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3. COX
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2. Bevezetés

Szamos gyakori - a tarsadalom nagy hanyadat érintdé - betegség valdjaban kozos
okokra vezethetd vissza. A magas vérnyomas, az iszkémids szivbetegség, a stroke ¢és a
periférias érszikiilet valdjaban mind érbetegség, éppen ezért kulcsfontossagu feladat az
érfalban lejatsz6do ¢€lettani €s patoldgias folyamatok részletes megértése. Egy adott ér aktualis
atmérdjét rendkiviil sok tényezd befolydsolja és ennek megfeleléen jo néhany molekularis
jelatviteli ttvonal eredd hatasa érvényesiill. Az egyik ilyen tényezd az ereket érintd
gyulladasos folyamat.

A gyulladés a szervezet védekezd mechanizmusa, amely kiilonféle karositd hatasokkal
szemben segit megdrizni a test integritdsat, épségét. A gyulladasos reakcidé szemmel lathato
jellemzdit mér Celsus (1. szdzad) is leirta: duzzanat (tumor), vordses szin (rubor), f4jdalom
(dolor), melegség (calor)_(l’ 2), Tudjuk, hogy a jelenségek hatterében részben helyi értagulat
all, de a gyulladas soran az ératmérdt aktudlisan meghatarozo6 dsszes tényezdt még korantsem
ismerjiik. Sok, a gyulladasban részt vevd anyagrol, molekularol leirtak, hogy rendelkezik
vazoaktiv hatasokkal is (példaul hisztamin, tromboxanok, prosztaglandinok, szabad gyokok)
¢s a nemzetkoézi szakirodalomban is egyre tobb publikacid jelenik meg ebben a
témakorben ©®. Az emlitett folyamatok hatterében all6 mechanizmusok megértésének tehat
nagy a klinikai jelentdsége, ezért fontossa valt az olyan lokalisan haté gyulladasos mediatorok
vazoaktiv hatasainak feltérképezése is, mint amilyen a mieloperoxidaz (MPO) enzim. A MPO
vaszkularis hatdsainak elemzését bonyolitja, hogy a szubsztratjaként szerepld
hidrogén-peroxid (H,O,) dnmagaban is rendelkezik érhatasokkal. Ezért a MPO altal kivaltott

hatasokat a H,O,-dal egyiitt célszerii értékelni.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Reaktiv oxigén vegyiiletek

Reaktiv oxigén szarmazékok (ROS, reactive oxygen species) normal koriilmények
kozott is jelen vannak a biologiai rendszerekben €s hozzajarulnak tobbek kozott a szervezet
korokozokkal szembeni védelméhez, valamint az értonus szabalyozasahoz is @, Patologias
korilmények kozott azonban termelddésiik fokozott mértékii, és igy oxidativ stresszt
létrehozva kiilonb6z6é makromolekuldk (lipidek, fehérjék, szénhidratok) funkcionalis és

@ 9

morfologiai karosodasat okozzak . A reaktiv oxigén vegyiiletek karos hatdsanak

kivédésére szervezetiink bonyolult védekezd rendszerrel rendelkezik, amely antioxidans
hatast vitaminokat és enzimeket, valamint kéntartalmi aminosavakat egyarant tartalmaz (10)
Az oxidativ stressz elleni védekezO rendszer részét képezik tovabba azok az effektor
molekuldk, melyek a sériilt szovetrészek javitasdban, illetve eltdvolitdsaban vesznek részt
(hésokkfehérjék, DNS javito enzimek, stb.) ™. A szabad gydkokre jellemzd, hogy az atomok
kiils6 elektronhéjan parositatlan elektron talalhat6. Mivel az elektronpalyak akkor stabilak, ha
az elektronok parokban helyezkednek el, a szabad gyokok igen reaktivak és altaldban révid

glettartamtak 2

. Reaktiv vegyiiletek k6z¢ sorolunk olyan molekuldkat is, melyek nem
rendelkeznek ugyan parositatlan elektronnal, viszont reaktivitasuk a szabad gyokokéhez
hasonlo, ilyen vegyiilet a H,O, vagy a hipoklorossav (HOCI) ) A reaktiv vegyliletek
elsésorban a mitokondriumokban keletkeznek, az oxidativ foszforilacio és a cellularis aerob
metabolizmus  folyaman 9 Szabad gyOkoket termelnek a  mitokondridlis

elektrontranszportlanc enzimei: a xantin-oxidaz, a NADPH-oxidaz, a citokrom p450, tovabba

a nitrogén-monoxid-szintaz, ciklooxigenaz izoenzimek, a lipoxigenazok és a monooxigenazok

is (14-16)_



3.2. A hidrogén-peroxid, mint reaktiv vegyiilet

A szuperoxid anion (") legjelentésebb forrasa a NADPH-oxid4z enzim "8, A O,
az endotélsejtekben kis mértékben, konstitutivan termelddik (19), valamint kulcsszerepet
jatszik a fagocita sejtek baktériumold hatasaban @9, A O, alacsony pH-ji kézegben spontan
modon, magasabb pH mellett nagyrészt a szuperoxid dizmutaz (SOD) enzim altal H,0,-da és

molekularis oxigénné alakul (12, 21)

A vaszkularis szovetekben az endotélsejtek, a
simaizomsejtek €s a fibroblasztok is képesek H,O,-ot termelni, de mennyisége gyulladasos
koriilmények kozott a fehérvérsejt aktivacid kovetkeztében is jelentésen nd @229 A H,0,
nem rendelkezik pdarositatlan elektronnal, viszont féléletideje sokkal hosszabb, stabilabb
molekula, mely karosithatja a DNS-t, valamint lipidperoxidaciora is képes @3 Tovabba
fontos megjegyezniink, hogy adott koriilmények kozott a H,O, mas reaktiv vegyiiletekké is

atalakulhat, igy példaul vastartalmu anyagok jelenlétében a Fenton-reakcid6 soran

hidroxilgyok, mig MPO hatasara HOCI keletkezéséhez jarul hozza 2. Az erekben jelenlévé

cres

koriilmények kozott akar kozel mmol/L (0,3 mM) nagysagrendben is keletkezhet (24,26, 27)

3.3. A hidrogén-peroxid, mint vazoaktiv anyag

A H;O, a szervezetben ¢lettani koriilmények kozott is megtalalhatd és 6nalld
vaszkularis hatasokkal rendelkezik, melyet mar szdmos értipusban tanulmanyoztak.
Legtobben a vazodilataciot kivaltd hatasdnak mechanizmusat vizsgaltak. Feltételezik, hogy a
H,0,, mint endotélium eredetii hiperpolarizalé faktor (EDHF) vazodilataciot valt ki human
korondria és mezenteridlis arteriolakban ©® . Ezenkiviil fontos szerepe van az aramlas
indukalta vazodilatacio kialakitasaban szintén human korondria arteriolakban ®% 9, valamint
feltételezhetéen egy tartalék dilatacids mechanizmust képvisel, ha a nitrogén-monoxid (NO)

szintje csokken $2) Ezzel ellentétben a H,O, vazokonstriktiv hatdsat tapasztaltdk patkany



(33, 34) (35) (36) (37)

vese artérian , aortan >, nyll pulmondris artéridn “, és kutya bazilaris artérian
Erdekes modon a HyO; koncentraciofiiggd bifazisos valaszt (kis koncentracioban konstrikcio,
nagyobb koncentraciokban dilatacio) valt ki patkany vazizom és mezenterialis
arteriolakon %,

Ezen valtozatos vazoaktiv tulajdonsidgainak megfelelden a HyO, szamos jelatviteli
utvonal aktivalasara képes, melyeknek néhany elemét mésok kordbban mar tanulméanyoztak.
Megfigyelték példaul, hogy kutya cerebralis arterioldkon a H,O, az arachidonsav (AA)
metabolizmus aktivalasaval és kovetkezményes cAMP (ciklikus-adenozin-monofoszfat)
felszabaditassal ~valt ki vazodilataciot ©9. A H,O, aktivila a NO/cGMP
(ciklikus-guanozin-monofoszfat) tutvonalat, mely dilataciot okoz patkany vazizom

arterioldkon és nyul aortdban (24, 40)

A  megndvekedett cGMP szint endotelidlis
prosztaglandinok felszabadulasahoz majd vazodilatacidhoz vezet sertés koronaria arterioldkon
U A vaszkularis simaizomsejteken talalhato K* csatornak aktivalasaval a vazodilaticio
- . e ay . (42-45)
endotél-fiiggetlen modon is l1étrejohet .
Hasonlé modon a H,;O, szdmos szignalizacids utvonal aktivaldodasa kovetkeztében
valthat ki vazokonstrikciot is, mely utvonalak elemei fajtol, illetve értipustol fiiggden

kiilonbozoek lehetnek. Igy feltételezik a ciklooxigenaz (COX) enzim szarmazékok (24,33,34, 46)

k (33, 47) k (47-49)

tirozin-kinazo , valamint a mitogén aktivalta protein kindzo szerepét a
vazokonstrikci6 mechanizmusdban. Az sem tejesen tisztdzott, hogy ezen utvonalak
végeredményben az intracellularis Ca®* koncentracio emelkedéséhez vezetnek-e. Egyes
kisérleti eredmények szerint a H,O, altal kivaltott vazokonstrikcid Caz+-ﬁigg6 utvonalak

aktivalddasa altal valosul meg (33,47), ugyanakkor Ca2+-ﬁiggetlen utvonalak szerepe sem kizart

(50)



3.4. Mieloperoxidaz: struktira és funkcio6

A MPO hem tartalmi enzim, mely els6sorban a neutrofil granulocitdk azurofil
granulumaiban talalhaté és ezen sejtekben a szérazanyagtartalom 1-2%-at is elérheti % %2
Emellett kimutathatdé monocitdkban és eosinofil granulocitdkban is 35359 Elss leirdja,
Agner 1941-ben verdoperoxidaznak nevezte, az enzim jellegzetes zold szine miatt. Elsdként
TBC-s betegek gennyes valadékabol izolaltak (5)

A MPO erésen glikozilalt fehérje, molekulasilya 140 kDa, szerkezetét tekintve
tetramer, két konnyl- (10-15 kDa) ¢és két nehézlancbol (55-64 kDa) all, melyeket

6.5 A MPO enzim aktiv centrumaban konzervalt

diszulfid-hidak kapcsolnak ossze
proximalis és disztalis hisztidinek talalhatok, melyek koziil a proximalis hisztidin a redox
folyamatokat szabalyozza, mig a disztalis hisztidin sav-bazis katalizatorként miikddik ©®. Ez
a komplex enzim tobb intermedier allapottal rendelkezik, az aktualis allapotot tobb tényez6
hatarozza meg, mint példaul a hem-vas oxidaltsagi allapota és a jelen 1évé NO, illetve
redukalt oxigén gydkok (027, Ho0,) 559,

1970-ben Klebanoff leirta, hogy a MPO {6 funkcidja a szervezetet karositd mikrobak
eliminalasa ©?. A fagocita aktivacid soran az enzim részben a fagolizoszomaba, részben az

extracellularis térbe szekretdlodik, €s az Ugynevezett oxidativ fellobbanashoz ("oxidative

burst") kapcsolodva fejti ki hatasat ©°.
3.5. A mieloperoxidaz altal katalizalt reakcio

A MPO reagélni képes a HyO,-dal illetve a kozegben jelen 1év6 halogén ionokkal,
leginkabb klorid ionnal ®4_ A reakcid végterméke a HOCI, amint azt az 1. reakcidegyenlet is

mutatja ©* Y.
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MPO
H,0, + CI" + H' ——— H,0 + HOCI

1.  Egyenlet: A mieloperoxidaz (MPO) reakcidja hidrogén peroxiddal (H,O,) és klorid

ionnal (CI")

A MPO rendszer aktivitasa fligg az elérhetdé H,O, illetve mas szubsztratok
mennyiségétol, valamint egyes antioxidans molekuldk, példaul a metionin koncentracidjatol
6269 Bar a hipoklérossav viszonylag stabil és erés mikrobaellenes hatdssal rendelkezé
molekula®, koros koriilmények kozott felszaporodva nem csak a mikrobakat kérositja,
hanem kémiai reakciok révén a szervezet ép strukturait is képes megvaltoztatni. Reakcioba

Iéphet példaul DNS molekulakkal, lipidekkel, lipoproteinekkel ®2.

3.6. A mieloperoxidaz és a hidrogén-peroxid szerepe Kkardiovaszkularis

korfolyamatokban

Normal koriilmények kozott a H,O, hozzéjarul az aktudlis ératmérd kialakulasahoz.
Gyulladéasos folyamatok soran azonban felborul az egyensuly az oxidativ agensek és az
azokat elimindlni képes antioxiddns molekuldk kozott, melynek kovetkezményeként a
felszaporodott H,O, az érfalat karositva vaszkularis diszfunkcié kialakulasat is okozhatja. A

H,O, kéros hatdsait részletesen tanulmanyoztdk szamos korképben, igy magas

(4, 65) (66, 67)

vérnyomas , cukorbetegség és érelmeszesedés folyaman. A gyulladéas soran

keletkez0 MPO szintén kiemelt szereppel bir a kardiovaszkuldris korképek

(63, 68)

kialakulasadban . Egyértelmii 6sszefliggést mutattak ki a szérum MPO szintje és az

iszkémids szivbetegség minden megjelenési formajanak (példaul stabil- és instabil angina,

(69)

miokardialis infarktus) el6fordulasa kozott Tovabba bizonyos tanulmanyokban

hangstlyozzak a plazma MPO szint kardiovaszkularis prognosztikai szerepét, illetve felvetik,

11



hogy az haszndlhat6 a kardiovaszkularis rizikéd becslésére is (%970 Beszamoltak arrol is, hogy
MPO hianyos egyénekben csokkent a kardiovaszkuléris riziko (2,

Tobb kutatas is igazolta, hogy a MPO fontos szerepet jatszik az érelmeszesedés . A
MPO valamint a miikodése kovetkeztében Iétrejott oxidativ szarmazékok, a nitrozilalt,
klorozott  fehérjék, ¢és a modositott LDL kimutathatok az ateroszklerotikus
plakkokban 3 7379,

Bizonyos tanulmdnyok szerint a MPO az ateroprotektiv NO elhasznalasa révén

(76, 77)

endotéldiszfunkciot okoz . Az acetilkolin altal kivaltott dilatacié gyengiilésérdl

szamoltak be azokban az egerekben, ahol magasabb plazma MPO szint volt mérhetd (78)
Bebizonyitottdk azt is, hogy a HOCI hozzjarul a nitrogén-monoxid szintdz (NOS)
szétkapcsolasahoz (uncoupling), amely igy szuperoxid-képz6 enzimmé valik ) Tovabba a
HOCI képes reakcioba 1épni az L-Argininnel (80, 81) melynek sordn a képezddd termékek
gatoljak a vazodilatativ NO keletkezését 82) " A MPO katalizalt klorinacié és nitralas szelektiv
célpontja az Apolipoprotein A-I (Apo A-1), a HDL egyik 6 fehérjéje. A koérosan modosult
HDL szintén hozzajarul az ateroszklerozis kialakulasahoz ®. A MPO és a HOCI képes a
matrix metalloproteindzok aktivaldsara, amelyek gyengitik a plakk fibrézus sapkajat, igy
névelik a plakk-instabilitést, a plakkruptara veszélyét /%89,

A MPO-t ezen kiviil tobb tanulmény is fontos patogenetikai tényezdnek tartotta az
iszkémia utani reperfizio, valamint az infarktust kovetd miokardialis remodelling

folyamataban ©° 8 8 Megfigyelték, hogy infarktus utan jelentésen emelkedett a betegek

MPO szintje a plazmaban (18-szorosara egészséges egyénekhez viszonyitva), mely

crer

crer

citotoxikus agenst képez, példaul aldehideket, amelyek kovalensen modositjak a megmaradt

12



sejtek kulcsfontossagli ioncsatorndit, transzportfehérjéit, ezéltal csokkentve a kontraktilis
funkciot ©®. Mas szerzék szerint a MPO miokardialis mikrovaszkularis diszfunkciot okoz a

. e , . on (85
vaszkularis NO szintjének csokkentése révén (85)

. Mindezek mellett a MPO protedzok
aktivalasa révén is képes befolydsolni a remodellaciot. Roman és mtsai szerint a MPO a
plazminogén aktivator inhibitor-1 (PAI-1) gatlasaval aktivalja a plazmint, ami felgyorsitja a
matrix-fehérjék degradalasat, igy végeredményben eldsegiti a kamrafal vékonyodasat és

crer

infarktus utan csokken a leukocita migracid és a kamradilatacio, igy nagyobb lesz a
megmaradt szisztolés funkcid (86)
Egyes kutatok kisérleti eredményeikbdl kiindulva a MPO-nak altalanos, alapvetd €s

szisztémas vazoregulacios szerepet tulajdonitanak ® A kronikus hatasokrol napjainkra mar

sok adat 0sszegylilt, de az akut hatasokrol még viszonylag keveset tudunk.
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4. Célkituzések

Tudomanyos kutatasaim soran az alabbi célkitlizéseim voltak:
1. A hidrogén-peroxid altal kivaltott vazokonstrikcié mechanizmusanak feltarasa

2. A mieloperoxidaz vazoaktiv tulajdonsagainak feltérképezése

14



5. Anyagok és modszerek

5.1. Preparatumok el6készitése

Allatkisérleteink soran az Munkahelyi Allatjoléti Bizottsag (2010/63/EU) altal
jovahagyott protokolloknak megfelelden jartunk el, kisérleteinkben csak szakmailag jartas
személyek vettek részt.

Kisérleteinkhez him Wistar patkanyokat hasznaltunk (200-250 g, Toxi-Coop
Toxicological Research Centre, Dunakeszi), amelyeket normal tapon tartottunk (CRLT/N tap,
Szinbad Kft, G6dolld). Az allatokat 12 o6ras periddusokban sotét, illetve megvilagitott
kornyezetben tartottuk, lehetévé téve szdmukra a viz és a téplalék folyamatos
hozzaférhet6ségét. Az allatok altatasait 50 mg/kg pentobarbital intraperitonealis
alkalmazasaval végeztiik. Ezt kovetden eltavolitottuk a gracilis izmot, a szivet és az agyat,
melyet 4 °C-ra hiitétt, el6zetesen atbuborékoltatott (5% CO,, 10% O,, 85% N;) Krebs oldatot
(110 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgSO4, 1 mM KHyPO4, 5 mM gliikkoz és 24 mM

NaHCOg) tartalmazo szilikon alapu Petri csészébe helyeztiik.
5.2. Az ératméro vizsgalata izolalt mikroereken

A vazizom arteriola, a koronaria arteriola valamint a bazilaris artéria izolalasat és
atmérdjének mérését a munkacsoport altal kordbban leirt moédon végeztiik @) A vazizom
arteriola €s a bazilaris artéria elsérendii aganak, illetve a szeptélis artéria masodrendii 4ganak
koriilbeliil 2 mm-es szakaszat sztereomikroszkop segitségével, mikrosebészeti eszkozokkel
ovatosan izolaltuk a mellettiik futd izomtol, idegtdl illetve vénatol. Ezt kdvetden az izolalt és
mellékagakat nem tartalmaz6 ér egy megfelelden megtiszitott, €p szakaszat kimetszettiik. Az
eret tartalmazo szovet eltdvolitasa, illetve az ér preparalasa meghatarozo 1épés a kisérlet
eredményességének szempontjabol, mivel az ereket olyan mértékii stressz érheti, ami a

reaktiv gyokok fokozott keletkezése altal eltérd eredményeket okozhat. Preparalas utan az
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izolalt vazizom arterioldkat és korondria arteriolakat egy atbuborékoltatott hideg Krebs
oldatot tartalmazé szervkamraba (Living Systems Instrumentation, St. Albans, VT, USA)
helyeztiik, mely két egymassal szemben elhelyezkedd iivegkapillarist tartalmaz. Az érpalyat
modellez6 csérendszer egyik vége egy dugo segitségével lezart, a masik vége pedig egy olyan
érzékeny nyomasszabalyozo késziilékhez (Living Systems Instrumentation, St. Albans, VT,
USA) kapcsolodik, amely az alland6 intraluminalis nyomas fenntartasahoz pontosan elegendd
mennyiségli Krebs oldatot pumpal a lumenbe. Az ereket el0szor az egyik oldalon kaniilaltuk,
illetve rogzitettilk, majd koriilbeliil 20 Hgmm-es nyomds alkalmazéasaval eltavolitottuk a
vérsejteket. Ezt kovet6en az ér disztalis végét is kaniilaltuk majd beallitottuk az eredeti
érhosszt a kaniilok tavolsaganak véltoztatasaval. Az oldatot Ca®* tartalma Krebs-méréoldatra
(2,5 mM CacCly) cseréltiik, és a tovabbi kisérletek soran kizarélag ezt az oldatot hasznaltuk.
Az oldatcserét kovetden a szervkad hémérsékletét 37 °C-ra emeltiik, valamint az
intralumindlis nyomést 80 Hgmm-re Aallitottuk. Az intralumindlis nyomds hatasara az
arteriolakban koriilbeliil 60 perces inkubacios periddus utan spontan miogén tonus alakult ki.
Az erek atmérdjének mérését videomikroszkopos rendszerhez rogzitett digitalis kameraval
detektaltuk és szamitogép segitségével mértilk (mikroszkép: Nikon, Eclipse 80i; CCD
kamera: Topica Technology Co Ltd, Taipei, Taiwan; video digitalizalo: National Institutes,
Bethesda, USA). A kisérletekben az alkalmazott vazoaktiv anyagokat a spontan miogén tonus
kialakulasat kovetéen az ismert térfogatu (10 ml) kadba, megfelelé végkoncentraciokban,
novekvd koncentracioban adtuk. A szer kadba juttatasat kovetden folyamatosan regisztraltuk
az adott anyag kiilonb6z6 végkoncentracidinak ératmérére gyakorolt hatasait, és kumulativ
koncentracio-hatas gorbéket készitettiink. Ezt kovetden kimosasi periodus kovetkezett,
melynek soran az arteriolak visszanyerték kiindulési tonusukat. Ennek megfeleléen az egyes
koncentracid-hatas gorbék kozott minimum 10 percet vartunk.

Kisérleteink végén az erek maximalis (passziv) atmérdjét Ca®*-mentes koriilmények

kozott hatdroztuk meg.
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Szamitogép

Videomikroszkop

Hoémérséklet szabalyozo

<«+— Kaniilalt arteriola

1. Abra: A videomikroszkdpos rendszer felépitése

5.3. Izometrikus kontrakciomérés

A bazilaris artériat a fentiekben leirtak szerint izolaltuk, majd két koriilbeliil 4 mm-es
szakaszt (érgytlriit) metszettiink ki. Az izometrias kontrakcié mérd rendszeren (DMT 510A,
Aarhus, Dénia) két egyenként 40 um atmérdjii fém drétot vezettiink az ér lumenébe majd ezt
kovetden csavarok segitségével az egyik oldalt a mozgathat6, a masik oldalt pedig az erémérd
karhoz rogzitettiik, majd a Ca®"-mentes Krebs oldatot Ca®*-tartalm oldatra cseréltiik.

Méréseink elott az artéria gylirikon normalizacios protokollt végeztiink el, melynek soran
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15 masodpercenként 1,5 mN-os erével feszitettiik meg az ereket addig, amig el nem értiik a

13,4 kPa (120 Hgmm) nyomasértéket.

2. Abra: Auto Dual Wire Myograph System 510, a szervkdd és a rogzitett ér
5.4. A hidrogén-peroxid ératmérére gyakorolt hatasainak vizsgalata

Az inkubacids 1d6t kdvetden az ép allapotl erekben miogén tonus alakult ki (ératmérd

csOkkenés vazizom arterioldk esetében: 202+0,3 um-r6l 156+0,3 pm-re, n=118; koronéria
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arterioldk esetében: 18011 pm-rél 115+6 pm-re, n=33). Kisérleteink kezdetén minden

esetben ellendriztiik az arterioldk simaizom illetve endotél funkcidjat. A vaszkuléris simaizom

cyey

e ey

alkalmaztunk.

A H;0, kiilonbozd higitasti oldatait mindig frissen, a vizsgalatokat megel6zden
készitettiik el és felhasznalasig jégen taroltuk. Kisérleteink elsé részében a H,O,-0t ndvekvd
koncentracioban (1 uM-10 mM) alkalmaztuk. A H,O; altal kivaltott ératmérd valtozasokat a
kiilonb6z6 koncentraciok hozzaadasat kdvetd 60. masodpercben detektaltuk. Méréseink soran
ellendriztik a H,0O,-0t tartalmaz6d szervkamra pH értékét, mely a legmagasabb H,0;
koncentraci6  esetében sem  kiillonbozott  szignifikdnsan a  kontrollhoz  képest
(pH 7,52+0,03 H,0, hianyaban, pH 7,58+0,03 10 mM H,0O, jelenlétében, n=3). A H,0,
300 uM) H,0, kezeléseket hajtottunk végre (600 masodperc), melynek soran minden
10. masodpercben rogzitettiik az ératmérot.

Kisérleteink egy részében az endotélium lehetséges szerepét kivantuk tanulmanyozni
ezért vazizom arterioldkon levegdbuborék atdramoltatdsaval endotélium fosztast hajtottunk
végre. Az endotélium fosztas sikerességét acetilkolin (1 NnM-10 uM) ismételt hozzaadasaval
(96+£5%, dilatacio endotélium jelenlétében, 0,3+0,2% dilatacid, endotélium fosztast
kovetden), a megtartott simaizom funkciot noradrenalin (1 nM-10 uM) hasznalataval (62+6%,
konstrikcié endotélium jelenlétében, 55+6%, konstrikcid endotélium fosztast kdvetden)
igazoltuk.

A H,0, vazoaktiv hatasait vazizom arterioldkon teszteltiik kiilonbozé inhibitorok

jelenlétében (15-30 perc inkubécio): PKC inhibitor (chelerythrine, 10 pM), PLC inhibitor

19



(U73122, 10 uM), PLA inhibitor (7,7-dimethyl-(5Z,8Z)-eicosadenic acid, 100 uM;), Src
kinaz inhibitor (Src inhibitor-1, 5 uM;), COX-1 és COX-2 inhibitor (indomethacin, 10 pM),
COX-1-szelektiv inhibitor (SC-560, 1 uM), COX-2-szelektiv inhibitor (celecoxib, 3 uM),
valamint szintén COX-2-szelektiv inhibitor (NS-398, 10 uM). Méréseinket elvégeztilk TXA2
receptor inhibitor (SQ-29548, 1 uM) jelenlétében is vazizom artraiolakon és koronaria
arteriolakon. Az inhibitorokat dimetilszulfoxidban (DMSO), vagy etanolban oldottuk fel. A
nem vizoldékony olddszerek maximalis koncentracidja a szervkamraban 0,1% volt. Ezen

olddszerek nem rendelkeztek 6nalld vaszkularis hatasokkal.

5.5. A mieloperoxidaz ératmérore gyakorolt hatasainak vizsgalata

MPO aktivitdsat a klorinacidé €és a peroxidacid aktivitasasnak mérésére is alkalmas Kkittel
(Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA) hataroztuk meg. A klorindciés aktivitas
detektalasa soran a MPO altal generalt hioklorit (OCl- ) alakitotta 4t a nem fluoreszcens
szubsztratot (APF, 2-(6-(4- 20 aminophenoxy)-3-0x0-3H-xanthen-9-yl)benzoic acid)
fluoreszceinné. A peroxidacios aktivitas vizsgalatdhoz ADHP nem fluoreszcens szubsztratot
(10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine) alkalmaztunk, melyb6l MPO hatasara rezofurin
keletkezett. A fluoreszcencia valtozasok meghatarozasa NovoStar plate Readerrel tortént. Az
arteriolakat MPO jelenlétében inkubaltuk (1,92 mU/ml, 300 masodperc), melynek soran
(1 uM-10 mM) kezelést alkalmaztunk.

Kisérleteink egy részében az eldzdekben leirtaknak megfelelden eltavolitottuk az
endotéliumot. Az endotélium-fosztas sikerességét ebben az esetben is acetilkolinnal
(1 nM-10 uM) ellendriztiik (96+4% dilatacié endotélium jelenlétében, 6+4% konstrikcio
endotélium fosztdst kovetden), a megtartott simaizom funkciot pedig noradrenalin
(1 nM-10 uM) hozzaadasaval igazoltuk 71+1% konstrikcié endotélium jelenlétében, 64+2%

konstrikcid endotélium fosztast kovetden).
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A MPO és a H;O, hatasait vazizom arterioldkon MPO specifikus inhibitor
(4-aminobenzhydrazide, 50 uM), TXA2 receptor inhibitor (SQ-29548, 10 uM), COX
inhibitor (indomethacin, 1 uM) jelenlétében is megvizsgaltuk. Tovabba a MPO hatasait
tanulmanyoztuk a HOCI scavenger L-metioninnal (L-met; 20 uM, 40 uM, 100 pM) torténd
inkubacidt kovetden vazizom arteriolakon, illetve koronaria arteriolakon is.

Kisérleteink végén az erek maximalis (passziv) atméréjét Ca®*-mentes koriilmények

kozott hataroztuk meg.

5.6 Izometrikus kontrakci6 vizsgalata bazilaris artériadkon

(10 mM-60 mM) hozzaadasaval teszteltiik. Ezt kdvetéen az elézéekben leirtakhoz hasonloan
MPO (1,92 mU/ml, 300 masodperc) jelenlétében inkubaltuk az ereket, majd vizsgaltuk a

srer

valtozasokat. A MPO hatésait L-met (100 uM) jelenlétében is teszteltiik.
5.7. Az intracellularis Ca®" koncentracié és az ératméré parhuzamos vizsgalata

Az intracellularis Ca®* koncentracié méréséhez az arteriolakat az elézdleg leirt modon
izolaltuk. Az ereket Ca?*-0s Krebs oldatban 60 percig inkubaltuk, amely 1% BSA-t és 5 uM
Fura-2-acetoxi-metilésztert (Molecular Probes, Eugene, OR) tartalmazott. Méréseinket Incyt
Im2 Imaging rendszerrel (Intracellular Imaging, Cincinnati, OH, USA) végeztiik. Az ereket
valtakozva 340 ¢és 380 nm-en vilagitottuk meg, majd az 510 nm-nél nagyobb
hullamhosszsagh emittalt fényt mértiik. 2-5 masodpercenként képeket készitettiink, melyeket
offline modon értékeltiink. Az ératmérd meghatarozasakor a fluoreszcens képeken lathato
kiilsé ératmérdket hasznaltuk. A vizsgalatok soran alkalmazott mérési teriilet nagysaga az
adott  kezeleéstdl és az ér méretétdl  fiiggden  eltérd  nagysdgi  volt

(atlagosan 285+15 umx105+6 um).
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5.8. A mieloperoxidaz klorinaciés aktivitaisanak vizsgalata L-metionin jelenlétében

A MPO Kklorinécids aktivitasanak vizsgéalatahoz egy a kereskedelemben kaphat6 kitet
(Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA) hasznaltunk. A mérés soran a MPO 4ltal
1étrejott fluoreszeens termék 2-[6-(4-aminophenoxy)-3-0xo-3H-xanthen-9-yl]-benzoiat (APF)
mennyiségét hataroztuk meg. A reakcidelegy a kovetkezoket tartalmazta: 45 uM APF, 30 uM
H,0,, 3 U/L MPO, 200-0.39 mM L-metionin (sorozat higitas). A méréseket PBS-ben (foszfat
puffer tartalma soéoldat, pH= 7,4) végeztiikk az in vitro vaszkularis kisérleteinktdl fiiggetlen
moédon. A fluoreszcens intenzitas valtozasokat (Aex= 485 nm, Aem= 520 nm)
30 masodpercenként rogzitettiik 5 percen keresztiil fluoreszcens plate reader felhasznalasaval
(NovoStar plate reader, BMG Labtech). A fluoreszcens intenzitas értékeit az 1d6
fliggvényében abrazoltuk, majd linearis regresszidt alkalmaztunk. Az egyenes meredeksége

alapjan hataroztuk meg a MPO aktivitdsat.

5.9. Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai Vvizsgalatainkhoz patkanybol a fentieknek megfeleldé modon
kimetszett gracilis izom kis darabjat Tissue-tek O.C.T. oldatba (Electron Microscopy
Sciences, Hatfield, PA, USA) meritettilk, majd folyékony nitrogénben fagyasztottuk. Ezt
kovetden a blokkot kriosztatban metszettiik (vastagsag 10 um), majd a metszeteket adherens
targylemezre (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) helyeztiik és 10 percig
acetonban fixaltunk. A fixalt metszetet 20 percen keresztiil normal kecske szérummal
blokkoltuk (1,5% PBS, Sigma, St. Louis, Mo, USA).

A COX enzimeket COX-1 (Rabbit anti COX1: ab109025; 1:50-szeres higitas) és
COX-2 (Rabbit anti COX2: ab15191; 1:50-szeres higitas) specifikus antitestekkel jeloltiik.
Valamennyi elsddleges antitestet blokkold pufferben higitottuk. 90 perc inkubacié utan a

metszeteket tovabb reagaltattuk a megfelelé masodlagos antitestekkel (Goat anti rabbit biotin,

22



1:100-szoros higitas; goat anti mouse FITC, 1:300-szoros higitds). A simaizomsejtek
azonositasara simaizom aktint (NCL-SMA, 1:20-szoros higitds; Novocastra Laboratories,
New Castle, UK) alkalmaztunk. Végiil a metszeteket DAPI-t (4',6-diamidino-2-phenylindole)
tartalmaz6 feddanyaggal (Vector Laboratories, Burlingame, USA) fedtik. A k&t6do
antitesteket fluoreszcens mikroszkopban (Nikon Eclipse 80i) figyeltiik meg, és egy kamera
segitségével (Scion, Frederick, MD, USA) szamitdégéppel rogzitettiik. A képek tovabbi

formazasat ImagelJ program segitségével (NIH Bethesda, MD, USA) végeztiik.
5.10. Statisztika

A konstriktiv valaszokat a kiindulédsi ératmérohoz (vazoaktiv anyag hozzdadasat megel6zo
ératméré 80 Hgmm intraluminalis nyomason) viszonyitva fejeztilk ki. A vazodilatacidt a
maximalis (Ca?*-mentes koriilmények kozott mért, passziv) ératmérd szazalékdban adtuk
meg. A kontraktilis eré valtozéasait abszolut egységekben tiintettiik fel, a kiindulasi
er6értékekhez viszonyitva. Az abrakon a nyert adatok atlagértékei + SEM szerepelnek.
Statisztikai elemzéseinkhez Student féle t-probat illetve két utas ANOVA-t €s Dunnett’s post
hoc tesztet hasznaltunk. Az értékeket akkor tekintettiik szignifikdnsan kiilonb6zonek, ha a

P<0,05 volt.
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6. Eredmények

6.1. A hidrogén-peroxid altal kivaltott vaszkularis hatasok

Vazizom arteriolakon a H,0,-0t ndvekvd koncentracidit alkalmazva koncentracio-
fliggd bifazisos hatéast tapasztaltunk: alacsony koncentracioban (10-100 uM) alkalmazva a
H,O, vazokonstrikciot  valtott ki  (maximalis  vazokonstrikcio 100  puM-nal,
34+3% vazokonstrikcio, P<0,001 vs. kiindulasi allapot; 3.A abra), viszont nagyobb
koncentracioban (3-10 mM) vazodilaticiot eredményezett (maximalis vazodilatacid
10 mM-nal, 80+11% vazodilatacid, P<0,001 vs. kiindulasi allapot). Ezzel szemben koronaria
arterioldkon a Hy0O; hozzaaddsdra csak vazodilaticid volt megfigyelhetd (maximalis
vazodilatacid6 10 mM-nal, 96+3% vazodilatacio, P=0,01). A H,0O, altal kivaltott valaszok
kinetikdjat vazizom arterioldkon teszteltiik. A H»O, hozzdadéasara 1étrejovd vazokonstriktiv
valasz tranziens jellegli volt, viszont az alacsony koncentracidoban (10 pM és 30 uM)
megfigyelhetd vazokonstrikciot nem kovette szignifikans mértékii vazodilatacio. 100 uM
illetve 300 uM H,0; hozzaadasat kovetden id6fiiggd bifazisos ératmérd valtozas jott 1étre: a
kezdeti vazokonstrikciot kovetden jelentds vazodilatacid alakult ki. Nagyobb koncentracioban

(3 mM) alkalmazva a H,O; kezelés csak vazodilataciot okozott (3.B abra).
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3. Abra: A hidrogén-peroxid vaszkuldris hatdsai patkdny vizizom és korondria arterioldkon

Intakt endotéliummal rendelkez6 izolalt, vazizom arterioldkon (n=6 arteriola, 6 kiilonb6zd allatbol; piros teli
kor, a tovabbiakban kontroll) valamint korondria arterioldkon (n=7 arteriola, 7 kiilonb6z6 allatbodl; kék iires kor)
készitettiink (A panel). Az ératmérd valtozasokat relativ egységekben fejeztiik ki. A vazodilatacidt a passziv
atméré (maximalis dilatacio (100%) extracellularis Ca®* hidnyaban) és a kiindulasi 4tmérd kiilonbségének
szazalékaban fejeztiik ki, a vazokonstrikciot pedig a kiindulasi ératmérd szazalékaban (0% az y tengelyen) adtuk
meg. A csillagok a kiindulasi értékekhez viszonyitott szignifikans eltérést jelolik. A H,0, altal kivaltott atmérd

jelenlétében 600 masodpercen keresztiil inkubaltuk az ereket (n=3-5 arteriola kiilonb6z6 H,0O, koncentracioknal,
11 kiilonboz6 allatbol). A maximalis vazokonstrikcio illetve vazodilatacio értékét nyilakkal jeloltiik.
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6.2. Hidrogén-peroxid altal kivaltott vazokonstrikcio endotélium-fiiggé folyamat

Vézizom arterioldkon a H,0; jelenlétében tapasztalhatd vazokonstrikcid gatolhatd volt
az endotélium eltavolitasat kovetéen (0+8% vazokonstrikcio 100 uM H,0O,-nal, P=0,03 vs.
kontroll). Ugyanakkor az endotélfosztas nem befolyasolta a H,O altal kivaltott vazodilataciot

(69£10% dilatacié 10 mM H,0,-nal; 4. abra).
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4. Abra: A hidrogén-peroxid dltal kivdltott vazokonstrikcio endotélium-fiiggé folyamat
vazizom arteriolakban

A H,0, altal kivaltott ératmérd valtozasokat detektaltuk intakt endotélium jelenlétében (n=6 arteriola, 6
kiilonboz6 allatbol; kontroll, piros, teli kor) valamint endotélium hianyaban (n=5 arteriola 5 kiilonb6z6 allatbol;
fekete, teli kor). A csillag a kontrollhoz viszonyitott szignifikans eltérést mutatja.

6.3. A hidrogén-peroxid altal kivaltott endotelialis szignalizaci6 ciklooxigenaz aktivaciot

eredményez

A H;0; hatdséra kialakulé vazokonstrikcid géatolhaté volt az aldbbi inhibitorok
alkalmazasaval: PLA antagonista (7,7-dimethyl-(5Z,8Z)-eicosadienoic acid, 7+2%
vazokonstrikcio, P<0,005 vs. kontroll; 5.A abra), PKC antagonista (chelerythrine, 9+4%
vazokonstrikcio 100 uM H,0,-nal, P<0,005 vs. kontroll; 5.B abra), PLC inhibitor (U-73122,
15+£18% vazodilatacid, P<0,05 vs. kontroll; 5.C abra) valamint Src kinaz antagonista (Src

inhibitor-1, 8+3% vazokonstrikcio, P<0,005 vs. kontroll; 5.D abra).
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5. Abra: A hidrogén-peroxid az endotelidlis Src-kindz, foszfolipdz C, protein-kindz C és a
foszfolipaz A utvonal aktivdalasa adltal vazokonstrikciot okozmechanizmusa vadzizom
arterioldkban

A H,0, hatasara bekovetkez6 ératmérd valtozasokat tiintettiik fel el6kezelés nélkiil (kontroll, piros, teli kor)
illetve az alabbi antagonistakkal torténé inkubaciot (15-30 perc) kovetden (fekete, teli kor): PLA inhibitor
7,7-dimethyl-(5Z,82)-eicosadienoic acid (100 uM, n=5 arteriola, 5 kiilonb6z6 allatbol; A panel), PKC inhibitor
chelerythrine (10 uM, n=5 arteriola, 5 kiilonboz6 allatbél, B panel), PLC inhibitor U-73122 (10 uM, n=4
arteriola 4 kiilonb6z6 allatbol; C panel), valamint Src kinaz inhibitor Src inhibitor-1 (5 uM, n=5 arteriola
5 kiilonbo6z6 allatbol; D panel). A csillagok a kontrollhoz viszonyitott szignifikans eltérést jelolik.

6.4. Hidrogén-peroxid altal kivaltott ératméro valtozasok szelektiv és nem szelektiv

ciklooxigenaz gatloszerek jelenlétében

A nem szelektiv COX gatlé indomethacin jelenlétében a HyO,-hatasara bekovetkezd
vazokonstrikcio gatolhatd volt, illetve vazodilatacioba fordult at (41+17% vazodilatacié
100 uM H,0,-nal, P<0,005 vs. kontroll; 6.A abra).

Kisérleteink egy masik részében megvizsgaltuk a kiilonb6z6 COX izoenzimek

szerepét a H,O, altal kivaltott hatdsok kialakitasaban. A COX-1-et szelektiven gatlé SC-560
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gatolta a HpO, altal kivaltott vazokonstrikciot és vazodilatacié volt megfigyelhetd
(23+9% vazodilatacio 100 uM Hy0,-nal P<0,05 vs. kontroll; 6.B abra) Ugyanakkor a
COX-2-t szelektiven gatld celecoxib gatlo hatdsa nem bizonyult szignifikdnsnak a H,O, altal
kivaltott vazokonstrikci6 tekintetében (13+4% vazokonstrikcié 100 uM H;0,-nal, P>0,05 vs.
kontroll; 6.B abra). Eredményeinket megerdsitettilk egy masik COX-2 specifikus gatloszer,
az NS-398 (10 uM) alkalmazasaval, mely szintén nem befolyasolta szignifikansan a H,;0;
hatasara kialakul6 vazokonstrikciot (11+1% vazokonstrikcio 100 uM H,02-nal, P>0,05 vs.

kontroll; 6.C abra).

6.5. A hidrogén-peroxid altal aktivalt vazokonstrikciohoz vezeté effektor mechanizmus

TXAZ2 receptor gatld (SQ-29548) gatolta a H,O, altal kivaltott vazokonstrikciot és
vazodilatacié volt megfigyelheté (36+11% vazodilataci6 100 uM H,0,-nal, P<0,005 vs.
kontroll; 7.A abra). Ugyanezen gatloszer alkalmazasa nem volt hatassal a H,O; altal kivaltott
vazodilataciéra koronaria arterioldk esetében (96+2% vazodilataci6 10 mM H;0;-nél;
7.B abra). A TXA2 receptorok aktivacioja vazokonstrikciot eredményezett mind a vazizom
arteriolakon, (U46619, 69+2%, n=5, P<0,002 vs. Kkiindulasi allapot; 7.C abra) mind a

koronaria arteriolakon (42+6%, P=0,002 vs. kiindulasi allapot; 7.C abra).
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6. Abra: A hidrogén-peroxid dltal kiviltott vazokonstrikcié ciklooxigendz-1 kizvetitésével
jon létre

A H,0, altal kivaltott vazokonstrikcid (kontroll, piros, teli kor) gatolhatd volt a nem-specifikus COX
inhibitor, indomethacin (30 min) hatasara (10 pM, n=5 arteriola 4 kiilonb6z6 allatbol, kiindulasi ératméro:
11143 pm, fekete, teli kor; A panel). B Panel: A kiilonb6z6 COX izoenzimek szerepét COX specifikus
inhibitorok jelenlétében tanulmanyoztuk: a COX-1-et SC-560 (1 uM, n=5 arteriola 3 kiilonb6z6 allatbol; fekete,
teli négyzet) a COX-2-t celecoxib (3 pM, n=4 arteriola 4 kiilonboz6 allatbol; fekete, teli haromszog) valamint
NS-398 (10 uM, n=3 arteriola 3 kiilonb6z6 allatbol; fekete, teli rombusz; C Panel) alkalmazasaval teszteltiik. A
szaggatott vonal a kontroll méréseket (COX inhibitor nélkiil) reprezentalja. A csillagok a kontrollhoz
viszonyitott szignifikans eltérést jelolik.
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7. Abra: A hidrogén-peroxid dltal kivdltott vazokonstrikcié tromboxdn A2-n keresztiil
valosul meg

A TXA2 receptorok szerepének vizsgalatara a H,0, jelenlétében (piros, teli kor) Iétrejott ératmérd
valtozasokat a TXA2 receptor antagonista SQ-29548 (1 puM, n=10 arteriola 10 kiilonb6z6 allatbol, 15-perc
elékezelés) jelenlétében elvégzett kisérletekkel hasonlitottuk Ossze vazizom arteriolakon (A panel, fekete, teli
kor) és koronaria arterioldkon (B panel, fekete, teli kor) A csillagok a kontrollhoz viszonyitott szignifikanciat
mutatjak. A TXA2 receptorok jelenlétét TXAZ2 receptor agonista U46619 (0,1 nM-10 pM) hozzaadasaval
vizsgaltuk vazizom arteriolakban (piros, teli kor; n=5 arteriola 5 kiilonbdz6 allatbol; C Panel) és koronaria
arteriolakban (kék, tires kor; n=5 arteriola 5 kiilonb6z6 allatbol; C Panel). A csillagok a kiindulasi ératmérohoz
viszonyitott szignifikdns eltérést mutatjak.
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6.6. A hidrogén-peroxid noveli a vaszkularis simaizomsejtek Ca’" érzékenységét
gen-p ) yseg

A H;0; kezelés (1 pM-100 pM) hatasara bekovetkezd vazokonstrikcié sordn nem volt
jelentds valtozas az intracellularis Ca®* koncentraciot jelzd Fagozs0 arany tekintetében
(8.A abra). Ezzel szemben a noradrenalin (10 uM) hozzaadasara 1étrejové vazokonstrikciot
az Fasoms0 arany szignifikdns novekedése kisérte (0,96+0,04-r61 1,36+0,07-re, P=0,001,
8.B abra). A TXA2 receptor aktivaldszer, U46619 jelenlétében megfigyelhetd Fazaosgo arany
novekedése szignifikansan kisebbnek bizonyult a noradrenalin altal kivaltott Faaosso
novekedéséhez képest (0,87+0,04-r61 0,93+0,04-re vs. 0,92+0,04-r61 1,36+0,07-re, P<0,05)
annak ellenére, hogy ezen két szer hatdsdra hasonldé mértékii vazokonstriktiv valasz volt
tapasztalhat6 (44+5% vs. 57+6% vazokonstrikcid, P>0,05; 8.C abra).

Kisérleteink kdvetkezO csoportjadban megismételtiik a H,O, altal kivaltott ératmérd és
Ca?* koncentracio valtozasok vizsgalatat Src kinaz inhibitor (Src inhibitor-1) jelenlétében.
A H,0, altal kivaltott vazokonstrikcido Src kinaz inhibitor hatasara az el6z0ekben leirtakhoz
hasonld6 modon gatolhatd volt, tovabba az Fiozs0 arany sem valtozott (8.D abra).
Funkcionalis endotélium jelenlétében az acetilkolin kezelés hatdsara megfigyelhetd
vazodilataciot az Faagsgo arany szignifikans csokkenése kisérte (1,05+0,05-r61 0,89+0,04-re,

P<0,05).

31



A ” D -
& [Ca™']; ®- [Ca™);
- Eratméro % Eratméro
75+ = 75+ 7=,
3 1.4 O
S Q8 .
T 504 b T 504 o
Q0 L1 2_'._' Q0 L1.2 =
S » S A 4
E 251 s—8—8—3F_3 = \g 25 B e =
[ PR = ey [
:4& (IE EEE T .*---.-;-5 -------------- '].(5 :45 0t---- .--’- --------------- 1,0 g
5 25 Te—e z 5 25 £
Y, e * Los— R 25 0,8 ~
106 105 10-4 10 10 10+
H,0, (M) H,0, (M)
2
B + [Ca¥], C + [Ca¥,
-+ Eratméré =+ Eratméro
04 A—a 04 A —
A
~ - I k1.4 ~ e I k1.4 T
2 s 4 TR ",
e - / =) s - \ . B,
ZS % + s T ar
N—) 1,2 —_— Ne) I 1,2 —_—
g-so- — 4 \ % F1,0 & g-so- F1,0 @
= a—4 1 s = S &
i PN i el Y f —4 @
= 0,8 S = : t * ¥ L0,8 3
754 R 4 75+ 0 &
10°  10% 107 10° 105 10+ 10°  10% 107 10 105 10+
Norepinefrin (M) U46619 (M)

8. Abra: A hidrogén-peroxid niveli a vaszkuldris simaizomsejtek Ca** érzékenységét

Az intracellularis Ca?* (Fasosg0) ¢s a kiilsé ératmérd valtozasait tanulmanyoztuk vazizom arteriolakban
kontroll koriilmények kozott (n=5 arteriola 3 killonb6z6 allatbol A panel), tovabba noradrenalin novekvo
koncentracidinak hozzaadasa soran (B panel; n=5 arteriola 3 kiilonboz6 allatbol), valamint TXA2 receptor
agonista U46619 (0,1 nM-10 uM; C panel; n=5 arteriola 4 kiilonb6z6 allatbdl) jelenlétében.Vizsgalatainkat
megismételtiik Src kindz inhibitor (Src inhibitor-1, 5 uM n=4 arteriola 3 kiilonb6z6 allatbdl, 20 perc eldkezelés;
D panel). A csillagok a kiindulasi értékekhez viszonyitott szignifikans eltérést jelolik.

6.7. A mieloperoxidaz fokozza a hidrogén-peroxid altal kivaltott vazokonstrikciot
A MPO (1,92 muU ml'l) fokozta a H,0O, hatasara bekovetkezd vazokonstrikcio

mértékét kiilonbozd szovetekbdl szarmazod vaszkularis prepardtumokon. Vazizom arterioldkon

MPO  hozzdadasit  kovetéen  jelentés  mértékli  vazokonstrikcid — jott  1étre

(50+£21% vazodilataci6 1 mM H;0,-nal vs. 47+11% vazokonstrikci6 MPO alkalmazasat
kovetden, P=0,004; 9.A abra). Koronaria arterioldkon a H,0;, kezelés dnmagaban csak
vazodilataciot eredményezett, viszont MPO jelenlétében szignifikans vazokonstrikci6 alakult

ki (13+4% vazodilataci6 100 uM HO,-nal, vs. 6+3% vazokonstrikci6 MPO hozzaadasat
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kovetéen P=0,006; 9.B abra). Kevésbé volt hangstlyos a MPO-fiiggd vazokonstrikcid
bazilaris artériakon (1,1+0,5 mN relaxacié 100 uM H20,-nal vs. 1,6+0,7 mN kontrakci6 MPO
hozzaadasat kovetéen, P<0,05; 9.C abra). A MPO kezelés 6nmagaban (H,O, hozzaadasa
nélkiil) nem volt szignifikdns hatassal a véazizom arterioldk ¢és a korondria arterioldk

ératmérojére illetve a bazildris artéridk esetében a kontrakcios erdre.

6.8. A mieloperoxidaz vaszkularis hatasai hipoklorossav kozvetitésével valosulnak meg

vazizom arteriolakon

Annak tisztazasara, hogy a MPO altal kivaltott funkcionalis valaszok kialakitasaban a
MPO Klorinacios, vagy peroxidacios aktivitdsa jatszik nagyobb mértékben Szerepet,
kisérleteinket elvégeztik a HOCI scavenger molekula LMet (100 uM) valamint a
MPO-specifikus inhibitor 4-aminobenzhydrazide (50 uM) jelenlétében is. Mivel a H,0,
extracellularis koncentracidja 300 uM kortili értéket is elérhet in vivo, az aldbbiakban ezen
H,0, koncentracio mellett kialakult eredményeinket fogom bemutatni. A MPO-specifikus
inhibitor gatolta a MPO-hatasara 1étrejott fokozott vazokonstrikcidé meértékét (maximalis
vazokonstrikcio 300 uM H;0,+MPO: 47+7% vs. 5£18% vazokonstrikcio, P=0,067;
10.A, B abra). Ugyanakkor az L-Met nemcsak gatolta ezen vazokonstrikcidé kialakulasat,
hanem jelentés mértékii vazodilatacidét okozott (73+£11% vazodilatici6 300 uM H0,,
P<0,0001 vs. MPO+H,0,; 10.A, B abra). Megfigyeltiik tovabba, hogy az L-Met (100 uM)
kezelés nem volt hatassal a H,O, altal kivaltott vazokonstrikciora MPO hidnyaban
(10.C abra). Ezen eredményeink arra utalnak, hogy a MPO egy HOCI-to] fiiggetlen
vazodilatacié kialakitasara képes L-met jelenlétében. Ezzel parhuzamosan in vitro enzim
assay vizsgalat soran kimutattuk, hogy 100 uM L-Met teljes mértékben gatolta a MPO

klorinacios aktivitasat (10.D abra).
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9. Abra: A mieloperoxiddz hatisa a hidrogén-peroxid dltal kivdltott vazoaktiv vilaszokra
kiilonbozo érprepardatumokban

MPO-zal torténé inkubaciot kovetden (aktivitds: 1,92 mU ml?, 600 sec), az intakt endotéliummal
rendelkez0 izolalt, kaniilalt vazizom arteriolakat (n=>5 arteriola 4 kiilonb6z6 allatbol; zold, teli kor, A panel) vagy

(1 uM-10 mM) H,O, kezeltik. Regisztraltuk az ératméré valtozasait, majd kumulativ koncentracid-hatas
gorbéket szerkesztettiink. Az ératmérd valtozasokat relativ egységekben adtuk meg. Az izolalt bazilaris
artériakat (n=5 arteriola 5 kiilonboz6 allatbol, zold iires négyzet) a KCl-dal torténd prekonstrikciot kovetéen

(1 uM-3 mM) kezelést alkalmaztunk (C panel). A Kkontraktilis eréket abszolut értékekben adtuk meg, a

kiindulasi eré értékekhez viszonyitva. A csillagok a kontroll (H,O;) értékekhez viszonyitott szignifikans
eltéréseket jelolik.
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10. Abra: A mieloperoxiddz hipoklérossav képzédése dltal vezet vazokonstrikciohoz vizizom
arterioldakban

A MPO altal kivaltott vazokonstrikcié gatolhaté volt MPO specifikus inhibitor 4-aminobenzhydrazide
(50 uM) hasznalataval (n=5 arteriola 4 kiilonb6z6 allatbol; fekete, tires rombusz, A Panel). 100 uM L-Met
hatasara a MPO altal kivaltott vazokonstrikcié gatolhatd volt és vazodilatacid volt megfigyelhetd (n=5 arteriola
5 kiilonb6z6 allatbol; fekete, lires haromszog). A piros, teli korok a H,O, hatasat jelentik Gnmagaban, a zold, teli
korok pedig a H,O, MPO jelenlétében kivaltott hatésait reprezentaljak. A csillagok a MPO+H,0,; jelenlétében
végzett kisérletekhez viszonyitott kiilonbséget, a kettoskeresztek pedig a MPO+MPO inhibitor és a MPO+L-Met
mellett végzett mérések eredményeinek szignifikans kiilonbségeit jelolik. Az oszlopdiagrammon 300 uM H,0,
(kontroll) hatasai lathatok, valamint MPO és 300 uM H,0, hatdsai 6nmagaban illetve MPO inhibitor vagy
L-Met jelenlétében regisztralva vazizom arteriolakban (B Panel). L-Met kezelés (100 uM) nem befolyésolta a
H,0, altal kivaltott bifazisos ératmér6 valtozast (n=5 arteriola 5 kiilonb6z6 allatbol; fekete, tires haromszog, C
Panel). L-Met névekvd koncentracioit alkalmazva a MPO klorinacids aktivitasa koncentracid-fiiggéd modon
gatolhato volt (100%: maximalis aktivitds L-Met hianyaban; D Panel).
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6.9. Mieloperoxidaz altal kivaltott vazodilatacié L-Metionin jelenlétében

Vazizom arterioldkon a MPO hatasara megjelend vazodilatacio L-Met (20 uM, 40 uM
¢s 100 uM) jelenlétében koncentraciofiiggést mutat (maximalis vazokonstrikcio 300 pM
H20,-nal 47+7% vs. 8+19%, 35+23%, és 73+11% vazokonstrikcio 20 uM, 40 uM és 100 uM
L-Met jelenlétében; 11.A, B abra). Korondria arterioldk esetén a legnagyobb koncentracioban
alkalmazott L-met kezelés (100 uM) tovabb fokozta a magasabb H,0O, koncentraciok (1 mM)
altal kivaltott vazodilatdcio mértékét, ugyanakkor nem befolyasolta a 300 uM H,0O, altal
kivaltott vazoaktiv hatasokat (3£9% vs. 13+£7% vazodilatacio; P=0,44; 11.C, D abra).
Bazilaris artéridkban 100 uM L-Met hozzdadasa szignifikansan nem befolyasolta a MPO altal
kivaltott kontrakcidés erd valtozasokat (3,3+1,0 mN 300 uM H»0, vs. 4,0£1,0 mN,

vazokonstrikcio P=0,61; 11.E, F abra).

6.10. A mieloperoxidiaz altal Kkivaltott vazokonstrikci6 mechanizmusa vazizom

arteriolakon

Vézizom arterioldkon az endotélium eltdvolitasat kovetden a MPO éltal kivaltott
vazokonstrikcio mértéke csokkent (47+7% vazokonstrikcié 300 uM H,O0,+MPO endotélium
jelenlétében, vs. 13£15% vazokonstrikcié H,O0,+MPO endothelium nélkil, P=0,07;
12.A abra).

A kovetkezd lépésben tanulmanyoztuk a TXA2 receptorok szerepét a MPO altal
kivaltott vazokonstriktiv hatasok kialakitasaban. A TXA2 receptor inhibitor (I puM
SQ-29548) gatolta a MPO altal kivaltott vazokonstrikciot és vazodilatacio alakult ki
(47+£7% vazokonstrikci6 300 pM  H;0,+MPO vs. 30+17% vazodilatacio 300 uM
H,0,+MPO+TXAZ2 receptor inhibitor, P=0,002; 12.B abra).

A COX szerepének igazolasara méréseinket elvégeztiik a nem specifikus COX
gatloszer, indomethacin (1 uM) jelenlétében is. A TXA2 inhibitorhoz hasonloképpen a COX
gatloszer is felfiiggesztette a MPO altal kivaltott vazokonstrikciot és vazodilatacié volt
megfigyelhet6 (47+7% vazokonstrikcié 300 uM H,0; vs. 69+16% vazodilatacio, P=0,002;
12.C abra).
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11. Abra: L-Metionin hatdsai a mieloperoxiddaz dltal kivdltott vaszkuldris vilaszokra
kiilonbozo érprepardatumokban

L-Met novekvd koncentracioi (20 uM, 40 uM vagy 100 pM) koncentracio-fliggé modon gatoltak a MPO
altal kivaltott vazokonstrikciot vazizom arteriolakban (n=6 arteriola 4 kiilonboz6 allatbol, 20 pM L-Met
jelenlétében, (fekete, ilires négyzet); n=4 arteriola 4 kiilonb6z6 allatbol, 40 uM L-Met jelenlétében, (fekete, iires
haromsz6g); n=>5 arteriola 5 kiilonboz6 allatbol, 100 uM L-Met jelenlétében (fekete, tires haromszog) A Panel).
Az oszlopdiagramon a MPO és 300 uM H,0, (kontroll) vazizom arteriolakra kifejtett hatasai lathatok onmgaban
viszonyitott szignifikans kiilonbséget jelolik. Korondria arterioldkban az L-Met (100 pM; fekete, iires
haromszog) csak a magasabb H,O, koncentraciok mellett megvalosulo MPO-fiiggd vazodilataciot erdsitette (n=4
arteriola 4 kiilonboz6 allatbol; C Panel). Az oszlopdiagromon a MPO ¢és 300 uM H,0, (kontroll) koronaria
arteriolakra kifejtett hatésait tiintettiik fel 6nmagaban valamint 100 uM és 1 mM L-Met jelenlétében (D Panel).
L-Met (100 uM; fekete, iires haromszdg) nem befolyasolta szignifikansan a MPO altal kivaltott izometrias
kontrakcid valtozasokat bazilaris artéridkon (n=6 arteriola 3 kiilonbozé allatbol, fekete, ilires haromszog,
E Panel). Az oszlopdiagramon MPO és 300 uM H,0, (kontroll) bazilaris artéridkra kifejtett hatasai lathatok
O6nmagaban és 100 pM L-Met jelenlétében (F Panel).
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12. Abra: A MPO az endotelidlis és a simaizomsejtekben talilhaté ciklooxigendz-1
aktivaciojaval tromboxdan A2 felszabaduldashoz vezet vazizom arterioldkban

A H,0, altal kivaltott vazokonstrikcid (piros, teli kor; kontroll) hianyzott az endotélium eltavolitasat
kovetéen ( n=4 arteriola 4 kiilonb6zé allatbol; fekete, teli haromszog; A Panel). Ezzel szemben MPO
jelenlétében az endotélium eltavolitdisa nem sziintette meg az alacsony H,O, koncentracidoban 1étrejové
vazokonstrikciot (n=5 arteriola 4 kiillonbdzo allatbol; fekete, ilires haromszog; A Panel). A zold, teli korok a
MPO+ H,0, hatasat jeldlik. A csillagok a MPO hatasara kialakulo valaszok kozotti szignifikans kiilonbséget
jelolik endotélium jelenlétében és hianyaban, a kettdskeresztek a kontroll koériilmények és az endotélium
hianyaban végzett mérések kozotti szignifikanciat mutatjak. A MPO és H,0, altal kivaltott vazokonstrikciot
megvizsgaltuk TXA2 receptor antagonista (n=5 arteriola 4 kiilonbo6z6 allatbol; fekete, lires haromszog, B Panel)
és COX inhibitor (n=5 arteriola 3 kiilonbozd allatbol; fekete, lires haromszog, C Panel) jelenlétében is.
A csillagok a MPO-hoz viszonyitott szignifikans eltéréseket jelentik.
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6.11. A vaszkularis ciklooxigenaz expresszi6 vizsgalata vazizom arteriolakon

A COX izoenzimek vaszkularis expressziojat immunohisztokémiai modszerrel
vizsgaltuk. Ennek sordn mind a vaszkuléris simaizomsejtek, mind az endotélsejtek pozitiv

jelet mutattak COX-1 antitest esetében, viszont a COX-2 jelenlétét nem tudtuk igazolni.

COX-1 COX-2 Hattér

SMA

COX

DAPI

Egymasra
vetitett

13. Abra: A ciklooxigendz-1 izoenzim kimutathaté az endotélsejtekben valamint a
vaszkularis simaizomsejtekben is vazizom arteriolakban

A COX-1 izoenzimek expresszidjat a vaszkularis sejtekben immunohisztokémiai mddszerrel igazoltuk. A
simaizomsejteket zold, a COX enzimet piros, a sejtmagokat pedig kék szinnel jeloltiik (feliilrél lefelé). A legalso
képek a felettiik 1évé harom kép egymasra vetitésével késziiltek. A kontroll felvételeket (els6dleges antitest
nélkiil) a jobb oldali oszlopban tiintettiik fel.



6.12. A mieloperoxidaz altal kivaltott vazokonstrikciéo Ca®" érzékenyités révén valosul

meg

A MPO Aaltal kivaltott vazokonstrikciot (29+3% vazokonstrikcio6 1 mM H,0O,-nél,
P=0,04 vs. kontroll) nem kisérte a Fszso30 arany szignifikéns valtozasa 1 uM-1 mM H,0,
koncentracidtartomanyban (14.A abra). Ezzel szemben a noradrenalin (1 nM-10 uM) altal
okozott hasonld mértékii vazokonstrikcid (44+4% vazokonstrikci6 10 uM noradrenalin,
P=0,0005 vs. kontroll) az Fasssp arany szignifikans novekedésével jart egyiitt
(0,85+0,03-r61 1,15+0,09-re; 14.B abra). A MPO kezelés onmagaban nem befolyasolta az
ératmérot, sem pedig az Faso/3s0 arany mértékét.
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14. Abra: A mieloperoxiddz noveli a vaszkuldris simaizomsejtek Ca*' érzékenységét

Az intracellularis Ca®* (Fsa0/380, z01d kor, illetve haromszog) és a kiilsé ératméré (fekete, tires kor illetve
haromszog) valtozésait tanulméanyoztuk vazizom arteriolakban kontroll kdriilmények kozott (n=7 arteriola
6 kiilonbo6z6 allatbol; A Panel), tovabba noradrenalin névekvé koncentracidinak hozzaadasa soran (n=7 arteriola
6 kiilonbozo allatbol; B panel). A csillagok a kiindulasi értékekhez viszonyitott szignifikans kiilonbséget jelolik.

40



6.13. A hidrogén-peroxid és a mieloperoxidaz hatasmechanizmusa vazizom arteriolakon

Vazizom arteriolakon a H,O, az endotelialis Src-PLC-PKC-PLA-COX-1 1utvonalat
aktivalja, mely endotelidlis TXA2 termelddését okozza. A simaizomsejteken talalhato TXA2
receptorok  aktivacidjanak kovetkeztében fokozédik a vaszkuldris simaizom Ca®
érzékenysége, mely végeredményben vazokonstrikciot okoz (15. abra).

A neutrofil aktivacio kovetkeztében felszabadul6 és az érpalyaba jut6 MPO a H,0,-al
reagalva HOCI-t képez. A HOCI az endotelialis és a simaizomsejtekben talalhatéo COX-1-et is
aktivalja, igy fokozza a TXA2 termelddését. A fokozott TXA2 receptor aktivacid
kovetkeztében fokozott vazokonstrikcid tapasztalhatd. A fizioldgiasan jelenlévéd HOCI
scavenger, L-met gatolja a MPO klorinacids aktivitasat, ennek kovetkeztében az enzim
peroxidacios aktivitdsa érvényesiil, mely egy eddig nem tisztazott utvonalon végiil

vazodilataciot valt ki (15. abra).
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15. Abra: A hidrogén-peroxid és a mieloperoxiddz vaszkuldris hatdsainak mechanizmusa
vazizom arterioldkon

A hidrogén-peroxid (H,O,) aktivalja az endotelialis Src-kinaz (SRC)-foszfolipaz C (PLC)-foszfolipaz A
(PLA)-ciklooxigenaz-1 (COX-1) utvonalat, mely tromboxan A2 (TXA2) felszabadulasahoz vezet. A TXA2 a
vaszkularis simaizom Ca®" érzékenységét fokozva vazokonstrikciot valt ki. Mieloperoxidaz (MPO) jelenlétében
hipoklorossav (HOCI) keletkezik, ami az endotelialis és a simaizomban talalhaté COX-1 aktivacidjat okozva
fokozott TXA2 termel6dést okoz. Ugyanakkor a rendszerben jelenlévé L-metionin (L-met) gatolva a MPO
klorinacios aktivitasat, felfiiggeszti a vazokonstikciot és egy MPO-fiiggd vazodilatativ utvonal aktivalodasa

figyelheté meg.
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Kegelss | Endotélium PLA PKC PLC Src COX COX-1 COX-2 COX.2 TXA2
¢7eleS | eltavolitasa | inhibitor inhibitor | inhibitor | inhibitor inhibitor | inhibitor | inhibitor | inhibitor | inhibitor
7,7-
(o dimethyl-
Gatloszer . U- Src . . SQ-
neve _(52,8_2)-_ Chelerythrine 73122 inhibitor-1 Indomethacin | SC-560 | Celecoxib NS-398 29548
eicosadienoic
acid
Valtozas
(100 pM) 0+8% 7+£2% 9+4% 15+18% 8+3% 41£17% 23+9% 13+4% 11£1% | 36£11%
H,0, konstrikcio | konstrikcio konstrikci6 | dilatacié | konstrikcio dilatacio dilatacié | konstrikcio | konstrikcio | dilatacio
mellett
1. Tablazat: A hidrogén-peroxid vazomotoros hatasainak tanulmanyozasa soran
alkalmazott inhibitorok.
A konstriktiv valaszokat a kiindulési ératmér6hoz (vazoaktiv anyag hozzdadasat megel6zo
ératméré 80 Hgmm intraluminalis nyomason) viszonyitva fejeztilk ki. A vazodilatacidt a
maximalis (Ca?*-mentes koriilmények kozott mért, passziv) ératméré szézalékdban adtuk
meg. A tablazatban a 100 uM H,O; mellett kialakult ératmérd valtozas értékeit tiintettiik fel.
Kontrollként a 100 pM H20; jelenlétében mért ératmérd értéket (34+3% vazokonstrikeio)
hasznaltuk.
. Endotélium L HOCI HOCI HOCI COX TXA2
Kezelés eltavolitasa MPQ inhibitor scavenger scavenger scavenger inhibitor inhibitor
Gatlészer 4- L-metionin | L-metionin | L-metionin .
neve aminobenzhydrazide | 20 uM 40 uM 100 uM Indomethacin | SQ-29548
Valtozas
13£15% o 8+£19% 354+23% 73£11% 69+16% 30£17%
H(?(;)OO r# tla\l/{()att konstrikcid 5+18% konstrikcio konstrikcié | konstrikcié | konstrikcid dilatacio dilatacio
22

2. Tablazat: A mieloperoxidaz vazomotoros hatasainak tanulminyozasa soran
alkalmazott inhibitorok.

A konstriktiv valaszokat a kiindulési ératméréhdz (vazoaktiv anyag hozzaaddsat megel6z6
ératméré 80 Hgmm intralumindlis nyomason) viszonyitva fejeztilk ki. A vazodilataciot a
maximalis (Ca2+-mentes koriilmények kozott mért, passziv) ératmérd szazalékaban adtuk
meg. A tablazatban a 300 uM H,0; mellett kialakult ératmér6 valtozas értékeit tiintettiik fel.
Kontrollként a 300 uM HyO, ¢és MPO jelenlétében mért ératmérd értéket

(47+7% vazokonstrikcid) hasznaltuk.
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7. Megbeszélés

Az ecrekben kialakuldo gyulladdsos elvaltozasok sok, napjainkban igen komoly
egészségiigyi problémat jelentd betegség alapjat képezik, illetve egyéb koros folyamatokkal
egylitt sulyos, Osszetett kezelést igényld korképek megjelenéséhez vezetnek. Az intenziv
klinikai és kisérletes kutatasok ellenére a vaszkularis gyulladasos folyamatok soran jelentkezo
mikrocirkulaciés elvaltozasok természete ¢és azoknak a gyulladds soran a keringés
szabalyozasban betoltott szerepe nem kell6képpen tisztdzott. Ezért tudomanyos kutatasaimban
célul tiiztem ki, hogy megvizsgaljam a gyulladdsos folyamatokban kulcsfontossagl szerepet
bet6lté enzim, a MPO vaszkularis preparatumokra kifejtett hatasait, tovabba a MPO
szubsztrat H,O, vazoaktiv hatasainak mechanizmusat. A cél elérése érdekében vazizom és
koronaria mikroarterioldkon, valamint bazildris artéridkon vizsgéltuk meg az endotélium és

vaszkularis simaizom altal kozvetitett érvalaszokat.
7.1. A hidrogén-peroxid altal kivaltott vaszkularis hatasok vizsgalata

A H,0,-t fiziologias koriilmények kozott is fontos keringésszabalyozoé molekulaként
tartjuk szdmon, éppen ezért a hatdsmechanizmusanak feltarasa széleskorlien kutatott feladat.
A H,0; rendkiviil sokszinli hatast képes el6idézni fajtol, értipustdl, vaszkularis preparatumtol
fliggd modon. Ezek koziil leginkdbb mint EDHF terjedt el és ennek megfelelden a
vazodilataciot kivalto hatds mechanizmusat méar tobben leirtak ®* % 4243 ezzel szemben a
vazokonstrikciot okoz6 hatasaval kapcsolatban még nincsen egyértelmli magyarazat.

A H;0, endotéliumtdl fiiggé moddon befolyasolja az ératmérét patkany vese

(88)

artériakban (35), kutya bazilaris artériakban ", sertés koronaria arteriolakban @1 illetve nyul

aortaban “0. Ugyanakkor az endotéliumtodl fiiggetleniil megvalosulo hatasairol is beszamoltak
(33)

humén koronaria arterioldkban ©2), kutya korondria arterioldkban (49 ¢s patkany aortdban

Jelen tanulmany eredményei szerint a H,O, altal kivaltott vazokonstrikcio teljes mértékben
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megszlnt az endotélium eltavolitdsanak hatasara, valamint a TXA2 receptorok gatloszerének
jelenlétében. Ezek alapjan feltételezziik, hogy a H,O; endotelialis TXA2 képzddéséhez vezet,

mely receptoraihoz kapcsoldédva vazokonstrikcidt valt ki (35-37)

. Tovabba eredményeink
alapjan azt is elmondhatjuk, hogy a H,O, endotélium-fiiggd vazodilaticiot eredményez
vazizom arterioldkon, amennyiben a TXA2 receptorokon keresztiil megvalosuld konstriktiv
mechanizmus gatolt. A TXAZ2 receptorok gatlasa nem volt hatdssal a H,O, altal kivaltott
vazodilataciora koronaria arterioldkon, viszont a receptor aktivacidja vazokonstrikcidt valtott
ki mind a vazizom arterioldkban, mind pedig a koronaria arterioldkban. Ezek alapjan
feltételezziik, hogy a TXA?2 receptorok mindkét értipusban jelen vannak, tehat valosziniileg a
H,0; kiilonbdzo jelatviteli utvonalak aktivalasan keresztiil hat ezen erekben.

A COX szubsztratjaként miikodé AA szintéziséért a PLA felelds kiilonféle vaszkularis

preparatumokban (89)

, ezért tanulmanyoztuk a PLA lehetséges szerepét a H,O, altal okozott
vazokonstrikcio kialakitasaban. PLA antagonista (7,7-dimethyl-(5Z,8Z)-eicosadienoic acid,
100 uM) jelenlétében a H,O, altal kivaltott vazokonstrikcidé gatolhat6é volt. Ez az eredmény
osszhangban van Gao ¢s mtsai altal leirt kisérletekkel, melyeket mezenterialis arteriolakon
végeztek ©8).

A PLA aktivacioja megvaldsulhat az enzim PKC altali foszforilacioja kovetkeztében
(0) fgy a kovetkezd 1épésben PKC antagonista chelerythrine jelenlétében (10 uM) inkubaltuk
az ercket, melyet kovetéen a H,O, altal kivaltott vazokonstrikcié mértéke szignifikansan
csokkent. Mivel a PLC hidrolizise soran keletkezett diacilglicerol a PKC aktivalasahoz vezet
O pLC antagonistat (U73122, 10 uM) alkalmaztunk, melynek hatasara a H,O, altal okozott
vazokonstrikcio szignifikansan csokkent. Fontos megjegyezni, hogy a PKC utvonal gatlasa
(PLC vagy PKC inhibitior hasznalataval) kozvetleniil hatdssal lehet a TXA2 receptor

stimulacié altal 1étrejott vazokonstrikciora, a H,O, endotelidlis hatasaitol fliggetleniil.

Ugyanakkor megfigyeltiik, hogy a PLC gatladsa nem volt hatassal a TXA2 receptor agonista
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U46619 altal kivaltott vazokonstrikciora igy feltételezziik, hogy a PLC egy upstream
(endotelialis) modulatorként van jelen a HpO, altal kivaltott vazokonstrikcidhoz vezetd
szignalizacios utvonalban.

A H,0;-hatdsaiban a PLC aktivacioja kapcsan mar korabban megfigyelték az Src
kinaz szerepét egér embrionalis fibroblasztokban ©2) Ezért megvizsgaltuk, hogy igazolhato-e
a szerepe a H,O, vaszkularis hatasainak kivaltasdban is. Src-kindz antagonista hozzdadasara a
H,0, altal kivaltott vazokonstrikcio csdkkent.

Tovabba a H,0, altal kivaltott vazokonstrikcio teljes mértékben gatolhatd volt a nem
specifikus COX gatloszer indomethacin alkalmazasaval, mely eredményiink 6sszhangban van
korabbi megfigyelésekkel (24,33, 35, 38, 93, 94) Vizsgalataink kovetkezd részében tanulmanyoztuk
a kiilonb6z6 COX izoenzimek szerepét. Ennek soran azt tapasztaltuk, hogy a H,O,-hataséara
1étrejott vazokonstrikcio gatolhatd volt COX-1 specifikus antagonista hasznalataval, viszont
nem valtozott a COX-2-t specifikusan gatlo inhibitor jelenlétében, ami alapjan feltételezziik, a
COX-1 elsédleges mediator szerepét ezen hatés 1étrejottében.

A TXAZ2 receptorok expresszioja szamos sejttipuson kimutathato, igy a vaszkularis
simaizomsejteken is ®. A TXA2 receptorok aktivaciéja Gy fehérjéken keresztiil a PLC
utvonal aktivalasdhoz vezet, mely kdvetkezményes Ca®" felszabadulast és PKC aktivéaciot valt
ki (a Ca?*-fiiggd utvonal) ®® %", A TXA2 aktivacid Gy, fehérjékhez kapesoltan ©”, Rho-kinaz
utvonal aktivalasat okozza (a Ca2+-ﬁiggetlen utvonal), ennélfogva a kontraktilis fehérjék Ca*
érzékenységét fokozza ®®. Mindemellett, a Gy, fehérjék is fokozhatjak a sejtekbe torténd Ca®*
belépést egy masik Ca**-fliggd mechanizmus aktivalasan keresztiil, ahogyan ezt megfigyelték
patkany kaudalis arterialis simaizomsejtekben 8) Eredményeink szerint a H,O; altal kivaltott
vazokonstrikcid soran nem volt tapasztalhatdo az intracellularis Ca®" koncentracio jelentds
mértekli megnovekedése, viszont a kontrollként alkalmazott noradrenalin altal kivaltott

Lo Lo o I . . ’ . o) 2+ IRy 7 r
ératmérd csokkenést szignifikans intracellularis Ca®" koncentracié emelkedés kisérte. Ezzel
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egylitt teszteltik a TXA2 receptor agonista U46619 hatasat is, mely a noradrenalinhoz
hasonld mértékli vazokonstrikciot valtott ki, viszont ezen hatds soran joval kisebb mértékii
intracelluléris Ca?* koncentracié emelkedés volt kimutathatd, mint a noradrenalin esetében.
Ezen eredmények alatamasztjdk azon feltételezésiinket, hogy a H,O, ndveli a vaszkularis
simaizomsejtek Ca®* érzékenységét és nem a Ca®* koncentracié emelésén keresztiil hat.
Korabbi tanulményokban is leirtak hasonldé megfigyeléseket, miszerint az
extracellularis Ca?* eltavolitdsa nem befolyasolta a H,O, altal kivaltott vazokonstrikciot
nyalbél @& %9 vagy sertésb8l % izolalt pulmonaris arteriolakban. A Ca®* érzékenység
fokozéasanak hatterében tobbféle mechanizmus is allhat. Egyik lehetséges magyarazat lehet a
miozin konnyilanc foszfataz gatlasa Rho-kinazon (ROCK) vagy PKC-n keresztiil, és az
ezaltal megndvekedett mértékii LC20 (miosin regulatory light chain) foszforilacio ©%.

Tovabba elképzelhetd a PKC és a ROCK altal befolyasolt aktin citoszkeleton dinamikus

s (100)

7.2. A mieloperoxidaz hatasa a hidrogén-peroxid altal kivaltott érvalaszokra

Gyulladasos folyamatok sordn a vaszkularis szovetekben né a H,O; koncentracioja,
ezaltal képes az ératmérd szabalyozasara az aktualis vérallatasi igényeknek megfelelden.
Ezzel egyiitt az aktivalt fehérvérsejtek MPO-t termelnek, mely feltételezéseink szerint
befolyasolni tudja a H,O, ératmérd szabalyozo szerepét.

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a MPO fokozza a H,0, altal kivaltott
vazokonstrikcid mértékét mindharom vizsgalt értipusban, tovabba gyengiti a vazodilatacios
mechanizmust. Ezen jelenség hatterében tobbféle lehetdség is allhat. Egyik lehetséges
magyarazatként felmeriil, hogy a MPO felhasznalja a H,0O,-0t, ezért ugyanazon mértéki
vazodilatacio kialakulasahoz elvileg tobb H,0O, alkalmazasara lenne sziikség. Ennek az
elméletnek ellentmond azon megfigyelésiink, miszerint az alacsonyabb H,O, koncentracio

mellett 1étrejovo vazokonstrikcido mértéke fokozodott MPO jelenlétében. Ezek alapjan tehat a
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MPO nem egyszertien eltolja a H,O; altal kivaltott érvalaszok koncentracio-fliggését, vagyis a
fokozott vazokonstrikcid hatterében mas mechanizmust feltételeziink. A MPO és a Hy0,
reakcioja soran egy ujabb erds oxidativ tulajdonsagii molekula, HOCI keletkezik, ami szintén
befolyasolhatja a H,O, vazoaktiv tulajdonsagait. Szamos kutatas foglalkozott a HOCI oxidativ
tulajdonsagainak erekre kifejtett hatasainak feltérképezésével. A HOCI képes SH oxidaciora,
karbonilalasra, tirozin nitralasra valamint aminosavak kozotti keresztkotések 1étrehozasara is
(101,102) K evesebb informacié 4ll rendelkezésre azzal kapcsolatban, hogy a HOCI rendelkezik-
e Onallo vaszkularis hatasokkal. Egyes kutatocsoportok megfigyelték, hogy a HOCI
szuperoxid-anion-fiiggd modon gatolja a NOS-t, mivel szuperoxid dizmutazzal ezen hatésait
gatolni tudtak ®2) Tovabba a HOCI eddig ismeretlen utvonalon vazokonstrikciot okoz
szarvasmarhabdl izolalt pulmonaris artériakon (103)

Miutan bemutattuk, hogy a vaszkularis szoveteket érint6 gyulladasos folyamatok soran
felszabaduld6 MPO hogyan befolyasolja a H,O, vazoaktiv tulajdonsagait, megprobaltuk
feltérképezni a MPO altal kivaltott hatasok lehetséges mechanizmusat vazizom arterioldkon.
Az L-met alkalmazasaval, ami egy széleskoriien elfogadott HOCI scavenger molekula (vagyis
gatolja az enzim klorinacios aktivitasat) ‘%%, gatolhatd volt a MPO jelenlétében 1étrejovo
fokozott vazokonstriktiv valasz, valamint szignifikans vazodilatacié volt megfigyelhetd. Az
MPO specifikus inhibitor 4-aminobenzhydrazide képes az enzim klorinacids és peroxidaz
aktivitasat is gatolni % 1% 1%) A mi kisérleti elrendezésiinkben a MPO inhibitor gétolta a
MPO éltal kivaltott fokozott vazokonstrikciot €és a kontroll koriilményekhez hasonldé mértékii
vazokonstrikciot detektaltunk. Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a MPO jelenlétében
megfigyelhetd konstriktiv valasz kialakitasdban a MPO-fiiggd klorinacids ttvonal
aktivalédasanak van {6 szerepe.

L-Met jelenlétében MPO-fiiggd vazodilataciot figyelhettlink meg, mely kontroll

koriilmények kozott (MPO hianyaban) nem volt tapasztalhato. Feltételezésiink szerint ezen
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vazodilatacié a MPO peroxidacios aktivitasanak kdvetkeztében jon 1étre, mivel az L-Met csak
a klorinacios utvonal gétlasara képes.

Tovabba fontos megjegyezniink, hogy korondria arterioldkban, valamint bazildris
artéridkban a MPO hatdsa kevésbé volt kifejezett a vazizom arterioldkon megfigyeltekhez
képest, ennek megfeleléen az L-met jelenlétében tapasztalt valtozasok is kevésbé voltak
jelentések. Ezek alapjan elmondatd, hogy a MPO-fliggd vazodilatacids tvonal elemei eltérd
moédon vannak jelen kiilonb6z6 vaszkularis preparatumokban.

Kisérleteinket megismételtiik intakt endotélium hidnyaban is, mellyel kizarhatjuk az
endotélium-fiiggd hatasokat, beleértve a NO csdkkent hasznosulasat is * & 109,
Korabbiakban azt talaltuk, hogy a H,O, altal kivaltott vazokonstrikcio endotélium-fiiggd
folyamat. Az endotélium eltavolitisa nem teljesen sziintette meg a MPO altal kivaltott
vazokonstrikciot, vagyis a MPO altal okozott vazokonstrikcio csak részben endotélium-fiiggd
folyamat. Tovabbi kisérleteinkben mind a TXA2 receptor gatlo SQ-29548 mind pedig a
nemspecifikus COX inhibitor indomethacin, gatolta a MPO hatasara kialakulo
vazokonstrikciot. Mindezen megfigyeléseink alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a MPO TXA?2
felszabadulasahoz vezet nem csak az endotelidlis sejtekben, hanem a vaszkularis
simaizomsejtekben is.

Ezen elképzelésiink igazolasa érdekében immunhisztokémiai vizsgalatot végeztiink,
melynek sordn vazizom arteriolakbdl készitett metszeteken vizsgaltuk a kiilonb6z6 COX
izoenzimek expressziojat. A COX-1 enzim specifikusan jelen volt mind az endotéliumban,
mind pedig a simaizomsejtekben. A fenti eredmények arra utalnak, hogy a
HOCI - COX-1 - TXA2-ttvonal aktivalodasa MPO-fliggé vazodilatacio gatlasahoz vezethet
vazizom arteriolakban.

A MPO altal okozott vazokonstrikcié soran nem tapasztaltuk az intracellularis ca®

koncentracio jelentds mértékli novekedését. Viszont a noradrenalin hatisara bekovetkezd
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szignifikans vazokonstrikcioval parhuzamosan, az intracellularis Ca®* koncentracio jelentés
mértékli novekedése volt megfigyelhetd. Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy a MPO ndveli a
vaszkularis simaizomsejtek kontraktilis apparatusanak Ca®" érzékenységét, és nem az
intracellularis Ca®* koncentracié emelésén keresztiil hat.

Mindezek alapjan, a H,O;, fontos vazoregulacids szabalyoz6 szereppel rendelkezé
molekula, ugyanakkor az eredd hatiasa fiigg egyéb vazoaktiv molekuldk jelenlététdl is.
Gyulladasos allapotban a megnovekedett mennyiségii H,O, mellett MPO is felszabadul, mely
fokozza a H,0, hatéasara 1étrejové vazokonstrikeiot vazizom arteriolakon. Ezen gyulladassal
jéré allapotokban az L-met megakadalyozza a MPO altal kivaltott fokozott vazokonstrikciot

¢s hozzajarul a gyulladasra jellemz0 vazodilatacio kialakitasahoz.
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8. Az értekezésben szereplé Gj tudomanyos eredmények

A H;0; és a MPO vaszkularis hatdsainak tanulmanyozasanak alapjan a kovetkezd eredeti
megallapitasokat tettiik:

1. Izolalt wvaszkularis prepardtumon tanulmanyoztuk a HyO, 4&ltal kivaltott
vazokonstrikcié mechanizmusat: fizioloégias koncentracidban alkalmazva a H,0O, az
endotelidlis Src kindzt aktivalja, mely TXA2 szintézisén ¢és a vaszkuldris
simaizomsejtek Ca®* érzékenységének fokozasan keresztiil vazokonstrikciohoz vezet.

2. Kimutattuk, hogy az érpalyaban kialakuldé gyulladasos folyamatok soran, a lokalisan
felszabaduld MPO hatasara fokozdodik a H,O, vazokonstriktiv hatasa.

3. A MPO vazokonstrikciot eldsegité hatdsa a HOCI termelddésén keresztiil valosul meg.

4. A MPO az endotelidlis és a simaizomsejtekben talalhato COX-1 aktivaldsara is képes,
ezaltal fokozva a TXA2 termelddését mely Ca?* érzékenyitéshez vezet.

5. Megallapitottuk, hogy a MPO klorinacids hatasat gatolva egy, az enzim peroxidacios
aktivitasahoz kothetd szignalizacios utvonal is felismerhetd, mely vazodilataciot valt

ki.
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9. Osszefoglalas

A vaszkularis szovetek gyulladasos elvaltozéasai a tarsadalom nagy hanyadat érintd

kardiovaszkularis betegségek kiindulopontjat jelentik, igy fontossa valt az ezen folyamat
soran felszabadul6 vazoaktiv hatasokkal bir6é anyagok tanulmanyozasa.
Célul taztik ki a H,O, altal kivaltott vazokonstrikci6 mechanizmusanak feltérképezését,
valamint a MPO vazomotoros hatdsainak tanulmanyozasat. Az ératmérd €s a kontraktilis erd
valtozasainak mérését patkanybol izolalt vazizom arterioldkon (VA), korondria arteriolakon
(KA), valamint bazildris artéridkon végeztiik (BA).

A H;0; VA-on ¢és BA-on koncentraciofiiggd bifazisos hatast valtott ki: alacsony
koncentracioban vazokonstrikcidt, magasabb koncentracidban vazodilataciét okozott. Ezzel
szemben KA-on csak vazodilataciot figyeltink meg. A H,0, altal kivaltott vazokonstrikcid
VA-on gatolhaté volt az endotélium eltavolitdsdval, valamint a kovetkezd gatloszerek
alkalmazasaval: TXA2 antagonista, nem szelektiv COX inhibitor, COX-1 inhibitor, PLA és
PKC antagonista valamint Src kinaz inhibitor. MPO jelenlétében fokozodott a H,O; hatasara
megfigyelhetd vazokonstrikcid mindharom értipusban. A MPO altal kivaltott vazokonstrikcio
VA-on gatolhatd volt MPO specifikus inhibitor, L-met, TXA2 antagonista illetve nem
szelektiv COX inhibitor hasznalataval. Az endotélium eltavolitasa részben gatolta a MPO
altal kivaltott vazokonstrikciot. A H,O, és a MPO, valamint a TXA2 agonista altal kivaltott
vazokonstrikcio nem jart egyiitt az intracellularis Ca** koncentracié névekedésével.

Eredményeink szerint, a H,O, aktivalja az Src-kinaz, PKC, PLA és a COX-1
utvonalat, mely az endotelidlis TXA2 szintézisén keresztiil fokozza a vaszkularis simaizom
ca® érzékenységét ¢és vazokonstrikcidt okoz. A MPO klorinacids aktivitasanak
kovetkeztében keletkezett HOCI fokozza a TXA2 termelését az endotélsejtekben és a
simaizomsejtekben is, ezaltal fokozza a H,0O, altal kivaltott vazokonstrikciot. A fiziologiasan

jelen 1év6 L-met ezen utvonal géatlasara képes.
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10. Summary

Cardiovascular disorders are often related to the inflammatory processes of the blood
vessels. The better understanding of the underlying mechanisms may help the treatment and
prevention.

The aim of this study was to investigate the mechanism of the H,O,-evoked
vasoconstriction and to explore the vasomotor activity of MPO. The measurement of the
changes of the arteriolar diameter and the contractile force was performed on isolated skeletal
muscle arterioles (SMAS), coronary arterioles (CAs) and basilar arteries (BAs) of the rat.

H.O, produced a biphasic response in the SMAs and in the BAs: it evoked
constrictions at lower concentrations and dilations at higher doses. In contrast, H,O, caused
only vasodilation in CAs. H,O, induced constrictions of SMAs were inhibited after
endothelium removal or by preincubation with antagonists of the TXAZ2 receptor, COX-1,
PLA, PKC and Src kinase. In the presence of MPO the H,O,—evoked vasoconstriction was
pronounced in these vessel types. The mechanism of the MPO-evoked vasoconstriction was
detailed in SMAs. The MPO-evoked vasoconstriction was inhibited using MPO-specific
inhibitor, or L-met and by preincubation with TXA2 antagonist or with COX inhibitor.
The MPO-mediated vasoconstriction was only partly inhibited by endothelium removal.
The vasoconstriction evoked by H,O, or MPO was not accompained with a significant
increase of intracellular Ca?* concentration, similarly to that evoked by TXA2 agonist.

We conclude that the H,O, activates the Src kinase, PKC, PLA, COX-1 pathway
leading to the endothelial synthesis of TXA2. TXA2 increases the Ca®* sensitivity of the
vascular smooth muscle, thereby causing vasoconstriction. In the presence of MPO, HOCI is
generated which increases the TXA2 production both in the endothelial cells and in the
smooth muscle cells leading to increased vasoconstriction. Physiologically present L-met can

inhibit this pathway.
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