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1. BEVEZETES

Szamos élettani folyamatban, igy példaul a széahifiehérje és zsir anyagcserében,
az immunolégiai valasz kialakitAsaban, vagy a mpktv folyamatok szabalyozasdban
meghatarozo szerepet tulajdonitanak a glikokodikaak. Megfigyelték, hogy a mellékvese
kéreg altal termelt hormonok szdveti koncentragiibigtve annak valtozasa befolyasolja tébb
szerv fiziologias mkodését, és szerepet jatszik kulonbobetegségek (elhizas,
inzulinrezisztencia, magas vérnyomas, csontritRukédakulasaban.

A petefészekben a glukokortikoidok kdzvetlen hatégenek ki a kilonbdz sejtekre,
tovabba gatoljdk a gonadotropinok hatasat és arosdtdk bioszintézisét. A lokalis
glukokortikoid szintek valtoztatasaban nagy szerdp&jdonitanak a 1Bthidroxiszteroid
dehidrogenaz (IBHSD) enzimeknek, amelyek a kortizol és Kkortizon tabelizmusat
szabalyozzak. Az enzimet szamos faj szoveteibmmtattak mar. A 13-HSD 1-es izotipusa
szovet specifikus médon a kortizon aktivaciojat wagkortizol inaktivaciojat is katalizélja,
mig a 2-es izotipus csak az utobbi folyamatban weszt.

A petefészekben a BIHSD aktivitds szerepe sokiiétBefolyasolja a petesejt erését,
részt vesz a fejlo tiszk védelmében, szabalyozza a kortizol hatasat ajuehse, ebsegiti a
gyulladascsokkenthatast és a fellleti ham reparaciojat az ovuldaidetien. Az enzimet
emberek, patkanyok, szarvasmarhak és sertéselgmt&fsejtjeiben irtak le ezidaig.

Munkank célja a 13-HSD1 enzim szOveti expresszidjanak vizsgalata, \kaltyabol
szarmaz6 petefészek mintakon. A mintakat a SzerdriEgyetem Allatorvos-tudomanyi Kar
Szillészeti és Szaporodasbiologiai Tanszék Kiséitdkjan gyijtottik. Osszesen 17
mitétileg eltavolitott petefészket vizsgaltunk, ameglyl 8%-os pufferolt formaldehid
oldatos fixalas és gépi szovebledszités utan paraffinos blokkok, majd haematoxdinés
eozinnal festett metszetek készilltek. Az immunblganiai vizsgalathoz PBtHSD1
ellenanyaggal (Abcam, rabbit polyclonal) és AEC iavetil carbasol) kromogénnel jel6ltik
a mintainkat, amelyeket ezutan fénymikroszkop ség#ével vizsgaltunk és értekeltink Ki.

Eredményeinket mas fajokban leirt tanulmanyokkabhétottuk 6ssze.



2. IRODALMI OSSZEFOGLALO

2.1. A 11-béta-hidroxiszteroid-dehidrogenaz enzieslipusa

2.1.1. A 11-béta-hidroxiszteroid-dehidrogenaz enzim

A 11-béta-hidroxiszteroid-dehidrogendzok mikroszlisnanzimek, amelyek a révid
lancu alkohol dehidrogenazok csaladjaba tartozNalgy szerepet jatszanak a lokalis kortizol
szintek valtoztatdsaban, és ezaltal az aktiv sdtscokortikoszteroid receptorokhoz val6
hozzaféréseben. Az elmudlt 15 év kutatasai ravidéigit a glikokortikoidok receptorokhoz
valo kotdésuk ebtti metabolizmuséanak fontossagara, mig kordbbak aggikokortikoidok
plazmaszintjét, a plazmafehérjékhez valGkés mértekét és a receptordkisegéet tartottak
fontos tényeének (Sandeep és Walker, 2001).

A kozelmultban az enzim a vizsgalatok kdzéppontjébeilt, mivel meghatarozo
szerepet tulajdonitanak neki egyes fiziolégias dolatok lezajlasaban, igy a
glikoneogenezisben, vazokonstrikcibban, natrium eegyly fenntartasaban, a szoveti
fejlédésben és a szaporodasi folyamatokban. Egerek gjéni@s kisérleteivel kimutattak,
hogy az enzimnek fontos szerepe van a normal szgtliikokortikoid szintek fenntartadsaban,
és a glukoneogenetikus majenzimek aktivalasabamsfitski €s mtsai, 1999).

A sejtek endoplazmatikus retikulumaban elhelyedketil-béta-hidroxiszteroid-
dehidrogenazok a lokalis glukokortikoid ellatottddgcsenzimei (Feldman és mtsai, 2013).
Az aktiv glukokortikoidok (kortizol és kortikosztam) atalakitasat katalizaljak inaktiv 11-keto
metabolitokk& (kortizonna és 11-dehidrokortikosaterd). Eddig két izotipuséat izolaltak,
azonban feltehééen tovabbi tipusok is elkulonitléetk (Krosowski és mtsai, 1999).

A 11-béta-hidroxiszteroid-dehidrogenaz enzim 1-gmdsat (1B-HSD1) 1989-ben
mutattak ki ebsz6r patkany majban, mig a biokémiailag éltédajdonsagu 2-es tipust (@1
HSD2) 6t évvel k&bb juh és ember veseszdvetben. Az 1-es tipus azdortll-keto
csoportjanak metabolikus aktivacigjat és a kortizbbéta-hidroxi csoportjanak inaktivaciojat
egyarant katalizalhatja. Az oxidacios folyamatokhdotinamid-adenin-dinukleotid-foszfatot
(NADP"), a redukcios folyamatokhoz NADPH+ igényel kofaktorként (Hong-Yu Zhou és
mtsai, 2012). Az enzimaktivitas irdnya az endoplatzkos retikulum hexo6z-6-foszfat-
dehidrogenaz ikodésével kégddtt NADPH+H' szintjét| fugg (Feldman és mtsai, 2013).



Ezzel szemben az enzim 2-es tipusa csak a kouidBcidjdban vesz részt, és a
reakciéhoz nikotinamid-adenin-dinukleotidot (NADhasznal kofaktorként. A BIHSD2 a
glukokortikoidok inaktivacidja altal védi a mineo&iortikoid receptorokat a tulzott mérték

kortizol k6tdéstl (Hong-Yu Zhou és mtsai, 2012).

2.1.2. Az enzim szerepe altalanossagban

A 114HSD1 egy alacsony affinitasi, NADPH*Hdependens enzim, amely
elsssorban a bioldgiailag aktiv kortizol lokalis képlesében jatszik szerepet. Szamos
szOvetben éfordul, igy a majban, a zsirszévetben, az agybamjdaben, a vasculéaris
simaizomban, az elillshypophysisben, az ivarszervekben és a mellékvésegken is
kimutathat6. A 2-es tipussal ellentétben kompleabéfyozas alatt all. Az enzim szintézisét,
aktivacigjat befolyasoljak a glukokortikoidok, arestsz, a szexualszteroidok, a névekedési
hormon, a citokinek és a peroxiszOma proliferattal aktivalt receptorok (Hong-Yu Zhou és
mtsai, 2012).

A dexametazon fokozza, mig az inzulin csokkenti yvagm hat a 13-HSD1
enzimaktivitasara. Patkany modellek segitségéveltattak, hogy az LH és az FSH fokozza,
a progeszteron pedig csokkenti az enzim kibocsatdszen kivil megallapitottak a
pajzsmirigy hormonok gatldé hatasat is az enzifikiaésére (Tomlinson és Stewart, 2001).
Osztrogén adasa utan him patkanyokbanpaH3D1 mRNS-ének csokkent expresszidjat és a
glukokortikoid-fugd glukoneogenetikus majenzimek aktivitds cstkkendggelték meg
(Sandeep és Walker, 2001). A gyulladasos citokitatksara fokozott expressziét és aktivitast
irtak le. Kilénbo4 in vitro és in vivo modelleket vizsgalva arra juiak, hogy a szabalyozas
szovet- és fajspecifikus. A ndvekedési hormon lEtakromegalidban és hipopituarizmusban
szenved embereken vizsgaltak. Arra a kdvetkeztetésre takpthogy a ndvekedési hormon
kozvetlen modon alig hat a f=HSD1 aktivitasra, viszont az IGF-1 specifikusatoa azt
(Tomlinson és Stewart, 2001).

Sokaig vitatott volt, hogy a BIHSD1 milyen iranyban katalizalja a kortizon-kodiz
atalakulast. A kdzelmultban megallapitottak, haggyomo részt reduktaz funkciot tolt be, ha
intakt sejtekben vagy szervekben vizsgéljuk in viiagy in vitro korilmények kozott. Ezt
figyelték meg példaul a majban, zsirszévetben, oreakban, vascularis sima izmokban

(Sandeep és Walker, 2001). Azonban egyes sejtilllvan, mint példaul a patkany Leydig



sejtjeiben, emberi cseplesz stroma sejtjeibefisetban oxidaz funkciét tolt be az enzim.
Oxidaz aktivitas figyelhétmeg ezen kiviil a sejtek sériilésekor is, illeheeNADP -t adunk
kofaktorként. Az, hogy melyik folyamatot katalizélp 1B-HSD1, a sejtek egyes féglési
szakaszaiban is valtozhat. Erre példa az embersziisiet, ahol a prekurzor sejtekben
elsssorban oxidazként, érett zsirsejtekben azonban neduktazkéent rkodik az enzim
(Hong-Yu Zhou és mtsai, 2012).

Felteheben az enzim reduktaz aktivitasa a legfontosablkaiglikokortikoid szint
fenntartdsdban még alacsony plazma kortizol sziesekén is. Ezt igazoltak a majban, ahol a
legnagyobb mennyiségben torténik az aktiv glukokoidok termelése inaktiv 11-keto
metabolitokbdl. Az emberi méjban a centralis véalik mutattdk ki az enzim nagyfoku
expressziojat, mig a majartéria, portalis vengpéyezeték kortul nem lehetett kimutatni.

A 11B8-HSD1 aktivitas hatasait a majban egereken véggait delécios vizsgélatok
alapjan irtak le. A homozigota mutansok nem tudittgtakitani a 11-dehidrokortikoszteront
és gyengébb valaszt adtak a glukoneogenetikus midjek aktivacidjanak hatasara. Ez
feltehetien majbeli glikokortikoid hianyhoz vezetett, amkdata a lipidek oxidacioéjat. Ezen
kivil ezek az egerek ellenalltak az altalaban stremgy elhizas okozta hiperglikémianak is
(Krosowski €s mtsai, 1999).

A 11B-HSD 1-es tipusa fontos szerepet jatszik a kozpaoetjrendszerben is. Az
agyban a glukokortikoidok hatassal vannak a seggcserére, elektrofiziologiai
tulajdonsagok, neuroendokrin paraméterek alakwdasaa hangulatra, memodriara,
sejtosztdédasra, sejtek érésére, felépitésére éeddite. A 14-HSD1 enzim megjelenik a
hippocampus, a hypothalamus és az éliigpophysis neuronjaiban. f=HSD1 hianyos
egereken végzett tanulmanyok tamasztjdk ala, hogyeazim fokozza a krénikus
glukokortikoid tobblet k&ros hatésait és hogy dékel13-HSD1 gatlok alkalmazésa védheti
a korral csokket hippocampalis funkciot. Ezen kivil az enzim bedslylhatia a
hypothalamus-hypophysis-mellékvese tengely negla@dback szabalyozdsat az endogén
glukokortikoid szintek beallitasa altal. FHSD1 hianyos egerekben mellékvesekéreg
hypertrophiat és fokozott ACTH-ra adott valasztyéilgek meg in vitro kérilmények kozott
(Sandeep és Walker, 2001).

Més szovetekben is kimutattdk, hogy a glukokortlkoszintek valtoztatasa
befolyasolja a szerv tikddését. Ezt tapasztaltak példaul a petefészeldien (gy gondoljak,
hogy az enzim jelenléte a sikeres embriotranszilen ehat) és az érrendszerben (ahol a

prosztaciklin produkciéra lehet hatassal az aortdothel sejtjeiben). Ezen kivil jelést
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mennyisé§ 113-HSD1 talalhaté az emberi mellékvese kéregben,mialaa juh és patkany
vesében (Krosowski és mtsai, 1999). Az enzim setr@giszik a simaizom szOvetben a
makrofagok differencidlodasaban, és a kozelmulkdanutattdk az enzimet a csontokban is. A
glukokortikoidok altal indukélt osteoporosis teidpban eredményes lehet apdiSD1

enzim gyogyszeres gatlasanak alkalmazasa (Feldsnants@i, 2013).

2.1.3. Szerepe a zsirszbvetben

A glukokorikoidok jelentbss mértékben befolyasoljak a szénhidrat, zsir- é&erfe
anyagcserét (Napolitano és mtsai, 1998), modul&@d@kmmunrendszert és a stresszre adott
valaszreakciokat (Feldman és mtsai, 2013). Fokozzélajban zajlo glikoneogenezist és a
zsirsejtekben lejatszodo lipolizist, szubsztratdiatositanak a proteolizis tAmogatasaval és
kozvetlendl gatoljak az inzulin szekréciot a hasmydgy béta sejtjeiben.

A zsirszovetre jellentz hogy sajatosan érzékeny a glikokortikoid haté&rasigeri
zsirszovet és az inzulin rezisztencia kozotti d$gggdst a megvaltozott helyi szteroid
érzékenyseg idézheticglamiben kdzponti szerepe van $+SD1-nek.

A célszbvet a 13-HSD1 kibocsatasa révén maga szabalyozza a glitdadidiok
aktiv szovetekben, ahol a glukokortikoidok funk@bsan gatoljak az inzulinhatast (Stulnig
és Waldh&usl, 2004).

A 11B-HSD1-et kddolé mRNS-t kimutattak az 6sszes nagydildepdban, majban,
|épben, vesében. Legkisebb mértékben a vese ésjakdndli depokban, legnagyobb
mennyiségben a dp alatti, csepleszi €s nemi szervek korili zsiaedtban. Nagyobb
kibocsatast figyeltek meg a csepleszben szukadkméht kan kutyakndl. Emberekben
kimutattak, hogy a cseplesz zsirsejtjeiben magaaaldnzim aktivitdsa €s kibocsatasasa b
alatti zsirsejtekhez képest. Ezzel szemben kutyékizan volt megfigyelhét kiilbnbség a
cseplesz és adb alatti zsirraktarak gén expresszidja kozott, habéndketbben nagyobb
mértéki volt, mint a tébbi visceralis zsirdepoban. A fdjionbség oka egyé&le ismeretlen. A
zsirszovetben a sejtek differencialodasa sorarguagiutathato volt a 13HSD1 kibocsatas.
Legnagyobb mennyiségben a pre-adipocytakban, azilérésoran egyre csokkén

mennyiségben (Ryan és mtsai, 2011).



Cseplesz8l szarmaz6 frissen izolalt human preadipocytakadgalva megallapitottak,
hogy a 1B-HSD1 ®Hleg a kortizol inaktivicidjat katalizalja, tehét idativ hatdsu. A
glukokortikoidokat aktivalo reduktaz funkcid csakcaepleszi zsirsejtek differencialédasa
soran dominal, adr alatti zsirszovet sejtjeiben nem. AptHSD1 reduktdz aktivitdsra valo
attérését a megvaltozott mikroszomalis NADPH:NAD&any kovetkeztében kialakult
redoxpotencial valtozds okozhatja. A human preadiggk érése soran végbenien
dehidrogenaz-reduktdz aktivitas valtozasat a héxfszfat dehidrogenaz aktivitas
fokozodasa kiséri. A hexdz-6-foszfat dehidrogenatalizalja a pentoz-foszfat ciklus é&ls
lépéseit, ezaltal NADPH-t termel és szabalyozzakaaszomalis redoxpotencialt.

A dehidrogenaz-reduktaz aktivitas megvaltozasanalkghatarozott ideje az
adipogenesis soran jelésthatast gyakorolhat a visceralis elhizas Kitigsére. A zsirszovet
megszaporodasa a preadipocytak proliferaciojatifferdncialdédasatél és a zsirsejtek lipid
felhalmozodas kovetkeztében létrejott méretndvek@iléfligg. A kortizol gatolja a sejtek
inaktivalo dehidrogenaz aktivitaséskegitheti a proliferaciot, és autokrin modon gatdj
differenciaciot. A kortizon-kortizol atalakulas egtal parakrin médon is hathat és a zsigeri
zsirszovetben a zsirsejtek érése gatolhatja aferadiot é€s disegitheti a szomszédos
preadipocytédk differencialodasédf kortizol fokozza az adipogenezist és ap-HSD1
aktivitast a preadipocytakban, ahol a pd4SD1 a kortizon kortizolla alakitasaval
hozzéajarulhat a zsirsejtek differencidlodasahoaliis és Waldhausl, 2004).

A kutyak Wbr alatti zsirszévetében a gyulladasos mediatorgdofgbliszacharid és
tumor nekrozis faktora) fontos stimuldldo hataséat allapitottdk meg ap-HED1 gén
expressziojara. Emberek illetve kutyak zsirsejtj@inor nekrozis faktora-val kezelve,
jelentbs novekedést figyeltek meg a génexpressziéban.nfortinekrdzis faktom-ra adott
valasz nagyobb volt aéb alatti, mint a visceralis zsirsejtekben, ami gyes zsirraktarakbol
szarmaz6 sejtek kozotti kulonbséget tikrozi. Hasaippen a lipopoliszacharidokkal vald
kezelés is fokozta a génexpresszot. Mig az inteiried kutyakban, az emberekkel ellentétben
nem fokozta a I3HSD1 termelést, a dexametazonnal val6 kezeléstfasléds-és dozisfligd
emelkedést eredményezett (Ryan €s mtsai, 2011).

Az inzulin felteheben csokkenti a JBEHSD1 aktivacidjat, viszont azt tapasztaltak,
hogy stimulalja a zsirsejtek differencialodasat. iazulin ellensulyozza a tumor nekrézis
faktor o stimulalé hatasat, azonban kisebb inzulinérzéldmyssetén kevésbé képes azt

gatolni. Az 06sztrogének is képesek elnyomni @-BHBED1 kibocsatast, ami valdsiiag
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hozzajarul a metabolikus és kardiovaszkularis lokt&salakuldsahoz (Stulnig és Waldhéusl,
2004). Leirtak, hogy ékben a 17-6sztradiol &eljesen stimulalja a BtHSD1 kibocséatast a

visceralis preadipocytakban. Az emberekhez hasonib&utyak zsirraktaraiban is fontos
szerepet jatszanak a szexudlszteroidok a helyizkbtermelés kontrolljaban. A zsirszévet a
gyulladaskeli citokinek egyik fontos forrasa. Ugy gondoljak, agz kapcsolatot biztosit az

elhizds, inzulin rezisztencia és a metabolikustspima kozo6tt (Ryan és mtsai, 2011).

2.1.4. Szerepe az elhizasban és elhizassal kapmsobetabolikus betegségek kapcsan

Az elhizas Osszefliggésbe hozhaté a megnovekedtttakszekrécioval. Az érintett
egyedekben a plazma kortizol szintje azonban nergasadbb, mint a normal testsulyd
személyekben, hanem altaldban alacsonyabb. Ez waia hogy a Kkortizol periférias
metabolizmusa fokozodik elhizas esetén, igy haj@anadacsonyabb plazma kortizol
koncentracié kialakuldsara. Ez a negativ feedbamododasa révén az ACTH szekrécio
elnyomasat és fokozott kortizol szekréciot eredreeny

Leptinre rezisztens elhizott patkanyokon végzettmétek kimutattak, hogy a fi-l
HSD1 aktivitas a majban csokken, azonban a cseplesrszovetében fokozodik.
Hasonloképpen elhizott emberekben cstkkent a szdjorfelvett kortizon &atalakulasa
kortizolla a plazmaban, ellenben jelésegn btt az enzim aktivitasa asbalatti zsirszévetben.
igy egy szovet specifikus regulacié zavar all fenh1B-HSD1 mikodésében elhizas esetén,
amelynek a pontos mechanizmusa azonban még ndartiz(Sandeep és Walker, 2001).

A bér alatti zsirszovet JBEHSD1 mRNS expresszidja és az elhizds mértéke kdzot
0sszefliggést vizsgalva ellentmondasos eredménkafgtdk. In situ hibridizaciés médszerrel
egyenes aranyossagot talaltak, mas kutatok azoRGdh segitségével forditott eredményre
igazolt 6sszefiiggést (Feldman és mtsai, 2013).

Elhizas esetén testszerte csokken@®H3ID1 aktivitas, azonban a zsirszévetbénAa
kortizol gatolja a csepleszben a preadipocyték iferékcidjat. igy a cseplesz éretlen
zsirsejtjeiben megfigyelt dehidrogenaz aktivitakoatizol szint csokkentése révén fokozott
proliferaciot eredményezhet, amiéségitheti a zsigeri zsirraktarak novekedését. &thiz
betegekbl szarmazé zsigeri preadipocytak emelkedefi-HIED1 aktivitasa azt eredményezi,

hogy magasabb kortizol szint sziikkséges (a megndettkimaktivalé aktivitds miatt) a sejtek



érett adipocitakka valasahoz, igy az enzim reduldtiivitdsanak eléréséhez, ami a zsirszovet
tulszaporodadsahoz vezethet (Stulnig és Waldhaog#)2

Elhizott emberekben magasabb $#-HISD1 gén expresszioja és az enzim aktivitasa
mind a visceralis, mind aéb alatti zsirszovetben, mint normal sulyd szemébgak
Ugyanerre az eredményre jutottak elhizott illetweasy patkanyok csepleszi zsirjat vizsgalva.
Az enzimaktivitds valtozasdnak az oka még nemsetfjetisztazott. A zsigeri zsir fokozott
118-HSD1 expresszioja 6sszeflggésben van a hipoadippémiaval, aminek szerepe lehet
az elhizassal kapcsolatos csokkent inzulin érzé&dnigialakulasdban (Ryan és mtasi, 2011).

118-HSD1 hianyos egerekben fokozott inzulin érzékeggségyeltek meg, ezen kivil
azt tapasztaltdk, hogy a magas zsirtartalma deita akozott elhizdst. Ezzel szemben a tdl
sok enzimet termél kisérleti allatokban az emelkedett lokalis glukakoid szint
kovetkeztében elhiztak az egerek (Feldman és n2348).

Az inzulin rezisztenciat sulyosbithatja az elhiz#es,szamos mas rendellenesség (2-es
tipustu diabetes mellitus, policisztds ovarium s@nth, magas vérnyomas, féttek
novekedési hormon hianya) ugyancsak fontos jeligen&andeep és Walker, 2001).

Glukokortikoid receptorokat talzott mértékben telénkisérleti egerekben az inzulin
termebdésének csokkenését allapitottak meg. A-HED1 kdzvetlen mdédon szabalyozza a
glukagon szekrécidjat a hasnyalmirigy alfa sejgeibA glikokortikoid termelés parakrin
modon hat a szomszédos béta sejtekre, és csokiztiniermelést eredményez (Feldman és
mtsai, 2013).

Emberi zsirsejtekben az inzulin stimulalja a degfecialédastami egydtt jar a 13
HSD1 aktivitas fokozasaval. Ezért afiHSD1 szabalyozas zavarara lehet szamitani minden
olyan betegségben, ami az inzulin aktivitas megeakaval jar (Sandeep és Walker, 2001).

A zsirszdvetben megfigyelt fokozott aktiviths magads helyi kortizol szintet jelez.
Fuggetlendl attél, hogy a kortizol metabolizmustezfsa el&dleges vagy masodlagos az
elhizds esetén, a hypothalamus-hypophysis-mellékviengelyre és a gliukokortikoid
receptorok aktivitasara gyakorolt hatasa kulcsfesdgu Iépés lehet az elhizds kéaros
metabolikus kdvetkezményeihez veérzaiton. Emiatt vonzd lehéségként jelenik meg a
gyogyaszati beavatkozas, amellyel visszaforditj@iz@vet specifikus valtozasokat a kortizol
metabolizmusban (Walker és Stewart, 2003). A3-HHED1 enzim termelésének vagy
miikodésének gyogyszeres befolyasolasa igéretesddedqat az elhizas, cukorbetegség vagy

a csontritkulas kezelésében (Feldman és mtsai,)2013
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A legfontosabb terapias javaslat, ami felmerul $-HED vizsgalata soran, az az
elképzelés, hogy a BIHSD1 szelektiv gatldéi csokkenthetnék a majbelizégszovetbeli
kortizol koncentraciokat, és ezaltal fokozhatnaimzulin érzékenységet, cstkkenthetné a
glikoneogenezist és esetleg csokkenthetné az sihizaEz a kezelés alkalmazhat6 lenne
inzulin rezisztencidban, elhizasban vagy hipergtiéan szenveédbetegeknél (Sandeep és
Walker, 2001). A 1f-HSD1 farmakologiai géatlasa egészséges és 2-essUtipu
cukorbetegségben szendeeimbereknél majbeli glikokortikoid szint csokkengsbz, ami a
maj csokkent glikdz termelését és fokozott lipidakalizmust eredményez (Walker és
Stewart, 2003).

Az elhizds szoros Osszefliggésben all a 2-es tipukdrbetegség kialakulasaval,
amely a célszovetek (zsir, maj, izom) inzulin éerglségének csokkenésével all
kapcsolatban. Ebben aftHSD1-nek nagy szerepe van a periférias inzulidlkanység, és az
inzulin szekrécié gatlasa révén. A zsigeri elhizZs az inzulin rezisztencia okozati
Osszefliggését a kozelmultban bizonyitottdk elhipatkdnyok mellékhere és vese korlli
zsirparnainak sebészi eltavolitasaval. Ez a lémdentjsen javitotta a maj inzulin
érzékenységét és csokkentette a maj glikdz teréielés

Diabeteses betegekben csokken a kortizol termeéés, lér alatti zsirszévetben nem
tapasztaltak valtozast a FEHSD aktivitasban. A zsirszovet kortizol metabolimanak
és/vagy glukokortikoid érzékenységének rendellergess hozzajarulhatnak az inzulin
rezisztenciahoz és ezaltal a 2-es tipusu cukorbégeés a metabolikus szindroma egyéb

megnyilvanulasi formainak kialakulasahoz (Stulrsg/aldhausl, 2004).

2.1.5. Szerepe a petefészekben

Az elmult évtizedben a PBIHSD enzim izotipusait szamos sejtben kimutattak a
petefészekben, igy a petesejtben, a cumulus ooplsmjtieiben, a granulosa sejtekben, a
theca sejtekben, a granulosa lutein sejtekben, rgatestben és a petefészek fellleti
hamsejtjeiben (Thurston és mtsai, 2003c). Méggdyadatok allnak rendelkezésre az enzim
kifejezodésére példaul patkanyok petesejtjeiben, ahol naintdl3-HSD1 mRNS, mind a
fehérje igen nagy mennyiségben megtalalhaté (Micéaantsai, 2003). Az enzim jelenlétét
immuncitokémiai és in situ hibridizaciés modszemdkigazoltak prodsztuszos patkanyok

petesejtjeiben és sargatestjeiben (Tetsuka és, meg9).
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Petesejt
Embereknél hasonloképpen tHSD1 termelést figyeltek meg a petesejtben és a

sargatest lutein-granulosa sejtjeiben. Nem tudinlaan kimutatni a BtHSD1 enzimet a
preovulaciés tlsz granulosa vagy theca sejtjeiben, ezekben a sepekbak az enzim 2-es
tipusa jelent meg (Ricketts és mtsai, 1998).

A petefészek sejtjei nem képesek a glikokortikoisinktézisére, azonban afttiSD
altal katalizalt metabolizmusnak koszordwest itt is leheiség van kortizol kégmésre. Ugy
gondoljak, hogy ez a kortikoszteroid fontos szerggtszhat a petesejt féflésének véds
szakaszaban. Ezt a feltevést tamasztja ala a fiedeSge és a tuslyadék kortizol szintje
kozott megfigyelt pozitiv 6sszefigg@dillier és Tetsuka, 1998). Szamos gerinces fajaan
kortizol, 11-deoxikortizol és a hozzajuk kapcsoldoigeszteron metabolitok serkentik a
petesejt érését, féflési potencidljat. Ezt az dsszefliggést figyeltély mmberben is. Ezzel
ellentétben sertések petesejtjeit vizsgalva azitédd, hogy a glikokortikoidok gatoljak a

meiotikus fejbdést (Michael és mtsai, 2003).

Follikularis hamsejtek

A glukokortikoidok serkerdt és gatld hatast fejthetnek ki a petefészekbebddde]
tlsk tobbi sejtjére is (Tetsuka és mtsai, 2010). Kileveill hatnak a petefészek follikularis
hamsejtjeire, gatoljadk a gonadotropinok hatasakexzes a szteroidok szintézisét ezekben a
sejtekben (Michael és mtsai, 2003). Fokozzak az BB stimulalt progeszteron termelést
patkany és tehén granulosa sejtekben, az andregérlést tehenek theca sejtjeiben és az
oxitocin termelést tehén granulosa sejt kultirakb&zen kivul kimutattdk, hogy a
glukokortikoidok elnyomjak a P450 aromataz enzimivéidsat és csokkentik az LH
receptorok szamat patkanyokban, tehenekben éstsentéami altal karos hatast fejtenek ki a
tlis® érésére. Iigy az enzim gliikokortikoidokat inakidyablehidrogenéaz/oxidaz aktivitasa
fontos lehet a fefids tiiszk védelmének biztositasaban (Tetsuka és mtsai,)2010

A szarvasmarhak antralis tiézek granulosa sejtjei csak f-HSD1-et kodolo
MRNS-t tartalmaznak, PBIHSD2-t nem tudtak kimutatni (Michael és mtsai, 200
Megallapitottak, hogy tehenekben és sertésekbenraaulgsa sejtekben fokozodik a
glukokortikoidok inaktivacioja a tuggrés folyaman, vagyis az enzim oxidativ aktivithbsa
ezekben a sejtekben (Thurston és mtsai, 2007)hé@nek sargatestjeiben, a luteinizalddott
granulosa sejtekben mar az enzim mindkét izotipesaebdik. Az 1l-es tipus az aktiv

sargatestben, a 2-es a sorvadd copus albicanshikodd. Az enzim kibocsatasa valtozik a
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funkcionalis aktivitas valtozasaval, de tehenekregh jelentkezik a mas fajokban megfigyelt
abszolat atallas BtHSD2 termelésil 113-HSD1-re az ovulaciot kovéen. Tehenek antralis
tusadiben az dsztradiol szintézis nem befolyasolja prHED2 expressziot, és a sargatestben
dsztradiol hianyaban, progeszteron jelenlétébendbdik az enzim 2-es tipusa (Michael és
mtsai, 2003). Szarvasmarhak petefészkeben a gsmna@tek altal termelt fAHSD1 inkabb
dehidrogenazként tkodik, nem reduktazként. Ennek az lehet a magy@azsogy a
tuszéres soran fokozodo androgén és Osztrogen termel8ADPH-t igényel hidrogén
donorként, és igy csokken a NADPH: NADBrany a preovulacios titdzen (Tetsuka és
mtsai, 2010). A 1A-HSD1 in vitro kdrilmények kdzoétt NADRlletve NADPH jelenlétében
mind a kortizol oxid4cidjara, mind a kortizon redidjara képes. In vivo korilmeények kdzott
megfeleb kofaktor jelenlétében azonban altalaban NADPH-ddpas 11-ketoszteroid
reduktazkent funkcional és a kortizol atalakitdkatalizélja kortizonnd, vagyis inaktival
(Thurston és mtsai, 2003a).

Emberekben és patkanyokban a preovulacidésokigganulosa sejtjei BEHSD2-t
termelnek. Ezeknél a fajoknal az enzim 2-es izatpla kortizolt inaktivalva védi meg a
tuszket a glikokortikoidok szuppressziv hatasatol. Ann granulosa sejtekbenftHSD2
MRNS expresszio mutathato ki a tigazis soran, majd a luteinizacot koden az enzim 1-
es tipusdnak mRNS-e terrbéeik (Thurston és mtsai, 2003c). Ez a valtozas &ptrok
valtozasaval allhat 6sszefliggésben: adkigranulosa sejtjein mineralokortikoid receptorok,
mig a luteinizalt sejteken glukokortikoid receptoijelennek meg (Michael és mtsai, 2003).
Az FSH doézisfig§ modon fokozza a BtHSD1 termeddését, a 2-es tipusra azonban nem
hat. Az egészséges tikben a 18-HSD1 mRNS expresszi6 fokozédik a téémes soran a
granulosa és a theca interna sejtekben egyaran¢l Ezemben a BIHSD2 expresszio €s a
glukokortikoid receptor kifejgalés igen alacsony szints nagyrészt valtozatlan marad. Az
atretizalodo tusikben drasztikus BEHSD2 novekedést figyeltek meg mind a granulosa,
mind a theca interna sejtekben (Tetsuka és mt8aD)2 A 1B-HSD enzim szerepe tehat az,
hogy szabalyozza a kortizol hatasait annak cétsegtj(Evagelatou és mtsai, 1997). A
granulosa sejtek enzim termelése nagyban fuggaiferstdl és a sejtek differencialédasatol.
Kimutattak, hogy a granulosa sejtek az LH-csudgptaz ovulaciét megétéen 1B-HSD2-t
kodold mRNS-t és mineralokortikoid receptorokatregszalnak (Michael és mtsai, 2003).
Egyes szteroid hormonok direkt vagy indirekt modaioljak a 1§-HSD enzimet. A helyileg

termebdott 6sztradiol elnyomja az enzim hatasat, a tegmoon fokozza az aktivitast
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(Evagelatou és mtsai, 1997). A progeszteron elngomjl1B-HSD?2, illetve tamogatja a
fokozatosan emelkédL13-HSD1 kibocsatast a luteinizalodé sejtekben.

A progeszteron szerepét vemhes patkanyok sargagestanulmanyoztak. A Bl
HSD1 expresszi6 a vemhesség utolsé napjan voltgemdgasabb, amikor a sargatest
funkcionalis regresszion ment keresztil. A legegygi magyarazat erre a megfigyelésre az
volt, hogy a luteinizaci6 soran a fokoz6dopISD1 és csOkken 113-HSD2 termelés
progeszteronfudyg A lutedlis regresszidval csokkerprogeszteron kibocsatas ftHSD1
csokkenést és BIHSD2 szint emelkedést okozott (Michael és mtsz03).

A granulosa sejtek PBIHSD1 mMRNS szintje és a tidalyadék Kkortizol
koncentracidja kozott negativ korrelaciot figyelteleg tehenekben (Tetsuka és mtsai, 2010).
A tuszérés soran a kortizol koncentracio novekedik adfiddgadekban, ami a BtHSD1
enzim reduktaz aktivitAsanak fokozodasat és aZadrinaktivacié csokkenését tukrozheti.
Ezen kivil lehetséges, hogy a megfigyelt novekedezabad kortizol szintben arra utal, hogy
a progeszteron nagyobb mértékben szoritja ki azodiria kortikoszteroidkdi globulinokrdl,
mint a tisdérés kezdeti stadiumaiban (Thurston és mtsai, J0&xaa kapcsolodas azt is
magyarazhatja, hogy miért ennyivel magasabb azabrzint a tls&folyadékban, mint a
periférias szérumban (Rae és Hillier, 2005). Sporéulald kben megfigyelték, hogy a
tuszfolyadék teljes és szabad kortizol szintje egyaréitekszik az ovuléciot kivalté LH
csucsot kovéien. A megfigyelést a magas ftieduktaz aktivitassal, fokozott fHSD1 és
csokkent 1g-HSD2 termeléssel magyaradzzak (Tetsuka és mts@®)19

Kimutattdk, hogy 6k, tehenek és sertések tokdyadéka legalabb két olyan
vegyuletet tartalmaz, amely szelektiven képes mitalisa NADP(H)-dependens -HSD1
aktivitasat. A follikularis folyadékban talalhatégye hidrofil vegyllet, amely akar
hadromszoroséra is fokozhatja apddSD1 aktivitdst egy Oran belll, és egy hidroféb
komponens, amely akar 84%-kal cstkkentheti az ehaitaisat (Michael és mtsai, 2003).

Régebbi vizsgalatokban forditott Osszefiiggést tekala petefészek BIHSD
aktivitasa és a fogantatas valosimiége kozott gonadotropin indukélta in vitro fer@icio
(IVF) esetén, azonban kisb hasonl6 vizsgalatok soran mar nem talaltak igsseefiggést.
Ezt koveben a figyelem a tusfolyadék kortizol: kortizon aranyara tesdbtt. Arrdl
szamoltak be, hogy a nagy intrafollikularis kortizortizon arany (6sszhangban az alacsony
118-HSD aktivitassal) 6sszefliggésbe hozhato a teles@e megndvekedett valogmagevel
akar gonadotropin Aaltal stimuldlt, akar természetédust IVF esetén. Igy a nagy

intrafollikularis kortizol koncentraciok jelezhetikkar egyszéen azokat az IVF ciklusokat,
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amelyekben sikeresen indukaltdk a megéelelis® és petesejt érését. Ezen Kivdl
megallapitottak, hogy az IVF-et kodefogantatas fokozott valosZisége Osszefliggésbe
hozhat6 az alacsony hidrofil BzHSD1 stimulator, és magas hidrofob inhibitor szikiel és a
magas intrafollikukéris kortizol: kortizon arannyamelyek mindegyike alacsony kortizol
oxidaciot jelez a petefészekben. Ezzel szembengasnstimulator, alacsony inhibitor szint,
csokkent tusdbeli kortizol: kortizon arany a Btdehidrogendz aktivitdst indukélja és a
sikertelen IVF cikluséara jellenéz(Thurston és mtsai, 2003c). Mivel a petefészep-HED
aktivitdsa csupan enyhén befolyasolja a peteséjtjfit, arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy
a granulosa lutein sejtek -HSD aktivitasa a fertilizacié utani féglést tikrozheti (Michael
és mtsai, 2003). Kimutattdk, hogy a leukocitak rjidee noveli a 1A-HSD aktivitast,
hozzajarulhat az enzim szabalyozasahoz, és idgeeesiternesseghez IVF esetén.

A petefészek makrofagokat és kisebb szamban egyébditékat is tartalmaz. Ezek a
sejtek citokineket termelnek, amelyek képesek aef@stekben zajlé szteroidogenezist
szabdlyozni. Kimutattdk, hogy a leukocitak a citolkizekrécion keresztll kdlcsdnhatasba
lépnek a petefészek sejtjeivel, és ez a sejt-sgitdolat a 13-HSD aktivitas fokozodasahoz
vezet a human granulosa sejtekben. #kéht immunsejtektl felszabaduld citokinek
befolyasoljak a neuroendokrin rendszert és az ifamkciot. Szamos citokin (példaul az
interleukin-4, interleukin-5, interleukin-6, interbnea) kozvetlenil hat a szteroid
hormontermelésre. Az interleukin-1 fokozza a sejtfaraciot €s gatolja a szteroid szintézist,
igy a granulosa sejtek progeszteron, granulos@lusejtek oOsztradiol termelését. Az
interleukin-2 hatasa valtozatos a stimulacio tipalsés a sejtek forrasatél fuggn. Fontos
megjegyezni, hogy a granulosa sejtek gatolhatjdkngarleukin produkciét, és hogy egy
citokin kibocsatasa stimulalhatja vagy fokozhaigyéb citokinek termelését. A citokinek és
fehérvérsejtek megfigyelt hatasait komplex celiglddlcsonhatasok hatarozzak meg és a
sejtek szama, természete és differenciacios aHapwotokinek koncentracidja és az ezt
szabdlyozé feedback mechanizmus befolyasolja (Eatgeés mtsai, 1997).

Kimutattdk, hogy az LH és az interleukin-1 indukalp 1B-HSD1 mRNS
expresszidjat patkany granulosa sejtjeiben és hdetéleti epithel sejtekben a petefészekben
(Thurston és mtsai, 2003a). Mivel ap1HSD1 termelést az LH és a gyulladasos interlewkine
fokozzak a granulosa sejtekben, a glukokortikoidntézis az ovulacié gyulladasos
kaszkadjanak szerves részeként fokozodhat a gaoaduik és a citokinek hatasara. Ezzel
dsszhangban a titfplyadék kortizol koncentracioja emelkedik a preldeios LH csucsot

koveten (Michael és mtsai, 2003).
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A petefészek szteroid hormon szintézisénébf helyei a preovulacios titsz2s a
sargatest. A szteroidogenezist a gonadotropinolébgazzak, amelyek befolydsoljdk a

tisz®novekedést, ovulaciot, luteinizaciot.

Interstitium, epithel sejtek

Az ovulacio egy akut gyulladasos véalasznak tekitdth@melyet a lokalisan ternelo
aktivaljdk a gyulladascsokkeénhatdsu kortizolt a petefészek fellileti epithetjsigen in vitro
kordlmények kozott. A kortizol tovabb noveli saj@pzidését a citokin altal indukalt 4
HSD1 és gliikokortikoid receptor gének expresszalafokozasaval. igy a gyulladast gatld
kortizol aktivalasa a petefészek fellletén kulomosentos lehet az ovulacional (Rae és
Hillier, 2005). Az ovulacié emelkedett interleukiprosztaglandin és gonadotropinok altal
indukalt 1B-HSD1 szintézissel jar. A reduktaz aktivitassal delkez 113-HSD1 Aaltal
fokozott glukokortikoid termelés az ovulacio soettani mechanizmus lehet a petefészek
gyulladasos folyamatainak korlatozasara, mivel autkafortikoidok gatoljak a
prosztaglandinok és a pro-inflammatorikus citokisekntézisét a petefészekben. Az ovulacié
soran kollagenolizis és szoveti atalakulas figyélmeeg a fellileti hamban, amely az epithel
sejtek apoptosisaval jar. A fellleti epithel seltek a 18-HSD1 részt vesz a helyi kortizol
termelésben az ovulacié koérnyékén, antisebiti a fokozott gyulladascstkkénés fellleti
reparalé6 mechanizmust (Michael és mtsai, 2003).

A petefészek feluleti hamja egyrétemesothelialis lap illetve kébhamsejtéklall és
a petefészek teljes fellletére kiterjed. Ez a dikasan valtoz6 sejtréteg minden
tuszrepedéskor megseérul, majd helyreall. Az ovulacidtewlitikus kart okoz a petefészek
feliletén, amit lokalizalni és csokkenteni kell agulacié utani regeneracié segitésére.
Szteroid és nem szteroid faktorok altali sejt-g#tés iranyitja a sérilés és javitas folyamatat.
A sejtek szteroid dehidrogenaz és reduktdz enzitmeenelnek, amelyek atalakitjak és
alkalmassa teszik a petefészek fellletéhez érkeeroidokat a receptorokhoz valo dddsre
és aktivaljak a jelatviteli mechanizmusokat. A BIHSD1 noéveli a kortizol helyi
hozzaférhdiségét a glikokortikoid receptorokhoz és aktivalgyalladas ellenes hatast.

A felluleti hamsejt kultarak interleukin-1 jelenlétn fokozzak a IBEHSD1
kibocsatast, és ezaltal a kortizon-kortizol atalaguin vitro kérilmények kozott. A kortizol

szisztémas gyulladasgéatlo védelemmel rendelkezéttadz hogy kdddik a glikokortikoid
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receptorokhoz és inaktivalja a gyulladasos jeléliviitakat a gyulladt szévetekben (Rae és
Hillier, 2005).

A helyileg emelkedett, gyulladast gatlé kortizol ggulladasos széveti karosodas
minimalizélasara szolgalhat ésoskgiti a petefészek feliiletének gyors gyogyulaSéty
gondoljak, hogy az emberi petefészek a kortizoktiwacioja réven védett a stressz okozta
fokozott glukokortikoid szinttel szemben. A mell&ee tulzott mérték glikokortikoid

termelése petefészekiikbdeési zavarral all 6sszefiiggésben (Hillier és Ulets1998).

2.1.6. Szerepe a petefészek elvaltozasai esetén

A csokkent 1B-HSD1 expresszio karosodast okoz a kortizol metaimisaban.
llyenkor a hypothalamus-hypophysis-mellékvese tBngempenzacioként aktivalodik. Ez
tehet felelbssé a mellékvese tdlzott androgén termeléséért leisatas petefészek
szindroméaban (PCOS) szendebdetegnél (Gambineri és mtsai, 2011). Beszamoltail, a
hogy ezeknél a betegeknél csdkken a vizelet kdrtizortizon aranya, ami a BIHSD?2
aktivitas fokozodasat vagy a -HSD1 11-ketoszteroid reduktaz aktivitas csokkenéseé
jelezheti (Thurston és mtsai, 2003b). Kldlsi vizsgalatokban kimutattdk azonban, hogy a
118-HSD1 valtozasai nem fuggnek 6ssze a PCOBmrluldsaval (Gambineri és mtsai, 2011).

A szervezet megvaltozott kortizol koncentraciojadsdACTH és LH szekréciohoz és
cisztas tlusik fejlodéséhez vezet. A fokozott hormontermel@seht a 1B-HSD1 aktivitas
csokkenésének, kisebb részben $#-HED2 aktivitds fokozodasanak koszortheCisztas
petefészek betegségekben a csokkent LH csucs frelaveaz érett tusk Osztradiol
termelésének fenntartasaval jar. A tugnnek hatasara nem ovulal, folytatja névekedését
follikularis cisztava alakul. A spontan petefészedeték kialakuldsat a haziallatokban szadmos
tényed befolyasolja agy, mint az évszak, tejtermelésjalapzas, puerperdlis stressz. A
cisztas tiisikhoz gyakran tarsul a mellékvese fokozott androgémelése. Ugy gondoljak,
hogy ez a tulzott mértékACTH szekrécié eredménye, ami a csokkent pergékiartizol
aktivacié kovetkeztében csokkent negativ visszatZEamiatt all &.

A legujabb tanulmanyok kimutattak, hogy a hirsutimipan szenveédnok cisztas
petefészkei dsszefliggésben allnak f-HED1 csokkent kapacitasaval annak ellenére, hogy
az enzimet kédolé gén valtozatlan ezekben a betegekiehenek és sertések petefészkeit

vizsgalva megallapitottdk, hogy mindkét fajpan ap-HED1 stimulator vegyllete a
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tuszdfolyadékban jelerisen kevesebb a spontan petefészek cisztakban,ammagy antralis
tuszdkben. Emellett az enzim hidroféb inhibitora nagyobtennyiségben van jelen a
cisztdkban az antralis tifdben megfigyelthez képest. A tehenek és sertésedféseek
cisztaibdl szarmazo tislolyadék tehat egyérteliien gatolja a kortizol oxidacidjat. Az
antralis tisékbol szarmazo folyadéknak ezzel szemben nincs ilyetto neatasa annak
ellenére, hogy szintén tartalmaz az enzimet stildda gatl6 anyagokat (Thurston és mtsai,
2003b). Hogyha ez a megfigyelés tikrozi &HSD verben keringgmodulatorait is, akkor ez
részben megmagyarazhatja a policisztas petefészakld@tszolagos kortizon reduktaz hiany
(ACRD) kozotti o6sszefuggést hiperandrogén anovataiwkben. ACRD-ben szenvéd
betegeknél nem mutattak még ki mutaciot f-HED1 génben, ami transzkripcid utani hibat
jelez az enzim reduktadz aktivitasdban. A legujabBdmények az ACRD-t a BIHSD1
aktivitas transzlacio utani gatlasanak tulajdokitjsztas petefészek betegségekben, esetleg a
cisztak altali fokozott hidroféb inhibitor szekréaniatt.

Cisztas petefészek betegségek esetén a megemelkédeeli hidroféb inhibitor
koncentracié a hipofizis-hypothalamus-mellékvesegéty negativ visszacsatolasat is
akadalyozza. Az ennek kovetkeztében fellépgkozott ACTH termelés viszont hozzajarulhat
a mellékvese hiperandrogénizmusanak kialakulasahou, jellem? a cisztas petefészek
betegségekre. Még nem bizonyitott, hogy adtigs a ciszta folyadékban talalhaté inhibitor
lokalisan a petefészekben terdguik, de a tény, hogy ACRD-s6k elss agu férfi rokonai
normalis kortizon reduktaz aktivitdst mutatnak, o@atja a nézetet, hogy a legtobbp11
HSDL1 inhibitor olyan szdvetben vagy mirigyben tekinék, amely csak ékben talalhatd meg
(Michael és mtsai, 2003).

Sertésekben megfigyelték, hogy é3d4SD1 inhibitor szintje fokozatosan csokken, a
granulosa sejtek kortizol inaktivacioja fokozodiktisszérés soran. A spontan petefészek
cisztdkban ezzel ellentétberd raz intrafollikularis inhibitor szint és a granuosejtek
alacsony 1f-dehidrogenaz aktivitdst mutatnak. Ezek a vizsg&iedmeények azt mutatjak,
hogy a kis antralis tugk és a petefészek cisztak az aktiv glikokortikoidiskonylag magas
intracellularis koncentracidjanak vannak kitévejaioba a kortizol helyi szerepére utalnak a
tusdéresben eés a petefészek cisztdk kialakulasabangeked®sében, a folyadéek
kivalasztasban (Sunak és mtsai, 2007).

A petefészek cisztas elvaltozasa mellett, #-HED enzimnek szerepe lehet a
daganatok kialakulasaban is. Az ovulaciéhoz kagckblgyulladas tartés fennmaradasa
valbszirileg hajlamosit a petefészek daganatos betegségeirgyulladast gatlé valasz
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regulaciés zavara lehet az egyik téréjeza rosszindulati betegségnek, ami a petefészek
felileti hamjabdl indul ki. Ezt a feltevéstositi meg az a felfedezés, hogy a petefészekrak
sejtjei kevesebb BIHSD1 és tobb 13HSD2 mRNS-t bocsatanak ki, mint az egészséges
fellleti hamsejtekRae és Hillier, 2005).

2.2. A 11-béta-hidroxiszteroid dehidrogenaz enziestipusanak expresszidja
kutya szdvetekben

A 11B8-HSD1 kifejeddését szamos szovetben leirtak ragcsalokban ésrekbba,
kutyakban azonban egyet kevés adat all rendelkezésre.

Kutyak zsirszbvetében és zsirsejt kultaraiban altag a 1B-HSD1 kifejezést real-
time PCR segitségével. Sikerilt az enzimet kddoRN®-t minden nagyobb zsirraktarban,
tovabba a majban, lépben és vesében is kimutatregaNapitottak, hogy legkisebb
mennyiségben a vese és a maj korili, legnagyobmyrsrgben pedig adb alatti, gonadalis
zsirdepokban és a csepleszben talalhaté me@-&1SD1 mMRNS. Szukakban jelésebb volt
az enzim kifejezése a csepleszben, mint kanokbanbeEek cseples#b szarmazé
zsirsejtjeiben magasabb enzim aktivitast mértekyt nai br alatti zsirszévet sejtjeiben,
kutyakban azonban nem volt megfigyethdyen kilonbség. A zsirsejtekben giHSD1 gén
kifejezodése vegig szamottéva sejtek differencidlodasa soran, azonban altaldha
legnagyobb mennyiségben a preadipocytakban figieheg és csdkken a sejtek érése soran.
Megfigyelték, hogy kutyak d&r alatti zsirsejtjeiben a lipopoliszacharidok, antr nekroézis
faktor és a dexamethasonnal vagy a peroxiszOméeguétbr altal aktivalt receptor agonista
roziglitazone-nal vald kezelés stimulalja az engémjének expresszidjat. Ez utobbi vegyililet
emberek zsirsejtjeire nem volt hatdssal, rdgcsalokisokkentette a fAHSD1 expressziot a
hasonlo vizsgalatokban. Tovabba a human adatolkaltétben az interleukin-6 viszont nem
hat a kutyak zsirsejtjeinek -HSD1 termelésére. Egyee nem tisztdzott még, hogy a fajta,
kor és elhizas milyen mértékben befolyasolja a dutysirsejtieinek JEHSD1 termelését
(Ryan és mtsai, 2011).

Egy masik tanulmanyban a Cushing korban szehketyak kortikotrop adenomainak
génexpressziojat vizsgaltak. Megallapitottak, hadgyB-HSD1 mRNS kibocsatasa jelésen
csokken a kutyak adenoma sejtjeiben az egészsegékokop sejtekhez képest. Ezzel

szemben az enzim 2-es tipusanak mennyiségelasonlé eredményre jutottak egerek, illetve
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emberek kortikotrop daganatait vizsgalva. A kisebtp-HSD1 és nagyobb PBIHSD?2
termelés magyarazhatja részben a glikokortikoidegativ visszacsatolasaval szembeni
rezisztenciat, tovabba komoly szerepe lehet az cadék novekedésében Cushing-koéros

kutyaknal (Teshima és mtsai, 2009).

2.3. A petefészek szdvettana

2.3.1. A petefészek szOvettani felépitése

A petefészek a hasuregben, a vese mogoétt, az aygék@k alatt helyeis, ovalis
alaku, tomor szerkezetparos cytogen szerv, amely felépitését a faj, kaari ciklus
befolyasolja. Haziallatainkban a 16 kivételével ddyss kortikalis és egy bets medullaris
régiobal all (Fehér, 2000.; Dellmann, 1993.).

Fellletét egyrétdgkobhamsejt réteg boritja (epithelium superficiakédzvetlendl a
felileti ham alatt egy rostokban gazdag, érszegeagtag kdiszoveti réteg helyérik,
amelyet tunica albugineanak neveznek.

A veléallomany (zona vasculosa) laza rostosokpbvetlél €s simaizom elemekb
epul fel, idegeket, vér- és nyirokereket tartalnmamgy szamban. Ezen kivil a petefészek
hilusanal taldlhaté a szabdlytalan csatornak h&dbsda felépib, alaphartyaval korulvett,
kobhamsejtekkel vagy oszlopos sejtekkel bélelt ogtwii.

A kéregéllomany (zona parenchymatosa) laza 6diivetében talalhatéak a
fibrocytaszeii, nagy regeneracios képessefagocitald stroma sejtek, amelyek a sargatestben
hormontermei, epitheloid sejtekké alakulnak, és progeszterdisztrogént, esetenként
oxytocint termelnek.

A kutya petefészkében kiemelkegelenttsége van az un. kortikalis tubulusoknak.
Ezek a fellleti hammal 6sszefiiggkbbhamsejtekkel bélelt 8k csatornacskak, amelyek
kozvetlenil a tunica albuginea alatt helyezkednkk harérett allatokban a petesejt az
ovulacioig az el meiotikus osztodas késprofazisanak nyugalmi allapotaban talalhato
follikulus sejtekkel, alaphartyaval korilvéve. A l&ibdz nagysagu, fefldési stadiumu
tusok (promordialis, primer, secunder, tercier, Gra&§ a sargatestek a petefészek

kéregallomanyaban helyezkednek el (Liebich, 1996llmann 1993.).
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2.3.2. A petefészek tidszek szovettana

Primordidlis tiisék

A primordialis tisak, a rbi ivarsejtek legkorabban felismerbietlakjai a szlletés
utani harmadik héit lathatéak a petefészek kéregben. A korilbelilmtmeédji tiszdk
primer petesejii és az azt egy rétegben korulsealaphartyan nyugvo, lapos follikularis
sejteki®l allnak. Szlletés étt a petefészek kéreg béldhamsejt tomegeinek mitotikus

“ sz

kialakulhatnak (Fayrer-Hosken és mtsai, 2000.;Datin, 1993.).

Elsédleges tlsik

A valamivel nagyobb primer ti8kben egyréteigkob- majd hengerham sejtréteg veszi
korll a petesejtet. A primer petesejteldatseiotikus osztodasa sziletésteindul meg, de az
ovulacio idpontjaig nem fejedik be a profazis, felfliggesztett allapotban maagulibertas

uténig (Dellmann, 1993.).

Masodlagos tisik

A primer tussk follikularis sejtjeinek osztodasa és a petesdgnis ndvekedése
révén kialakulnak a szekunder ttikz Bennik mar tébbrétég an. granulosa sejteballd
ham veszi kordl a mintegy 80 um atidjér petesejtet (Liebich, 1990.). A petesejt
organellumainak (mitokondriumainak, endoplazmatikustikulumanak, Golgi-testének)
granulaltsaga fokozédik, ezen kivil a kutyadk, maksksertések petesejtjeiben nagy
mennyiség lipid anyag jelenik meg a tiétejlédés ezen stadiumaban (Fayrer-Hosken és
mtsai, 2000.).

A masodlagos tugkre jellem® a 3-5um vastag glycoprotein réteg kibeifse a
petesejt plazma membranja korul, amelyet zona gdtimak nevezink (Delmann, 1993.).
Ezen a rétegen keresztil desmosomaval, majdbkésnexus tipusu sejtkdlcsdnhatassal
kapcsolédnak a follikularis sejtek a petesejthemelsg a megfelél anyagcsere ellatast
biztositja. A zona pellucida szerepe sokrétsak fajspecifikus spermiumok tudjak ezt a
réteget penetralni, megakadalyozza, hogy megtemyékskor tobb spermium is bejusson
(vagyis a polyspermiat), gatolja a petevében tortéf, korai beagyazédast, szabélyozza a

tapanyagok felvételét (Liebich, 1990.).
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Harmadlagos tugk

A vesicularis vagy Graaf-tiéknek is nevezett, kutyaban akar 0,3 mm-es tercier
tuszkben alaphartyaval hatarolt tébbréidgam veszi korul a petesejtet (Fayrer-Hosken és
mtsai, 2000.; Dellmann, 1993.; Liebich, 1990.). 5% fejlodése soran kis folyadékkal telt
rések jonnek létre a follikulus sejtek kozott, aye&l egyestilnek és kialakitjak a
hialuronsavban és fehérjében gazdag, dfiabgadékkal kitoltdtt, harmadlagos titdae
jellemzs antrumot. Az antrum novekedésével a petesejt évikes helyzetbe kerll a
follikulus sejtek halmazabdl alkotott cumulus ooplson (Fayrer-Hosken és mtsai, 2000.;
Liebich, 1990.).

A tisz falat alkoto follikulus sejteket helyédésik alapjan basalis, intermedialis
illetve granulosa sejteknek nevezzik. Az alaphsaelyd@sszefiigs kilss basalis sejtréteg
endoplazmatikus retikulumaiban androgérigkisztrogén termétik. Ezen kivil mindharom
sejttipus részt vesz a tiddalyadék képzéseben és az anyagcsere folyamatoflainich,
1990.). Erett tercier tiiskben granulosa sejtek alkotjak a petesejtet kovidhamna pellucida
kordl az un. corona radiatat, amelynek feladat@taegejt taplalasa (Fayrer-Hosken és mtsai,
2000.; Dellmann, 1993.). A granulosa sejtek rétkgeil egy bels, vér- és nyirokerekkel
gazdagon atsit theca internanak és egy killsamogatd szerepet betijlivékony kdbszoveti
theca externanak nevezett sejtréteg alakul ki.

A fejlédés ezen stadiumaban a primer petesejt befejezinedsotikus osztédasat és
secunder petesejtté alakul. Haziallatainkban dlgalaaz ovulacié étt nem sokkal fejeaik
be az els meiotikus osztodas, kivéve kutyadkban és lovaklkaml az ovulacio utan. A
masodik meiotikus osztddas kodzvetlenll ad eign indul meg, de megakad a metafazisban,
hacsak meg nem termékenyil. Mind a granulosa, rairldeca sejtek érzékennyé valnak a
gonadotrop hormonok irdnt. Az &bbi sejteken FSH (follikulus stimuldlé hormon), az
utobbiakon LH (luteinizal6 hormon) receptorok éejhek. A theca interna sejteken az LH
kotodés androgének (tesztoszteron, androsztenedida3 ésennyiséty 6sztradiol szintézisét
stimulalja, mig a granulosa sejteken FSH hatasararamataz enzim rendszer aktivalodik,
amely a keletkezett androgéneket Osztrogénekkés-gdztradiol, Osztron) alakitja. A
tuszfolyadék magas 0Osztrogén szintje kedve@rnyezetet biztosit a tiszmegfeled
éréséhez. Az ovulaciét me@eb LH hullam gatolja a granulosa sejtek aromatazvaksat, és
ezaltal az 6sztrogén szintézist.

A teljesen érett tugk kidomborodnak a petefészek fellletén. A gikdrali ver- és

nyirokér halézatokban uralkodd nyomas emelkedik, parmeabilitasuk fokozodik a
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prodsztrusz és az 0sztrusz alatt. Ennek hataséia titsdfolyadék termeldik, a tlissd
megduzzad, fala elvékonyodik, majd megreped. Az kidkodo petesejt azt korllvew
corona radiataval egyttt a peritonealis Uregbedragjetevezétinfundibulumaba jut.

A petesejt kevesebb, mint egy napig termékeny. Han ntermékenyul meg,

degeneralodik és felszivodik (Dellmann, 1993.).

2.3.3. A sargatest szovettana

Az alaphartya feltéredezése utan kozvetlenll kapsibk térnek a tugz faldba.
Ovulaciokor a tusz lumenébe vér, tuéz folyadék s#hrédik és kialakul a corpus
haemorrhagicum. Ez a nagyfoki makrofag aktivitaské&zonheten néhany napon belll
szervul, és kialakul a corpus luteum (Liebich, 1990

Ovulaciét koveben a granulosa sejtek megnagyobbodnak, vasculzdizak,
luteinizalédnak és az un. nagy lutein sejtekkénexd sejtek pedig kis lutein sejtekké valnak.
A luteiniz&cié sordn hypertrophia, hyperplasia éipetth meg mindkét sejttipusban, ezen
kivil szukakban, kancakban és tehenekben sargeepigiitein) jelenik meg a sejtekben. A
két lutedlis sejttipus keverten fordubed sargatestben, elkilonitésik nehézkes (Dellmann,
1993.).

A késbi metdsztusz és a didsztrusz alatt progeszterardn éivil 6sztrogént és
esetenként oxytocint, relaxint termelnek. A méhkghbrtya altal termelt prosztaglandin
(PGF2) hatasara indul meg a corpus luteum sorvadaseeghesszio els jelei a kési
dibsztruszban valnak lathatova: az érfalak hypphidjaval, sclerosisaval egyretgrlnek,
majd elzarulnak a vérerek, a lipid vakuolumok Oeszednak, voréses sdimé valnak, majd
fibrotizalodnak. Ekdzben a lutein sejteket a makgok folyamatosan bontjak, az interstitialis
kotészOvet szaporodik. A lutedlis regresszido utan megdta kobszoveti heget corpus
albicansnak nevezik. (Dellmann, 1993.; Liebich,@99
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2.4. A 11-béta-hidroxiszteroid dehidrogenaz enzimukatasi lehetségei

Klloénboz specifikus enzim aktivitast alkalmazo technikagisgével vizsgalhaté a

118-HSD1 szovet specifikus kibocsatasa. Ilyen kimiatanddszerek példaul az

------

2.4.1. Immunhisztokémia

Az elmult iddszakban az immunhisztokémiai kimutatas a hisztdpgien vizsgalatok
fontos részévé valt emberek és allatok esetébardgy Az antigén-antitest reakcion alapuld
immunhisztokémiai vizsgalatok soran egyre inkabkec#fkus markereket alkalmaznak,
amelyek specifikus fehérjékkel reagalnak, azonbabrib6s ellenanyagok kombinalt
keverékét is hasznalhatjak. A petefészek immunbkgrhiai vizsgalatait két nagy csoportra
lehet osztani: a szerkezeti jellethz megfigyeléséhez intermedier filamentum, mig a
funkcionalis tulajdonsagok megallapitdsahoz horrfedrérjéket vagy hormon receptorokat
felisme antitesteket hasznalnak. Az intermedier filamemkntitoszkeletélis fehérjék,
amelyek hozzajarulnak a sejtek szerkezeti integali@z, részt vesznek a sejtek kozotti
kapcsolatban, transzportban, interakciokban, sajii&rencialédasaban és proliferaciojaban
(Akihara és mtsai, 2007).

Immunhisztokémiai  vizsgdlattal  strukturalis vagyunkcionalis fehérjéket,
glukoproteineket, poliszacharidokat vagy lipidekehet az ellenik termeltetett antitestek
segitségével kimutatni. A moddszert gyorsfagyaszt@ityy pufferolt 4%-os formaldehid
oldatban régzitett, paraffinba vagyigyantaba agyazott preparatumon lehet alkalmazni.

Kezdeti |épésként tdbbszor valtott xilol segitségékioldjuk a paraffint a mintabdl,
ugyanis az akadalyozza a megfélahtigén-antitest reakciot. Ezt kégeh leszallé alkohol
sorozatban, majd desztilldlt vizben tartjuk megletdit ideig a metszeteket. A
formaldehiddel fixalt mintdkban a fehérjék terméeszge térbeli szerkezete a kialakuld
keresztkdtések miatt irreverzibilisen megvaltozh&nnek kovetkeztében az epitdpok
hozzaférhetetlenné valhatnak az ellenanyagok szamar

A kovetked lépés az antigén feltarasa és a nem specifikuérjéddth helyek

blokkolasa. Az aspecifikus antitest-kbielyekhez ellenanyagok [Iithetnek, ami
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nagymertékben ronthatja a reakcio 6ségét. Ennek kikiiszéboélésére 10-20%-0s normal,
~-nonimmun” szérumokkal, albuminokkal telitik ezelkektthelyeket.

Szilkség lehet az endogén peroxidaz aktivitas blakkra is, amit 0,5-1-5% hidrogén-
peroxidot tartalmazé metanollal vagy 3%-0s hidregéroxiddal tortéé kezeléssel érnek el.
Ezzel az eljarassal szlunteihetmeg a vorosvérsejtek hemoglobin tartalmanak
pszeudoperoxidaz aktivitasa.

A primer antitesteket a gyartd altal megadott nmbdidgitjak a felhasznalas soran.
Ehhez pufferolt fiziologias sooldatot vagy speailabb 10-20%-0s ,non-immun” szérumos
pufferoldatokat alkalmaznak. A higitast kddet 40-60 percig inkubaljak a mintat a primer
antitesttel.

Az antigénhez kotoétt antitesteket direkt vagy iekli médon mutathatjuk ki. Az @bbi
esetén enzimmel vagy fluorokrommal kodzvetlenul kgdjt antitestet hasznalnak, mig az
indirekt eljarasnal a primer antitest ellen termteltt jeldlt, jeldletlen vagy biotinnal konjugalt
antitestet. Az indirekt eljaras befejezhetgy tovabb vihét még tobb |épésben (szendvics
technika).

Jeldrendszerként leggyakrabban a peroxidaz-antiperaxid@nplexet hasznaljak, de
mas enzimek is alkalmasak. A reakcio alapja az,yhagperoxidaz bontja a hidrogén-
peroxidot és a felszabadul6 naszcens oxigén, aahdoit kromogénnel reakciéba lépve
oldhatatlan szines csapadékot képkmmogenként a leggyakrabban a 3'3-diaminobenzidint
(DAB) hasznalatos, ami barna csapadékot képez.

Az eljaras utolso lépése a kontrasztfestés vagyesaas. Fontos, hogy ugy valasszuk
meg a reagenst, hogy az egyértighm eltérjen az enzimreakcio szifiéPéldaul a peroxidaz
alapu rendszereknél, illetve a piros szinreakaidt j@lolések esetén altaldban haematoxilint

alkalmaznakKrutsay, 1999; Merz és mtsai. 1993).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Mintagyjtés

A mintavétel a Szent Istvan Egyetem Allatorvos-mdoyi Kar Szilészeti és

Szaporodasbioldgiai Tanszék és Klinika Kisallatikigjan tortént. Osszesen 17 ovariectomia

vagy ovariohysterectomia sordn eltvolitott egépzseé vagy elvaltozott petefészket

vizsgaltunk. A mintak kulonb@z kora és fajtaju kutyakbdl szarmaztak, az ivarilusk

killonbos szakaban keriiltek eltavolitasra.

3.2. A minta beadgyazasanak lépései
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A mintdkat 8%-os pufferolt formaldehid-oldatbandituk 24 6ran keresztuil.
Majd a rogzitett mintakbdl egyenletes, 4-6 mm \g&igu szervminta-
szeleteket készultek.

A rogzitv oldatot minimum 2 o6ran keresztil allandoan aramdapvizzel
tavolitottak el.

A szervminta-szeleteket beagyazé automatadba heékjezamelyben udn.
felszallo alkohol sorral kezelték a kovetkkeéppen: dlszér 70%-0s
alkoholban 2 oraig, majd 80%-0s alkoholban 1 06r&§%-os alkoholban
szintén 1 oraig, ezt kouen két alkalommal 96%-0s alkoholban 1-1 éraig,
végil pedig abszolut alkoholban ugyancsak kétsZeobiaig.

Ezutan harom tagbdl &llé xilol-sorral készitettéld @ mintdt a paraffin
beagyazasra. Az éoldattal 30 percig, a masodik és harmadik oldatka#5
percig tartott a kezelés.

Ezt kéveben a mintdkat 58 °C-nal nem magasabb olvadaspoatéffin
sorozaton vitték keresztll. Az élsharom alkalommal 30-30 percig, az
utolsonal 2 éraig kezelték.

A kiontés 56 °C-ra bedllitott Blokk-kiofitautomatan (Histocenter 2) tortént.

A teljes kihilésig hitélapon taroltak.

A blokkokbdl 4 um vastagsagl metszeteket készitettmelyeket 45 °C-os
desztillalt vizbe helyeztek.

A metszeteket ezt kovin egy éjszakara 56 °C-os termosztatba helyezték.
Végul fedéllel zarhatd metszetfésiivegkad segitségével eltavolitottdk a

paraffint, ami a kovetkéz IépésekBbl allt: xilollal kezelték 10-10 percig



dsszesen két alkalommal, majd abszolut alkoh@g#p-os alkohollal, 70%-0s

alkohollal 5-5 percig, végul desztillalt vizzel @btték szintén 5 percig.

3.3. Az immunhisztokémiai vizsgalat menete
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A vizsgalanddé mintabdl és egy pozitiv kontroll ndinél 4 um vastagsagu
paraffin-metszetet készitettek.

Egy éjszakan keresztil 56 °C-os termosztatbantstak.

A metszetet deparaffinaltak.

Majd citratos oldattal (9 ml 0,1M citromsav és 41 1M néatrium-citrat
desztillalt vizzel 500 ml-re felontve) kezelték @&rcig mikrohullamua sidben.
Haromszor PBS oldattal (80g natrium-klorid, 29gatdirum-hidrogénfoszfat 12
H,O, 2g kalium-klorid, 2g kalium-dihidrogénfoszfat, 100D desztillalt viz)
Oblitették.

Ezutan 3 %-os hidrogén-peroxid oldattal kezelték 1fercig
szobalbmeérsekleten.

Majd ismét PBS oldattal oblitették.

Ezt koveben a metszeteket Sequenza Immunostaining Centefpeztek, és
2%-0s tejporral blokkoltak 20 percig szobatérsékleten.

Majd egy éjszakan at BIHSD1 ellenanyaggal (Abcamabbit polyclonal)
inkubaltak 4 [ C-on 1:50 higitasban.

PBS oldattal 6blitették.

Ezutan kot ellenanyaggal (nyal EnVision) kezelték 30 percig
szobalbmeérsekleten.

Ismét PBS-sel dblitették.

Majd AEC (amino-etil carbasol) kromogén oldattalzé&kék 10 percig
szobalimeérsékleten.

Ezutan kivették a metszeteket a Sequenza ImmunoxjaiCenterbl, és
csapvizzel, majd desztillalt vizzel ledblitették.

Haematoxilinnal és eozinnal megfestettek.

Csapvizzel oblitették.

Végul glicerin-zselatinnal (7g zselatin, 42 ml dék#t viz, 50 ml glycerol)
fedték.



4. EREDMENYEK

A 11B-HSD1 ellenanyaggal és AEC kromogénnel jelolt peteék mintak
fénymikroszkopos vizsgalata soran kapott eredmeétyakkdvetked tablazatban foglaltuk
0ssze.

A petefészek tlgi A petefészek sejtjei Fegtés
Primordialis tisék petesejt ++
follikularis hamsejtek +/-
Elsédleges tusiak petesejt ++
follikularis hamsejtek +/-
Masodlagos tugk petesejt +
granulosa sejtek +
Harmadlagos tlugk petesejt +
granulosa sejtek +
theca interna sejtek +/-
theca externa sejtek -
Sargatestek granulosa lutein sejtek +++
theca lutein sejtek -
Stroma stroma sejtek ?

Tablazat: (-) nincs fesidés; (+) gyenge fesdes; (++) ebs fesbdés; (+++) nagyon

erss festdes; (+/-) nem minden sejtben lathato ddss; (?) bizonytalan

Az enzim a 17 mintabdl 16-ban volt kimutathaté. égativ eredményt mutaté minta
esetében valdszinitheben fixalasi hiba tortént. Mintaink esetében a szakdlomnak
megfeleb, a citoplazmaban megjel&nnhomogén fegtést tekintettiik pozitiv reakcionak. A
vizsgalat sordn a szakirodalomban is meghatarozoteinizalodott granulosa sejteket

hasznaltuk betspozitiv kontrollként.
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A legesebb fegidést a sargatestek granulosa lutein sejtjeiberelfigytik meg (1.
kép). Petefészek mintaink kodzul 12-ben lathattudkgatesteket, ezek mindegyikében
egyertelnien megallapithat6 volt az enzim jelenléte. Mindeanglosa lutein sejt pozitivitast
mutatott, azonban eli@&rmértékben. A sejtek reakcidja kdzott egyérielmilonbséget
allapitottunk meg, illetve a sejtek citoplazmajammhomogén feétlés volt jellema.

Erésen fesidtek a primordialis és a primer tiggz petesejtjei is. Az éretlen
petesejtekben ésebb volt a pozitivitas, mig a secunder és tetiiswk petesejtiei mar
lathatéan gyengébben mutattdk a reakciot. Nagyoadyitdssal vizsgalva a petesejtek
esetében is inhomogenitast allapithattunk megtéadésben.

A secunder és a tertier tiddzgranulosa sejtjeiben szintén megfigyelhettik azra
expressziojanak jeleit. A masodlagos tikden jobban latszott a sejtek kis nagyitassal
egységesneking fesbdése, mint a harmadlagos télkszhasonld sejtjeiben. Kevés mintdban
tudtunk tercier tus#t megfigyelni, illetve utdbbinal a pozitivitas saks nem volt egyértelth

Nem volt egységes az eredmény a primordidlis ésrimep tiusdk follikularis
sejtjeinek esetében. Nagy nagyitassal vizsgalvéis@k egy részénél enyhe pozitivitast
allapithattunk meg, azonban tébb mintanal ez nésadé.

A tertier tussk theca interna sejtjeit vizsgalva sem jutottuniéstelmi eredmeényre.
A legtdbb mintdban lathat6 volt a sejtek enyhesfidste, azonban akadtak negativ minték is.
A harmadlagos tu$k theca externa sejtjei €s a sargatestek theda kegjei minden esetben
egyértelnti negativitdst mutattak a reakcidban, egyik mintabam volt kimutathaté a g1
HSD1 jelenléte ezekben a sejtekben.

A spinocellularis kdiszovet stroma sejtjei hasonloképpen bizonytalamineéayt
adtak. A legtobb sejtet negativnak értékeltik &aiegdban, azonban néhany stroma sejtben
enyhe pozitivitast talaltunk.

Osszességében megallapitottuk, hogy a sargatesithiec pozitiv kontrolinak a
petefészek adott vizsgalatdban, mivel a granuloseinl sejtekben minden esetberbser
festdést lathattunk kis nagyitassal. Nagyobb nagyitaggagalva a metszeteket azonban
megfigyeltiik, hogy ezekben a sejtekben sem egysédestdés. Egyes sejtek d&ebben,
masok gyengébben fésginek, $t még sejten belll is inhomogenitas jellémzZEz a
megfigyelés mas pozitivan reagalo sejtek alaposetsigalatakor is megallapithat6 volt. Nagy
nagyitassal a sargatestek és a dkismegfeleb sejtjei sok esetben hasonldo mértékben

festdtek, noha kisebb nagyitassal vizsgalva a pozsvitehezen volt eldontléet
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2. kép: Nagyobb nagyitassal megfigyelbteinhomogén fesdés a luteinizalddott

granulosa sejtekben



7-8. kép: A séargatest sejtjeinek (7. kép) és a tercier&idiataban talalhaté granulosa

sejtek (8. kép) feétiésének dsszehasonlitasa
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5. MEGBESZELES

Munkank soran a BEHSD1 enzim sz6veti expressziojat vizsgaltuk kutghivolitott
petefészkeiben. Célultatik ki, hogy medgfigyeljilk az esetleges eltérésekiéietve
hasonlosagokat a szakirodalomban leirt mas fajokbsdzehasonlitva, tovabba hogy
megallapitjuk, hogy a BtHSD1 ellenanyag alkalmas-e ebben az allatfajbgetafészek
vizsgalatara immunhisztokémiai modszerek alkalmak@s Vizsgalataink soran az
alkalmazott ellenanyag @& immunreaktivitast mutatott.

Az értékeléskor mindvégig szenbltartottuk, hogy a vizsgalt enzim expresszidjanak
vizsgalata nem jeleneti az enzim aktivitdsanak istéé az egyes sejttipusokban, igy ebben a
kérdésben tovabbra is csak feltételezhetjik a metéagokkal valo egyezést.

Az enzim 1-es izotipusat szdmos faj szamos szometddimutattdk mar. A
petefészekben tortdreléfordulasarol ember, patkany, szarvasmarha és sejtgen allnak
rendelkezésre adatok a szakirodalomban. Embereldserpatkdnyokban a séargatestek
granulosa lutein sejtjeiben és a petesejtben fi@geaineg legnagyobb meértékben az enzim
expresszidjat (Ricketts és mtsai, 1998; Gomez SEnéls mtsai, 2009.), mint ahogyan azt
tanulmanyunk soran kutyak esetében is tapasztalalsonloképpen szarvasmarhakban is
leirtdk az enzim jelenlétét a sargatest sejtje{idmrston és mtsai, 2007; Komiyama és mtsai,
2008; Tetsuka és mtsai, 2003). Ebben az allatfaglzanban jeleids eltéréseket tapasztaltak a
human és patkanyokban leirt adatokkal dsszehasmnlitehenekben az enzim mindkét
izotipusa expresszalddik: aftHSD1 az aktiv sargatestben és a granulosa sejtekb®]-
HSD2 a sorvadd corpus albicansban. A dlsgranulosa sejtjeiben csak az enzim 1l-es
izotipusat mutattak ki, a 2-es nem fordulé.elovabba nem volt megfigyellietabszolut
atallds az enzim 2-es izotipusanak termetéser 1-esre az ovulacié soran, mint ahogyan azt
mas allatfajokban megfigyelték (Michael és mtsa3).

Emberekben és patkanyokban a preovulacidésokigganulosa sejtjei BEHSD2-t
termelnek a szarvasmarhakkal ellentétben (Thurésomtsai, 2007). Leirtak, hogy a human
granulosa sejtekben a luteinizdcd soran viszont ararenzim 1-es tipusdnak mRNS-e
termebdik (Thurston és mtsai, 2003). A valtozas hatteméfmdteheten az LH hatasa all.
Kimutattdk, hogy azok a granulosa sejtek, amelyekm@m tapasztaltak LH-csucsot az

ovulaciot megeizéen, 1PB-HSD2-t kdédol6 mRNS-t és mineralokortikoid receptat
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expresszaltak tovabbra is, mig az LH csucsot skjtekben megvaltozott az enzimtermelés
(Michael és mtsai, 2003).

A kutydk esetében megallapitottuk, hogy a sargsiegtanulosa lutein sejtjeiben
nagyobb, a tigk granulosa sejtjeiben valamivel kisebb mennyisagte egyérteliien jelen
van a 1B-HSD1 enzim a tlsk érésével egyre csokk&mmennyiségben. A 2-es izotipus
eléforduldsat nem vizsgaltuk munkank soran, igy ansejtipusonkénti expresszidjanak
megallapitasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

Mind a tusdk granulosa sejtjeiben, mind pedig a sargatestelqujpsa lutein
sejtjeiben az enzim oxidativ aktivitasat feltételdz A 113-HSD1 oxidativ formdja, illetve az
enzim 2-es izotipusa a kortizol inaktivacidjat katdja, ezaltal védelmet biztosit a
petefészekben a glukokortikoidok gonadotropin hagaszteroid bioszintézist gatlé hatasaval
szemben. Az enzim 1-es izotipusanak oxidativ fujagcibban az esetben figyelhebeg, ha
a NADPH: NADP arany cstkken a szteroid bioszintéagy a citokrom P450 enzimek
mukodése kovetkeztében. Az enzim reduktivikidéséhez szikséges kofaktor nagyfoku
felhasznalasa miatt a dehidrogenaz funkcio valikidanssa a szteroid hormonokat ternel
sejtekben. Az oxidativ hatds a glukokortikoidok kingaciéjat eredményezi, tehat a helyi
kortizol koncentracio csokkenéséhez vezet (Thurétomtsai, 2007).

Ezzel szemben a petesejt és a fellleti hamsejietiélen valoszirsitheben a 18-
HSD1 enzim NADPH-dependens reduktaz formaja domigdl az inaktiv glikokortikoidok
aktivacidjaban vesz részt.

A petesejt esetében ez az aktivacio az éréstdégl potencialt thmogatja szamos
gerinces fajban, koztik az emberben. Ezzel szerabagseknél az aktiv glikokortikoidok
gatlé hatasrol szamoltak be a petesejtek meiofijldésére nézve (Michael és mtsai. 2003).
Kutyak esetében azt talaltuk, hogy a petesejtededidlyaman csokkémmeértékben jellemiza
118-HSD1 expresszi6. Ez a megfigyelés arra enged kégtdtni, hogy ebben a fajban is a
kotizol fejlodést tamogatd szerepe érvényesdl.

Az enzim a petefészek felileti hamsejtjeiben gxintreduktiv aktivitasu, igy
gyulladascsokkefithatdsu aktiv glikokortikoidok kéfdését katalizélja, amivel &deqiti az
ovulaciot koved gyulladasos folyamat mérséklését és tamogatjaoes delileti gyogyulast.
Ezt a funkciét human petefészek vizsgalatokbamétitdk meg (Michael és mtsai, 2003;
Rae és Hillier, 2005). Munkank soran kutyak petgfémek fellleti hamsejtjeit, illetve a

stoma sejteket illéen nem allapitottunk meg egyértélmeredményt. A legtébb sejtet
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negativnak itéltink a reakciéban, de akadtak pamitifestéds tertiletek is mintaink egy
részében.

Hasonl6képpen, a theca interna sejtek esetébents#umk vizsgalataink alapjan
biztos megallapitast tenni. Sok sejtben kimutattuk 13-HSD1 jelenlétét, azonban tébb
esetben éfordult, hogy nem tapasztaltunk fédést. Patkanyok theca sejtjeiben enyhe, a
granulosa sejtekhez viszonyitva lényegesen kisebértéki festdést irtak le a
szakirodalomban, és mindkét sejttipusban #$-H$D2 |ényegesen nagyobb meéiiek
expresszidjarél szamoltak be (Gomez-Sanchez ési,n689). Az immunhisztokémiai
vizsgalat nehéz értékelldstge miatt a bizonytalan eredményt ado fellletidegiek és theca
sejtek birdlata tovabbi részletesebb vizsgalatigiéatyel.

Osszességében elmondhatjuk, hogy eredményeinkzé&siyenutattak egy korabban
patkany petefészek mintakon végzett vizsgalat neggéhsaival (Gomez-Sanchez és mtsai,
2009). A vizsgalt petefészkek az ivari ciklus kibém szakaszaiban kertiltek eltavolitasra,
mivel azonban nem allt rendelkezésiinkre minden aszdilol elegertd minta, tovabba a
szerv-mintak korlatozott szama miatt g3d4SD1 expresszid ciklusfliggvaltozasat illeien
nem tudtunk megallapitast tenni. Az 6sszefliggékefébséhez tovabbi kutatas szikséges.

Az enzim jelenlétének igazolasa kutya fajban, kienez enzim szisztémas
folyamatokban, anyagcserezavarokban betoltott $élges szerepét ebben a fajban is és
felhivja a figyelmet az enzim tobb szbvetet érimizsgalatanak fontossagara. Tekintve, hogy
a metabolikus folyamatok vizsgalata esetében aakotint modellallat jeledsége egyre &
napjainkban, mindamellett hogy ki kell emelninkghaz enzim komplex folyamatokban
bet6ltott szerepének vizsgalatakor nem nélkuldzbetexpresszid kvantitativ meghatarozésa,
valamint az enzim aktivitAsanak vizsgalata, minégpk elmondhatjuk, hogy az altalunk
végzett vizsgalat és a vizsgalati modszerek tovalyen tipusu Bvitése fontos tudoményos

elérelépésnek missithed.
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6. OSSZEFOGLALAS

Kutatasunk célja a BIHSD1 enzim szoOveti expressziojanak vizsgalata kotyak
mitétileg eltavolitott petefészkeiben. Az ovariectamvagy ovariohysterectomia soran
eltavolitott egészséges vagy korosan elvaltozotef@szkek a Szent Istvan Egyetem
Allatorvos-tudoméanyi Kar Szilészeti és Szaporoddébiai Tanszék és Klinika
beteganyagabol szarmaztak. A mintakbdl 8%-os miffdormaldehid oldat segitségével
tortént fixalast koveéten gépi szovet ékészités utan paraffinos blokkok, majd
haematoxilinnal és eosinnal festett metszetek Kedz(Ezt kdveben az immunhisztokémiai
vizsgélat soran BEHSD1 ellenanyagot és AEC kromogént alkalmaztunk. ékészult
mintakat fenymikroszkop segitségével értekeltik ki.

A 118-HSD1 ellenanyag 6s immunreaktivitast mutatott a vizsgalatban. A Ry
sargatestjeit alkotd a granulosa lutein sejtek mrndsetben egyértetimn pozitiv reakciot
adtak, azonban a sejtek f&dtse nem volt azonos mértekSejten belll is inhomogenitast
tapasztaltunk a reakcioban. A petefészek dingk sejtjeinél feppdési stadiumuknak
megfeleben valtozott a pozitivitds. A petesejt esetéberklos® festdést figyelhettiink meg
az érés soran, a granulosa és a theca intern& sejbe pozitivitadst mutattak. A follikularis
fazis alatt jellemé& alacsonyabb PBEHSD expresszio hatterében feltéleat nagyrészt a
magas 0sztrogén termelés gatld hatasa all, de gesxteron szint és a tid$alyadek
Osszetétele is befolyasolhatja azt. A fellleti fglitsejtek, stroma sejtek mintaink nagy
részében nem feégltek, azonban hatarozott negativitast sem tudtuegdhhapitani.

Legtobb megfigyelésiink egyezik a human illetve kfay petefészek esetében
megallapitott adatokkal, azonban a reakcio neh&kelhetsége miatt a tugk theca sejtjei
és a stroma sejtek esetében nem jutottunk egyéreri@dmenyre.

Osszességében megallapitottuk, hogy BrH3D1 ellenanyag kutyakban is alkalmas
az egészséges és az elvaltozott petefészkek essyiesgalatara. Az ivari ciklus és az enzim

expresszio 0sszefiiggésenek értékeléséhez azomadbitvizsgalatokra van sziikség.
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7. SUMMARY

The aim of our research was to investigate theudissxpression of the fHSD1
enzyme in dogs” ovaries that have been sugicaiypved. The healthy or the pathologically
altered ovaries that was removed during ovarie@ooniovariohysterectomia were delivered
of Szent Istvan University Faculty of Veternary @we Department and Clinic of Obstetrics
and Reproduction. The samples were firstly fixethvi% buffered formaldehyde, followed
by the tissue preparation and then paraffin bloskse created. After that sections were
stained with haematoxilin and eosin. Subsequehthng the immunohistochemical research
118-HSD1 antibody and AEC chromogen were applied. Jilepared samples were evaluated
with using light microscopy.

The 1B-HSD1 antibody showed strong immunoreactivity ia #tudy. The granulosa
lutein cells in the corpus luteum showed a cleaitp@ reaction in all cases, but the cells did
not stained at the same level. In the reactionla® @bserved inhomogeneity within the cells.
The level of positivity of the follicular cells chged according to cells” development. During
the maturity we observed decreasing staining irotieyte, the granulosa and the theca interna
cells showed a slight positivity. The lowerBtHSD expression of the follicular phase is
presumably mainly caused by an inhibitory effectadfigh eostrogen production, but this is
also influenced by level of progesteron and thetexanof follicular fluid. The most of the
surface epithelial cells and stromal cells of amples did not get stained, however we could
not determine clear negativity.

This observation is similar to the data describédhumans and rats, but due to the
difficulty of evaluating the reactions we did nattca clear result in the cases of follicular
theca cells and stromal cells.

In total we concluded, that the #HSD1 antibody can be applied for dogs as well to
both healthy and altered ovaries as detailed exaroim The evaluation of the relation

between the oestrous cycle and the enzyme expnessigever needs further investigations.
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