A szarvasmarha vemhességhez tarsult fehérjéinek vizsgalata

A tanulmény elsé részében egy a szarvasmarhdk vemhességének nyomonkovetésére
alkalmas radioimmuno-assay (RIA) mddszer kifejlesztésérdl €s validalasar6l adunk szdmot.
Az alkalmazott RIA moddszerek hatékonysdgat normdlis és abnormalis vemhességekbdl,
illetve kiilonb6zd eredetli embrick 4tiiltetését kovetden a recipiensektdl szarmazd
vérmintdkon vizsgaljuk.

Az utébbi két évtizedben szamos gliikkoproteint sikeriilt izoldlni a kérddzok
placentdjabol: PSPB (Butler és mtsai, 1982); PAG (bPAGI1, PAG Ig7, bovPAG 1) (Az als6
indexszamok a kDa-ban mért molekulatomegre utalnak) (Zoli és mtsai, 1991); PAGss, PAGso,
PAGg, (Garbayo és mtsai, 1998).

1982-ben Butler és munkatarsai két vemhességhez tarsuld fehérjét allitottak eld,
szarvasmarha placentabdl (Pregnancy Specific Protein A és B, PSPA és PSPB). A PSPA nevili
fehérje a késObbi vizsgdlatok sordn a-fetoproteinnek bizonyult, mig a szintén ezen
kutatécsoport 4dltal izoldlt PSPB alkalmas volt a vemhesség diagnosztizaldsdra és nyomon
kovetésére szarvasmarhaban (Sasser és mtsai, 1986). Az 1991-ben Zoli és mtsai szarvasmarha
placentabdl kindulva 67 kDa molekulatomegii, négy kiillonbozé izoelektromos ponttal (4.4,
4.6, 52 és 54) és Arg-Gly-Ser-x-Leu-Thr-Thr-His-Pro-Leu N-termindlis aminosav
szekvencidval rendelkez6 gliikoproteineket 4llitott eld, amelyeket vemhességhez tarsult
gliikoproteinnek (Pregnancy Associated Glycoprotein, PAG) neveztek el. A vemhességhez
tarsult fehérjék tovabbi, molekularis bioldgiai médszerekkel torténd vizsgalata sordn kideriilt,
hogy az aszpartikus proteindzok csalddjaba sorolhaték, aminosav-sorrendjiik nagy
hasonldsagot mutat a pepszinhez (57%), pepszinogénhez (49.5%), katepszin D- (58%) és E-
hez, kimozinhoz (42.5%), és reninhez (Xie és mtsai 1991, 1994, 1995). A bovPAG-1
molekula hdaromdimenzids szerkezete hasonlésdgot mutat a pepszinéhez ill. kimozinéhoz.
Ezen vegyiilet az enzimatikusan aktiv aszpartikus proteindzokhoz hasonléan képes a
pepsztatin megkotésére (Guruprasad és mtsai, 1996). Molekuldaris bioldgiai vizsgélatok révén
tovabbi PAG szekvencidkat sikeriilt kimutatni kér6dz0k placentdjidban (Xie és mtsai, 1997;
Green és mtsai 2000).

1998-ban Garbayo munkassdganak koszonhetden harom kecske placentdbdl izolélt
PAG molekula N-termindlis aminosavszekvencidja vélt ismerté: PAGss (Ile-Ser-Ser-Pro-Val-
Ser-x-Leu-Thr-Ile), PAGso (Arg-Gly-Ser-x-Leu-Thr-Thr-Leu-Pro-Leu) és PAGg, (Arg-Asp-
Ser-x-Val-Thr-Ile-Val-Pro-Leu).



Jelenleg tobb mint 100 PAG gén ismert a kérédzOk genomjdban, ezek tobbsége a
placenta feliiletes rétegeiben expresszalddik. A szarvasmarha esetében kétféle expresszids
mintdzat ismert: néhany PAG mint a bovPAG-2, -8, -10 és -11 a placenta mono- és
binukledris sejtjeiben, mig a bovPAG-1, -4-7, és -9 kizdrélag a binukledris sejtekben
expresszalédik (Green €s mtsai, 2000). A vemhesség bizonyos stddiumaiban egyes PAG
molekuldk expresszdlédnak, masok viszont nem. A vemhesség 25., 45., 60., 88., 150. és 250.
napjan eltavolitott embriok/magzatok trophectodermdjaban a PAG Is; —t kdédol6 mRNS
molekuldk a 45. naptdl kimutathatok, mig a bovPAG-4-et és bovPAG-9-et kédoldk mdr a 25.
naptdl detektdlhatok. Egy fontos kérdés azonban tovdbbra is megvélaszolatlan maradt:
Kivalasztédnak-e PAG molekuldk az anyai vérkeringésbe a vemhesség korai szakaszaban,
illetve detektalhatok-e ezek a molekuldk az anyaéllatbdl nyert vérmintdkbol.

Vizsgélatainkhoz harom kiilénb6zd radioimmuno-assay-t (RIA 1, RIA 2 és RIA 3)
alkalmaztunk a PAG molekuldk detektdlasa céljabol. A felhaszndlt RIA rendszerekhez a
kovetkez6 antiszerumokat alkalmaztuk: anti- PAG Ig; (RIA 1), anti- PAGss,e (RIA 2) és anti-
PAGss,59 (RIA 3). Tudomdnyos munkdnk elso részében e vizsgalati rendszerek érzékenysége,
pontossdga, a mérési eredmények reprodukdlhatésaga keriilt meghatdrozasra, valamint az itt
kapott értékeket 0sszehasonlitottuk a RIA 1 rendszer esetében mértekkel. Az alkalmazott RIA
rendszerek fajlagossdgit (specificitdsidt) az aszpartikus protedz csaldd kereskedelmileg
hozzaférhetd, enzimatikusan aktiv enzimjeivel (pepszinogén, pepszin, kimozin, katepszin D
és renin) szemben hatdroztuk meg a 10 ng/ml-1 mg/ml koncentriciés tartomanyban. A
pepszinogén esetében keresztreakcidt detektdltunk a RIA 1, RIA 2 és RIA 3 rendszerekben 1
mg/ml, 50 pg/ml, illetve 500 pg/ml koncentracio felett. Pepszin esetében a keresztreakcid 500
ug/ml (RIA 2), illetve 1 mg/ml (RIA 1, RIA 3) koncentraci6 felett volt megfigyelhetd. A
kimozin a RIA 2 és RIA 3 rendszerekben, a rennet (borju oltégyomor extraktum) a RIA 2
rendszerben keresztreagélt. A renin €s a katepszin D nem okozott észlelhetd keresztreakciot.
Az irodalmi adatok alapjan a vizsgdlt aszpartikus proteindz enzimek bioldgiai mintdkban mért
koncentraciéja nem érheti el azt a tartomdanyt ahol vizsgélatainkban keresztreakcidt taldltunk.
Ezek alapjan kimondhat6, hogy a RIA 1, RIA 2 és RIA 3 rendszerek specifikusak PAG
molekuldk detektaldsara.

A hirom RIA rendszer felhaszndldsaval meghatiaroztuk a PAG koncentaciét
mesterséges termékenyitést kovetden tehenekbdl és liszOkbOl szdrmazd vérplazmaban. A
termékenyitést koveté 21. naptdl a hdrom RIA rendszer képes volt detektilni a PAG
molekuldkat (RIA 1: 0.431£0.24 ng/ml, meantSD; RIA 2: 0.481+0.24 ng/ml; RIA 3: 0.6410.37
ng/ml). A termékenyitést kovetd 32. €s 42. napon nyert vérplazmédban RIA 2 (4.30+1.32



ng/ml, 5.56x1.95 ng/ml) és RIA 3 (4.17x1.15 ng/ml, 5.60%£1.89 ng/ml) alkalmazdsdval
szignifikdnsan (p<0.0001) magasabb PAG koncentriciét mértiink, mint RIA 1 esetében
(2.4310.81 ng/ml, 4.01£1.48 ng/ml). A termékenyitést kovetd 21. naptél a hiarom RIA
rendszer felhasznédldsaval mért PAG koncentraciok kozott szignifikdns korrelacié allt fenn
(p<0.0001; r=0.929). Ezen vizsgalatok aldtdmasztjdk, hogy az antiszérum gondos kivédlasztdsa
révén fokozhaté a RIA teszt PAG molekuldkat felismerd képessége. Eredményeink azt is
val6szintsitik, hogy a harom RIA rendszer képes a PAG Ig;-ndl kordbban expresszdlodo és
vele nem identikus PAG molekuldk detektdldsara.

A PAG koncentracié vemhes iiszOktdl vett vérmintdkbdl torténd meghatarozdasa szintén
vizsgdlataink céljat képezte. A harom RIA rendszer segitségével ot allat esetében teljes, két
allatnal pedig részleges egyéni PAG profilokat hatdroztunk meg. Ot profilon normailis,
komplikdciomentes vemhességre jellemzd PAG koncentracié lathatok, mig két profil az
embriondlis mortalitasra, illetve a vetélésre utaldé PAG lefutdsokat mutatja. Az djonnan
kifejlesztett RIA rendszerek (RIA 2 és RIA 3) és a klasszikus RIA 1 altal mért PAG
koncentracidk hdnyadosit meghataroztuk a vemhesség adott idészakdban. Ezen hanyadosok
értéke a vemhesség elsd 60 napjdig csokkenést mutatott. A PAG profilok analizise révén
vildgossd valt, hogy az anyai vérben a vemhesség 21. és 60. napja kozott jelenlevd PAG
molekuldkat a RIA 2 és RIA 3 rendszerek hatékonyabban képesek felismerni, mint a RIA 1.

Eredményeink arra utalnak, hogy a RIA 2 és RIA 3 rendszerek ért€kes eszkozként
szolgalhatnak, a vemhesség korai szakaszaiban megjelend PAG molekuldk kimutatdsaban,
illetve elddllitasaban. Az egyedi PAG profilok alapjan erre a vemhesség elsé 60 napjin
gyljtott magzatburkok lennének legalkalmasabbak.

Egy kollaborativ vizsgalat keretében 269 embri6 beiiltetését kovetden a recipiensekbdl
tortént vérminta vétel (a referencia ivarzastol szdmitott 7. és 35. nap kozott hdromnaponta,
ezutdn pedig a 119. napig hetente egyszer). A Progeszteron (P4) és PAG szintek pontos
meghatdrozasa révén elddllitottuk az egyes vemhességekhez tartozé P4 é€s PAG profilokat. A
sikertelen vemhességekhez tartoz6 P4 és PAG profilokat lefutdsuk alapjan harom kategériaba
soroltuk: A tipus: a rendellenesség el0szor a P4 profilon jelentkezik; B tipus: a rendellenesség
elészor a PAG profilon jelentkezik; C tipus: a rendellenesség kozel egy idOben jelentkezik a
P4 és PAG profilokon. Az A tipusi embriondlis/ fetdlis mortalitds esetén a kivalté ok
valoszinlileg a recipiensben keresendd, mig a B tipus esetében az embriondlis/fetdlis
mortalitds oka az embridra/ magzatra vezetheto vissza. C tipusu embrionalis/ fetdlis mortalitas

esetében a kivalto ok a recipiensben és/vagy az embridban/ magzatban allt fenn. Vizsgalatunk



sorin a P4 és PAG profilok részletes analizise értékes informdaciot szolgdltatott az
embriondlis/ fetdlis mortalitds eredetér6l és annak korfejlodésével kapcsolatban.
Embriotranszplantaciot kovetden a rendszeresen gyljtott vérmintdkban torténd P4 és a PAG
koncentraciok meghatdrozdsa a rektdlis palpéacidval, illetve az embriondlis szivmikodés
ultrahangos detektdldsaval kiegészitve értékes moddszerként szolgdlhat a recipiensek
vemhességének nyomonkovetésére. A modszer révén informdcié nyerhetd, az in vitro
eldallitott embridk esetében a kultir mediumnak az embridra illetve trophoblast fejlodésére
gyakorolt hatdsardl.

Tanulmanyunkban két nagy pontossagu, jé reprodukalhatsagu, specifikus RIA rendszer
kifejlesztésérol szamoltunk be. Ezen RIA rendszerek alkalmasnak bizonyultak a szarvasmarha
vemhesség korai detektdldsara, nyomonkovetésére, illetve értékes informdciot szolgéltittak a

sikertelen vemhesség okaival kapcsolatban.



