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Bevezetés és célkituzések

A human eredetli colorectalis adenocarcinoma differenciélatlan sejtjei jol
modellezik a vastagbél daganatosan transzformalt hamsejtjeinek tulajdonségait.
Az altalunk is hasznalt sziilé1 HT29 vonalbdl a tartos teny€sztés soran tovabbi
torzseket 1zolaltak: a HT29-12 és a HT29-21 metothrexatra €s S-fluorouracilra
rezisztens szubkldénokat. A HT29 vonalak kiilonféle kiilsé hatdsra — példaul

glikkéz megvonas, butirat kezelés — differencialodni képesek.

A butirat indukalta proliferacid gatlds, sejtlevalds és sejthalal teriiletén
végzett vizsgalataink sordn nekiink is sikeriilt egy stabil HT29 szubklont
izolalnunk, mely feltinden kiilonbozden viselkedett a sziil6i HT29 torzstdl a
butirdt indukalta sejtdifferenciacié szempontjabol, de igen érzékeny volt a
butirat hatdsara kialakuld sejtlevalasra és sejthalalra. Ezt a HT29R sejtvonalat
modellként haszndltuk fel, hogy megvizsgaljuk a butirat hatdsdra megindulo
szabadgyok, illetve ROS termelést, Osszefiiggésben a differenciacidval és a
sejthaléllal. Szdmos tanulmany leirta mar, hogy a daganatos sejtekben butirat,
illetve mas hiszton-deacetilaz inhibitorok altal kivaltott sejthalal kapcsolatban
van a ROS szint emelkedésével. Mindazonaltal a ROS ezen folyamatokban
betoltott szerepe maig tisztazatlan. A tenyésztett vastagbélhamsejtek
millimolaris butirat koncentraciéval vald kezelése hiszton-acetilaciot valt ki,
ezaltal a génexpresszido megvaltozasa, a proliferacio gatldsa, a sejtciklus leallasa,

valamint differenciacid €s a sejthalal indukcidja kovetkezik be.

Kisérleteink célja az volt, hogy 6sszefiiggést talaljunk a kiillonb6z6 redox
paraméterek és a butirat indukalta differenciacid, sejtlevalas, valamint sejthalal
kozott azaltal, hogy 6sszehasonlitjuk a differenciacidéra nem hajlamos, de erdsen
sejthalal-érzékeny HT29R sejtvonalat a differencidciora hajlamos ¢és joval
kevésbé sejthalal-érzékeny HT29-12 és HT29-21 szubklonokkal. Ennek

érdekében eldszor meghataroztuk a butirat hatasara kialakuld proliferaciogatlast,



differenciaciot, sejtlevalast ¢&s sejthalalt a HT29R és HT29-21 sejteken.
Meghataroztuk (i) a butirat koncentracio fliggvényében kialakuld intracellularis
szabadgyok szinteket ESR spektroszkopidval, (i1) a ROS kialakulast DCF (2,7-
dichlorofluorescein-diacetate) oxidacioval, (iii)) a H,O, termelést fenolvoros
modszerrel, (iv) a GSH/GSSG ardnyt és (v) a redoxpotencialt. Tovabbi célunk
volt feltarni, hogy a differenciaciora nem hajlamos HT29R sejtek jellemezhetok-
e redox tulajdonsagaik alapjan. Végiil leirtuk, hogy HT29R sejteken miként
alakul a butirat indukalta sejthaldl az 1,5-dihidroxi-izokvinolin (DHQ),

rezveratrol illetve ciklosporin-A (CsA) jelenlétében.

Vizsgalataink masik {6 teriiletét a méretében &s tomegében is
megnovekedett vemhes méh ellés utani fizioldgias atépiilése, az involucio,
vizsgalata adta. A sejtek apoptozissal valo pusztuldsa jelenti a szoveti leépiilés
kozponti elemét, hiszen ez lehetové teszi, hogy a sejtek szétesése nélkiil
torténjék meg a szovet lebontdsa, mely igy nem indukdl gyulladast a

kornyezetében.

Az ellés utani 1dészak megnovekedett energiaigénye elsOsorban a
meginduld laktacioval magyaradzhatd, mikozben ezzel parhuzamosan a tehenek
takarmanyfelvétele nem novekszik aranyos mértékben. Ezt sulyosbitja tovabba a
méhinvolacid energiaigénye, hiszen a szoveti leépiilés soran a szervezet szamara
elénydsebb sejthaldl, az apoptozis szintén energiaigényes folyamat. A
foszfatidil-szerin ~ transzlokdci6 a membranban, a kaszpaz kaszkad
enzimrendszer miikodése, a kialakulo DNS fragmentacié és a DNS darabokat
magukba foglald apoptotikus testek 1étrejotte egyarant ATP-t igényel. A DNS
darabolddasa ezeken tul egy javitomechanizmust, a PARP (Poli-ADP-riboz-
polimeraz) enzimet is aktivalja, mely nagy mennyiségli ATP felhasznaldsaval
igyekszik a genetikai anyag sériiléseit helyrehozni, amig a kaszpdz-3 enzim el

nem hasitja azt.



Masodik kisérletsorozatunk célja az volt, hogy az involicid korai
szakaszdban gyUjtott tehén uterus-bioptatumokbol késziilt metszeteken
tanulmanyozzuk: milyen 6sszefliggés all fenn az allatok energia-allapota és az
apoptdzist mutatd sejtek aranya kozott. Azt feltételeztiik, hogy a szervezet
energiahidnyos allapotat jelzd hyperketonaemia sejtszinten ATP hianyban
nyilvanul meg, ami befolyasolja a sejthalal kialakuldsat. Mivel az apoptdzis
energiahidnyos allapotban zavart szenvedhet, nagyobb mértékii nekrdzis
alakulhat ki, ami no6velheti a gyulladdsos folyamatok el6fordulasanak

gyakorisagat.



Anyag és modszer

Az elsd kisérletsorozatban alkalmazott HT29-bol szarmazo HT29R,
HT29-12 és HT29-21 tenyészeteket DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) tapfolyadékban tenyésztettiik 37°C-on, 5% CO, tartalmut, parasitott
levegdjli tenyésztokamraban. Kiilonféle butirat koncentraciokkal 24 vagy 48
oran at kezelve a sejteket vizsgaltuk azok valaszat az adott kezelésre.

A sejtosztodas mértékének meghatdrozasdhoz az €16 sejteket redukalo
képességiik alapjan kimutatd 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboximetoxifenil)-
2-(4-szulfofenil)-2H-tetrazolium so6t (MTS) alkalmaztunk. A sejteket 96 lyuku
lemezen tenyésztve vizsgaltuk, hogy a kiilonb6z6 butirat koncentraciok hogyan

befolyasoljak a sejtek osztodasat.

A sejtlevalas mértékét tgy hatiroztuk meg, hogy a 25 cm’-es
tenyésztoedényekben novesztett tenyészetekben — Osszehasonlitottuk az
Osszegyljtott levalt illetve a letapadt majd tripszinezett sejtek protein
mennyiségét. A sejtlevalas meghatarozasara alkalmaztuk a Giemsa festést is,
amelynek soran a 96 lyuku lemezeken az aljzatra letapadt sejteket 30 percig

festettiik vizes 50%-0s Giemsa oldattal.

A sejthalal meghatarozasahoz A Nicoletti-féle mddszer szerint propidium-
jodiddal megfestett sejteket vetettiik ala FACS analizisnek és vizsgaltuk a
sejthalalra jellemzd sub-G1 féazisban 1évo sejtek aranyat. Az apoptdzis és
nekrdzis elkiilonitésére a sejteket 10 percig 2,5 pg/ul propidium-jodid és/vagy
2,5 pg/ul Hoechst 33258 festékkel kezeltiik, majd AxioCam digitalis kameraval
¢s szines szlrdkkel kiegészitett fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk és
fényképeztiik.

Az apoptdzis kimutatdsira a TUNEL probat alkalmaztuk, mely a DNS
fragmentaciét mutatdo sejtek jelzésére képes. Ennek eredményeként az

apoptotikus sejtek DNS-e FITC-cel jelolédik, majd egy FITC specifikus

ellenanyagot hasznaltunk a fluoreszcencia intenzitasdnak novelésére. Az



apoptdzis lathatova tételére szines szlrdkkel kiegészitett fluoreszcens

mikroszkdpot alkalmaztunk.

Az apoptozis masik modszerrel torténd meghatarozasdhoz a DAPI festést
kovetden a sejtmag morfoldgiai vizsgalatat, mig a nekrdzis kimutatasara a sejtek

tripankék felvételi tesztjét végeztiik el.

A sejtdifferenciacio indikatoraként az alkalikus-foszfataz aktivitast vettiik
figyelembe. Az enzimaktivitds meghatdrozasara foszfat szubsztratként p-

nitrofenil-foszfatot alkalmazo ALP tesztet hasznaltuk.

A szabadgyok, illetve a GSH/GSSG meghatarozasahoz a sejttenyészeteket
25 cm’-es tenyésztéedényekben novesztettiik, majd 48 6ras butirat kezelésnek
vetettiik ald. A kontroll és a kezelt sejteket szuszpenzidjat egyarant folyékony
mérése egy X-savos ESR spektrométerrel tortént a MTA Kémiai

Kutatointézetében.

A reaktiv oxigén vegyiiletek méréséhez a sejteket 100 mm atmérdji
petricsészékben novesztettiik 24 oOraig, majd az adott butirdt koncentracioval
kezeltiik 48 oran keresztiil. Ezutan a tapfolyadékhoz diklorofluoreszceint (DCF)
adtunk. A reaktiv oxigén vegyliletek képesek atalakitani a DCF-et annak egy
fluoreszcens szarmazékava.

A H,0, termelés kimutatasa kisebb moddositasokkal Baud modszere, az
un. fenolvords modszer szerint tortént. A sejtekhez a fenolvords natrium-séjat
valamint mieloperoxiddzt adtunk, majd az oldat ligositasa utan leolvastuk a
keletkezett komplex abszorbancidjat.

A redukdlt glutation meghatarozasa a lugos kornyezetben szulfhidril-
csoportokkal reakcidba 1épd Ellman-reagenssel tortént, amely egy vizoldékony
komplexet alakit ki a glutationnal.

Masodik kisérletsorozatunkban Magyarorszag keleti részén taldlhatdo 7

nagyiizem Osszesen 49 allata vett részt. A 2-8 éves Holstein-friz teheneket az



ellés utani 4-14. napon klinikai vizsgalatnak vetettiilk alda, amely alapjan az
egyedeket puerperalis metritis-szel terheltnek vagy egészségesnek mindsitettiik.
A Vena jugularisbol vért vettiink, amelyekbdl meghataroztuk a vér ketonanyag

vettiink melyeket fixalas utan paraffinba 4gyaztunk.

A biopszias mintakban az apoptdzis meghatarozasara kettos immunfestést
alkalmaztunk: a leukocytak megfestése a k6zos leukocyta antigén alapjan tortént
(common leukocyte antigen, CLA vagy CD45) mig az apoptozisra jellemz6
toredezett DNS kimutatidsa a TUNEL jeloléssel. Hattérfestésként valamennyi
sejtmagot a fluoreszcens DAPI-vald festéssel tettiink lathatova. Az igy kapott
mintdkat AxioCam digitalis kameraval kiegészitett fluoreszcens mikroszkoppal

efényképeztiik.

Az endometrium 0sszes sejtszamat megkaptuk (csak ham és kotdszoveti
sejteket figyelembe véve), ha a mezdnként szamolt DAPI-val festédott sejtek
szamabodl kivontuk a CD45 pozitivitast mutatd leukocytak szamat. TUNEL-
pozitiv sejtek egyidejii DAPI festddéssel adjdk meg az apoptotikus sejtek

szamat.



Eredmények

A vastagbélhdmsejtekben lezajlo differencidcio egyik legfontosabb
markere az alkalikus-foszfatdz aktivitds. Az alkalikus-foszfatdz aktivitas
mindkét differencidciora hajlamos sejtvonal, a HT29L és a HT29-21, esetében is
szoros koncentraciofiiggést mutatott a kezeléshez alkalmazott butirat
mennyiségével az 1-10 mM kozotti tartomanyban.

A kovetkezokben Osszehasonlitottuk a butirat koncentracié fiiggvényében
eldidézett proliferaciogatlast (MTS-teszttel) €s sejtlevalast (Giemsa-festéssel) a
HT29R ¢és HT29-21 sejteken. Eredményeink szerint a HT29R sejtek fokozottan

érzékenyek a butirat altal eloidézett novekedésgatlasra €s sejtlevalasra egyarant.

A kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk a HT29R ¢és HT29-21 sejtek
érzékenyscégét a butirat altal kivaltott sejthalallal szemben, valamint felmértiik az
igy kialakuld sejthalal tipusat is. A tenyészetek 10 mM butirat kezelését
kovetden a HT29R sejtek 84,6%-a volt a sub-G1 fazisban, mig ugyanez a HT29-
21 sejtek esetében csak 8,9%-nak adodott. Az eredmények szerint tehat a butirat
altal eldidézett differenciacionak ellenalldo HT29R sejtek erdsen érzékenyek a
butirdt indukalta sejthaldlra, mig hasonld koriilmények kozott a HT29-21 sejtek

annak gyakorlatilag ellendllnak.

Ezek utan a Hoechst 33285 festékkel, illetve a propidium-jodiddal festett
sejtek mikroszkdopos képeit hasonlitottuk Ossze. A Hoechst megfesti az €16 és
elpusztult sejtek magjat is, mig a hidrofil propidium-jodid kizarolag a mar sériilt
membranon képes atjutni, tehat csak a mar nekrozisban 1évo sejteket festi meg.
Eredményeinkbdl az kovetkezik, hogy a HT29R sejtek levaldsra vald fokozott
érzékenysége a sejthalallal szembeni nagyobb érzékenységgel parosul.

A kovetkezokben azt szerettiik volna feltdrni, hogy az eddig vizsgalt,
butirat altal kivaltott hatasok Osszefliggésben allnak-e a sejtekre jellemzd redox

allapot valtozasaival.



A HT29-12 és a HT29-21 sejtek esetében a GSH/GSSG ardnyban csupan
nem szignifikans mértékll valtozasokat tapasztaltunk. A HT29R vonal esetében
azonban egy butirat koncentracio-fiiggd GSH/GSSG csokkenést tapasztaltunk.
Hasonld eredményeket kaptunk a redoxpotencial értékében is, ahol a HT29R

sejtek esetében a 2-3 mM butirat koncentraciondl szignifikans visszaesés tortént.

A butirat koncentracid fliggvényében jelentds mértékli szabadgyodkszint
novekedés volt tapasztalhato a HT29R sejteken, mig a HT29-12 és HT29-21
vonalakon egyaltalan nem mértiink szabadgyokszint valtozast a teljes vizsgalt

butirat koncentracio tartomanyaban.

HT29R sejteken a butirdt koncentracid fiiggvényében jelentds mértékli
ROS/RNOS képzddés indult meg, mig a HT29-12 és a HT29-21 sejtek esetében

csak minimdalis emelkedést tapasztaltunk.

Egy, a 2 mM butirat koncentraciotdl kezdodd, jelentds mértékii
koncentraciofiiggd H,O, képzddés volt mérhetd6 a HT29-12 és HT29-21
sejteken, ugyanakkor nem volt statisztikailag értékelhetd valtozas a H,O,

szintjében a HT29R sejteken a teljes butirat koncentracio tartomanyt tekintve.

Az elézdekben kapott eredmények felvetik a kérdést, hogy vajon a butirat
hatdsara kialakulé szabadgyok é&s/vagy ROS/RNOS képzddés kapcsolatba
hozhat6-e a sejtlevalassal. A HT29-21 sejtvonalbdl szarmazd sejteknél érdemi
ROS/RNOS és szabadgyok termelddés nélkiil megy végbe a sejtlevalas. Mindez
egyértelmiien azt mutatja, hogy nincs kapcsolat a ROS/RNOS és a szabadgyok
termelddéEs, valamint a sejtlevalas mértéke kozott.

HT29R sejteken a butirdt koncentracio fliggvényében kialakuld
sejtlevalas, valamint a ROS/RNOS termelés hasonlé mintazatot mutat ugyan, a
levalas azonban mar alacsonyabb butirat koncentraciénal megkezdddik, mint a
ROS/RNOS termelés. A szabadgyok képzddés és a sejtlevalas viszont azonos

butirdt koncentracional kezdddik meg, a korreldciot itt tehat nem lehet kizarni.



Tovabbi vizsgalataink soran felmértik a HT29R sejteken a butirat
hatasara kialakuld sejthalalt kiilonb6zd vegyiiletek jelenlétében. Felvetettiik a
kérdést, hogy miként alakul az apoptdzis és/vagy a nekrozis mértéke
dihidroizokvinolin (DHQ), rezveratrol, valamint ciklosporin-A (CsA)
alkalmazasakor. A DHQ a poli-ADP-rib6z-polimeraz gétldjaként, a rezveratrol
antioxidans tulajdonsagu polifenolos fitostilbénként, mig a CsA a mitokondrialis
membran ,transition pore” nyitasanak gatldjaként képes befolyasolni a
sejthalalt. A HT29R sejteken 20 mM butirat hatdsara foként nekrdzis alakul ki.
Ugyanakkor mindharom vizsgalt vegyiilet, a DHQ, a rezveratrol vagy a CsA

jelenléte esetén a sejthaldl tipusa tilnyomoan apoptotikussa valik.

Az apoptdzis masik technikaval vald kimutatasdhoz a TUNEL moddszert
valamint a hasitott PARP kimutatasat alkalmaztuk a butirattal és DHQ-val kezelt
HT29R sejteken. Az o6nallo butirdt kezelés hatasara a sejtmagok
megnagyobbodtak, jelezve ezzel a nekrdzist. A butirat mellett alkalmazott DHQ
jelenlétében azonban a sejtek nagy része apoptdzisban pusztult el. A TUNEL-

proba tehat megerdsitette a mikroszkopos elemzés sordn nyert eredményeket.

Az in situ végzett masik kisérletsorozatunkba bevont allatokat klinikai
paramétereik alapjan négy csoportba osztottuk aszerint, hogy puerperalis
metritis (PM) kertilt-e megallapitasra, ill. a vér ketonanyag szintje 1,0 mmol/l 3-
hidroxi-butirat (BHB) szintnél magasabb (hyperketonaemia) vagy alacsonyabb
(normoketonaemia) értékkel volt-e jellemezhetd: (1) kontroll, (2) PM,
normoketonaemia, (3), egészséges méh, hyperketonaemia (4) PM,
hyperketonaemia. A méhbioptaitumokbdl paraffinba 4agyazott metszetek
késziiltek, melyekbdl els6ként hematoxilin-eozinnal festett metszeteket
készitettiink az eldzetes szovettani értékelés céljabol. A biopszias mintdk
szovettani értékelését kovetden szamos egyedet (n = 25) ki kellett zarni a
tovabbi értékelésbdl a szovetminta erds degeneracidja vagy hamhianyos allapota

miatt.



Az egészséges kontroll csoportba 10 tehenet soroltunk, a vériikkben mért
BHB koncentracié 0,45+0,12 mmol/l volt. Ezekbdl az allatokbdl nyert biopszias
mintdkban az 6sszes sejt 49,97+6,18%-a mutatott TUNEL-teszttel apoptdzist.

A PM, normoketonaemias csoport vérmintaiban mért atlagos BHB
koncentracié 0,42+0,15 mmol/l volt. Az apoptozis elofordulasi ardnya

51,67+0,15% volt az endometrium mintakbol készitett metszeteken.

A hyperketonaemias csoport egyedeiben az atlagos BHB koncentracio
1,4740,32 mmol/l volt. Az apoptdézis mértéke a vizsgalt 4llatokban
23,83+6,44%-nak adodott.

Ha az allatokat a vérplazma BHB koncentracioja alapjdn normo- illetve
hyperketonaemids csoportokra osztjuk, akkor az egyes csoportokhoz tartozo
apoptdzis indexek alapjan, amelyek 50,82+4,76%-nak illetve 23,831+6,44%-nak
adodtak, szignifikans kiilonbség lathato (p<0,05) a két csoport értékei kdzott.



Megbeszélés

A sejtek differencidcidja alternativ utat jelent a folytonos sejtosztodassal
vagy a sejthalallal szemben. Ez arra utal, hogy a proliferacio, a differenciacio és
a sejthaldl folyamataiban van egy kozos pont, amelyen keresztiil az egyik

folyamatbdl at lehet térni a masikba.

Sajat vizsgéalatunkban a butirdt koncentracio fiiggvényében kialakulo
fokozott H,O, termelddést tapasztaltunk a differenciacidra érzékeny HT29-12 és
HT29-21 sejteken, de érdekes modon emellett a szabadgyokok vagy
ROS/RNOS vegyiiletek szintjének emelkedése nem volt detektilhato. Ezzel
ellentétben a differenciaciénak ellenalldo HT29R sejtek éppen ellenkezdleg
viselkedtek: a butirdt koncentracid fiiggvényében fokozott szabadgyok és
ROS/RNOS képzddés indult meg benniik, de jelentdsebb mértékii H,0,
termelddées nélkiil. Ennek alapjan szelektiv modon tarsithatjuk a kiillonbozé ROS
vegyiileteket a kovetkezményesen kialakulo sejthalalhoz vagy differenciacidhoz,
feltételezve ezzel, hogy azok szignal molekulaként miikodnek a sejthaldl és

differenciacid kozotti valaszaton.

Az a tény, hogy HT29R sejtekben a teljes butirdt koncentraciod
tartomanyban csekély szinten maradt a H,O, képzddés, mig a butirat kivaltotta
sejthalalra kevésbé érzékeny HT29-12 és HT29-21 esetében koncentraciofiiggd
mértékben termelddott, azt feltételezi, hogy a H,O, nem jatszik meghatarozo

szerepet a sejthalal jelatvitelében.

HT29-12 és HT29-21 sejtekben a termelddd H,O, koncentracid teljes
tartomanyaban a GSH/GSSG ardny és a hozza tartoz6 redoxpotencial értékek
nem valtoztak, jelezve ezzel, hogy a H,O, képzddés, a vizsgalt 1dd
intervallumon beliil, nem valt ki oxidativ stresszt, de kapcsolatba hozhato a

sejthalallal szembeni ellendllassal és a differenciacid-érzékenységgel.



A HT29R sejtekben azonban az 1 mM, illetve az 5 mM butirat
koncentraci6 felett kivaltott szabadgyok és ROS/RNOS termelddés osszefliggést
mutat a sejtbeli GSH/GSSG arany csokkenésével €s a redoxpotencial
valtozasaval. Vizsgalatainkban tehadt a HT29R sejtekben mért, butirat altal
kivaltott FR ¢és ROS szintek oxidativ stresszt és egyidejiileg sejthalal-

érzékenységet is kivaltottak.

A butirat altal kivaltott sejthalalt tekintve csak a HT29R vonalon
figyeltiink meg nekrézist/késdi apoptdzist, de a DHQ, a rezveratrol vagy a CsA
jelenlétében ez tulnyomodrészt apoptozisba ment at. Jelen vizsgalatainkban a
butirdt hatdsara megnovekedett ROS/RNOS szintek megerdsitik azt a tényt,
hogy az oxidativ stressz kozponti szerepet jatszik a butirdt altal kivaltott
sejthalalban. Az azonban még tisztdzatlan maradt, hogy mely ROS/RNOS
vegyiiletek termelddnek butirdt hatdsara, ¢és ezek hatterében milyen

mechanizmus(ok) all(nak).

Masodik kisérletsorozatunkban azt tapasztaltuk, hogy azoknal az
egyedeknél, ahol a szervezet energiaegyensulya tartosan meghaladta a még
fiziologiasnak tekinthetd hidny mértékét, a szdmos energiaigényes folyamat
kozott az involucio is zavart szenved. Mivel az involucio egyik fontos eleme az
energiaigényes apoptdzis, ezért feltételezhetden a programozott sejthaldl sem
jatszodhat le akadalymentesen. Feltételezéseinknek megfeleléen azt az
eredményt kaptuk, hogy az energia ellatds zavara, vagyis ketonaemia esetén
csokken az apoptdzissal elpusztuld endometrium sejtek szama. Ez az érték

vizsgalatainkban 23,83+6,44%-nak adodott.

Vizsgalataink eredményei azt mutattdk, hogy a kontroll allatokhoz
viszonyitva a hyperketonaemias egyedek méhbioptitumaiban az Gssz-
sejtszamhoz viszonyitva szazalékosan kevesebb az apoptotikus sejtek ardnya.
Az energiaigényes apoptozis tehat tartdsan fennallo és jelentés mértékii negativ

energiaegyensuly kialakulasakor zavart szenved. Eredményeinkbdl arra



kovetkeztethetiink, hogy NEB esetén az endometrium sejtjei kisebb aranyban
pusztulnak el apoptozissal, ami fokozhatja a nekrozis veszélyét €s a gyulladasos

folyamatok kialakulasat.

A tehenek megfeleld energiaellatdsa a puerperium iddszakdban tehat
nemcsak az elégséges tejtermelés miatt fontos tényezd, hanem a méh
fiziologiasan lezajlé involucidja szempontjabol is. Ha ugyanis elegendd energia
all a szervezet rendelkezésére, akkor az endometrium le- ¢s atépiilése soran
megfeleléen fel tudnak szivodni, illetve el tudnak tdvozni a kiilvilag felé az
elhalt szovetek. A gyorsan €s szabdlyosan végbemend involicid ugyanis a
legfobb biztositék arra, hogy a méh ne jelentsen taptalajt a baktériumok tulzott
elszaporodasdhoz, vagy esetleg patogén fajok megtelepedéséhez, vagyis a

puerperalis metritis kialakuldsahoz.



I'Jj tudomanyos eredmények

Kisérleteimben szamos HT29 sejtvonalon in vifro vizsgaltam a butirat
hatasat, egyes szabadgyokok ¢€s a ROS vegyiiletek keletkezését, valamint az
ezek kozott fennallo esetleges ok-okozati Osszefiiggést a sejtek osztddasara,
differencidciojara, apoptdzisara és nekrdzisara vonatkozolag. Vizsgéltam
tovabba egy involvalodé szerv, a méh, esetében in situ a szervezet energetikai

allapotanak hatasat a sejtek apoptdzisara.

Megallapitottam:

(1)A butirat altal indukalt sejthalal és differenciacid Osszefiiggésben van a
kiilonb6z6 ROS mintdzatokkal HT29-eredeti huméan vastagbélrak
sejtekben.

(2) A HT29R sejtekben a butirat hatasara képzodod szabad gyokok €s reaktiv
oxigén vegyliletek a sejthalal termékei, mig a HT29-12 és HT29-21

sejtekben képzddd H,O, funkciondlisan a sejtdifferencidciohoz kotodik.

(3)Meghataroztam a méh involacié korai idészakdban az endometrium
apoptotikus sejtjeinek aranyat megfeleld energiaellatottsagu, valamint
negativ energia egyensulyban 1év0 hyperketonaemids tehenekben.
Kimutattam, hogy az endometrium apoptozissal elhald sejteinek szdma a
megfeleld energiaellatottsagu egyedekhez képest a hyperketonaemias

tehenekben mintegy felére csokken.
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