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IRODALMI ATTEKINTES

Glukagon tipusi peptid-1 (GLP-1) irodalmi attekintése

A proglucagont, amely molekula prekurzora a glucagonnak és tovabbi mas glucagon-
tipusu peptideknek (GLP-1, GLP-2, oxintomodulin), ko6dolé gént 1983-ban klonoztak.
Kideriilt, hogy ugyanaz a gén egyarant megtalalhatdo a pancreas a-sejtjeiben, valamint a
veékonybél L-sejtjeiben. A kétfajta sejttipusban termelédd proglucagon azonos felépitésii (160
aminosavat tartalmaz), ellenben a poszt-transzlacios folyamat, valamint az ennek soran
képzddo biologiailag aktiv peptidhormonok teljesen kiilonboznek. A pancreas a-sejtjeiben
képzodik a glucagon, a vékonybél L-sejtjeiben a GLP-1 és GLP-2.

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,. Biologiailag aktiv formak ezek koziil a GLP-1 (7-37) és a GLP-1 (7-36)-NH.

A GLP-1 peptidhormon szamos biologiai hatassal rendelkezik az €16 szervezetben. Javitja a
gliik6z 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 termelddését és felszabadulasast. Fokozza a
pancreas P-sejtjeinek novekedését és az inzulin termelddéséért felelés gén expresszidjat.
Nagymértékben fokozza az inzulin szenzitivitdst. Gatolja a gyomorsav termelddést ¢és
csokkenti a gyomor kiiiriilés sebességét, ezaltal az éhségérzet kialakulasa lelassul, a taplalék
bevitelt mennyisége visszaesik. Lathato, hogy a GPL-1 direkt és indirekt Gton is hatassal van
a szervezet cukor haztartisara, ezaltal fontos és tanulmanyozando6 faktorréd valik az obezitas és
cukorbetegség mechanizmusanak tanulméanyozasban.

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 koziil.



Melanin koncentralo hormon (MCH) irodalmi attekintése

A melanin koncentrdldé hormont el6észor 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 pigmentacido szabalyozasaban. Par évvel késObb patkany
hypothalamusbdl is sikeriilt izolalni az MCH-t. A patkany és egyben az emlés MCH szintén
ciklikus szerkezetii, de nem azonos a korabban lazacokbol izolalt MCH-val. Az emlos MCH
19 aminosanbol all, (az N-termindlis 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
pozici6), amely a radioaktiv (**°I) jeldlés, a RIA kifejlesztés szempontjabol fontos tényezo.

A kémiai szerkezet és biologiai hatas Gsszefliggéseit vizsgald kisérletek soran kimutattak,
hogy a hurkos szerkezet elengedhetetlen a biologiai aktivitas szempontjabol, valamint hogy a
gylriiben talalhatdo Arg (arginin) és Tyr (tirozin) aminosavak fontos szerepet toltenek be az
MCH biologiai hatdsanak kialakuldsaban. Az emlés MCH a poszt-transzlacids folyamat soran
egy 165 aminosavat tartalmazé prekurzor polipeptid molekulabol képzédik. Az MCH
eredetileg a preprohormon C-terminalis részében foglal helyet, majd a 145-6s és 146-0s Arg
aminosavak kozotti proteolitikus hasitds kovetkeztében valik szabadda és alakul &t
biolégiailag aktiv peptid hormonna.

Az MCH emldsokben tulnyomoérészt a lateralis hipotalamuszban valamint a zona incertdban
expresszalodik, de megjelenése alacsony szinten néhany periférids szervben, szdvetben is
megtigyelhetd, mint példaul a hasnyalmirigyben, a vastagbél epitelidlis sejtjeiben, valamint az
adipocitakban.

A peptid emldsdkben jatszott élettani szerepével kapcsolatban kimutattdk, hogy kulcsszerepet
tolt be a taplalkozasi viselkedés szabalyozasdban. Kontrol alatt tartja az energia egyensulyt, a
taplalék felvételt, a teststilyt valamint az anyagceserét. MCH adéasaval fokozhato a taplalék
felvétel, ami hosszii tdvon sulygyarapoddshoz, majd elhizdshoz vezet. Ezeken tul
bizonyitottan, vagy feltételezhetben részt vesz a cukorbetegség, a bélgyulladas

kialakuldsdban, valamint az alvas-ébrenlét ciklus szabalyozasaban.



Radioimmunoassay (RIA) irodalmi attekintése

A radioizotoppal jelzett reagenst alkalmazé ligandassay-k kifejlesztése a XX. szazad
hatvanas éveiben kezdddott a radioimmunoassay, vagy roviden RIA kidolgozasaval. Steve
Berson és Rosalyn Yalow az inzulin mérésére alkalmazta el6szor a modszert 1960-ban.
Ligandassay-kben az antigén (mérendd0 anyag) meghatarozasara tobbségében
immunglobulinok (immunoassay), de sziikség szerint receptor fehérjék (receptorassay), vagy
fiziologias szallitdo fehérjék (kompetitiv fehérje kotési analizis (CPBA)) hasznalhatok
specifikus kotdanyagnak. A RIA alapja az antigén és az ellene termelt antitestek kozotti
immunkémiai reakcid, amelynek sordn az antigén izotoppal jelolt €s jeldletlen forméaja
vetélkedik az antitest kotési helyeiért. A vetélkedés csak akkor valdosul meg, ha a kotéhelyek
szama joval kevesebb, mint a bemért, kotédni képes hideg €s jelolt antigén mennyisége. A
modszer detektalhatdsagat a jol mérhetd jelet hordozd radioaktiv anyag, a tracer biztositja.
Egy j6 RIA-nal a mérési hatar a 0,1 fmol/ml antigén koncentracid. A rendkiviili érzékenység
abbol adodik, hogy a modszer egyesiti magaban az antigén-antitest reakcidok specifikussagat,
valamint az izotopos méréstechnika nagy érzékenységet. Az eljarasnak a kifejlesztése oOta
fennallo toretlen népszerlisége abban rejlik, hogy nagyon kis anyagmennyiségekbdl lehet
pontos koncentracié meghatarozast végezni sorozatmérésben. A modszer (amely szovetek és
hozzajarult az endokrinologia forradalmi megujitasahoz) kifejlesztését 1977-ben Nobel-dijjal

jutalmaztak.

CELKITUZES

Két olyan 0j radioimmunoassay (RIA) modszer kidolgozasat terveztiik, amelyek
gyakorlati alkalmazdsa hasznos informaciokkal jarulhat hozzd a Debreceni Egyetem,
Farmakoldgiai és Farmakoterdpiai Intézetében folyd élattani alapkutatashoz, nevezetesen a
taplalkozas, az obezitds, az inzulin rezisztencia és a 2-es tipusi cukorbetegség
Osszefliggéseinek tanulmanyozasdhoz. 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 egyensulyanak és anyagcseréjének a

szabalyozéasaban.

A RIA moddszerek kifejlesztéséhez az alabbi részfeladatokat kellett megoldani:
- a GLP-1 és az MCH peptidek szintézise,
- immunogének készitése (a peptidek hordozo fehérjéhez torténd kapcsolasa),
- immunizalas (ellenanyogok termelése),
- az antiszérumok karakterizalasa (titer, affinitas, specificitas),
- a peptidek radioaktiv izotoppal torténd jeldleése,
- a RIA tracerek tisztitasa,
- a RIA modszerek gyakorlati kivitelezése (optimalis mérési koriilmények meghatarozasa,
szeparaciOs eljaras kivalasztasa, az assay-k kiértékelése és ellendrzése),

- a plazma- és szovetmintak mérésre torténd elékészitése.

Az Ujonnan kifejlesztett GLP-1 RIA modszeriink esetében tervbe vettiilk alkalmazéasat
atipusos, antipszichotikum okozta elhizds és inzulin rezisztencia patkany modellben. A
kisérletben patkdnyokat kezeltiink olanzapinnal, majd a vizsgdlat végén megmértiik az
¢hgyomri és a gliikoz tolerancia teszt alatti plazma GLP-1 szinteket és meghataroztuk a
gliik6z toleranciat.

Laboratoriumunkban beéllitott MCH RIA modszeriink alkalmazasaként szdveti MCH
tartalom meghatarozasokat terveztiink. Wistar patkanyok gasztorintesztinalis traktusanak
egyes szakaszaibdl, kozponti idegrendszeri teriileteikbol és egyéb mas periférids szerveikbdl

szoveti peptid koncentracido meghatarozasokat végeztiink.

RIA MODSZEREK KIFEJLESZTESE

A GLP-1 és MCH RIA moddszerek kifejlesztése soran a kovetkezd részfeladatokat
oldottuk meg:
A RIA moédszerek kifejlesztéséhez sziikséges peptid szarmazékok (GLP-1 (19-37), Cys©-
GLP-1 (19-37), MCH) szintézise a Szegedi Egyetem, Orvosi Vegytani Intézetében tortént,
Prof. Dr. Téth Gabor vezetése mellett.



A GLP-1 ¢és MCH peptidek hordozé fehérjéhez torténd kapcesolasara Michael addiciot, illetve
glutaraldehides technikat alkalmaztunk.

GLP-1 ¢és MCH ellenes antitesteket nyulak immunizalasaval termeltettiink. Elvégeztiik az
antiszérumok karakterizalasat, amelynek soran meghataroztuk titeriiket, affinitasi
konstansukat, majd a specificitasi vizsgalatok soran kimutattuk, hogy a ,,GLP-1 3/7” jelzési
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
tartozo mas peptideket.

Az MCH RIA modszer esetében hasznalt ,MCH 1/5” jelzésti antiszérum 100 %-ban méri az
emlés MCH-t, a modositott MCH-t (Tyr® Phe®™-MCH), ellenben nem kotédik a peptid
molekula gylirlis szerkezetét add aminosav szekvencidhoz, valamint az azonos
hormoncsaladba tartoz6 mas peptidekhez.

A GLP-1 és MCH peptidek 1251 izotoppal torténd jelolésére iodogénes eljarast alkalmaztunk.
A mono-jodozott radioaktiv peptidek (RIA tracer) tisztitasara forditott fazisa HPLC-t
hasznaltunk. A jelolési reakcid sordn a jod beépiilés hatasfoka mindkét peptid esetén elérte a
90 %-ot.

A RIA modszerek kifejlesztéséhez sziikséges alapveté komponensek eléallitdsa utan
meghataroztuk a modszerek optimalis mukodési feltételeit, kivalasztottuk a megfeleld
szeparacios eljarast, a kiértékelési modokat és az ellendrzési rendszert.

A plazma GLP-1 koncentracidé meghatarozasa alkoholos extrakciot kovetben tortént. A

patkany szoveti MCH tartalom mérése neutralis extraktumbol valosult meg.

RIA MODSZEREK GYAKORLATI ALKALMAZASA

Az Gjonnan kifejlesztett GLP-1 RIA moddszeriinket atipusos, antipszichotikum okozta
elhizds és inzulin rezisztencia patkdny modellben alkalmaztuk elsdként. A kisérlet sordn
olanzapinnal kezeltiink patkdnyokat, majd a vizsgélat végén megmértiik az ¢éhgyomri és a
gliikoz tolerancia teszt alatti plazma GLP-1 szinteket és meghataroztuk a gliikkoztoleranciat. 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.



MCH RIA moédszeriink elsd alkalamzasaként, patkanyok gasztorintesztinalis
traktusanak egyes szakaszaibol, kozponti idegrendszeri teriileteikbol és egyéb mas periférids
szerveikbOl szdveti peptid koncentracid meghatarozasokat végeztiink. A gyomor-bél traktus,
valamint a periférias szervek MCH tartalmanak eloszlasara vonatkozo eredményeink teljesen
uj irodalmi adatokat szolgaltattak. Nagyon 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, nagyon alacsony értékeket mértiink a tobbi
vizsgalt szovetmintaban (fundus, antrum, vastagbél, végbél, tiidé, vazizom, sziv). Nagy
érzékenységli RIA modszeriinket felhaszndlva, kutatocsoportunk alacsony, de jol mérhetd
MCH szinteket talalt huméan 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 hatasara felszabaduld gasztrointesztinalis keringé hormon
is, amely fontos szerepet jatszhat nemcsak a taplalékfelvétel szabalyozasaban, hanem az
emésztés folyamataban is. Feltételezhetden hatassal van olyan betegségek kialakuldsara, mint
a koros elhizés, vagy éppen a koéros sovanysag. Nagy érzékenységii és specifikus MCH RIA
modszeriink klinikai alkalmazésa tavlatokat nyithat meg akar még eddig ismeretlen korképek

(pl. MCH termeld adenoma) megismeréséhez is.

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 kifejlesztését, valamint elsddleges gyakorlati
alkalmazasukkal kapott eredményeinket foglaltam 6ssze. Mindkét peptid fontos szerepet tolt
be a szervezet energiahaztartasanak szabalyozasiban és miutan intézetiink egyik fontos
kutatasi terlilete a taplalkozas, az elhizas, az inzulin reziszetncia, valamint a 2-es tipusu
cukorbetegség kialakuldsdnak tanulmanyozésa, a magas szinvonalli laborhattér biztositasa
érdekében fontosnak tartottuk ezen Uj RIA eljardsok kifejlesztését, hogy hasznalatuk napi

rutinszerll alkalmazésa véljon elérhetdvé.



A mobdszerek kidolgozasdhoz sziikséges GLP-1 és MCH peptidek szintézise, valamint a
nyulak immunizaldsdhoz sziiksége immunogének eldallitasa (a peptidek BSA hordozd
fehérjéhez torténd kapcsoldsa) a Szegedi Tudomanyegyetem, Orvosi Vegytani Intézetében
tortént, prof. Dr. Toéth Gébor vezetése mellett. A RIA moddszerek kifejlesztésének tobbi
lépését: ellenanyagok termelése nyulak immunizaldsaval, az antiszérumok karakterizalasa
(titer, affinités, specificits), a *2°I izotoppal jelolt RIA tracer elallitasa (radioaktiv jelolés,
HPLC tisztitas), a RIA eljarasok optimalis mikddési koriilményeinek beallitasa, a modszerek
analitikai jellemzdinek meghatdrozasa, majd a beallitott modszer gyakorlati alkalmazésa
(plazma GLP-1, valamint szoveti MCH szintek mérése), intézetiink izotop laboratoriumaban
magunk végeztiik.

GLP-1 RIA modszeriink esetében a kalibracios gorbe Dsg értéke 10 meghatarozas alapjan:
15,18 £2,02 fmol/ml. Az assay kimutatasi hatarkoncentracioja GLP-1 peptidre: 0,4 fmol/ml.
MCH RIA esetében a kalibracidos gorbe Dsp értéke: 11,93 £ 1,78 fmol/ml, az MCH-ra
vonatkoztatott kimutatasi hatarkoncentracié: 0,2 fmol/ml.

A GLP-1 ¢és MCH mérésére kidolgozott RIA modszereink nagy érzékenységiiek és
specifikusak a mérni kivant hormonokra. Egyarant felhasznalhatok plazma és szoveti peptid

koncentraciok meghatarozasara.

KULCSSZAVAK

RIA, GLP-1, MCH, 1, HPLC tisztitas, radioaktiv jeldlés
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