA inkubacios idotartalma

Az inkubaci6é optimdlis idejének meghatarozasanal a boroszilikat RIA csovekbe az
assay pufferen kiviil bemértiink 100 pl titer higitast antiszérumot (GLP-1 3/7, munkahigitas:
1:7000), valamint RIA tracert (mono-'*I-GLP-1 (19-37)) 3000 cpm/100 pl mennyiségben.
Az 1 ml tértfogatti mintakat az 6sszekeverést kovetden 4 °C-on inkubaltuk 2-120 6ra kozott €s
adott idopontokban (2, 12, 24, 48, 72, 96, 120 6ra) vizsgaltuk a RIA tracer antitesthez vald
kotddését. A csontszenes elvalasztast kovetden meghatdroztuk a kotott/szabad radioaktivitasi

aranyt, amelyet az indukdacids id6 fliggvényében abrazoltuk (16. 4bra).
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16. abra: GLP-1 RIA optimalis inkubalasi idétartama

A gorbe lefutasabdl megéllapithatd, hogy a RIA Gsszemérését kovetden 48 6ra mulva lesz
maximalis a kotédés és ez a plato fazis 72 oraig fennall. Ebben az id6intervallumban kell a

RIA szeparalasat elvégezni, kotott és szabad frakciokat elkiiloniteni egymastol.

V.6.4.2. MCH RIA inkubaci6s id6tartalma

Az MCH RIA optimalis inkubacids idejének meghatarozasanal a reakciocsovekbe
bemértiink 100 pl titer higitasu antiszérumot (MCH 1/5, munkahigitas: 1:3500), 3000
cpm/100 pl RIA tracert (mono-'*’I-MCH), valamint assay puffert olyan mennyiségben, hogy
a végtérfogat minden csorben 1 ml legyen. A mintakat meghatarozott ideig (2, 12, 24, 48, 72,
96, 120 6ra) 4 °C-on inkubdltuk, majd a csontszenes szeparalast kovetden meghataroztuk az
egyes inkubdcids idOpontokhoz tartozd kotési %-okat, amely adatokat az inkubacids id6

fiiggvényében abrazolva a 17-es dbran lathato gorbét kaptuk.
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17. abra: MCH RIA optimalis inkubalasi idétartama

Az MCH RIA 6sszemérését kovetden 48 6ra malva lesz maximalis a kotddés és a plato fazis
96 oraig all fenn. A RIA szeparaladsat a kotddési képesség csokkenésének elkeriilése

érdekében ebben az iddintervallumban kell elvégezni.

GLP-1 és MCH RIA moddszereink kivitelezésének egységesitése érdekében, mindkét esetben

a 4 °C-on 48 6ra idotartamu inkubalast alkalmazzuk.

V.6.5. Szeparacids technika

Az antigén ¢és antitest kozotti komplex képzddéssel jaro immunkémiai reakcid
lejatszodasa utdn az antitestekhez kotdédott és szabadon maradt antigén frakciokat egymastol
el kell kiiloniteni (szeparalas) annak érdekében, hogy a bedllt egyensulyi allapot az egyes
elkiilonitett frakciok radiaktivitasdnak a megmérésével megitélhetd legyen. A szeparacidhoz
tobb metodika all rendelkezésre: abszorpcios technika alkalmazasakor feliiletaktiv anyagot
(csontszén, szilikat) adunk a rendszerhez, mely a szabadon maradt antigént koti meg, majd azt
centrifugalassal tudjuk elkiiloniteni a kotott frakeiotol (szabadon maradt frakeid az iiledékben,

kotott frakcio a feliiliszoban jelenik meg). A precipitacios eljaras soran szerves oldoszeres
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vagy polietilén-glikolos kicsapas torténik, majd az azt kovetd centrifugalas utan a kotott
frakcio tavolithatd el a rendszerbdl, mely ililedék forméjaban jelenik meg. Kettds antitest
modszer esetében a primer antitest ellen termeltetett ellenanyagot egy ujabb inkubacios
Iépésben reagaltatjdk az elsddleges antitesttel. Ezt kovetéen az Osszekapcsolddott két
immunglobulint precipitaltatjuk €s kicentrifugaljuk a rendszerbdl.

Laboratéoriumunkban mindkét RIA modszer esetében a csontszenes abszorpcids technikat
hasznaljuk. A szeparalashoz felhasznalt desztillalt vizes szuszpenzio osszetétele: 10 g mosott,
majd kihevitett csontszén, 1 g dextran, 0,2 g zsirmentes tejpor 100 ml desztillalt vizben
elszuszpendalva. A 4 °C-ra hiitétt és folyamatosan kevert szeparald szuszpenziobol 100 pl-nyi
mennyiségeket mértiink az elvalasztand6 mintdhoz. A 10 perces, 4000 rpm fordulatszamon,
hiitheté centrifugaban (Eppendorf 5810 R) 4 °C-on végzett iilepités utdn a feliiliszokat iires
RIA cs6be ontottiikk at és mind az iiledékek, mind a feliiluszok radioaktivitasat megmértiik,
amelyhez NZ 310 automatikus mintavaltot hasznaltunk. A mérés id6tartama 2 perc volt és a

méréseket 3-szor ismételve végeztiik.

V.6.6. Az assay-k kiértékelése

A radioaktivitasi értékek ismeretében, a grafikus modszerrel felvett dozis-valasz gorbe

segitségével hataroztuk meg a mintak ismeretlen antigén koncentraciojat.

V.6.6.1. GLP-1 RIA kalibarcids gorbéje

A Kkalibracios gorbe felvételénél a GLP-1 (19-37) standard ismert koncentracioju
pontjaihoz tartozo kotott/szabad (B/F) radioaktivitasi aranyt a standard koncentracid
logaritmusanak fliggvényében abrazoltuk. A B/F értékek meghatarozasahoz az NSB-t is
figyelembe vettilk. GLP-1 RIA modszeriink szigmoid lefutast kalibracios gorbéje az 18.

abran lathato.
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18. abra: GLP-1 RIA kalibracios gorbéje

Tiz egymast kovetd assay-nél a kalibracios gorbék Ds, értékeinek atlaga 15,18+2,02 fmol/ml
volt. A RIA érzékenységének jellemzésére a kalibracios gorbe legkisebb koncentracioju
standard pontjat szoktak megadni és ez egyben a modszer kimutatasi hatarat is jelenti. RIA
modszeriink estében a GLP-1 (19-37) peptidre vonatkoz6 kimutatasi hatarkoncentracio 0,4

fmol/ml-nek adodott (Lelesz és mtsai 2014).

V.6.6.2. MCH RIA kalibarcids gorbéje

A kalibracios gorbe felvételénél a patkany MCH standard ismert koncentracioji
pontjaihoz tartozo kotott/szabad (B/F) radioaktivitasi arany értékeket a standard koncentracio
logaritmusanak fiiggvényében abrazoltuk. MCH RIA moddszeriink szigmoid lefutast

kalibracids gorbéje az 19. adbréan lathato.
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19. abra: MCH RIA Kkalibraciés gorbéje

Tiz egymast kovetd assay alapjan a kalibraciés gorbék D, értékeinek atlaga 11,93+1,78
fmol/ml volt. Az MCH RIA mdszeriink kimutatasi hatara patkany MCH-ra vonatkoztatva 0,2

fmol/ml volt (Lelesz és mtsai 2016) .

V.6.7. Az assay-k mindségének ellendrzése

GLP-1 ¢és MCH RIA modszereink pontossaganak (reprodukalhatdésaganak)
megitéléséhez meghataroztuk az eljarasokhoz tarozd intra- és interassay variacios

koefficienseket. A koefficiensek kiszamitasa az alabbi képlet alapjan tortént:

Vi= S/ X x 100 (%)

A képletben szereplé ,X” ugyanazon minta egy sorozaton beliilli tobbszori mérési
eredményének vagy az egymast kovetd meghatarozdsok soran kapott mérési eredményeknek
az atlaga, a képletben szerepld ,,S” pedig a szordsa, azaz a standard deviacio (Laszlo és
Janaki, 1986). A variacios koefficiensek meghatarozasa 10 mérés alapjan tortént, amelyhez
alacsony, kozepes és magas antigén koncentracioji ugynevezett belsé standardokat
hasznaltunk.
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V.6.7.1. GLP-1 RIA mindségének ellendrzése

A GLP-1 RIA moédszeriink varacios koefficienseinek meghatarozasara vonatkozo

kisérleti eredményeinket a I'V. tablazatban foglaltuk 6ssze.

Minta Intra-assay Inter-assay
(koncentracio) | atlag (fmol/ml) | koefficiens (%) | atlag (fmol/ml) | koefficiens (%)
alacsony 4,78 8,03 5,09 10,63
kozepes 12,41 5,84 13,42 9,13
magas 21,42 6,53 19,68 8,23

IV. tablazat: GLP-1 RIA mddszerink variacios koefficiens értékei

V.6.7.2. MCH RIA mindségének ellendrzése

Az MCH RIA médszeriink mérési eredményeinek reprodukalhatosagi mutatdit a V. tablazat

tartalmazza.

Minta Intra-assay Inter-assay
(koncentracio) | atlag (fmol/ml) | koefficiens (%) | atlag (fmol/ml) | koefficiens (%)
alacsony 3,26 9,11 3,65 11,92
kozepes 10,02 6,84 9,58 9,32
magas 18,63 5,78 19,19 7,86

V. tablazat: MCH RIA modszeriink variacios koefficiens értékei

Mindkét RIA moédszeriink a kdzepes és a magas koncentracio tartomanyban megbizhatobb

esetében tapasztalhato.
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VI. RIA MODSZEREK GYAKORALTI ALKALMAZASA

VI.1. GLP-1 RIA gyakorlati alkalmazasa

A kifejlesztett GLP-1 RIA moddszeriinket atipusos, antipszichotikum okozta elhizas és
inzulin rezisztencia patkany modellben alkalmaztuk els6ként. A kisérletben Sprague-Dawley
patkanyokat kezeltliink olanzapinnal, majd a vizsgalat végén megmértilk az ¢éhgyomri és a
gliikoz tolerancia teszt alatti plazma GLP-1 szinteket és meghataroztuk a gliikkoztoleranciat

(Lelesz és mtsa 2014).

VI1.1.1. Allatkisérlet

A Kkisérletben hat Sprague-Dawley patkanyt kezeltiink az antipszichotikus hatasa
olanzapinnal, 5 mg/kg (testsulyra vonatkoztatva) dozisban napi egyszeri per os adagolassal
négy héten keresztiil. A kontroll csoportba bevont masik hat allat oldoszeres kezelést kapott.
Az egy honapos kezelést kovetden oralis gliikoz tolerancia tesztet (OGTT) végeztiink a
kisérleti allatokon (Ali és mtsai 2012). Az OGTT kivitelezése: egész ¢jszakan at tartd
vettiink a kiindulasi vércukor szintek és a kiindulasi a GLP-1-koncentraciok meghatarozasara.
Ezt kovetéen 2 g/testsuly kg dozisban gliikkoz-oldatot kaptak az allatok gyomorszondan
keresztiil, majd tovabbi négy vérminta keriilt levételre a beadast kovetéen a 10., 30., 60. és 90.
percben. A vérmintak gliikkoz-szintjét Accu-Chek méréeszkozzel hataroztuk meg. A plazma-
GLP-1 koncentraciok meghatarozasara a vérmintadkat boroszilikat kémcsdvekbe gyijtottik,
amelyek dipeptidil-peptidaz-1VvV (DPP-1V) inhibitort tartalamztak (1 ml vérhez 10 pl enzim
inhibitort adtunk). Ezt kdvet6en a vérmintakat 5 percen at centrifugaltuk, 4 °C-on, 10000 rpm

fordulatszamon. Az elkiilonitett plazma mintakat RIA meghatarozasig -70 °C-on taroltuk.
VI1.1.2. Plazma el6készités

A GLP-1 koncentracié meghatarozas céljabol a plazma mitakat alkohollal extrahaltuk.
Boroszilikat tivegcsében 300 pl plazmat 1,1 ml abszolat etanolhoz csepegtettiink, majd vortex

keverdvel elegyitettiik. Ezt kdvetéen a mintakat jégfiirdébe helyeztiik 30 percre, majd egy

ujabb vortex keverés utan a kicsapodott plazma fehérjéket 10 percen at 4 °C-on, 10000 rpm
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fordulatszamon centrifugalva ilepitettiik ki. A feliiluszokat leszivtuk boroszilikat iiveg RIA
csovekbe, majd az extraktum mintakat nitrogénaram alatt beszaritottuk. RIA meghatarozasig

az extrahalt és beszaritott mintakat -70 °C-on taroltuk.

VI1.1.3. Plazma GLP-1 koncentarcio meghatarozasa

A GLP-1 RIA 06sszemérése a ,,IV.6.3.1. GLP-1 RIA 0Osszedllitasa” cimi alfejezet
alapjan tortént. Vagyis a megfeleld sorszamu csdovekbe elsdként a RIA puffert mértiik be, ezt
kovette a titer higitdsu antiszérum, a standard, végiil a jelolt anyag bemérése. A korabban
leirttol eltérés annyiban volt, hogy jelen esetben a mérendé mintak nem folyadék allapotban
voltak jelen, hanem beszaritva a RIA csovekben. Ezeket a beszaritott plazma mintakat a
mérés soran 300 pl assay pufferben oldottuk vissza. Az assay Osszedllitdsat kovetden az
inkubalas 4 °C-on 48 o6ran at tortént, majd a csévekhez szenes szepardld szuszpenzidt adtunk.
A kotott és a szabad hormonfrakciok elvalasztasa és radioaktivitds mérés utan a mintak GLP-
1 koncentracioit a mérés soran felvett kalibracios gorbérdl olvastuk le. A kiértékelésnél
figyelembe vettiik, hogy a kiindulasi plazma térfogatok 300 pl-ek voltak. Meghataroztuk a
plazma GLP-1 koncentraciok atlagat, valamint a standard error értékeket (atlag = SEM). A
koncentracié valtozasok statisztikai Gsszehasonlitasahoz one-way ANOVA moddszert

alkalmaztunk. Eredményeinket a 20. abran foglaltuk ossze.

—=&— Placebo
—C— Olanzapin

GLP-1 (pmol/l)
F‘J

2-T—— T 7 T T T 1
0 15 30 45 60 75 920

Idé (min)
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20. abra: Krénikus olanzapin kezelés hatasa a patkany plazma GLP-1 szint valtozasara
OGTT alatt (n=6, atlag = SEM, szignifikans eltérés: p<0,05)

Az olanzapinnal kezelt allatokban az ¢hgyomri GLP-1 szint nem tért el szignifikansan az
olddszerrel kezelt csoporttol, azonban a gliikkdz terhelés hatasara az antipszichotikummal
kezelt allatoknal a 10. percben szignifikansan kevesebb GLP-1 szabadult fel, mint a kontroll

csoportban, majd ezt kovetden 60 és 90 perc kozott a gorbék lefutasa fedésbe keriilt
egymassal.

V1.1.4. Vércukorszint mérési eredmények

Az oldoszerrel €s az antipszichotikummal kezelt allatok vérmintainak gliilkdz-szintjét Accu-

Chek mérbeszkozzel hataroztuk meg. Mérési eredményeinket a 21. abran foglaltuk 6ssze.

9 -
—&— Placebo
—o— Olanzapin
g .
=
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g . .
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= ]
5 <
4 I T T I T T I T T I T T I T T I T T I
0 15 30 45 60 75 90
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21. abra: Krénikus olanzapin kezelés hatasa a vércukorszint valtozasara OGTT alatt

patkanyban (n=6, atlag + SEM, szignifikans eltérés: p<0,05)

51



Az olanzapinnal és az olddszerrel kezelt allatok éhgyomri vércukorszintje kozel azonos
értéket mutatott, ellenben gliikdz terhelés hatasara az antipszichotikummal kezelt allatoknal a
10. percben szignifikdnsan magasabb vércukorszintet mértiink, mint a kontroll csoportban,
majd ezt kdvetden a gorbék lefutdsa kozel fedésbe keriilt egymassal.

A 20. és 21. abra Osszevetése alapjan megallapithatd, hogy az egyes idépontokhoz tartozo
GLP-1 és vércukorszint értékek ellentétes modon valtoztak. A plazma GLP-1 koncentraciok
az olanzapinnal kezelt csoportban alacsonyabb értékeket mutattak a kontroll csoporthoz
képest, a vércukorszit értékek ezzel szemben az antipszicotikummal kezelt csoportban voltak

magasabbak.

VI1.2. MCH RIA gyakorlati alkalmazasa

Ujonnan  kifejlesztett MCH RIA modszeriink alkalamzasaként, —patkanyok
gasztorintesztinalis traktusanak egyes szakaszaibol, kozponti idegrendszeri teriileteikbdl és
egyéb mas periférias szerveikbdl szoveti peptid koncentracid meghatarozasokat végeztiink

(Lelesz és mtsai 2016).

V1.2.1. Szovetextrakcid RIA meghatarozashoz

Hat him Wistar-patkanyt (saly: 250-300 g) egész éjszakan at tartd éheztetést kovetdéen
pentobarbital-natrium (Nembutal) ip. adasasval (dozis: 50 mg/kg) elaltattuk, majd cervikalis
diszlokaciot (csigolyatorés) kovetden elvéreztettiik. A kovetkezd 14 szervbol tavolitottuk el
MCH meghatarozashoz szovetmintakat: fundus, antrum, duodenum, jejunum, ileum, colon,
rectum, trachea, hasnyalmirigy, maj, vese, tiidd, vazizom, sziv. A teljes agy kivételét
kovetben hét agyteriiletet kiilonitettiink el: nagyagy, koztiagy, kisagy, nyultveld,
hipotalamusz, agytorzs, agykéreg tovabba a gerincveld nyaki szakasza. Az eltavolitasra keriilt
mintakat jégre helyeztiik, majd lehiilés utan a kisérd szovetekt6l megtisztitottuk. Sulymérést
kovetden a mintakat olyan térfogatu jégbe hiitott desztillalt vizben homogenizaltuk el -
figyelembe véve a szovetmintak térfogatat - hogy a keletkezett homogenizatumok

koncentraciéja 10 %-o0s (w/v) legyen. Végezetiill a homogenizatumokat lecentrifugaltuk
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(10000 rpm, 4 ° C, 10 perc), a feliiliszokat eltavolitottuk és MCH RIA meghatarozasig -80
°C-on taroltuk. Az MCH RIA kivitelezése a 1V.6.3.1. alfejezetben leirtak alapjan tortént. A
kiilonbozé szovetmintak ¢és agyteriiletek MCH tartalmat nedves szovetstlyra szamolva

fmol/mg egységben fejeztiik ki.

VI1.2.2. Kiilonbozd patkany szervek MCH tartalma

50
40 4 l

30

20 l l
0- @ ¥4 ?A%

22. abra: MCH tartalom megoszlasa patkiany gasztrointesztinilis traktusban és egyéb

Szdveti MCH koncentracio (fmolimg)

Pu M Co

mas szervekben (n=6, atlag = SEM)
Roviditések: F = fundus, A = antrum, D = duodenum, J = jejunum, I = ileum, C = colon, R = rectum,
T = trachea, Pa = hasnyalmirigy (pancreas), H = maj (hepar), R = vese (ren), Pu = tiid6 (pulmo), M =

vazizum (musculus), Co = sziv (cor)

Valamennyi vizsgalt patkdny szovetmintdban RIA modszeriinkkel MCH immunreaktivitést
tudtunk kimutatni. Legnagyobb koncentracioban a vékonybélben talalhato MCH
(koncentracio sorrendjében: duodenum > jejunum > ileum). Nagy MCH koncentracié volt

megfigyelhetd a hasnyalmirigyben és vesében. Sokkal alacsonyabb MCH tartalmat mértiink a
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trachea és a maj esetében, mig a tobbi vizsgalt periférias szovetekben (fundus, antrum, colon,

rectum, tiid6, izom, sziv) alacsony koncentracioban mutathaté ki MCH (22. abra).

V1.2.3. Patkany agyteriiletek ¢s gerincvelé6 MCH tartalma

0.8—. l

0.6

0.4

Szoveti MCH koncentracio(fmol/mg)

0.2 4

0.0

Cr D Cl MO H TC cc MS

23. abra: MCH tartalom megoszlisa patkany kozpont idegrendszer egyes teriiletein
(n=6, atlag + SEM)

Roviditések: Cr = nagyagy (cerebrum), D = koztiagy (diencephalon), CI = kisagy (cerebellum), MO =
nyutveld (medulla oblongata), H = hypothalamus, TC = agytdrzs (truncus cerebri), CC = agykéreg

(cortex cerebri), MS = gerincveld (medulla spinalis)

Kifejlesztett RIA moddszeriink alkalmazasaként megmértiik kiilonboz6 patkany agyteriiletek
MCH tartalmat. MCH immunreaktivitds valamennyi vizsgalt patkdny agyteriiletben
kimutathat6 volt. A legmagasabb MCH koncentraciot a hipotalamuszban talaltuk, majd ezt
kovette a gerincveld és a nyultveld. A tobbi vizsgalt agyteriilet esetében (nagyagy, koztiagy,
Kisagy, agytorzs, agykéreg) a RIA meghatarozas soran szignifikdnsan alacsonyabb MCH
koncentracidkat talaltunk (23. dbra).
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VII. DISZKUSSZIO

Intézetiink izotép laboratoriumdban az utdbbi években két 1) RIA moddszert
fejlesztettiink ki biologiailag aktiv pepetidek, nevezetesen a glukagon tipust peptid-1 (GLP-1)
¢s a melanin koncentralé hormom (MCH) mérésére. Mindkét peptid fontos szerepet tolt be a
szervezet energiahaztartasanak szabalyozdsdban és miutan intézetiink egyik fontos kutatasi
tertilete a taplalkozas, az elhizés, valamint a cukorbetegség kialakuldsanak tanulmanyozasa, a
magas szinvonalil laborhattér biztositasa érdekében fontosnak tartottuk az ) RIA eljardsok

kifejlesztését, hogy hasznalatuk napi rutinszerli alkalmazasa valjon elérhetove.

VII1.1. GLP-1 RIA Kkifejlesztése és alkalmazasa

A GLP-1 irodalmi attekintésénél (II.1. fejezet) ismertettiik, hogy a GLP-1 hormon
megjeldlés nem egy adott peptidre, hanem egy egész peptidcsoportra vonatkozik (Deacon ¢€s
Holst 2009). A GLP-1 RIA kifejlesztése soran azt a célt tartottuk szem el6tt, hogy a
beallitand6 RIA-val lehetdleg a hormon 6sszes molekularis variansat mérni tudjuk, vagyis
moddszeriinkkel a mérendd mintak teljes GLP-1 koncentraciojat hatdrozzuk meg. Ezt a cél egy
megfelelé antiszérum termeltetésével tudtuk megvaldsitani. A RIA modszert a célnak
megfelelden tudatosan fejlesztettiik ki, figyelembe véve, hogy egy RIA hasznéalhatosaga a
mérésnél alkalmazott antiszérum specificitasan mulik, azt pedig moédunkban all befolyasolni
egy megfeleld6 immunogén készitésével, amelyet allatok immunizaldsdra hasznalunk ezt
kovetden. Egy RIA eljaras kifejlesztésénél, az immunizaldshoz ugyanis nem sziikséges a
teljes peptidlanc felhasznalasa, hogy a hormont mérni tudjuk, elég a specificitasért felelds
szegmens alkalmazasa. Ezt az utat akkor szoktak vélasztani, ha a mérni kivant célmolekula
hosszu, sok aminosavbdl all (Arimura és mtsai 1991). Ezért mi is csak a hormon C-terminélis
(19-37) aminosav szakaszat hasznaltunk az immunizalashoz. Mivel, a kiilonb6z6 aminosav
szamiu GLP-1 peptidek C-terminalis vége azonos, eltérés az N-terminalis szakaszban van,
ezért C-termindlis érzékenységli ellenanyagot kellett termeltetniink. Annak érdekében, hogy
egy sokkal homogénebb immunogént kapjunk a mar j6l ismert glutar-aldehides kapcsolasi
modszer (Fiirjes és mtsai 2012, Németh és mtsai 1992) helyett a Michael addicion alapuld
kapcsolasi modszert (Ranu és Banerjee 2005, Chi és Gellman 2005) valasztottunk, amely
segitéségvel a Cys(o)-GLP-l (19-37) peptidfragmenst BSA hordozofehérjéhez kapcsoltuk
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(IV.2.1. fejezet). A BSA-hoz torténd kapcsolodas a peptid N-terminalis végén talalhatd Cys
aminosavon keresztiil tortént. Kovetkezésképpen az immunogénben a GLP-1 peptid C-
termindlis része maradt szabad, igy az antitiestek (foként IgG) a GLP-1 ezen régidjaval
szemben termelédtek az immunizalas soran, ennél fogva az antitest a hormon C-terminalis
A kiilonbozé peptidekkel elvégzett keresztreakcids vizsgalatok azt mutattdk, hogy a RIA
modszernél hasznalt ,,GLP-1 3/7” jelzési antiszérum C-terminalis érzékenységli, a peptid
(Val-Lys-Gly-Arg-Gly) szekvenciajat ismeri fel. Elozetes elvarasainknak megfeleléen, 100
%-ban méri a GLP-1 (1-37), GLP-1 (7-37) és GLP-1 (9-37) formakat ¢s mintegy 20 %-ban az
amidalt GLP-1 peptideket, ellenben nem detektalja az azonos hormoncsaladba tartozé mas
peptideket, igy a GLP-2-6t, a glukagont, az inzulint, a szekretint, a VIP-et és a GIP-et, vagyis
megallapithatd, hogy ellenanyagunk GLP-1 specifikusnak tekinthetd. A keresztreakcios
vizsgalatok alapjan az is kijelenthetd, hogy olyan RIA mdédszer all rendelkezésiinkre, amely
az adott minta teljes GLP-1 tartalmat méri.

RIA moédszer kifejlesztésénél a megfeleld antiszérum termeltetése mellett, a nagy
tisztasagli és stabil tracer eldallitisa a masik sarkalatos pont a megbizhatdé mérések
kivitelezéséhez. A kifejlesztett GLP-1 RIA modszeriink esetében a nagy tisztasag mono-2|-
GLP-1 (19-37) szolgal RIA tracerként. A szintetizalt GLP-1 (19-37) peptid alkalmas a **I
izotoppal torténé jelolésre, ugyanis a 19-es aminosav tirozin (Tyr), amely konnyen
megjelolhetd az elekrofil szubsztitiicios jelolési reakcido soran. Az optimalis RIA tracer
készitésénél érvényesiilnie kell annak az elvnek, hogy a peptidlancban a radioaktiv jelolés
helyének a lehet$ legtavolabb kell lennie a kotd régiotol. A *2°I beépiilése a peptidlancba
ugyanis eltorzitja annak eredeti szerkezetét, és ha ez a valtozas azon a szakaszon kovetkezik
be, amely az antitestekhez vald kotodésért felelds, akkor az a kdtoképesség megvaltozasahoz,
esetenként teljes megsziinéséhez is vezethet. Ez a kritérium jelen esteben teljes mértékben
megvalosult, hiszen a jellés a 19-es aminosavon (N-terminalis vég) tortént, mig az antitestek
a peptid C-terminalis részét ismerik fel, azt kotik meg. A GLP-1 (19-37) peptided jodogénes
eljaras alkalmazasaval jeloltiik meg (1V.5.1.1. alfejezet), majd reverz fazisi HPLC oszlopon
tisztitottuk (1V.5.3.1. alfejezet). Optimalis jelolési és tisztitasi koriilmények kozott a jodozasi
reakcid soran felhasznalt teljes radioaktivitas 70-75 %-a jelenik meg mono-joédozott peptid
formajaban. A mono- és di-jodozott GLP-1 (19-37) formak speicifikus radioaktivitasi értékeit
Morris Onkiszoritos modszerével hataroztuk meg (Morris 1976). Ez a technika altalanosan
hasznalt RIA laboratériumokban a tracer specikifikus radioaktivitasanak pontos

meghatarozasara gasztrointesztinalis peptidek, neurotranszmitterek, fehérjék valamint szteroid
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hormonk estében. A mono- és di-jodozott GLP-1 (19-37) specifikus radioaktivitasi értékei
(IV.5.3.1. alfejezet) kozel azonosak az elméleti értékekkel (78,63 és 157,26 TBg/mmol)
(Wang 1969) igazolva a fordititt fazisi HPLC elvalasztasi technika magas hatasfokat.

Modszeriink  gyakorlati  alkalmazasaként  patkany plazma GLP-1  szint

meghatarozasokat végeztiink atipusos, antipszichotikum okozta elhizas és inzulin rezisztencia
patkany modellben, amelyhez Sprague-Dawley allatokat kezeltiink 28 napig per 0S egy
antipszichotikus hatéanyaggal (olanzapin) 5 mg/kg/nap dozisban adagolva. Az olanzapinnal
torténd kezelés befejezését kovetden az allatokon glilkoz tolerancia tesztet végeztiink és
megmértiik az éhgyomri és a gliikoz felvétel alatti plazma vércukor és GLP-1 szinteket. Az
irodalombol koztudott (Gautier és mtsai 2005), hogy a keringésben talalhato GLP-1 peptid
rendkiviil gyorsan degradalodik a dipeptidil-peptidase IV (DPP-IV) enzim altal (a
keringésben a GLP-1 felezési ideje kevesebb, mint 2 perc), ezért a vérmintak gyijtése kritikus
pontja a plazma GLP-1 koncentracié meghatarozas folyamatanak. Boroszilikat kémcsovek és
DPP-IV enzim inhibitor haszndlata, valamint a vérmintak jeges vizfiirdében vald gyors hiitése
betartandd kovetelmények, ugyanis ezzel akadalyozhatdo meg a biologiailag aktiv molekula
atalakulasa inaktiv peptiddé.
Mérési eredményeink azt mutattak, hogy az olanzapinnal kezelt allatokban az éhgyomri GLP-
1 szint nem tért el szignifikdnsan az olddszerrel kezelt csoporttol, azonban gliikkdz terhelés
hatasara az olanzapinnal kezelt csoportban a 15. percnél szignifikansan kevesebb GLP-1
szabadult fel, mint a kontroll csoportban. Az egyes idépontokhoz tartozé vércukor szint
értékek azonban éppen ellentétes moédon valtoztak, vagyis az olanzapinnal kezelt csoportban
szignifikdnsan magasabb koncentraciok voltak mérheték, mint a kontroll csoportban.
Véleményiink szerint, a kronikus olanzapin kezeléskor fellépé gliikdz intolerancia oka a
csokkent GLP-1 felszabadulas, amelyet a kisérlet sorozat alkalmaval GLP-1 RIA modszeriink
segitségével mutattunk Ki.

Osszegzésként megéllapithatd, hogy kifejlesztett GLP-1 RIA modszeriink nagy
érzékenységii és specifikus az altalunk mérni kivant GLP-1-re peptidre. Alkalmas arra, hogy
szOveti és plazma koncentracid meghatarozasokat végezziink vele, amelyek segitségével
tovabbi informacidkat nyerhetiink a GLP-1 biologiai szerepét illeten és tanulmanyozhatjuk a
hormonszint valtozasok kovetkezményeit. Hasznosan tudjuk majd alkalmazni az esetlegesen

szboba johetd anti-diabetikus hatdssal rendelkezd molekuldk tesztelésénél.
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VI1.2. MCH RIA Kkifejlesztése és alkalmazasa

Az MCH irodalmi attekintésében (II.2. fejezet) ismertettiik a hormon emldsokben
jatszott élettani hatasait, amelyek koziil ki kell emelni, hogy szabalyoz6 szerepet tolt be a
szervezet energia egyensulyanak fenntartasaban. Befolyassal van a taplalék felvételre, az
anyagcsere folyamatokra és a teststly valtozasara (Marsh és mtsai 2002, Ito és mtsai 2003).
Munkacsoportunk, amelynek kutatasi teriilete az MCH bioldgiai hatasait teljes mértékben
lefedi, egy érzékeny és specifikus RIA modszert fejlesztett ki a hormon szovetekbdl é€s
plazmabol torténd kvantitativ meghatarozasara. Miként korabban is tettiik (Fiirjes és mtsai
2012, 2017, Lelesz és mtsai 2014, Németh ¢és mtsai 2002) a moddszer kifejlesztésének
valamennyi [épését intézetiinkben magunk valdsitottuk meg, néhany részfeladatat
kooperacids egyiittmiikodés alapjan. A peptidek szintézise és hordozd fehérjéhez torténd
kapcsolasa a Szegedi Tudomanyegyetem, Orvosi Vegytani Intézetében tortént, prof. Dr. Téth
Gabor vezetése mellett. A RIA kifejlesztésének tobbi lépését: ellenanyag termelés nyulak
immunizalasaval, az antiszérumok karakterizalasa (titer, affinitas, specificitas), a 123
izotoppal jelolt RIA tracer eldallitasa (radioaktiv jelolés, HPLC tisztitds), a RIA optimalis
mitk6dési koriilményeinek beallitasa, a modszer analitikia jellemzéinek meghatarozasa, majd
a beallitott modszer gyakorlati alkalmazasa (szoveti és plazma MCH szintek mérése),
intézetiink izotop laboratoriuméaban magunk végeztiik.

Az MCH szintézisét szilard fazisu technikaval (IV.1.2. alfejezet) valositottak meg,
majd a peptidet glutaraldehides modszer alkalmazasaval BSA hordozé fehérjéhez kapcsoltak
(IV.2.2. alfejezet). Ez a kapcsolasi modszer a peptidet a szabad amino-terminalis végén
kapcsolja a BSA-hoz (Fiirjes és mtsai 2012, 2017, Németh és mtsai 1992, 2002), ezaltal a
peptid C-terminalis vége marad szabad ¢és az ellenanyag (foként IgG) a peptid ezen molekula
része ellen termelddik az immunizalas sordn. Eldzetes elvardsainknak megfeleléen, a
keresztreakcios vizsgalatok (1V.4.2.2. alfejezet) eredményei azt mutattak, hogy valéban C-
termindlis érzékenységli ellenanyag termelddott, mivel a peptid gylirlis szerkezete csak kis
mértékben kotddik az ellenanyaghoz, tovabbd aminosav csere a gylirtin beliil és az N-
terminalis szakaszon nem befolyasolta a modositott peptid ellenanyaghoz valod kotddését. Az
MCH a C-terminalis (Trp-GIn-Val) szekvenciajan keresztiil kapcsolodik az ellenanyaghoz. A
tovabbi keresztreakcios vizsgalatok azt mutattak, hogy az ,MCH 1/5” jelzésii ellenanyag nem

kotddik mas rokon szerkezetli anyagokhoz, vagyis MCH specifikusnak tekinthetd.
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A szintetizalt patkany MCH felhasznalhato **

I izotoppal torténd jelolésre, RIA
tracer el6allitasara is, ugyanis a peptid a 13-as pozicioban tartalmaz egy Tyr aminosavat,
amely konnyen megjeldlheté '2°I izotoppal az elektrofil szubsztiticiés jelolési reakcid soran.
A radioaktiv jelolés végrehajtasakor gondosan kell eljarni, ugyanis a peptid a 4-es és a 8-as
pozicidkban metionint (Met) tartalmaz. Ezen aminosavak oxidacios karosodast szenvedhetnek
a reakcio soran és metionin-szulfoxidda alakulhatnak at. Ez a kémiai valtozas hatéassal lehet a
jelzett peptid antitesthez vald kotdédésére, amelyet lehet6leg el kell keriilniink. Figyelemmel
kell lenni tovabba arra a tényre is, hogy a 7-es és a 16-os poziciokban talalhato Cys
aminosavak kozott di-szulfid hid talalhato, ezaltal az MCH molekula gylirlis szerkezettel
rendelkezik. Erés oxidacios hatas esetében a di-szulfid hid felszakadhat, a gylrls szerkezet
megszlinhet. Ez a végbemehetd stuktaralis valtozas szintén a kotddési képesség megvaltozasat
eredményezi. A felsorolt okok miatt a jelolés soran az altalunk legkevésbé karositonak tartott
jodogénes modszert valasztottuk (IV.5.1.2. alfejezet), amellyel kordbban mar megbizhato
tapasztalatokat szereztiink (Flirjes és mtsai 2012, 2017, Lelesz ¢és mtsai 2014, Jakab és mtsai
2004, Németh és mtsai 1992, 1998, 2002a, 2002b, 2002c, 2007). Az oxidacios folyamat
heterogén fazisu reakcioként jatszodik le, mivel a jodogén szilard fazisként a reakcid cs6 falat
boritja. A reakcididd perces nagysagrendii szobahdn, ezért a jelolés optimalis koriilményei
kisérletileg konnyen meghatarozhatok. A jelolési reakciot kovetden, a mono-'?*I-MCH (RIA
tracer) elkiilonitése érdekében a keletkezett reakcidelegyet Merck-Hitachi L7100 tipusa
HPLC rendszeriinkkel tisztitottuk, reverz fazist elvalasztast alkalmazva (Fiirjes és mtsai
2012, 2017, Lelesz és mtsai 2014, Jakab és mtsai 2004, Németh és mtsai 1998, 2002a, 2002b,
2002c, 2007). Eredményeink alapjan megallapithato, hogy az optimalis jelolési és HPLC
clvalasztasi korilményeket sikeriilt megtalalnunk. A  mono-jédozott MCH forma
radioaktivitasi aranya elérte a jeloléshez felhasznalt teljes Na'?I radioaktivitasanak a 80-85
%-at. A mono- ¢és di-jodozott MCH formak specifikus radioaktivitasi értékei kozel azonosak
az irodalomban ko6zolt adatokkal (78,625 és 157,25 TBqg/mmol) (Wang 1969). A jod
beépiilése egy peptidbe mddosithatja a molekula szerkezetét és ha ez a médosulas a kotddési
régioban torténik, akkor az képes megvaltoztatni a jelolt anyag kotédési tulajdonsagait.
Kisebb affinitasu kotédés csokkenti a RIA meghatarozas érzékenységét. Az MCH RIA tracer
esetében nem volt ilyen probélma, mivel a peptid C-termindlis végét ismeri fel az ellenanyag,
a radioaktiv jelolés pedig kdzépen, a gyiiriiben talalhatd 13-as pozicioju tirozinon tortént.

Az Ujonnan kifejlesztett RIA modszer gyakorlati alkalmazéasaként kiilonb6z6 patkany
szovetekben mértik az MCH koncentraciot (kozponti idegrendszer, gyomor-bél traktus,

periférias szervek).
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A patkany kdzponti idegrendszer vizsgalt teriiletei koziil a legmagasabb MCH koncentraciot a
hipotalamuszban talaltuk, majd ezt kovette a gerincveld (medulla spinalis) és a nyultveld
(medulla oblongata). A tobbi vizsgalt agyteriilet kdzel azonos mennyiségben, de alacsonyabb
koncentracioban tartalmazott MCH-t. A patkany kozponti idegrendszer MCH tartalmara
vonatkoz6é munkak Osszhangban van mas kutatocsoportok altal kozolt adatokkal (Zamir és
mtsai 1986a, 1986b, Sekiya és mtsai 1988, Takahasi és mtsai 1995). A legmagasabb MCH
koncentraciot 6k is a hipotalamuszban talaltak.

A patkany gyomor-bél traktus, valamint a periférias szervek MCH tartalmanak eloszlasara
vonatkozd eredményeink azonban teljesen 0j irodalmi adatokat szolgaltattak. Az Osszes
vizsgalt patkany szovetmintaban jol mérhet6 MCH immunreaktivitds volt megfigyelhetd.
Kiilonosen magas MCH koncentraciot mértiink a vékonybélben, elsésorban a duodenumban,
majd ezt kovette a jejunum és az ileum. Szintén magas MCH koncentraciokat talaltunk a
hasnyalmirigyben és a vesében. Alacsonyabb MCH tartalom volt kimutathato a 1égcsében és a
majban, mig végiil az MCH immunreaktivitas a tobbi vizsgalt szovetmintaban (fundus,
antrum, vastagbél, végbél, tiid6, vazizom, sziv) mutatta a legalacsonyabb értékeket. A patkany
periférias szervek szoveti MCH tartalmara vonatkoz6 kisérleti eredményeink ellentétben
allnak egy japan kutatocsoport eredményeivel (Takahasi és mtsai 1995). Ok szintén hasonld
patkany szoveti teriiletek MCH koncentraci6 meghatarozasat végezték el, de nem talaltak
MCH immunreaktivitast patkany periférialis szovetekben és plazmaban. Az ellentmondas
feltehetéen abbol adodik, hogy 6k a patkany MCH koncentraci6 meghatarozashoz is azt a
RIA modszert alkalmaztak, amelyet a csontos halak szoveteinek MCH szintjének a mérésére
fejlesztettek ki. A patkany (eml6és) MCH és a halakban talalhato MCH azonban szerkezetileg
lényegesen eltér egymastol. Mindkét MCH ciklikus szerkezeti ugyan, de eltérés van az
aminosav szamban (a patkany MCH 19 aminosavbdl 4ll, a hal MCH-t 17 aminosav alkotja),
tovabba a peptidlancban 4 helyen is eltérés talalhaté az aminosav sorrendben (11.2. fejezet). A
patkdny szoveti MCH koncentracid6 meghatdrozashoz nem a megfeleld RIA modszert
hasznaltdk, ezért nem talaltak j6l mérhetd immunreaktivitast, vagyis a hal MCH mérésére
kifejlesztett RIA, nem alkalmas emlés MCH mérésre.

Mas kutatocsoportok munkaikban arrol szamoltak be (Bradley és mtsai 2000, Kishida és
mtsai 1989, Lyon és Baker 1993), hogy alacsony koncentracioban megtalalhato az MCH a
pisztrangok vérben, valamint patkany plazmaban. Sajat, nagy érzékenységii RIA
modszeriinket felhasznalva, kutatocsoportunk is alacsony, de jol mérhet6 MCH szinteket

talalt human plazmaban (nem lek6zolt adatok).
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Kisérleti eredményeink és tudomanyos ismereteink alapjan feltételezziik, hogy az
MCH, mas biologiailag aktiv peptidhez (Szomatosztatin: Polak és mtsai 1975, Yamada 1986)
hasonloan, kettés szereppel rendelkezik. Egyrészt idegi mediator (neuro-transzmitter) a
kdzponti idegrendszerben, masrészt étkezés hatasara felszabadulod gasztriontesztinalis keringd
hormon is, amely fontos szerepet jatszhat nemcsak a taplalékfelvétel szabalyozasaban, hanem
az emésztés folyamataban is. Feltételezhetoen hatdssal van olyan betegségek kialakuldsara,
mint a koros elhizas, vagy éppen a koros sovanysag. Nagy érzékenységl és specifikus MCH
RIA moédszeriink, amely szoveti és plazma MCH tartalom meghatirozdsara egyarant
felhasznalhat6d, klinikai alkalmazasa jelentds tavlatokat nyithat meg akar még eddig

ismeretlen korképek megismeréséhez is.
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VIL.3. Onallé munkak

A doktori disszertacid készitése soran atalam végzett kisérletes és iroda hattér munkak

felsorolasa:

¢ Nyulak immunizélasa

¢ Ellenanyagok karakterizalasa (specificitas, titer, affinitas)

® Plazma - és szovetmintak extrakcidja

e RIA mérések kivitelezése

® RIA mérési eredmények kiértékelése

e Jelolt anyagok specifikus aktivitdsdnak meghatarozasa

o Kisérleti eredmények statisztikai kiértékelése

® Doktori disszertacido szovegének megirdsa, abrainak megrajzolasa, tdblazatainak

Osszeallitasa
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VIIl. OSSZEFOGLALAS

Az értekezésben két bilogiailag aktiv peptid hormon, nevezetesen a glukagon tipust
peptid-1 (GLP-1) ¢és a melanin koncentrald hormom (MCH) mérésére szolgald
radioimmunoassay (RIA) modszerek Kkifejlesztését, valamint elsédleges gyakorlati
alkalmazasukkal kapott eredményeinket foglaltam 6ssze. Mindkét peptid fontos szerepet tolt
be a szervezet energiahaztartasanak szabalyozasaban és miutan intézetiink egyik fontos
kutatasi teriilete a taplalkozas, az elhizas, az inzulin reziszetncia, valamint a 2-es tipust
cukorbetegség kialakuldsdnak tanulmanyozdsa, a magas szinvonali laborhattér biztositasa
érdekében fontosnak tartottuk ezen uj RIA eljarasok kifejlesztését, hogy hasznalatuk napi
rutinszerii alkalmazasa valjon elérhetove.

A moddszerek kidolgozasahoz sziikséges GLP-1 és MCH peptidek szintézise, valamint a
nyulak immunizalasdhoz sziiksége immunogének eldallitdsa (a peptidek BSA hordozo
fehérjéhez torténd kapcsolasa) a Szegedi Tudomanyegyetem, Orvosi Vegytani Intézetében
tortént, prof. Dr. Toth Géabor vezetése mellett. A RIA moddszerek kifejlesztésének tobbi
lépését: ellenanyagok termelése nyulak immunizalasaval, az antiszérumok karakterizalasa
(titer, affinitas, specificitas), a 1251 izotoppal jelolt RIA tracer eldallitasa (radioaktiv jelolés,
HPLC tisztitas), a RIA eljarasok optimalis miikodési koriilményeinek beallitasa, a modszerek
analitikai jellemzdinek meghatdrozasa, majd a beallitott modszer gyakorlati alkalmazasa
(plazma GLP-1, valamint szoveti MCH szintek mérése), intézetiink izotop laboratoriumaban
magunk végeztiik.

A kidolgozott RIA modszerek nagy érzékenységiiek és specifikusak a mérni kivant peptid
hormonra.

GLP-1 RIA moédszeriink esetében a kalibracios gorbe Dsp értéke 10 meghatarozés alapjan:
15,18 +2,02 fmol/ml. Az assay kimutatasi hatarkoncentraci6ja GLP-1 peptidre: 0,4 fmol/ml.
MCH RIA esetében a kalibracios gorbe Dsg értéke: 11,93 + 1,78 fmol/ml, az MCH-ra
vonatkoztatott kimutatasi hatarkoncentracio: 0,2 fmol/ml.

Az Ujonnan kifejlesztett GLP-1 RIA moddszeriinket atipusos, antipszichotikum okozta elhizas
és inzulin rezisztencia patkany modellben alkalmaztuk els6ként. A kisérlet soran olanzapinnal
kezeltiink patkanyokat, majd a vizsgalat végén megmértiik az éhgyomri és a gliikdz tolerancia
teszt alatti plazma GLP-1 szinteket és meghataroztuk a glilkoztoleranciat. A plazma GLP-1
koncentraciok az olanzapinnal kezelt csoportban alacsonyabb értékeket mutattak a kontroll
csoporthoz képest, a vércukorszit értékek ezzel szemben az antipszicotikummal kezelt

csoportban voltak magasabbak.
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MCH RIA modszeriink elsé alkalamzasaként, patkdnyok gasztorintesztindlis traktusanak
egyes szakaszaibol, kozponti idegrendszeri teriileteikbdl és egyéb mas periférias szerveikbol
szoveti peptid koncentraci6 meghatarozasokat végeztiink. A gyomor-bél traktus, valamint a
periférids szervek MCH tartalméanak eloszlasara vonatkoz6 eredményeink teljesen uj irodalmi
adatokat szolgaltattak. Nagyon magas MCH koncentraciét mértiink a vékonybélben,
els6sorban a duodenumban, majd ezt kdvette a jejunum és az ileum. Szintén magas MCH
koncentraciokat talaltunk a hasnyalmirigyben és a vesében. Alacsonyabb MCH tartalom volt
kimutathatd a 1égcsében és a majban, nagyon alacsony értékeket mértiink a tobbi vizsgalt
szovetmintaban (fundus, antrum, vastagbél, végbél, tiido, vazizom, sziv). Nagy érzékenységii
RIA modszeriinket felhasznalva, kutatocsoportunk alacsony, de jol mérhetdé MCH szinteket
talalt human plazmaban (nem publikalt adat). Kisérleti eredményeink és tudomanyos
ismereteink alapjan feltételezziik, hogy az MCH a szervezetben kettds szereppel rendelkezik.
Egyrészt neuro-transzmitter a kozponti idegrendszerben, masrészt ¢étkezés hatdsara
felszabadulo gasztrointesztinalis keringé hormon is, amely fontos szerepet jatszhat nemcsak a
taplalékfelvétel szabalyozasaban, hanem az emésztés folyamataban is. FeltételezhetGen
hatassal van olyan betegségek kialakulasara, mint a koros elhizas, vagy éppen a koros
sovanysag. Nagy érzékenységli €s specifikus MCH RIA moédszeriink klinikai alkalmazasa
tavlatokat nyithat meg akar még eddig ismeretlen korképek (pl. MCH termeld adenoma)

megismeréséhez is.
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IX. SUMMARY

The thesis summarized our results about the development of radioimmunoassay (RIA)
methods for the measurement of two bilogically active peptide hormones, namely the
glucagon-like peptide-1 (GLP-1) and the melanin concentrating hormone (MCH) and it also
contains a summary about the result of the methods primary practical application. Both
peptides play main role in the regulation of the body's energy balance. Investigation of the
nutrition, the obesity, the insulin resistance, as well as studying the development of type 2
diabetes are important research fields of our institute, therefore we decided to develope these
new RIA methods to ensure a high-quality laboratory background which can make available
these methods for routine daily use.

The GLP-1 and the MCH peptide synthesis which required for the development of the
methods and the production of the immunogen (coupling the peptides to a carrier BSA
protein) which esential to the rabbits immunization were happened at the University of
Szeged, Institute of Medical Chemistry under the leadership of Professor Gabor Toth. The
other several steps of the RIA methods development: producing antibodies by rabbits
immunization, the antisera characterization (titer, affinity, specificity), **I-labeled RIA tracer
preparation (radioactive labeling, HPLC purification), set the RIA procedures optimal
operating conditions, determination of the methods analytical characteristics, and then the
practical application of the set methods (plasma GLP-1 and tissue MCH levels measuring)
were carried out in the isotope laboratory of our institute by ourselvs.

The developed RIA methods are high sensitive and specific for the measured peptide hormon.
In case of the GLP-1 RIA method the D= value of the calibration curve which based on 10
determinations was 15.18 + 2.02 fmol/ml. The detection limit concentration of the assay for
GLP-1 peptide is 0.4 fmol/ml.

In case of the MCH RIA method the Ds value of the calibration curve was 11.93 + 1.78
fmol/ml, the detection limit concentration relative to MCH is 0.2 fmol/ml.

Our newly developed GLP-1 RIA method was used first in atypical antipsychotic-induced
obesity and insulin resistance rat models. During the experiment rats were treated with
olanzapine and at the end of the treatment the fasting plasma GLP-1 levels were determined.
Thereafter we measured the glucose tolerance and the plasma GLP-1 levels during the glucose

tolerance test. Plasma GLP-1 concentrations in the olanzapine-treated group showed lower
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levels than the control group, whereas the values of blood sugar were higher at the
antipsychotic-treated group.

For the first application of our MCH RIA method we performed tissue peptide concentration
determinations from some sections of rat gastrointestinal tract, parts of the central nervous
system and other peripheral organs. The results about the gastrointestinal tract and the
peripheral organs, MCH content distribution have provided new data in the literature. Very
high MCH concentration was determined in the small intestine, particularly in the duodenum,
followed by the jejunum and the ileum. Also high MCH concentrations were found in the
pancreas and in the kidney. Lower MCH content was detected in the trachea and in the liver,
very low values were detected in the other examined tissue samples (fundus, antrum, colon,
rectum, lung, skeletal muscle, heart). Using our high sensitive RIA method our research group
found low but measurable MCH levels in human plasma (unpublished data). We assumed on
the basis of our experimental results and the scientific knowledgement that the MCH has a
dual role in the body. First, a neurotransmitter in the central nervous system and secondary a
meal effect released gastrointestinal circulating hormone, which can play an important role
not only in the regulation of food intake, but also the process of digestion. Presumably it
affects the development of diseases such as obesity or even emaciation. Clinical applications
of the highly sensitive and specific MCH RIA method could open up horizons at the

understanding of yet unknown diseases (eg. MCH-producing adenoma).
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