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1 A kutatas jelentdsége és a kitiizott célok

A Kortikoszteroid-elégtelenség szindroma és a periférias fehérvérsejtek gliikokortikoid-
receptor expresszidjanak vizsgalata kutyaban cimi doktori értekezésemben a kritikus allapotu
kutyak tulélési valészinlisége, valamint a hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely (HHM-
tengely) aktivalédasa, illetve a periférias fehérvérsejtek kortizol valaszkészsége kozotti
lehetséges Osszefliggéseket vizsgaltuk. Munkahipotézisink szerint a HHM-tengely inadekvat
mikodése miatti hypocortisolaemia és/vagy a célsejtek csokkent glukokortikoid szenzitivitasa

ndveli a kritikus allapotu paciensek mortalitasat.

A szeptikus és nem szeptikus oktanu szisztémas gyulladasos valaszreakcié szindroma
(SIRS) mind emberekben, mind kutyakban gyakori oka a kérhazi felvételnek és a mortalitasi
rata jellemzden magas (21-68%) ebben a betegpopulaciéban. A kritikus allapot indukalta
kortikoszteroid elégtelenség (Critical lliness-related Corticosteroid Insufficiency; CIRCI) a
human gyogyaszatban jél ismert entitas, de mar kutyakban is dokumentalasra kertlt. A CIRCI
a kritikus allapotu betegekben kialakuldé csokkent kortizoltermelést és/vagy glukokortikoid
rezisztenciat foglalja magaban. Val6jaban a csdkkent kortizolszekrécié nem feltétlentl okoz
abszolut értelemben vett hypocortisolaemiat, hanem a fennallé szisztémas gyulladas

csillapitasahoz sziikséges elégtelen mértéki kortikoszteroidhatast is jelentheti.

A glukokortikoidok fontos szerepet toltenek be a hemodinamikai stabilitas fenntartasaban és
a gyulladasos folyamatok szabalyozasaban. A Kkortikoszteroidok genomikus hatasa a
gliikokortikoid receptoron (GR) keresztil valésul meg. Habar a GR-t csupan egyetlen gén
(NR3C1) koddolja, de az dsszetett és tobb szinten szabalyozott génkifejez6dés kovetkeztében
szamos szerkezetében és funkcidjaban eltéré fehérje keletkezését dokumentaltak

emberekben és egyes allatfajokban.

A kritikus allapoti betegekben a szisztémas gyulladas a HHM-tengely aktivalédasan
keresztul hypercortisolaemia kialakulasahoz, valamint a célsejtek fokozott GR
expresszidjahoz, ezaltal megndvekedett glukokortikoid érzékenységhez vezethet. Ugyanakkor
szamos tanulmanyban publikaltak mar, hogy a jelentésen emelkedett szérum kortizolszint
és/vagy a periférias fehérvérsejtek csdkkent GR expresszidja sulyosabb betegség lefolyashoz
vezet, illetve csOkkent tulélési valdszinliséggel jar egyutt szeptikus és nem szeptikus SIRS-
ben szenvedd paciensekben. igy a kritikus allapot indukalta kortikoszteroid elégtelenség korai

felismerése és megfeleld ellatasa javithatja a betegek tulélési, illetve gyodgyulasi esélyeit.



Tekintve, hogy a kutya szamos gyulladasos korkép modell-allata, igy az eredményeink
hozzajarulhatnak a human glukokortikoidreceptor altal medialt gyulladasos jelatviteli utak

tovabbi megismeréséhez.

A kutatdbmunka els¢ fazisaban a szisztémas gyulladas klinikai gyakorlatban hasznalt
biomarkerei (testhBmérséklet, 6sszfehérvérsejtszam, balra tolddas jelenléte, szérum albumin
és C-reaktiv fehérjeszintek vizsgalata) és az ACTH-stimulacids teszt soran kapott eredmények
(alap- és stimulalt kortizol koncentraciok, Akortizol érték) kozotti lehetséges dsszefliggéseket
vizsgaltuk kritikus allapoti kutyakban, amelyek az Allatorvostudomanyi Egyetem
Kisallatkorhazaban keriltek hospitalizaciora. Emellett specialis klinikai pontrendszerek
segitségével probaltuk a kritikus allapotu kutyak allapotanak sulyossagat felmérni (De
Laforcade-féle SIRS kritérium rendszer), illetve a betegség kimenetelét (Acute Patient
Physiologic and Laboratory Evaluation (APPLE:st score)) meghatarozni a korhazi felvétel

idépontjaban.

A vizsgalataink masodik fazisdban alapozva az emberorvosi kutatasok eredményeire a
szisztémas gyulladas indukalta alternativ splicing mechanizmus révén létrejott lehetséges
NR3C1 gén ortolégokat vizsgaltuk SIRS-ben szenvedd kutyak periférias vérmintaiban. Ehhez
egy szeptikus peritonitisben szenvedd kutya periférias vérmintajabdl kinyert RNS-t un. Uj-
generaciés RNS-szekvenalassal vizsgaltuk és a kapott szekvenciakat bioinformatikai
modszerekkel azonositottuk. A GR transzkript variansok altalanos jelenlétének vizsgalatara
izoforma-specifikus TagMan primereket és probakat terveztink. Az mRNS expresszio
vizsgalatara a komparativ C; mddszert hasznaltuk. A kapott eredményeket a RPS5 haztartasi
geén expresszios szintjéhez és a kontroll csoport atlagahoz normalizaltuk. Végezetll a kapott
MRNS expressziés szinteket Osszevetettik a vizsgalt klinikopatolégiai paraméterekkel,

valamint a betegség kimenetelével.



2 Osszefoglalas

A kutatbmunka soran a kritikus allapotu kutyak tulélési valdszinlsége, valamint a
hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely (HHM-tengely) aktivalédasa, illetve a periférias
fehérvérsejtek kortizol érzékenysége kozotti lehetséges Osszefuggéseket vizsgaltuk.
Munkahipotézisunk szerint a HHM-tengely inadekvat mikddése miatti hypocortisolaemia
és/vagy a célsejtek csdkkent glikokortikoid szenzitivitasa ndveli a kritikus allapotu paciensek

mortalitasat.

A vizsgalataink elsé fazisaban 50 kritikus allapotu kutya adrenalis rezerv kapacitasat és
egyes gyulladasos paramétereit vizsgaltuk a betegségik kimenetelének tlkrében. A
paciensek 2014 januarja és 2016 augusztusa kodzott kerlltek koérhazi felvételre az
Allatorvostudomanyi Egyetem Kisallatkérhazanak Intenziv Osztalyara. Azok a betegek
automatikusan kizarasara kertltek a vizsgalatokbol, amelyeknél mellékvese betegeség kerult
igazolasra vagy a koérhazi felvételt megelé6zéen a HHM-tengely mikodését befolyasold
gyégyszeres terapidban részeslultek (pl. glikokortikoidok, gesztagének, major analgetikumok,
azoltipusu gomba-ellenes készitmények). Minden paciensnél részletes fizikalis vizsgalatot
veégeztunk, illetve vénas vérmintat vettiink a rutin hematolégiai és klinikai kémiai vizsgalatokra
a korhazi felvételt kdvetd 24 oran belll.

Azok a kutyak, amelyek a kérhazbol hazaadasra kerultek, a tulélé csoportba, azok a
paciensek, amelyek a korhazi tartozkodas soran elpusztultak vagy terminalis allapotuk miatt
végleges elaltatasra kertltek, a nem-tulélé csoportba soroltuk. Azok a kutyak, amelyek anyagi
korlatok miatt kerlltek végleges elaltatasra, szintén kizarasra kertltek a vizsgalatbol.

A de Laforcade-féle SIRS kritériumrendszer alkalmazasa a kérhazi felvétel idején, az altalunk
vizsgalt populacidban nem segitette a szisztémas gyulladasos valaszreakci6é fennallasanak
meger@sitéseét, illetve kizarasat. A logisztikus regresszidos modell alapjan az Acute Patient
Physiologic and Laboratory Evaluation roviditett pontozasi rendszer alapjan kalkulalt APPLEfast
pontérték szignifikdnsan korrelalt a tulélés csokkend esélyével (p= 0,0420). A korhazi felvétel
idépontjaban vett vérmintakbdl vizsgalt hematoldgiai és klinikai kémiai paraméterek nem
korrelaltak a betegség kimenetelével.

Figyelemremélté eredmény azonban, hogy a vizsgalt populaciéban mind az emelkedett alap
kortizolszint (OR = 9,71, p = 0,0135) mind az emelkedett stimulalt kortizolszint (OR = 3,69, p
= 0,0311) szignifikans 6sszefiiggést mutatott a mortalitasi rizikdval (Fisher-féle egzakt teszt).

Hasonléan a korabban publikalt eredményekhez, egyetlen kritikus allapotu kutya esetében
sem detektaltunk valdédi hypocortisolaemiat a rendelkezésre allo, populacio alapu referencia

intervallumot figyelembe véve. A vizsgalati eredményeink alapjan nem a hypocortisolaemia,



hanem a kérosan emelkedett alap és/vagy stimulalt kortizolszint mutatott negativ 6sszefliggést

a tulélés valdszinliségével.

Ez az ellentmondasos eredmény is 0sztdnzétt benninket arra, hogy a periférias
vérmintakban a glukokortikoidreceptor (cGR) mMRNS expresszidos szintjét vizsgalva
Osszefuggést keressunk az expresszios szintek és a betegség kimenetele kozott. Ennek
vizsgalatara 7 egészséges és 26 kritikus allapotu, SIRS-ben szenvedd kutya periférias

vérmintajat gydjtottik 2014 januarja és 2018 marciusa kozott.

Tekintve, hogy emberekben szdmos gyulladasos  kérképben igazoltdk a
glikokortikoidreceptor izoformak megvaltozott expressziéjat, igy egy szeptikus peritonitisben
szenvedd kutya vérmintajat ujgeneracios mRNS-szekvenalassal analizaltunk a feltételezett
NR3C1 gén transzkript variansainak beazonositasahoz. Az mRNS-kdnyvtart a KAPA Stranded
MRNA-Seq Kit (lllumina, Roche) hasznalataval, a gyartéi alkalmazasi el6irat alapjan hoztuk
létre. A tisztitott és trimmelt szekvenciak a Canis lupus Familiaris Assembly CanFam3.1 (Sep.
2011) alapjan kertltek feltérképezésre a HISAT2 alignment program (v2.1.0) hasznalataval. A
CanFama3.1 referencia genom alapjan ismert szekvenciak illesztésekor azonositasra kertlt a
cGR egy, a 7-es intron retencidjat tartalmazoé canine NR3C1 transzkript varians. A RNS-Seq
soran kapott szekvencidak megoszlasanak elemzésekor, az intronok és a kddoldé exonok
vizsgalata alapjan az NR3C1 7-es intronjanak aranya az 6ssz NR3C1 exonhoz viszonyitva
egy nagysagrenddel nagyobb volt, mint a globalis intron: exon arany. Ez alapjan a detektalt 7-
es intron retencidjat tartalmazé NR3C1 transzkript varians nem artefakt vagy éretlen mRNS,

hanem egy bona fide splice varians. Az mMRNS-Seq adatok alapjan ez az eddig nem ismert

izoforma expressziodja a klasszikus cGRa. transzkripthoz viszonyitva kb. 20% volt.

Az in silico transzlacio alapjan a 7-es intron retenciojaval létrejott splice varians egy, a 7-es
intron elején Iévé korai stop kodon okan egy 680 aminosav hosszusagu fehérjét kédol. A
csonkolt fehérje a ,klasszikus” glikokortikoidreceptorhoz (cGRa) képest 101 aminosavval
rovidebb. A rovidilés a ligandkoté domeén részleges hianyahoz vezet. Tekintve a
szerkezetbeni homolégiat a kordbban mar leirt human és sertés GR-P izoformakkal a
tovabbiakban az tjonnan talélt kutya GR splice varianst cGR-P izoformaként hivatkozzuk.

A cGRa és cGR-P splice variansok altalanos jelenlétét TagMan gqPCR mddszerrel
egészséges és SIRS-ben szenvedd kutyak periférias vérmintajaban is igazoltuk. A SIRS
kohort klinikopatolégiai jellemzéit tovabb vizsgalva, a korabbi eredményeinkkel 6sszhangban,
azt talaltuk, hogy az alap kortizolszint szignifikdnsan kilénbdzétt a nem-tulélék (median: 320,0
nmol/l; 41,6 - 1366,0 nmol/l) és a tulélék kdzott (median: 131,0 nmol/l; (52,0 - 1131,0 nmol/l)
(p = 0,0336).



Tovabba, a periférias vérmintdak mRNS expresszids szintjét vizsgalva, a cGRa median
MRNS expresszidja 5,6-szor nagyobb (0,3 - 26,3) volt a tulélé csoportban, mint az egészséges
egyedekben (p = 0,0008), mig az expresszios szint statisztikailag nem kilénb6zott az
egészséges és a nem-tulélé csoportban (p = 0,5360). A cGR-P median mRNS expresszidja
9,8-szor nagyobb (0,3 - 22,8) volt a tulélé csoportban, minta az egészséges kohortban (p =
0,0005), és hasonldéan a cGRo expresszidjahoz, a cGR-P expresszidja a nem-tuléld, valamint
az egészséges csoportban nem kilénbozott (p = 0,3510). Figyelemre mélté adat, hogy a
cGRa/cGR-P arany median mRNS expresszidja nem kulonbozott szignifikansan sem a tuléldé
sem a nem-tulélé csoportban (p = 0,4337), tovabba a kontroll csoportban sem (p = 0,1738). A
cGRa és a cGR-P mRNS expresszio szoros korrelaciéja a vizsgalt populacidban a két splice
varians koregulaciojara utal.

A kritikus allapoti betegekben a szisztémas gyulladas fennallasa a HHM-tengely
aktivaléodasan keresztll hypercortisolaemia fennallasahoz, valamint a célsejtek fokozott
glikokortikoid érzékenységéhez vezethet. Ebbdl adéddan a periférias fehérvérsejtek fokozott
cGRa és cGR-P mRNS expresszidja egy adaptiv mechanizmus része lehet SIRS betegekben,
a kortizol gyulladascsillapité hatasu transzkripcio-modulaciojanak fokozott sziikségessége
okan. Masfeldl, a kritikus allapotu betegekben detektalt jelentés hypercortisolaemia a
glukokortikoidreceptor kifejez6désének meérséklédéséhez vezethet a ligand-indukalta receptor
downregulacié miatt.

Szamos human tanulmanyban publikaltdk mar, hogy az emelkedett szérum kortizolszint
és/vagy a periférias fehérvérsejtek csdkkent GR expresszidja sulyosabb betegség lefolyashoz
vezet, illetve csdkkent tulélési valdészinliséggel jar egyltt szeptikus- és nem szeptikus SIRS-
ben szenved6 paciensekben. Tekintve, hogy a kutya szamos gyulladasos kérkép modell-
allata, igy az eredményeink hozzajarulhatnak a human glikokortikoidreceptor altal medialt

gyulladasos jelatviteli utak tovabbi megismeréséhez.



3 Uj tudomanyos eredmények

1. A kortikoszteroid elégtelenség szindroma  el6fordulasanak  vizsgalata az
Allatorvostudomanyi Egyetem Kisallatkorhazaban kezelt kritikus allapotu kutyak korében

A CIRCI tradicionalis definicidja szerinti hypocortisolaemia fennallasa egyetlen betegben sem
volt igazolhatd a szérum Kkortizol populacié-alapu referencia tartomanyat figyelembe véve.
Ellenben azok az egyedek, amelyeknek az alap, illetve stimulalt kortizolszintje emelkedett volt,
csaknem 10-szer, illetve 4-szer nagyobb eséllyel tartoztak a nem-tuléld betegcsoportba,
Osszevetve azon kutyakkal, amelyeknek az alap, illetve stimulalt kortizol koncentracidja a

referenciatartomanyon belll volt mérhetd.

2. Korabban nem azonositott kutya glikokortikoidreceptor transzkript varians (cGR-P) leirasa
és altalanos jelenlétének igazoldasa egészséges és SIRS-ben szenvedd kutyak periférids
vérmintaiban

Egy szeptikus peritonitisben szenvedé kutya periférids vérmintajabdl eddig ismeretlen kutya
glikokortikoidreceptor izoforma (cGR-P) azonositdsa RNA-Seq moddszerrel és altalanos
jelenlétének igazolasa egészéges és SIRS-ben szenvedd kutyak periférias vérmintajaban
TagMan gPCR-rel.

3. A glikokortikoidreceptor a. és P izoformak mRNS expresszids mintazatanak vizsgalata
egészséges és kritikus allapotu kutyak periférias vérmintajaban, kilonos tekintettel a
talélés valdszinlségére

A szisztémas gyulladasos valaszreakcié szindromaban szenved® kutyak periférias
vérmintaiban a median cGRa és cGR-P mRNS expresszidja nagyobb volt az egészséges
kontroll csoport expresszios szintjeivel dsszevetve.

A SIRS-ben szenved6 kutyak periférids vérmintaiban a cGR izoformainak génexpresszids
szintjét tovabb vizsgalva, a cGRa median mRNS expresszidja 5,6-szor nagyobb volt a tulélé
csoportban az egészséges egyedek értékeihez képest, de szignifikansan nem kulonbdzoétt a
nem-tulélé és az egészséges kutyak kozott.

A cGR-P median mRNS expresszidja 9,8-szor nagyobb volt a tulélé csoportban, minta az
egészséges kohortban, de szignifikansan nem kilénbdzoétt a nem-tuléld és az egészséges

kutyak kozott.



Mivel a cGRa/cGR-P arany median mRNS expresszidja nem kulonbozoétt szignifikansan a
tulélé és nem-tuléld csoportban, igy az Aaltalunk vizsgalt betegcsoportban a SIRS-ben
szenvedd kutyak tuléléséhez a cGRa és a cGR-P izoformak egytittes, fokozott expresszidja

szlkséges.
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5 Koszonetnyilvanitas

Kozel egy évtizede, hogy a kutatasi témavazlatommal megkerestem késébbi témavezetbimet,
Dr. Vajdovich Pétert és Dr. Mathé Akost. A lelkesedésem és kivancsisagom a téma irant a mai
napig valtozatlan, de ez a munka nem valdsulhatott volna meg ebben a formaban a
témavezet6im és a kutatasban résztvevé kollégak kitartd tamogatasa és szakmai segitsége

nélkul.

Témavezetdnek, Dr. Vajdovich Péternek kdszondm, hogy biztositotta a doktori tanulmanyaim

és a kutatdbmunkam megkezdését, valamint a tamogatasat, hogy 6nallé utakon jarhattam.

Dr. Mathé Akosnak, a dolgozat tarstémavezetdjének koszonettel tartozom a klinikai
endokrinologiai latasmod atadasaért, valamint az emberi é€s szakmai tdmogatasaért az évek

soran.

Szamos kolléga vett részt a kutatomunkaban, kozulik szeretném kiemelni Dr. Kiss Gergelyt,
aki motorja volt ennek a kutatasi projektnek. Gergdvel vald kdzds gondolkodas nélkil ezek az

eredmények nem szulettek volna meg.

Kllén kdszdnettel tartozom tovabba a Semmelweis Egyetem Molekularis Bioldgia Tanszék két
kutatéjanak, Dr. Mészaros Tamasnak és Dr. Kallai Brigittanak, akik osztoztak a
kivancsisagomban. A velik valé kdézbs munka soran rengeteget tanultam. Kutatéi

szakértelmik nélkul biztosan nem jutottam volna el idaig.

A molekularis bioldgiai vizsgalatokhoz a mintdk el6készitésében, illetve feldolgozasaban
nyuijtott segitségért Dr. Eder Katalinnak és Simon Tiindének (Chromoscince Kft.), Dr. Bodrogi
Lillanak (Mez6gazdasagi Biotechnoldgiai Kutatointézet), valamint Dr. Rénai Zsoltnak
(Semmelweis Egyetem Molekularis Bioldégia Tanszék) tartozom kdszdnettel. Kdszdnetemet
szeretném Kkifejezni tovabba Dr. Bihari Zoltannak és Batdé Emesének (Xenovea Kft.) az
ujgeneracios szekvenalas elvégzéseéért, valamint az eredmények kiértékelésében nyujtott

segitséguiket.

A vizsgalatokban résztvevé kritikus allapotu és egészséges kutyak vérmintainak rutin
laboratoriumi feldolgozasa a Korélettani és Onkoldgiai Tanszék laboratériumaban torténtek.
Szab6 Bernadettnek és az egyetemi labor minden munkatarsanak koészoénettel tartozom a

gondos mintakezelésért és feldolgozasért.

Kdszdnetemet szeretném kifejezni jelenlegi munkahelyem, a Praxislab Kft. vezet6éjének Dr.

Balogh Nandornak, hogy tamogatta a doktori kutatdmunkam befejezését.



A Praxislab-os kollégaknak, kiléndésen Dr. Kunos Viktorianak és Dr. Téth Balintnak kdszéném,

hogy 6szinte barati biztatasukra mindig szamithattam.

Kdsz6nom a barataimtol érkez6 ,pozitiv energiakat”, amik mindig épp akkor érkeztek, amikor
a legnagyobb sziikségem volt rajuk.

Végezetul, de nem utolsésorban kdszonettel tartozom csaladomnak, akik kezdettél fogva

tamogatasukrol biztositottak és hittek bennem és abban, amit célul tiztem ki magam elé.
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