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ELMELETI HATTER

A makrofag migracié inhibitor faktor (MIF) volt az els6, in vivo kisérletekkel igazolhatdan
nem immunglobulin szerkezetli immunmediator. 1966-ban fedezték fel, €s sokdig olyan T-sejt
1966; David, 1966). Ma mar szdmos hatdasmechanizmusa és képzddési helye ismert, mégis
nehéz a MIF-et klasszifikalni, hiszen a citokin funkcidé mellett rendelkezik hormonokra és
enzimekre jellemzo tulajdonsagokkal is.

A human MIF monomer 114 aminosavbdl all, molekulastlya 12,4 kDa. Haromdimenzios
szerkezetét rontgen diffrakcids analizissel irtdk le. A MIF harom azonos alegységbdl felépiild
homotrimer molekula (Sun és mtsai, 1996; Suzuki és mtsai, 1996). Szerkezete nem mutat
semmiféle hasonlosagot sem a tobbi citokinnel, sem a hipofizishormonokkal, de néhany
prokaridta enzimhez nem csak szerkezetileg, hanem valamelyest szekvencia homologia
tekintetében is hasonld. A MIF gyakorlatilag az egész szervezetben megtalalhatd, az
immunrendszer sejtjeitél kezdve, a hipofizis kortikotrop sejtjein at, az endothel sejtekig
(Calandra és Roger, 2003). 3—5ng/ml koncentraciéban, a vérben is megtalalhaté (Metz és
Bucala, 1997).

A MIF extracellularisan kotddve, receptor-medidlt jelatvivd utakon keresztil és -
endocytosissal a sejtbe jutva- intracellularis kolcsonhatdsok révén is szabalyozza a
sejtaktivitast. Bar hatdsmechanizmusa még nem teljesen tisztazott, mas proinflammatorikus
proteinekhez hasonldan képes synoviocytdkban aktivalni a mitogén-aktivalt protein kinadzokat
(MAPK), igy az extracellularis szignal-reguldlo kinazt (ERK) és a p38 MAPK-t (Onodera ¢és
mtsai, 2004; Santos és mtsai, 2004). Jelenleg a MIF az egyetlen citokin, mely kozvetleniil
gatolja a p53 expresszigjat €s funkcidjat (Hudson és mtsai, 1999; Mitchell és mtsai, 2002;
Leech ¢és mtsai, 2003; Lacey és mtsai, 2003).

Bar a MIF-et a proinflammatorikus citokinekhez soroljak, rendelkezik néhany, a citokinektdl
eltérd tulajdonsaggal is. Pédaul: tobb évtized intenziv kutatasai ellenére sem talaltdk meg a
MIF bona fide receptorat. A MIF endokrin faktor is, mert lipopoliszacharid (LPS) injekcio
hatasara a hipofizis kortiokotrop sejtjei is szecernaljak (Bernhagen és mtsai, 1993). A szérum
MIF koncentracioja a kortizoléhoz hasonld cirkadian ritmust mutat (Petrovsky és mtsai,
2003). Annak ellenére, hogy a citokineket a gliikokortikoidok altalaban serkentik (Wiley és
mtsai, 2004), a MIF-nél ellentétes hatasokat figyeltek meg. Proinflammatorikus hatas mellett

a MIF az antiinflammatorikus gliitkokortikoidok természetes ellenregulatora.
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A MIF a citokinek kozott egyediilalldé modon két evoluciosan konzervalt katalitikus
motivumot tartalmaz, melyhez hasonlot eddig csak a bakteridlis enzimekben azonositottak.
Ezek -in vitro izomerizacios/tautomerizacios és oxido-redukcios reakciokat katalizalnak.
Bizonyitott, hogy a MIF homotrimer harmadlagos szerkezete sziikséges a tautomerdz
katalitikus régi6 felépiiléséhez. Az aktiv kotdhelyet a MIF és p-hidroxi-fenilpiruvat (OH-PP)
szubsztratjanak komplexét rontgenkrisztallografids analizissel (Rosengren és mtsai, 1997) a
két szomszédos alegység altal képzett hidrofob iiregben azonositottdk (Lubetsky és mtsai,
2002).

A MIF enzimatikus aktivitasai koziil egyiknek sem ismert a fizioldgiai (vagy patofiziologiai)
szerepe. Ennek ellenére a MIF enzimaktivitisa egy érdekes tulajdonsag, mely szamos
bioldgiai funkcid kulcsa lehet, hisz a MIF tautomeraz/izomeraz zsebével kdlcsonhatasba 1épd
kismolekulak képesek a MIF citokin funkciojat is gatolni (Orita és mtsai, 2002). Tehat a MIF

katalitikus ,,zsebét” célzd kismolekuldk uj €s szelektiv anti-citokin terapiat képviselhetnek.

CELKITUZES ES TEMATIKAI FELOLSZTAS

Az értekezésben bemutatott munka f6 célja a MIF fenilpiruvat enzimaktivitdsanak vizsgalata
¢s annak befolyédsolasa kiilonb6z6 vegyiiletekkel. E vizsgéalatokat un. ,,kommercidlis”
enzimen, human mintakon és tubulinon végeztilk. A leghatasosabb vegyiiletet in vivo
modellben is kiprobaltuk.

A MIF és az osteoporosis lehetséges kapcsolatara az utobbi idében egyre tobb adat lat
napvilagot. Didkkorosként végzett osteoporosissal kapcsolatos munkamat utolsoként

targyalom.

Munkam ot fo téma koré csoportosithato:
A MIF fenilpiruvat enzimaktivitdsdnak vizsgélata
A MIF mennyiségének ¢és aktivitdsanak vizsgalata human mintdkban
A hatékony MIF gatlo kavésav hatasainak vizsgalata in vivo egér arthritis modellben
Mikrotubulus funkcié és MIF kapcsolatanak vizsgalata

Postmenopausalis osteoporosis prevencioja ndvényi Osztrogénekkel



MODSZEREK

1.1. Fehérje modszerek, tisztitasok

Fehérje meghatarozas: Bradford (1976) fotometrias modszerrel.

SDS-poliakrilamid gélelektroforézis: Laemmli (1970) szerint.

Western Blot: primer antitest: rabbit anti-rMIF (1:2.000), rabbit anti-aTubulin (1:200), szekunder
antitest: Goat anti-rabbit-IgG-HRP (horseraddish peroxidase) konjugalt (1:2.000).
Eziistozés: a géleket 2 oraig és egy éjszakan at fixaltuk. Mosasok utan 2 6raig equilibralé oldatban

inkubaltuk, végiil ioncserélt vizzel, a feliiletre tapadt eziistot eltavolitottuk.

Tubulin izolalas: Shelanski (1973) modszerével.

A sertés agyat az agyhartyak eltavolitasa utan 1 ml/400 mg homogenizacios pufferben, jégfiirdén
homogenizaltuk. A citoszdl frakcid ismételt utracentrifugalasat kdvetéen a kapott tubulint 37°C-os
vizfirdon polimerizaltuk GTP, MgCl, és glicerin hozzaadasaval. A polimerizalt tubulint
centrifugalassal elkiilonitettiik, a pelletet felszuszpendaltuk, és depolimerizacio céljabol jégfiirdén

tartottuk. Az igy nyert tubulin mikrotubulushoz asszocialt protein (MAP) tartalma nagy.

HM (high molar)- tubulin tisztitasi modszer: Castoldi és Popov (2003) szerint.

A friss agyat (a lagy agyhartyat és az ereket eltavolitva) depolimerizald pufferben 1 ml/g
homogenizaltuk. Ultracentrifugalast kdvetden a feliilluszot a polimerizaciohoz HM-PIPES pufferrel,
GTP-vel, ATP-vel és glicerinnel egészitettiik ki, majd 37°C-os vizfiirddn tortént polimerizaciot
kovetden lecentrifugaltuk, a centrifugacsé aljan talalhatdo zselét (tubulin) 20 ml depolimerizald
pufferrel felszuszpendaltuk. Ezt kovetéen 0°C-on depolimerizaltuk, majd a polimerzacios-
depolimerizacios 1épéseket még kétszer elvégeztiik. A depolimerizalt tubulin utolsé centrifugalasat

kdvetden a feliiluszot hirtelen lefagyasztottuk.

Iziileti homogenizatum készitése

Az egerek tibiotarsalis iziileteit kimetszettiik, 1ml/10mg pufferben homogenizaltuk. A centrifugalas

utan kapott feliiliszot hasznaltuk az ELISA vizsgalatokhoz.

1.2. Kémiai vegyiiletek el6allitasa
Ezen modszerek megtervezését és a szintézisiik kivitelezését dr. Lorand Tamas (PTE AOK Biokémiai
és Orvosi Kémiai Intézet) végezte. A vegyliletek szerkezetének igazolasa FT IR és NMR

spektroszkopiai modszerekkel tortént.



1.3. Immunolégiai médszerek

ELISA moédszer (MIF ELISA)

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. A 96 lyuka lemezt capture antitesttel bevontuk és egy
éjszakan keresztiil inkubaltuk. Masnap, blokkolas utan hozzaadtuk a standardot és a mintat 1x, 5x,
10x-es higitasban. Ezt kdvetden elébb detektalod antitesttel, majd Streptavidin-HRP-vel, végiil a
szubsztrattal toltottik fel. A reakciot H,SO, stop oldattal allitottuk le és 450 nm-en azonnal
megmeértiik az egyes lyukak optikai denzitasat (hattér: 570 nm).

Az IL-1p (interleukin) ELISA-t szintén 450 nm-en mértiik, de 620 nm hattér korrekciot alkalmaztunk.

TR-FIA, DELFIA moédszer

Time Resolved Fluoroimmunoassay, Dissociation-Enhanced Lanthanide Fluorescent Immunoassay.
Ezen moddszerrel Prof. Dr. Hermann Adlercreutz laboratéoriumaban vizsgaltam a szérumok
fitodsztrogén tartalmat (Folkhélsan Research Center; Inst. for Prev. Med., Nutrition and Cancer; Dept.
of Clin. Chem. Univ. Helsinki; Finland).

A vizsgaland6 plazmat B-glukuronidazzal és szulfatazzal Gsszekeverve acetat pufferben 37°C-on egy
¢éjszakan at inkubaltuk. A hidrolizist kovetden a nemkonjugalt enterolaktont dietil-éterrel extrahaltuk.
A hidrolizalt extraktumot assay pufferben IgG-vel elékezelt mikrolemezre pipettaztuk, majd
hozzaadtuk az antiszérumot (1:250.000 higitasaban), és az europium jelolt enterolaktont (ENL)
(1:400.000). Szobahén torténd 90 perces Ovatos razas utdn a lemezt kimostuk, majd a lyukakhoz
hozzaadtuk a DELFIA felerdsitd oldatot, és 5 perc mulva leolvastuk a fluoreszcencia mértékét. A
szérum mintdkbol minden esetben harom, a kontrollokbol két parhuzamos mérést végeztiink. Az

eredmények értékelése: Plasma ENL = leolvasott koncentracié x 1/recovery x higitasi faktor.

1.4. Bioaktivitas tesztek

Fenilpiruvat tautomeraz aktivitas (ketondz és enolaz reakcio)

Méréseinket a PTE AOK Biofizikai Intézetében, valamint a Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézetben
végeztiik. MIF-ként marha vesébdl izolalt tautomerazt hasznaltunk (Sigma).

A fenilpiruvat tautomeraz aktivitds mindkét reakciojat 20°C-on, kétutas UV spektrofotométerrel
mértiik. A ketonaz reakciot 288nm-en, 75 masodpercig, az enolazt 300nm-en 900 s-ig kovettiik. A
reakcio elegy ketonaz esetén, a pufferen és az enzimen kiviil, fenilpiruvat szubsztratot tartalmazott. Az
enolaz reakcidelegy a toményebb pufferen, enzimen ¢és Na-fenilpiruvat szubsztraton kivil a
stabilizalasért felelos borsavat is tartalmazott. A vakban az enzim hidnyzott. Az enzimreakcio gatloit

frissen higitottuk, és 1, 5, 20, 50, 100, 200 illetve 400 uM végkoncentracidoban adtuk a rendszerhez.

Tubulin polimerizacid

A tubulin polimerizaciot 350 nm-en, az atesd6 UV fény diffrakcidjaval kovettiik kétutas UV
spektrofotométerrel 33°C-on, a PTE AOK Biofizika Intézetében. A mérendd kiivettidba Img/ml



tubulint, a vakba reakciopuffert tettiink. Mindkét kiivetta tartalmazott még MgCl,-t és GTP-t. A

méréseket a platod szakasz eléréséig folytattuk.

1.5. Immunhisztokémiai médszerek

Fénymikroszkdépos immunhisztokémia paraffinba dgyazott metszeteken

A 10um vastag metszetek deparaffinalasa és dehidralasa utan, a metszeteket TRIS pufferben mostuk.
Mikrohullamt kezelést kdvetden az endogén peroxidaz aktivitas gatlasara H,O,-ban inkubaltuk. Majd
a metszeteket elobb 1%-0s normal 16 szérummal, aztan primer antitesttel (nytlban termeltetett anti-
MIF antitesttel: 1:5.000, ill. 1:10.000; és anti-oTubulin: 1:200 antitesttel) inkubaltuk. A szekunder
antitest (biotinilalt anti-nyul IgG: 1:100) utdn az avidin-biotin-peroxidaz (ABC) komplexszel
inkubaltunk, végiil az immunreakciét 3,3’-diaminobenzidinnel hidrogénperoxid jelenlétében tettiik
lathatova. A reakciot fénymikroszkop alatt kontrollaltuk. Ismételt mosast kdvetden, a metszeteket
felszalld alkoholsorban dehidraltuk, xilolban deritettiik és DEPEX-szel lefedtiik. A primer antitesttel

parhuzamosan negativ kontrollt is készitettiink.

Fénymikroszkopos immunhisztokémia isztatott metszeteken

A 60 pm vastag, vibratommal készitett metszeteket eldbb 1%-os H,0,-ban, majd mosas utan 1 %

normal l6szérumot és 0,4% Triton X-100-at tartalmazo oldatban inkubaltuk. A tovabbiakban utalok a

sres

targylemezre hiiztuk fel, majd dehidraltuk, xilolban deritettiik, és DEPEX-szel fedtiik.

Elektronmikroszkopos immunhisztokémia

A hippocampust €s a hozza csatlakozo parahippocampalis kérget és a temporalis neocortexet
tartalmazé blokkot glutaraldehidet is tartalmazod formaldehidben fixaltuk. A 60 um vastag
vibratommal készitett metszeteket cryoprotectio céljabol szachar6z oldatban tartottuk. Az antitestek
penetraciojanak elésegitése érdekében, a metszeteket haromszor folyékony nitrogénben
atfagyasztottuk, majd felolvasztottuk. Mosast kovetéen hidrogén-peroxid oldatban inkubaltuk. A
primer-, szekunder antitestekkel és az ABC komplexszel a korabban leirtaknak megfelelden végeztiik
az inkubalast, valamint az immunreakci6 lathatova tételét. Az elektronmikroszkopra szant metszeteket
2% ozmium tetroxiddal utanfixaltuk, dehidraltuk, majd elébb 1:1 aranyu miigyanta (Durcupan) és
propilén oxid keverékben végiil tiszta miigyantdba helyeztilk. Masnap a metszeteket targylemezre
tettiik. A Durcupannal atitatott metszeteket miianyag fedélemezzel 1 éjszakara 56°C-os termosztatba
helyeztiik.

A flat-embedding” modszerrel bedgyazott metszetekbol fénymikroszkoppal kivalasztottuk az
elektronmikroszkopos vizsgalatra szant teriileteket, melyeket kivagtunk, majd atagyaztunk. A

blokkbol készitett ultravékony metszeteket uranil-acetattal €s oOlom-citrattal kontrasztoztuk. A

metszeteket Jeol tipust elektronmikroszkoppal értékeltiik.



1.6. Allatkisérletes médszerek

Allatok

A kisérlethez 20-25 g-os him Balb/c egereket hasznaltunk (n=21). Az allatokat 24-25°C-os
homérsékleten tartottuk, standard tapot és csapvizet ad libitum vehettek magukhoz. A kisérletet a PTE

AOK Munkahelyi Allatetikai Bizottsag szabalyainak megfeleléen végeztiik.

Komplett Freund adjuvans (CFA) indukalt arthritis modell

A bal hatso 1ab talpi felszinébe és a farktdbe paraffin olajban szuszpendalt eldlt Mycobaktériumokat
tartalmazo CFA-t juttatunk be. A szisztémas hatas felerésitése céljabol masnap azonos mennyiségii
CFA-t injektaltunk a farktobe (Helyes és mitsai, 2001). Plethysmometridval és aesthesiometrias
modszerrel kontroll és kondicionalé méréseket végeztiink a CFA beadasa eldtt, majd az arthritis

indukciot koveté minden masodik napon.

Labduzzadas mérése

A labak térfogatat plethysmometriaval mértiik, amelynek miikddése a kozlekedéedények elvén alapul.
A digitalis kijelz6n cm’-ben leolvashatjuk a labtérfogatot. A duzzadast a kontroll értékhez viszonyitott

%-ban adtuk meg.

Mechanonociceptiv kiiszob mérése

A talp mechanikus ingerekre vald érzékenységét aesthesiometrias modszerrel hatiroztuk meg. Az
egereknek a mérés eldtt idot hagytunk az akklimatizaciora a kutato-keres6 magatartas befejezéséig.
Ezt kovetden a racs ala helyeztiik az allithato helyzet tompa végi tiit tartalmazo stimulald egységet.
A start gomb megnyomasat kdvetden a tompa végl fémti addig fejtett ki fokozodo nyomast a talpra,
amig az allat el nem rantotta a labat. Ezt a pillanatot, (nociceptiv kiiszobot), a digitalis kijelzén
gramm-ban olvashattuk le. A mechanikai allodyniat, azaz a nociceptiv kiiszob csokkenését, a

kiindulasi kontroll értékekhez viszonyitott %-ban adtuk meg.

I. A MIF FENILPIRUVAT ENZIMAKTIVITASANAK VIZSGALATA

El6zmények

A MIF proinflammatorikus hatasanak gatlasahoz jelenleg két ut vezethet: vagy a MIF fehérje
ellen termeltetett antitest, illetve a MIF anti-sense mRNS segitségével, amelyek koltséges és
klinikai kortiilmények kozott nem mindig kivitelezhetd modszerek; vagy a MIF katalitikus
aktivitasat gatlo kismolekulakkal.

Annak ellenére, hogy még nem ismert a MIF enzimaktivitdsanak jelentésége és szerepe,

szamos kutatocsoport probalt mar MIF-et gatld kismolekuldkat kifejleszteni. Mas modszerek



mellett szadmitogépes modelleket is bevetettek, hogy igéretes molekuldkat taldljanak. Ezek
kozé tartozik példaul a (E)-2-fluoro-p-hidroxicinnamat (Taylor és mtsai, 1999), egyes
dopachrom analdgok (Zhang és Bucala, 1999), a triptofan és tirozin szarmazékok (Dios és
mtsai, 2002), vagy a kumarin- és chromenon szarmazékok (Orita és mtsai, 2001).

A Sigma cég altal forgalmazott tautomeraz a rekombinans human MIF-fel (rMIF) megegyez6
12,4 kDa-os immunoreaktiv ,,band”-et ad ,,western immunoblot”-on, és mindkét enzim
ugyanolyan fenilpiruvat tautomeraz aktivitdssal rendelkezik (Rosengren és mitsai, 1997),
valamint a flavonoid luteolin ¢és quercetin hasonldé modon befolydsolja mindkettd
enzimaktivitasat (Garai és Adlercreutz, 2004). Ezek alapjan feltételezhetd volt, hogy a Sigma
tautomeraz enzimaktivitasat befolyasolo tobbi kismolekula is hasonl6an hat a human rMIF-re.
A gatld molekuldk vizsgélata soran ezért a koltséges rMIF helyett Sigma tautomerazt

hasznaltunk.

I.1.Egyes gyulladasgatlo molekulak befolyasoljak a MIF fenilpiruvat tautomeraz

aktivitasat

Az acetaminophent, melyrdl leirtak, hogy gatolja a MIF dopachrom tautomerdz aktivitasat
(Senter és mtsai, 2002) fenilpiruvat tautomeraz reakciéra még nem vizsgaltak, ezért elsoként
ezt a molekulat teszteltik. Ezt kovetden a MIF szubsztratjaihoz hasonld szerkezeti,
gyulladascsokkentd novényi hatdéanyagokat, majd néhany ismert nem-szteroid gyulladasgatld
szer (NSAID) hatasat is vizsgaltuk. Kiszamitottuk a vizsgalt anyagok félgatlasi koncentracioit

(ICs), a gatlas tipusara egyes esetekben Lineweaver-Burk analizissel kovetkeztettiink.

Eredmények

1. Az acetaminophen nem csak a MIF dopachrom tautomeraz aktivitdsat gatolta, hanem a
fenilpiruvat tautomériat is (ICso=1,0uM).

2. A vizsgélt gyulladasgatld kismolekulak koncentraciofiiggd modon gétoltdk a MIF medialt
fenilpiruvat tautomeraz reakciot ketondz ¢és enoldz iranyban. A MIF ketonaz reakciojara a
leghatékonyabb gatlast a fenilpropan csoportba tartoz6 kavésav (ICs0=0,55uM) és
kurkumin (ICsp=0,7uM) eredményezte. A kumarin szarmazékok koziil az umbelliferon (7-
hidroxi-kumarin (IC50=2,6uM)), a vegyes szerkezetli csoportba sorolt vegyiiletek koziil a
resveratrol (ICsp=1,9 uM) bizonyult a leghatékonyabbnak. Enoldaz reakcioban

leghatékonyabbnak szintén a kavésav bizonyult.



3. A nem-szteroid gyulladascsokkentok koziil a piroxicam volt a leghatékonyabb
(IC50=120,9uM), de MIF enzimgatld hatasat tekintve messze elmarad a legtobb novényi
eredetli kismolekuldtol. A phenylbutazon ¢és az ibuprofen csak millimoélos
koncentracidoban mutatott gatlast.

4. Lineweaver-Burk plot analizis alapjan (kavésav esetében) a gatlas kompeticios jellegii.

Kovetkeztetések

Bar jelenleg nem ismert a MIF, mint gyullad4sos citokin enzimaktivitdsanak biologiai
jelentdsége, figyelemre méltd, hogy a vizsgalt gyulladasgatldé novényi hatdéanyagok nagy
része kifejezetten jo gatlonak bizonyult.

A vizsgalt NSAID-krdl ismert, hogy keto és enol formaban is jelen vannak, de egyikiik sem
volt hatékony gatldja a MIF enzimaktivitasnak, mely azzal magyarazhatd, hogy a névényi
hatoanyagok erds antioxidans karaktere hozzajarulhat az in vitro rendszeriinkben
megfigyelhetd hatdshoz. A gatlds pontos mechanizmusat minden egyes vegyiiletnél kiilon
tisztazni sziikséges majd a tovabbiakban.

A MIF ellenstlyozza a gliikkokortikoidok gyulladasgatld €s immunszupressziv hatasat.
Feltételezhetd, hogy a MIF fehérje farmakologiai gatlasa emelheti az endogén gliikokortikoid
gyulladasgatld hatékonysdgat, valamint potencidlisan csokkenteni képes a terdpids

gliikokortikoid-sziikségletet kronikus autoimmun vagy gyulladasos betegségek kezelésében.

1.2. Kémiai tton szintetizalt kismolekulak hatasa a MIF fenilpiruvat tautomeraz

aktivitasara

A legpotensebb novényi hatdanyagokhoz, illetve a MIF szubsztratjaihoz részben hasonld
szerkezeti tulajdonsagokkal bird, szintetikus vegylileteket kerestiink a gatlo hatds fokozasa
céljabol. Dr. Lorand Tamas (PTE AOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet) szamos
vegyiiletcsoportot szintetizalt, melyeket elsdsorban a MIF tautomeraz enol-keto iranyu

reakcidjara teszteltlink.

Eredmények
1. A kapott eredményeket, tehat a szerkezet hatas Osszefliggéseket vegyiiletcsalddonként
végezhetiink, mert abban valosziniileg szerepet jatszanak a vizsgalt molekuldk szterikus-

¢s elektronikus tulajdonsagai is.



2. A 2-arilidéncikloalkanonok csoportjabol a leghatasosabb vegyiiletek: a 4-bromfenil- és a
piperonilidén-szdrmazék. A hattagl gyliriis vegyiileteknél észlelt hatds rendszerint kisebb
mértékil vagy hasonl6 a ciklopentanon-szarmazékoknal észleletekhez.

3. A 2-arilidénbenzocikloalkanonok az el6zé csalddokhoz képest kisebb mértékii gatlo

hatédssal rendelkeznek, kivéve a bazisos 2-piridilszarmazékot.

Kovetkeztetések

Bar a szintetizalt vegyiiletek kozott volt, amelyekkel a ndvényi hatéanyagokét megkozelitd
hatast értiink el, de azok legpotensebb képviseldinek gatldo hatdsat eddig még nem tudtuk
tulszarnyalni. Tovabbi vizsgalataink tervezéséhez felhasznaljuk a QSAR (kvantitativ
szerkezet hatds Osszefliggések) modszerrel nyert ismereteket is, hogy hatékony ,lead

molekulat” nyerjiink.

1.3.Ketontestek hatasa a MIF fenilpiruvat tautomeraz aktivitasara

Mikdzben a MIF fenilpiruvat tautomeraz aktivitdsanak gatloit kerestiik, felfigyeltiink arra,
hogy savas CH-csoport jelenléte fontos lehet a megfeleld gatlas eléréséhez. Ezek koziil az
acetilaceton kiilondsen érdekes volt, mert tautomeriziciora is képes (Watarai és Suzuki,
1974). Az acetilacetonnal rokon szerkezetli ketontestek szintén CH-savas természetiick, és in
csokkentheti az immunkompetenciat, de gyulladasgatldo hatdssal is rendelkeznek (Sato és
mtsai, 1992; Sjogren és mtsai, 1999).

Az aldbbi kisérletekben ketontestek hatdsat vizsgaltuk a proinflammatorikus MIF citokin

ketonaz és enoldz enzimaktivitisaira.

Eredmények:

1. A ketontestek képesek gatolni a MIF ketondz aktivitasat. A legjobb gatld az acetilaceton
¢s a 2-propionil ciklohexanon volt. A benzilidén-aceton, az acetoacetat, és a B-hidroxi-
vajsav mérsékelt gatlonak bizonyult, mig az aceton és az etil-acetoacetat csak
nagysagrendekkel magasabb koncentraciokban mutatott gatlast.

2. A MIF fenilpiruvat enoldz aktivitasara a ketontestek 10 mM-ig nem hatottak.

Kovetkeztetések:
Az acetoacetat és a B-hidroxi-vajsav vérszintje fiziologias allapotokban 70-150 uM kozott van

(Kalapos és mtsai, 2003). In vitro gatld hatasukat tekintve (ICsp= 14 és 70uM) feltehetben in



vivo is képesek a MIF enzimaktivitasat befolyasolni. Amennyiben ez igy lenne, és ha a MIF
enzimaktivitasnak szerepe van a MIF citokin funkcidjdban, akkor a gazdaszervezet és a
behatold agens szempontjabdl is kulcsszerepe lehet annak az ismert jelenségnek, hogy az

infekcié megakadalyozza az éhez0 allatok ketontest produkcidjat (Neufeld és mtsai, 1976).

1.4.Egyes lipopoliszacharidok befolyasoljak a MIF fenilpiruvat tautomeraz aktivitasat

A vérbe keriilt LPS az LPS-kotd fehérjéken (LBP) keresztiil monocytakban, makrofagokban
¢s neutrofileken a CD14 molekuldhoz kotédik (Haziot és mtsai, 1997), ez szignalt ad a Toll-
like receptor-4 (TLR4) fel¢, amelynek expresszidjat a MIF fokozza (Roger €s mtsai, 2001). A
MIF ¢és LPS kapcsolatat figyelembe véve felmeriilt, hogy az LPS esetleg kozvetleniil is
befolyasolhatja a MIF tautomeraz aktivitasat.

Kiilonb6zd baktériumok teljes LPS-einek, valamint azok alegységeinek hatdsat teszteltiik a
MIF enzimaktivitdsara. A kisérletben hasznalt LPS-t a PTE AOK Orvosi Mikrobiologiai és
Immunitéstani Intézetbol, dr. Kocsis Bélatol kaptuk. Az LPS koncentracidkat a szérum
toxikus (40pg/l), ,koztes” (20pg/l) és subklinikai (4pg/l) koncentracidinak megfeleléen

hasznaltuk.

Eredmények:

1. Az LPS-ek koncentracio fliggd moédon vagy gatoltak vagy serkentették a reakcionkat.

2. Az E. coli és a Salmonella sonnei Il teljes LPS-e 39°C-on koncentracio-fiiggé modon
serkenti a MIF tautomeraz aktivitasait.

3. A Salmonella adelaid teljes lipopoliszacharidja mindkét reakciot koncentraciofiiggd
modon gatolta, azonban a toxikus hatasért felelds Lipid-A komponens koncentraciofiiggd

modon serkentette az enzimreakciot.

Kovetkeztetések:
Az eltéré szerkezetli LPS-ek eltérd iranyba befolyasoltdk a MIF tautomeraz aktivitasat. A

reakcid gatlo vagy serkentd iranyat nagyban meghatarozta az LPS szerkezete.
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1.5.Flavonoidok és fitoosztrogének befolyasoljak a MIF fenilpiruvat tautomeraz
aktivitasat

1978-ban patkany uterusban felfedezett un. Il-es tipust nuklearis kotOhely nem csak az
Osztrogént (Eriksson ¢és mtsai, 1978), hanem a flavonoidok egy részét is képes kotni
(Markaverich és mtsai, 1988). Tovabbi jellemzdje a Il-es tipust kotdhelynek, hogy tirozinaz
szerli enzimaktivitassal asszocialtan detektaltak (Garai és Clark, 1992), melynek szubsztrat-
specificitasa hasonld volt a MIF tautomerdzéhoz. Il-es tipusu kotohelyet tartalmazo patkany
uterus sejtmag kivonatdban a MIF-hez hasonld tautomeraz aktivitdst is kimutattak (Garai és
mtsai, 2001), melynek flavonoid ligandjai gatoltdk a MIF tautomeraz aktivitasat is (Garai €s
Adlercreutz, 2004). Ezen adatok arra utalnak, hogy a MIF-nek szerepe lehet az un. Il-es
tipust 0sztrogén kotédésben.

A MIF fenilpiruvat tautomeraz aktivitasara vizsgaltuk olyan vegyiiletek hatdsat, melyek jo
ligandjai a II-es tipusu Osztrogén kotohelynek. Vizsgaltunk tovabba néhany olyan
fitodsztrogént is, melyekrdl ismert, hogy képesek a csontsiirliséget jotékonyan befolyasolni
(Fanti és mtsai, 1998). Osztrogénhatassal nem biré flavonoidokat is vizsgaltunk, melyek pl.
gyulladasgatlo hatassal birnak. Ezek kémiai szerkezete vagy a fitodsztrogénekhez hasonlit (pl.
a naringenin a genisteinhez), vagy a mar korabban hatékonynak bizonyult ndvényi

vegyiiletekhez.

Eredmények:

1. A Il-es tipust kotéhely ligandjai koziil mind a szintetikus 0sztrogén (dietil-stilbosztrol
(DES)), mind az 6sztrogén metabolit (2-metoxi Osztradiol) részleges gatld hatast mutatott.

2. A csontanyagcserét befolyasold fitoosztrogének koziil a MIF vizsgalt enzimaktivitasat
legeredményesebben a daidzein gatolta (ICsp=16,33 uM). Ezt kdvette annak metabolitja,
az equol, majd a genistein.

3. A vizsgalt flavonoidok ketondz €s enoldz reakciokban, eltérd koncentraciokban mutattak
gatld gatlast. Példaul az eperfaban talalhatdo morin az enolaz reakcidban kozel kétszer jobb
gatlast eredményezett a ketondzhoz képest. Ezzel szemben a naringenin, melynek f6

forrasai a citrusfélék éppen enolaz reakcidoban bizonyult gyengébbnek.

Kovetkeztetések:
Az altalunk vizsgélt flavonoidok és fitodsztrogének szintén képesek a MIF enzimaktivitasat
befolyasolni, de gatld hatasuk elmaradt a kordbban vizsgalt gyulladdsgatld ndvényi

hatéanyagokétol.
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Bar jelen pillanatban nincsenek ismereteink a MIF fenilpiruvat enoldz és ketonaz iranyu
reakcigjanak biologiai szerepér6l, mégis emlitésre érdemes, hogy az Osztrogenitas
szempontjabol leghatékonyabb, és a csontanyagcserét is kedvezden befolyasold equol az

enoldz iranyu reakcioban a tobbi vegyiilettdl eltérden eredményesebbnek bizonyult.

II. MIF MENNYISEGENEK ES AKTIVITASANAK VIZSGALATA HUMAN
MINTAKBAN

A rheumatoid arthritises (RA) betegek iziileti folyadékaban és az endometriosisos betegek
peritonealis folyadékaban is megemelkedett a MIF koncentracidja, de ennek enzimatikus

aktivitdsat még nem vizsgaltak.

II.1. MIF mennyisége és aktivitasa iziileti gyulladasban szenveddk iziileti

folyadékaban és szérumaban

A rheumatoid arthritisben szenvedd betegek synovialis folyadékaban 5-10-szer magasabb
MIF koncentraciot talaltak, mint egészséges egyénekben (Leech és mtsai, 1999; Onodera és
mtsai, 1999). Tovabba kapcsolatot mutattak ki az iziilet MIF tartalma és a RA aktivitasa
kozott is (Morand és mtsai, 2002).

A programban a PTE AOK Immunolégiai és Reumatologiai Klinikajan, iziileti gyulladasos
panaszokkal jelentkezd betegek vettek részt, akik kivizsgalasa, valamint a kontrollvizsgélataik
soran iziileti punkcid valt sziikségessé, mellyel parhuzamosan vérvétel is tortént.

A mintakat a klinikusokkal egyetértésben a kdvetkezd diagndzisok alapjan csoportositottuk:
Rheumatoid arthritis (RA): n=13; Szeronegativ Spondylarthritis (SNSA): n=10; Arthrosis
n=8; Arthritis urica (k0szvény) n=4.

Az iziileti folyadékok és szérumok MIF immunoreaktivitdsit a minta tautomerdz

enzimaktivitasaval korrelacidoban vizsgaltuk.

Eredmények:

1. Mind a szérumban, mind az iziileti folyadékban ELISA vizsgalattal megemelkedett MIF
szinteket mértiink. Az egyes betegségeket Osszehasonlitva SNSA-ban az iziileti
folyadékok MIF tartalma volt a legmagasabb. Az SNSA-s szérumok MIF tartalma kozott

mar szignifikans kiilonbség van mind a rheumatoid arthritises (*:p<0.05), mind az
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arthrosisos (**:p<0.01) csoporthoz viszonyitva. Hasonld kiilonbség mutathaté ki a
szérumok egységnyi fehérjére vonatkoztatott MIF tartalma kozott is.

A megemelkedett MIF szintek ellenére a vizsgalati mintdkban konzisztensen csak
fenilpiruvat enolaz aktivitast tudtunk kimutatni. Ketonaz irdnyban csak a minta higitasat
kovetden tudtunk némi abszorbancia csokkenést detektalni.

Az iziileti folyadék enolédz aktivitasat a vizsgalt MIF inhibitorok hatékonyan gatoltak.
Western blot vizsgalattal is igazoltuk a MIF jelenlétét. Kiemelendd azonban, hogy a MIF
immunoreaktivitds nem csak a dimer (25 kDa) és trimer (37 kDa) molekulastlynak
megfeleléen migral, hanem immunoreaktiv ,,band” detektalhato a 130, és a 45 kDa

molekulastly tartomanyban is.

I1.2.  MIF mennyisége és aktivitasa human endometriosisos betegek peritonealis

folyadékaban

Az endometriosisos ndk peritonealis mos6folyadékéban fokozott MIF immunoreaktivitast

talaltak, mely kiilondsen az aktiv betegség els6 két stadiumara volt jellemz6 (Kats és mtsai,

2002). Az endometrialis MIF szintjét immunhisztokémiaval vizsgalva a MIF mennyiségének

ciklusfliggését tapasztaltdk (Akoum és mtsai, 2002).

Tanulmanyunkban a Baranya Megyei Korhdz, Sziilészeti és NOgyodgyaszati Osztalyan -

infertilitads miatt - diagnosztikus laparoscopidn atesett nébetegekbdl nyert 1-2 ml peritonealis

mosoéfolyadékbol vizsgaltuk a MIF tartalmat és annak tautomeraz aktivitasat (Garai és mtsai,

2003). (Kontroll: n=19; I. std: n=22; II. std: n=8; III. std: n=6; IV. std: n=3)

Eredmények:

1. Az endometriosisos betegektdl levett hastiri folyadékbol megemelkedett MIF tartalom
volt kimutathat6 az endometriézisban nem szenveddkhoz képest.

2. A fenilpiruvat enol-keto atalakuldsa ¢s a MIF immunoreaktivitads kozott nem lehetett
korrelaciot kimutatni. Ugyanakkor a fenilpiruvat keto-enol atalakuldsat jelz6 Un. enolaz
reakcio ¢és a MIF immunoreaktivitasa kozott egyértelmii korrelacio volt tapasztalhato6.

3. Mind a peritonealis folyadék enoldz aktivitisanak mértéke, mind immunoreaktivitisa
magasabb volt az endometriosis I-es ¢és Il-es stadiumaiban Osszehasonlitva az
endometriosissal nem rendelkez6k mintéival.

4. A peritonealis mosofolyadék enolaz aktivitdsat a tesztelt MIF inhibitorok hasonloan

gatoltdk, mint a ,,gyéri” tautomerazt.
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5. Az anti-MIF antitesttel végzett Western blot vizsgalat alapvetden a 170, 130, 45 kDa—nak
megfeleld molekulasulynal adott jol detektalhato szignalt. Ugyanakkor egy halvanyabb jel

37 kDa-nal is gyakran észrevehetd volt.

Kovetkeztetések

Mind az iziileti folyadékban, mind a peritonealis moséfolyadékban csak a fenilpiruvat enolaz
aktivitdas volt értékelhetd, melynek mértéke korrelalt a MIF ELISA-val mért
immunoreaktivitasaval. Ezért feltételezhetjiilk, hogy a human mintdkban van valami olyan
anyag (feltehetdleg fehérje természetll), mely megakadalyozza az ellenkezd irdnyt reakcid
lezajlasat. Ezt igazolni latszik, hogy egyes mintdk higitdsaval a ketondz reakcio ,,el6tlint”.
Mindkét human vizsgalatnal a Western blot hasonl6 modon, 130, 45 kDa-nal is adott jelet,
ami azzal magyarazhatd, hogy a MIF-hez egyéb fehérje is asszocialodott. Ehhez hasonlo
eredményeket kozoltek Vera és munkatarsai (2005), akik gyulladdsos hélyag intraluminaris
folyadékabol, a-MIF antitesttel végzett Western blot vizsgalat soran 170, 130 és 12 kDa-nal
detektaltak MIF immunoreaktivitast. Ezen mintdkban az asszocialt fehérjét a2-makroglobulin

proteinaz inhibitorként azonositottak.
I1.3. MIF szérum szintjének valtozasa laparotomian atesett betegekben

Allatkisérletekben bakterialis stimulus hatasara 6 6ran beliil szamos sejtben (igy a majsejtben
1s) MIF-termelddés indult meg (Meinhardt és mtsai, 1997). Gando ¢€s munkatérsai (2001)
daganat miatt majrezekcion atesett betegeknél a kortizol szinttel parhuzamos MIF-szekrécio
emelkedést taldltak, melyet arra vezettek vissza, hogy a sebészi stimulus aktivalja a
hypothalamus-hipofizis-mellékvese tengelyt (HPA tengely), és parhuzamosan emelkedik a
plazma adrenokortikotrop hormon (ACTH), gliikokortikoid, valamint a MIF szintje is.

A PTE AOK Anaesthesiologiai és Intenziv Therdpias Intézet valamint a Laboratoriumi
Medicina Intézet kozremiikodésével végezett prospektiv, leird klinikai tanulmanyunkban azt
vizsgaltuk, hogy a daganatos betegeknél a bélmegnyitas, mint varhatoéan jelentés endotoxin
felszabadulassal jard beavatkozas, mennyire befolyasolja a MIF szérum szintjét a hasonlo
miitéti inzultussal jaro, bélrezekcid nélkiili beavatkozashoz képest, illetve az befolyésolja-e a
korai posztoperativ morbiditast €s mortalitast?

Vizsgalatunkba 28 beteget vontunk be. Az els6 csoportba (A) azon betegek kertiltek, akiknél
majdaganat miatt részleges majrezekcio tortént (10 beteg), mig a masik csoportba (B) olyan

betegeket vizsgaltunk, akiknél az operacid sordn bélmegnyitas tortént (18 beteg).
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Mitét eldtt (to), majd azt kovetden kozvetlen utana (t;) illetve a posztoperativ harom napig
(t2,t3,ts) hatdroztuk meg a MIF, TNFa, ILI-B, IL-8-, prealbumin, albumin, fibrinogén és CRP
(C reaktiv protein)- szinteket. Laboratoriumunk ezek koziil a szérum MIF ELISA vizsgalatot

végezte.

Eredmények
1. Mindkét betegcsoport miitét elotti MIF értékét (MIF() a normal tartomanyon beliil
talaltuk ¢és nem tapasztaltunk statisztikailag szignifikdns kiilonbséget a két
betegpopulacié kozott.
2. Kozvetleniil az operacid utan mért érték (MIF,) ezzel szemben a majrezekcion atesett
betegeknél szignifikdnsan magasabb volt, mint a masik csoport betegeinél.
3. A mitétet kdvetd nap mindkét csoportnal ismét normal MIF értéket mértiink, mely

nem emelkedett a masodik €s szdmottevéen nem valtozott a harmadik napon sem.

Kovetkeztetések:

Mivel mindkét betegcsoport tagjai daganatos betegek voltak és miitét el6tti MIF-értékiik nem
kiilonbozott egymastol, ezért a majtumoros betegek magasabb MIF értékét az operacid miatti
majsejt karosodéssal illetve, a sériilt majszévetbdl torténd fokozott MIF- felszabadulédssal
magyarazhatjuk (Marton és mtsai, 2005), mely feltételezés igazolasara tovabbi tanulmanyok

sziikségesek.

III. A HATEKONY MIF GATLO KAVESAV HATASAINAK VIZSGALATA IN VIVO

EGER ARTHRITIS MODELLBEN

El6zmények:

Komplett Freund adjuvanssal (CFA) kivaltott arthritis modellben a szérum és a synovialis

sejtek MIF tartalma megemelkedett, tovabba az iziileti folyadékban talalhaté makrofagok is

nagy mennyiségii citokint szabaditottak fel (Leech és mtsai, 1998).

CFA allatmodellben teszteltiik a népi gydgyaszatban hagyomdényosan iziileti gyulladasok

kezelésére alkalmazott teak f6 hatoanyagat, a kavésavat, mely in vitro er6s MIF tautomeraz

gatlonak is bizonyult. A kisérletek Balb/c egercken, a PTE AOK Farmakologiai és

Farmakoterépiai Intézetével kollaboracidban torténtek.

Két allatcsoport 10 mg/kg (n=7), illetve 100 mg/kg (n=7) ké&vésavat kapott a 21 napos

kisérleti idOtartam alatt naponta kétszer i.p. (Caffeic acid: Sigma), a kontroll csoportot (n=7)

az oldoszerrel (10% DMSO, 0,9%-os NaCl oldat) kezeltiik. A kisérlet végén az egerek
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felaldozasat kovetden a tibiotarsalis iziileteket kimetszettiik és meghataroztuk bel6liik az IL-

crer

Eredmények

1. A CFA-val kivaltott labduzzadast a kavésav dozis-fliggd mddon szignifikansan (*:p<0,05,
**: p<0,01) csokkentette mind a kezelt (bal), mind a nem kezelt (jobb) végtagon.
Figyelemre mélto, hogy 100 mg/kg dozisban a kévésav a nem kezelt 1dbon kialakuld
enyhébb mértékti 6démat is hatékonyan gatolta.

2. A CFA hatésara kialakul6 gyulladasos mechanikai allodyniat a kavésav a CFA-val kezelt
labakon mind 10 mg/kg, mind 100 mg/kg i.p. dozisban szignifikdnsan (***:p<0,001)
csOkkentette, Koncentracio-hatas osszefiiggés néhany napnal ez esetben is megfigyelhetd
volt.

3. iziileti homogenizatumbél ELISA vizsgalattal torténd IL-1P koncentraciomérés azt
mutatja, hogy mind a CFA-val kezelt (bal) ldbon, mind az ellenoldali tibiotarsalis
izliletben a kavésav csokkentette e gyulladasos citokin termelését. A gatlé hatas a bal
labon mindkét, a jobb ldbon a 100mg/kg dozissal kezelt csoportban a kontrollhoz

viszonyitva szignifikdnsnak bizonyult.

Kovetkeztetések:

A MIF tautomeraz aktivitasat in vitro gatldé kavésav in vivo CFA-val kivaltott egér arthritis
modellben eredményesen csokkentette a labduzzadast, a gyulladasos mechanikai allodyniat €s
gyulladasos citokin termelést. E tajekozodo jellegli kisérletsorozat azonban csak indirekt
bizonyitékokkal szolgélhat az ezen iziileti gyulladds modellben kulcsszerepld MIF és annak
enzimaktivitasat gatld kismolekula gyulladasgatld hatdsanak lehetséges kapcsolatara. Tovabbi
szovettani vizsgalatok és citokin mérések folyamatban vannak a gyulladdsgatld hatés

mechanizmusanak feltarasara.

16



IV. MIKROTUBULUS FUNKCIO ES MIF KAPCSOLATANAK VIZSGALATA

El6zmények:

A MIF ¢és a mikrotubulus funkci6 kapcsolatara szamos indirekt bizonyiték utal. A
kezelés jelentdsen fokozta, és megakadalyozza a MIF migracié gatlo hatasat (Pick és
Abrahamer, 1973; McCarthy és mtsai, 1979). 16 6ras MIF expozicié hatasara a polimerizalt
tubulin a kontrollhoz viszonyitva 150-200%-0s emelkedést mutatott (Pick és mtsai, 1979).
Mivel a sejtmozgas gatldsa a polimerizalt tubulin ardnydnak emelkedésével jar egyiitt,
feltehetd, hogy intakt mikrotubulus funkcio6 sziikséges ahhoz, hogy a MIF kifejtse a migracio
gatld hatasat.

Alzheimer korban a senilis plakkok amyloid B- proteinjéhez (AP) szamos fehérje képes
aggregalodni, tobbek kozt a MIF és a béta tubulin is, melynek a plakk képzésben és/vagy
lerakddasban korélettani jelentOséget tulajdonitanak (Oyama és mtsai, 2000). Kimutattak,
hogy az agyban expresszalt MIF savas kornyezetben képes amyloid fibrillumokat képezni
(Lashuel ¢és mtsai, 2005). Az egyik leghatdsosabbnak talalt MIF tautomerdz gatlonk, a
kurkumin Alzheimer korban képes csokkenteni az amyloid és plakk képzddést (Lim €s mtsai,
2001).

Patkany agy szamos neuronjaban figyeltek meg MIF expressziot (Bacher és mtsai, 1998). A
ciszternaba adott LPS injekci6 hatasdra a neuronalis MIF mRNS ¢és fehérje expresszio
megemelkedik (Bacher és mtsai, 1998). Tehat az agyban indukalhato MIF termelés is jelen
van, azonban a MIF agyi funkcidja jelenleg nem ismert. Feltételezik, hogy tautomeraz
aktivitasa az oxidalt katecholaminok detoxifikéldsdban jatszhat szerepet (Matsunaga €s mtsai,

1999).

Vizsgalataink sordn a kovetkezo kérdésekre kivantunk valaszt kapni:

1. Kimutathat6-e MIF immunoreaktivitas a sertés agybol izolalt tubulin preparatumban?

2. Befolyasolja-e a MIF immunoreaktivitast a tobb polimerizacios-depolimerizacids cikluson
végrehajtott tubulin tisztitasi folyamat?

3. Rendelkezik-e kimutathaté enzimaktivitassal az egy ciklusban izolalt, nagy MAP tartalmt
tubulin? /A mikrotubulus asszocialt proteinek a citoszkeletalis polimerhez k&tddo,
stabilizal6 vagy destabilizalo fehérjék./

4. Valtozik-e az enzimaktivitas a tisztitasi ciklusok szdmanak emelésével?

5. Hogyan valtozik az egységnyi fehérjére esd MIF mennyiség a tisztitasi ciklusok utan?
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6. A MIF leghatasosabb inhibitorai hogyan befolydsoljak a nagy MAP tartalmu tubulin
tautomeraz enzimaktivitasat?

7. Befolyasoljak-e a tubulin polimerizacidjat a tautomeraz reakciot gatld kismolekulak?

8. Megtalalhato-e MIF a sertés agykéregben, és ha igen, mely idegrendszeri sejtek
tartalmazzak?

9. Kimutathat6-e morfologiai modszerrel a MIF tubulin kapcsolat?

Eredmények:

1. A tubulin preparatumunkban mind Western blottal, mind ELISA vizsgalattal kimutathato
a MIF jelenléte.

2. A harom ciklus tubulin és feliilisz6 Western blot analizise jol mutatja, hogy az anti-MIF-
immunoreaktivitas mind a tubulinban, mind a feliilaszéban cs6kken, olyannyira, hogy a 3.
ciklusban jol kivehetd sdv mar nem latszik.

3. Nagy MAP tartalmt tubulin preparatumunkban a MIF tautomerdznak megfelelden,
mindkét irdnyban detektaltunk enzimaktivitast.

4. Az egyes tubulin preparatumok ketonaz és enolaz enzimaktivitasa a ciklus szdmanak
emelkedésével aranyosan csokken. A feliiliszok enzimaktivitdsait vizsgalva hasonld
eredményt kaptunk.

5. Az egységnyi fehérjére es6é MIF mennyisége eldz6 vizsgalatainkkal Osszhangban
legmagasabb az elsd, és legalacsonyabb a harmadik ciklusban.

6. A vizsgalt kismolekuldk a tubulin preparatum fenilpiruvat tautomeraz ketonaz és enolaz
reakcigjat is koncentraciofiiggd modon gatoltdk. A MIF és a tubulin fenilpiruvat
tautomerazon nyert 1Csy értékek korreldlnak egymassal, ugyanakkor a mért molekuldk a
tubulin enzimaktivitasat csak magasabb koncentraciokban gatoljak. Az enolaz reakcid
vizsgalata soran, a legjobb gétld molekula a kavésav volt. Az acetaminophen - a tobbi
vizsgalt molekuldval ellentétben - a tubulin tautomeraz aktivitdsat csak joval nagyobb
koncentracioban gatolta.

7. A tubulin polimerizaciot a vizsgalt novényi hatéoanyagok tObbnyire gatoltak, de az
acetaminophen serkentette.

8. Sertésagyon végzett immunhisztokémiai vizsgélataink soran megfigyeltiik, hogy a MIF az
agykéregben gatlo és serkentd neuronokban is expresszalodik.

9. A MIF-immunreaktiv sejtek elektronmikroszkdpos vizsgalatdval kimutattuk, hogy a sejtek

valoban idegsejtek. A MIF immunpozitivitas az idegsejtek nagy mennyiségii parhuzamos

mikrotubulust tartalmazé dendritjeiben és axonjaiban kifejezett volt.
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Kovetkeztetések

Eredményeink felvetik annak a lehetdségét, hogy az intracelluldrisan taldlhatdé MIF citokin
MAP-ként is funkcionalhat, valamint azt, hogy a vizsgalt kismolekuldk gyulladasgatlo
hatasdban szerepet jatszhat azon képességlik, hogy befolydsoljdk a MIF citokin
enzimaktivitasat és a tubulin polimerizaciojat.

Fénymikroszképos ¢€s elektronmikroszkopos vizsgalataink megerdsitik a biokémiai
vizsgalataink eredményeit, miszerint a MIF ¢és a mikrotubulusok funkciondlis egységet
alkothatnak.

A MIF immunreaktivitas lokalizacidé és funkcié szempontjabol eltérd (serkentd és gatld)
idegsejt csoportokban valé megjelenésére jelenleg nincsen meggy6z0 magyarazatunk.
Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogy a MIF-hez hasonldan mas fehérjék (pl. calbindin)

esetében is megfigyelhetd hasonlo jelenség (Baimbridge és mtsai, 1992).

V. POSTMENOPAUSALIS OSTEOPOROSIS PREVENCIOJA NOVENYI
OSZTROGENEKKEL

El6zmények:
A MIF szerepét az osteoporosisban vad tipust, ovariectomizalt (OVX), valamint MIF hianyos
egereken vizsgaltdk. Eredményeik szerint a MIF sziikséges az 0sztrogénhidny miatt kialakult
csontvesztéshez. Mivel a MIF a citokinek termelését fokozza (Baugh és Donnelly, 2003)
felvethetd, hogy a csont resorptiot okozo medidtorok aktivalasa, részben a szérum MIF szint
gyors megemelkedésének tulajdonithatdé (Oshima és mtsai, 2006).
A postmenopausalis osteoporosist jelenleg hormonp6tld kezeléssel probaljak megeldzni, de a
hormonpotld kezelések mellékhatdsai miatt a menopauzas populacié korében egyre nagyobb
teret hoditanak a kiilonféle novényekbdl szarmazo, 6sztrogén hatassal rendelkezd vegytiletek
is.
Intervencios tanulmdnyunkban menopauzds populdcioban a fitodsztrogének és a célzott
mozgasprogram osteoporosis prevenciora gyakorolt hatasat vizsgaltuk. A diétds intervenciot
egy szabadalommal védett specialis magos siitemény jelentette, mely 32% teljes szojat és
23% lenmagot tartalmazott. Ebb6l az 6nként jelentkezd, valtozokorban levo ndknek egy éven
keresztiil naponta 10-12 dkg-t kellett elfogyasztaniuk.
Attol fiiggben, hogy mit vallaltak, kiilonb6z6 csoportokba keriiltek: kontrol csoport
(intervenci6 nélkiil): (n=21), fitodsztrogén siitemény (n=15), torna (heti 3x1 ora, ebbdl 16ra

szakgyodgytornasz feliigyeletével) (n=6), keksz és torna egyiitt (n=14). A tanulmany soran
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negyedévenként otféle fitoosztrogén vérszintjét monitoroztuk TR-FIA DELFIA moédszerrel:
(genisteint, daidzeint, equolt, o-desmethyl-angolensint (ODMA), enterolaktont). A
csontsiiriiséget DEXA (Dual-Energy X-Ray Absorptiometry) vizsgalattal a PTE AOK
Kozponti Klinikai Radioizotop Laboratdriumaban mérték. Mivel az izoflavonoidok egy része
allatkisérletekben hypothyreosist okoz (Divi, 1997), monitoroztuk a thyroidea stimulalo
hormont (TSH) is.

Eredmények

1. A résztvevok kiinduldsi, nagyon alacsony fitodsztrogén vérszintjét mar negyedéves
siiteményfogyasztas is jelentésen megemelte.

2. Az Osztrogenitas szempontjabol legpotensebb equol szintje is ndvekedett.
Figyelemreméltd, hogy nagymértékii egyéni eltéréseket talaltunk a plazmaszintekben,
kiilonosen az equol és az ODMA metabolitok esetén, melyek hatterében az egyéni
gastrointestinalis metabolizmus allhat. Ennek megfeleléen a populacidé ~80-90%-a ODMA
producer, (Kelly és mtsai, 1995; Arai és mtsai, 2000), ~33-50%-a n. equol producer
(Rowland és mtsai, 2000; Lampe és mtsai, 2001; Setchell és mtsai, 2002).

3. Csontslirliség szempontjabol vizsgalva az egyes csoportokat a fitodsztrogén intervenciod
egy ¢v alatt ugyan nem hozott szignifinkéns javulast, de mar az is eredménynek szdmithat,
hogy a menopauzas populacidban nem csokkentek tovabb a BMD értékek.

4. Kiilon értékelve az equol producerek csontsiirliség valtozasat lathatod, hogy a csipon €s a
lumbdlis szakaszon javulas tapasztalhato.

5. Az ODMA producerek esetében a valtozas az egyes csoportok kozott is szembetiing.
Kozel azonos kiindulasi BMD szint ellenére, a lumbalis szakaszon a keksz fogyasztasa
tornaval kombinadlva az ODMA producer populacioban szignifikans mértékben (p<0.05)
megakadalyozta a csontsiirliség csokkenését. A csipd teriiletén a fitodsztrogén tartalmii
keksz fogyasztasa mar onmagaban is képes volt szignifikans valtozasokat eredményezni.

6. A TSH a tanulmany végéig a normalis tartomanyon beliil volt.

Kovetkeztetések

A kiindulasi alacsony fitodsztrogén szintek mutatjak, hogy a hazai étrend igen szegényes
fitodsztrogén bevitelt jelent. A fitodsztrogének szamos jotékony hatdsa miatt, a bevitel
mérsékelt emelése is hossztavon jelentds javuldst eredményezhetne az érintett populacid
népegészségligyi mutatdiban. Ez volt az elsd alkalom, hogy hazai populacion az ot

leghatdsosabb fitodsztrogén vérszintjét pairhuzamosan tanulmanyozhattuk.
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Csontstirtiség vizsgalat szempontjabol az egy év rovid tava kdvetésnek mindsiil, de biztato
jelnek szamit, hogy az equol és ODMA producer populaciok csontslirlisége az intervencio
alatt nem csokkent. A megfeleld étrendnek és a rendszeres testmozgasnak a csonttomeg

megOrzésében, esetleg javitasdban a menopausa utan is jelentds szerepe lehet.

A LEGFONTOSABB UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

[. A MIF fenilpiruvat enzimaktivitdsanak vizsgalata

I.1. Az acetaminophen nem csak a MIF dopachrom tautomeraz aktivitasat gatolja (Senter és
mtsai, 2002), hanem a fenilpiruvat tautomériat is (Molnar és Garai, 2005), mely utdbbit a
gyulladasgatld kismolekulék is koncentraciofiiggd modon gatoltak.

[.2.A ndvényi hatébanyagokhoz hasonld szerkezetli, kémiai Uton szintetizalt
vegyiiletcsoportokkal ugyan elértiik kozel ugyanazt a hatast, de azoknal eredményesebb
gatlast eddig még nem tudtunk produkalni.

[.3. A gylrls struktiraval nem rendelkezé ketonok ugy tlinik erdsebben gatoljak a MIF
ketonaz aktivitasat in vitro (Garai és mtsai, 2005).

1.4. Az eltér6 szerkezetli LPS-ek koncentraciofiiggd modon befolyéasoltdk a MIF tautomeraz
aktivitasat. A reakcié gatlo vagy serkentd irdnyat nagyban meghatarozta az LPS
szerkezete.

I.5. A csontstiriiséget jotékonyan befolyasolni képes fitodsztrogének koziil a MIF fenilpiruvat
tautomeraz gatlasaban legeredményesebbnek a daidzein mutatkozott.

II. Human mintakban is sikeriilt detektdlnunk a MIF jelenlétének ¢s mennyiségének megfeleld
enzimaktivitast. Azonban mind az iziileti folyadékban, mind a peritonealis folyadékban csak
a fenilpiruvat enolaz aktivitas volt értékelheto.

II.1. A peritonealis folyadék enoldz aktivitdsa, és immunoreaktivitasa is magasabb volt az
endometriosis I-es és Il-es stddiumaiban Osszehasonlitva az endometriosissal nem
rendelkez6k mintdjaval (Garai és mtsai, 2006).

I1.2. Az iziileti folyadékokban és a hozzajuk tartoz6 szérumokban kiilondsen magas MIF
szintet a Szeronegativ Spondylarthritisben mértiink.

I1.3. A bélmegnyitassal jard, és nem jard (mdajrezekcid) hasi miitéteken atesett betegek
koziil a szérum MIF tartalma, az utdbbi csoportban, kozvetlenil a miitét utdn
szignifikdnsan magasabb volt, mely a miitétet kovetd nap ismét a normal tartomanyba

keriilt (Marton és mtsai, 2005).
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I1I.

IV.

V.

A kavésav in vivo CFA arthritis modellben is koncentraciofiiggd modon, szignifikansan
csOkkentette mind az oedema, mind a fajdalom mértékét a kontroll allatokéhoz képest, mely
indirekt bizonyitéka lehet az iziileti gyulladdsban is részt vevé MIF és annak
enzimaktivitasat gatld kismolekula kapcsolata kozott.

A kismolekulak és a flavonoidok koncentracio fliggé modon gatoltak a tubulinban jelenlevd
MIF ketonaz és enolaz reakcidjat. A tubulin polimerizaciojat egyes molekuldk gétoltadk, mig
masok serkentették. A tobbszords tubulin tisztitasi folyamat eredményei alapjan felvethetd,
hogy a MIF olyan MAP-ként viselkedik, mely a tisztitas soran eltavolithato a tubulintol.
Morfologiai vizsgalataink alapjan a MIF mind a gétlo, mind a serkentd neuronokban
megtalalhat6. Polimerizalt tubulinban a MIF apré vesiculumok formdjaban a tubulin
atmetszetek kortl helyezkedik el.

A postmenopausalis osteoporosist vizsgald intervencids tanulmanyunkban sikertilt elérniink
a fitodsztrogén vérszintek jelentds emelkedését, tovabba az ODMA ¢és equol producerek
esetében, a combnyak és agyeki gerinc szakaszon, a csontsiiriség tekintetében hosszabb

tdvon pozitiv hatast remélhetiink.

A MIF egy szinte ,.elfeledett” citokin volt, és csak az elmult 15 évben valt az immuno-neuro-
endokrin kutatasi hatartertiilet egyik megkiilonboztetett célpontjava. Azonban a mai napig nem
ismert ,,valodi” receptora, és szdmos funkcidjadnak mechanizmusa var még mindig tisztazasra.

Kutatomunkank fenti leirdsa 0sszegzi szerény hozzajarulasunkat e téren.
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