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1. Bevezetés

Szamos gyakori,- a tarsadalom nagy hanyadat érint6- betegség valojaban
kozos okokra vezethetd vissza. A magas vérnyomas, az iszkémids szivbetegség, a
stroke ¢s a periférids érsziikiilet valdjdban mind érbetegség, éppen ezért
kulcsfontossagu feladat az érfalban lejatsz6do élettani €s patoldgias folyamatok
részletes megértése. Egy adott ér aktudlis atmérdjét rendkiviil sok tényezo
befolyasolja és ennek megfelelden jo néhany molekularis jelatviteli utvonal ered6
hatdsa €rvényesiil. Az egyik ilyen tényez06 az ereket érintd gyulladasos folyamat.

A gyulladas a szervezet védekezd mechanizmusa, amely kiilonféle karositd
hatdsokkal szemben segit megdrizni a test integritdsat, épségét. A gyulladasos
reakcio szemmel lathato jellemzdit mar Celsus is leirta: duzzanat (tumor), voréses
szin (rubor), fajdalom (dolor), melegség (calor). Tudjuk, hogy a jelenségek
hatterében részben helyi értagulat all, de a gyulladas soran az ératmérdt aktualisan
meghatarozd 6sszes tényezot meég korantsem ismerjiik. Sok, a gyulladasban részt
vevO anyagrol, molekuldrol leirtak, hogy rendelkezik vazoaktiv hatasokkal is
(példaul hisztamin, tromboxdnok, prosztaglandinok, szabad gyokok) és a
nemzetkozi szakirodalomban is egyre tobb publikdcido jelenik meg ebben a
témakorben. Az emlitett folyamatok hatterében allo6 mechanizmusok megértésének
tehat nagy a klinikai jelentésége, ezért fontossa valt az olyan lokélisan hato
gyulladasos mediatorok vazoaktiv hatasainak feltérképezése is, mint amilyen a
mieloperoxiddz (MPO) enzim. A MPO vaszkuldris hatdsainak elemzését

bonyolitja, hogy a szubsztratjaként szereplé hidrogén-peroxid (H,O,) 6nmagaban



is rendelkezik érhatasokkal. Ezért a MPO kivaltotta hatasokat a H,O,-dal egyiitt

célszeru értékelni.

2. Irodalmi attekintés

2.1. A hidrogén-peroxid, mint reaktiv vegyiilet

Reaktiv oxigén szarmazékok (ROS, reactive oxygen species) normal
kortilmeények kozott is jelen vannak a biologiai rendszerekben és hozzajarulnak
tobbek kozott a szervezet korokozokkal szembeni védelméhez, valamint az értonus
szabalyozasahoz is. A szuperoxid anion (O,") legjelentésebb forrasa a NADPH-
oxidaz enzim. A O," alacsony pH-ju kozegben spontan modon, magasabb pH
mellett nagyrészt a szuperoxid dizmutdz (SOD) enzim altal H,O,-da és molekularis
oxigénné alakul. A vaszkularis szovetekben az endotélsejtek, a simaizomsejtek €s a
fibroblasztok is képesek H,0,-ot termelni, de mennyisége gyulladasos
koriilmények kozott a fehérveérsejt aktivacid kovetkeztében is jelentdsen nd. Az
szerzOk szerint patologias koriilmények kozott akar kozel mmol/L (0,3 mM)

nagysagrendben is keletkezhet

2.2 A hidrogén-peroxid, mint vazoaktiv anyag

A H,0, a szervezetben élettani koriilmények kozott is megtalalhatd és 6nallo
vaszkularis  hatasokkal rendelkezik, melyet mar szdmos értipusban
tanulmanyoztak. Legtobben a vazodilaticiot kivaltd hatasdnak mechanizmusat

vizsgaltak. Feltételezik, hogy a H,0,, mint endotélium eredetii hiperpolarizald



faktor (EDHF) vazodilataciot valt ki humdn koronaria és mezenteridlis
arteriolakban. Ezenkiviil fontos szerepe van az aramlas indukalta vazodilatacio
kialakitdsdban szintén humén korondria arterioldkban valamint feltételezhetden egy
tartalék dilatacios mechanizmust képvisel, ha a nitrogén-monoxid (NO) szintje
csokken. Ezzel ellentétben a H,O, vazokonstriktiv hatdsat tapasztaltak patkany
vese artérian, aortan, nyul pulmonaris artérian, és kutya bazilaris artérian. Erdekes
médon a H,0, koncentraciofiiggd bifazisos valaszt (kis koncentraciéban
konstrikcid, nagyobb koncentraciokban dilatacid) valt ki patkdny vazizom és

mezenterialis arteriolakon.

2.3. Mieloperoxidaz: struktira és funkcio

A MPO hem tartalmi enzim, mely elsdsorban a neutrofil granulocitdk
azurofil granulumaiban talalhatd, emellett kimutathatd monocitakban és eosinofil
granulocitakban is. A MPO erfsen glikozilalt fehérje, szerkezetét tekintve
tetramer, két konny(- (10-15 kDa) és két nehézlancbol (55-64 kDa) all, melyeket
diszulfid-hidak kapcsolnak 06ssze. 1970-ben Klebanoff leirta, hogy a MPO f6
funkcidja a szervezetet karositd mikrobak eliminalasa. A fagocita aktivacio soran
az enzim részben a fagolizoszomaba, részben az extracellularis térbe szekretalodik,
¢és az ugynevezett oxidativ fellobbanashoz ("oxidative burst") kapcsolodva fejti Ki

hatasat.



2.4. A mieloperoxidaz altal katalizalt reakcio

A MPO reagélni képes a H,0,-dal illetve a kozegben jelen 1évé halogén
ionokkal, leginkabb klorid ionnal, mely reakci6 végterméke a hipoklorossav
(HOCI). A MPO rendszer aktivitasa fiigg az elérhetd H,0; illetve mas szubsztratok
mennyiségétél, valamint egyes antioxidans molekuldk, példaul a metionin
koncentracidjatol Bar a HOCI viszonylag stabil és erés mikrobaellenes hatassal
rendelkez6 molekula, koros koriilmények kozott felszaporodva nem csak a
mikrobakat karositja, hanem kémiai reakciok révén a szervezet €p struktarait is

képes megvaltoztatni.

2.5. Mieloperoxidaz  és a  hidrogén-peroxid  kardiovaszkularis

korfolyamatokban

Normal korilmények kozott a H,O, hozzijarul az aktudlis ératmérd
kialakuldsahoz. Gyulladasos folyamatok sordn azonban felborul az egyensuly az
oxidativ agensek €s az azokat eliminalni képes antioxidans molekuldk kozott,
melynek kdvetkezményeként a felszaporodott H,O, az érfalat kérositva vaszkularis
diszfunkcié kialakuldsat is okozhatja. A H,O, karos hatasait részletesen
tanulméanyoztak szadmos korképben, igy magas vérnyomas, cukorbetegség ¢és
érelmeszesedés folyaman. A gyulladas soran keletkezd6 MPO szintén kiemelt
szereppel bir a kardiovaszkularis korképek kialakuldsaban. Egyértelmii
Osszefliggést mutattak ki a szérum MPO szintje €s az iszkémids szivbetegség

minden megjelenési formajanak (példaul stabil- és instabil angina, miokardialis



infarktus) el6fordulasa kozott. Bizonyos tanulményokban hangstlyozzak a plazma
MPO szint kardiovaszkularis prognosztikai szerepét, illetve felvetik, hogy
hasznalhat6 a kardiovaszkularis rizikd becslésére is. Beszamoltak arrdl is, hogy
MPO hianyos egyénekben csokkent a kardiovaszkularis riziko.

Tobb kutatds 1s igazolta, hogy a MPO fontos szerepet jatszik az
érelmeszesedés patogenézisében. Egyes kutatok kisérleti eredményeikbdl kiindulva
a MPO-nak altalanos, alapvetd és szisztémas vazoregulacios szerepet
tulajdonitanak. A kronikus hatasokrol napjainkra mar sok adat osszegylilt, de az

akut hatasokrol még viszonylag keveset tudunk.

3. Célkitiizés

Tudomanyos kutatasaim soran az alabbi célkitlizéseim voltak:
1. A hidrogén-peroxid altal kivaltott vazokonstrikci6 mechanizmusanak
feltarasa

2. A mieloperoxidaz vazoaktiv tulajdonsagainak feltérképezése

4. Anyagok és modszerek

4.1. Preparatumok elokészitése

Allatkisérleteink soran az Allatkisérletes Etikai Bizottsag (2010/63/EU) altal
jovahagyott protokolloknak megfeleléen jartunk el, kisérleteinkben csak
szakmailag jartas személyek vettek részt. Kisérleteinkhez him Wistar patkdnyokat
hasznéltunk, az allatok altatatdsat 50 mg/kg pentobarbital intraperitonealis

alkalmazasaval végeztiik.



4.2. 1zolalt mikroértechnika

A vézizom arteriola elsérendii 4ganak, illetve a szeptalis artéria masodrendii
aganak koriilbelil 2 mm-es szakaszat sztereomikroszkop segitségével,
mikrosebészeti eszkozokkel izolaltuk. Az izolalt vazizom arterioldkat és koronaria
arterioldkat egy oxigenizalt hideg Krebs oldatot tartalmazd szervkamraba
helyeztiik. Az ereket mindkét oldalon kaniilaltuk, illetve rogzitettiik. Az oldatot
Ca” tartalmi Krebs-méréoldatra (2,5 mM CaCly) cseréltik, majd a szervkad
hémérsékletét 37 °C-ra emeltiik, valamint az intraluminalis nyomast 80 Hgmm-re
allitottuk. Az erek atmeérdjének mérését videomikroszkopos rendszerhez rogzitett

digitalis kameraval detektaltuk és szamitdgép segitségével mertiik.
4.3. Izometrikus kontrakciomérés

A bazilaris artériat a fentiekben leirtak szerint izolaltuk, majd két koriilbeliil
4 mm-es szakaszt (érgylirit) metszettiink ki. Az izometrids kontrakcid mérd
rendszeren két egyenként 40 um atmérdjii fém drotot vezettiink az ér lumenébe
majd ezt kdvetden csavarok segitségével az egyik oldalt a mozgathat6, a masik
oldalt pedig az eréméré karhoz rogzitettiik, majd a Ca®*-mentes Krebs oldatot Ca**

tartalmu oldatra cseréltuk.

4.4. A hidrogén-peroxid ératmérore gyakorolt hatasainak vizsgalata

Az inkubécids 1d6t kdvetden az €p allapot erekben miogén tonus alakult ki
(ératmérd csokkenés vazizom arterioldk esetében: 202+0,3 um-rdl 156+0,3 um-re,

n=118; koronaria arteriolak esetében: 180+11 pum-rél 11546 pm-re, n=33).



Kisérleteink elsé részében a H,0,-ot novekvd koncentracidban (1 uM-10 mM)
alkalmaztuk. A H,O,-kivaltotta ératmér6 valtozasokat a kiilonb6z6 koncentraciok
hozzaadasat kovetd 60. masodpercben detektaltuk. A H,0, vaszkularis hatasainak
kinetikai vizsgalatara kiilonb6z6 koncentracioju (10, 30, 100, 300 uM ¢és 3 mM)
H,0O, 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 ataramoltatasaval
endotélium fosztast hajtottunk végre. A H,0O, vazoaktiv hatdsait vazizom
arteriolakon teszteltilk kiilonb6z6 inhibitorok jelenlétében: PKC inhibitor
(chelerythrine), PLC inhibitor (U73122), PLA inhibitor (7,7-dimethyl-(5Z,82)-
eicosadenic acid), Src kinaz inhibitor (Src inhibitor-1), COX-1 és COX-2 inhibitor
(indomethacin), COX-1-szelektiv inhibitor (SC-560), COX-2-szelektiv inhibitor
(celecoxib), valamint szintén COX-2-szelektiv inhibitor (NS-398). Méréseinket
elvégeztik TXA2 receptor inhibitor (SQ-29548) jelenlétében is vazizom

arteriolakon és koronaria arteriolakon.

4.5. A mieloperoxidaz ératmérore gyakorolt hatasainak vizsgalata

A MPO aktivitasat a luminol oxidacigjaval 1étrejové kemilumineszcencias
szigndl detektalasaval hataroztuk meg. Az arterioldkat MPO jelenlétében
inkubdltuk (1,92 mU/ml, 300 masodperc), melynek sordn 10 masodpercenként

sy

mM) kezelést alkalmaztunk.



Kisérleteink egy részében az eldzdekben leirtaknak megfeleléen
eltavolitottuk az endotéliumot. A MPO ¢és a H,O, hatasait vazizom arteriolakon
MPO specifikus inhibitor (4-aminobenzhydrazide), TXAZ2 receptor inhibitor (SQ-
29548), COX inhibitor (indomethacin) jelenlétében is megvizsgaltuk. Tovabba a
MPO hatasait tanulmanyoztuk a HOCI scavenger L-metioninnal (L-met) torténd
inkubaciot kovetden vazizom arteriolakon, valamint koronaria arteriolakon is.

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

kortilmények kozott hataroztuk meg.

4.6. Izometrikus kontrakcio vizsgalata bazilaris artériakon

Bazilaris artéridkon végzett kisérleteink soran az el6zdekben leirtakhoz
hasonléan MPO (1,92 mU/ml, 300 masodperc) jelenlétében inkubdltuk az ereket,
bekovetkezd kontraktilis erd valtozasokat. A MPO hatésait L-met jelenlétében is

teszteltik.
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4.7. Az intracellularis Ca“" Koncentracié és az ératméré valtozasok

parhuzamos mérése

Az intracellularis Ca** koncentracié méréséhez az arterioldkat az el6zdleg
leirt modon izolaltuk. Az ereket Ca®*-os Krebs oldatban 60 percig inkubaltuk,
amely 1% BSA-t és 5 uM Fura-2-acetoxi-metilésztert tartalmazott. Méréseinket
Incyt Im2 Imaging rendszerrel végeztiik. Az ereket valtakozva 340 ¢és 380 nm-en

vilagitottuk meg, majd az 510 nm-nél nagyobb hulldmhosszisagu emittalt fényt



mértiik. 2-5 masodpercenként képeket készitettiink, melyeket offline mddon
értekeltiink. Az ératmérd meghatarozéasakor a fluoreszcens képeken lathato kiilsd

ératméroket hasznaltuk.

4.8. Mieloperoxidaz Kklorinaciés aktivitasanak vizsgalata L-metionin

jelenlétében

A MPO Kklorinacios aktivitasanak vizsgalatahoz egy a kereskedelemben
kaphato kitet hasznaltunk. A mérés soran a MPO altal 1étrejott fluoreszcens termék
2-[6-(4-aminophenoxy)-3-0x0-3H-xanthen-9-yl]-benzoiat  (APF) mennyiségét
hataroztuk meg. A mereéseket PBS-ben (foszfat puffer tartalma sooldat, pH= 7,4)
végeztiikk az in vitro vaszkularis kisérleteinkt6l fiiggetlen médon. A fluoreszcens
intenzitds valtozdsokat (A= 485 nm, A= 520 nm) 30 masodpercenként
rogzitettiik 5 percen keresztiil fluoreszcens plate reader felhasznalasaval. A
fluoreszcens intenzitds értékeit az 1d6 fliggvényében éabrazoltuk, majd lineéris
regressziot alkalmaztunk. Az egyenes meredeksége alapjan hataroztuk meg a MPO

aktivitasat.

4.9. Immunhisztokémia

Immunhisztokémiai vizsgalatainkhoz patkdnybdl a fentieknek megfeleld
modon kimetszett gracilis izom kis darabjat Tissue-tek O.C.T. oldatba meritettiik,
majd folyékony nitrogénben fagyasztottuk. Ezt kovetden a blokkot kriosztatban
metszettiik (vastagsag: 10 um), a metszeteket adherens targylemezre helyeztiik és

fixaltuk. A COX enzimeket COX-1 és COX-2 specifikus antitestekkel jeloltiik. A



simaizomsejtek azonositasara simaizom aktint alkalmaztunk. Végiil a metszeteket

DAPI-t (4',6-diamidino-2-phenylindole) tartalmaz6 fedéanyaggal fedtiik.

4.10. Statisztika

A konstriktiv vélaszokat a kiinduldsi ératméréhéz (vazoaktiv anyag
hozzaadasat megel6zd ératméré 80 Hgmm intraluminélis nyomason) viszonyitva
fejeztiik ki. A vazodilataciot a maximalis (Ca®*-mentes koriilmények kozott mért,
passziv) eratmerd szazalékaban adtuk meg. A kontraktilis erd valtozasait abszolut
egysegekben tiintettiikk fel, a kiindulasi erdértekekhez viszonyitva. Az abrakon a
nyert adatok atlagértékei = SEM szerepelnek. Statisztikai elemzéseinkhez Student
fele t-probat illetve ket utas ANOVA-t és Dunnett’s post hoc tesztet hasznaltunk.

Az értékeket akkor tekintettiik szignifikansan kiilonb6zének, ha a P<0,05 volt.
5. Eredmények

5.1. Hidrogén-peroxid kivaltotta vaszkularis hatasok

Vazizom arteriolakon a H,0, nodvekvO koncentracidit alkalmazva
koncentracio-fliggd bifazisos hatast tapasztaltunk: alacsony koncentracidban (10-
100 uM) alkalmazva a H,0, vazokonstrikciot valtott ki (maximalis
vazokonstrikcio 100 uM-nal, 34+3% konstrikcio, P<0,001 vs. kiindulasi allapot),
viszont nagyobb koncentrdcidoban (3-10 mM) vazodilataciét eredményezett
(maximalis vazodilataci6 10 mM-nal, 80+11% vazodilatacio, P<0,001 vs.
kiindulasi allapot). Ezzel szemben koronaria arterioldkon H,O, hozzdadasara csak

vazodilatacid volt megfigyelhetd (maximalis vazodilatdcio 10 mM-nal, 96+3%



vazodilatacio, P=0,01). A H,0,-kivaltotta valaszok kinetikdjat vazizom
arteriolakon teszteltiik. A H,0, hozzdadasara létrejové vazokonstriktiv valasz
tranziens jellegli volt, viszont az alacsony koncentracioban (10 uM és 30 uM)
megfigyelhetd vazokonstrikciot nem kovette szignifikdns mértékii vazodilatacio.
100 uM illetve 300 uM H,0, hozzaadasat kovetden idofiiggd bifazisos ératmérd
valtozéas jott létre: a kezdeti vazokonstrikcidt kovetden jelentds vazodilataciod
alakult ki. Nagyobb koncentracioban (3 mM) alkalmazva a H,0O, kezelés csak

vazodilataciot okozott.

5.2. Hidrogén-peroxid kivaltotta vazokonstrikcié endotélium-fiiggé folyamat

Vézizom arterioldkon a H,0O, jelenlétében tapasztalhaté vazokonstrikcio
gatolhato volt az endotélium eltavolitasat kovetden (0+8% vazokonstrikcio 100
uM  H,0,-nal, P=0,03 vs. kontroll). Ugyanakkor az endotélfosztdas nem

befolyasolta a H,O,-kivaltotta vazodilataciot (69+10% dilatacié 10 mM H,0O,-nal).

5.3. A hidrogén-peroxid-kivaltotta endotélialis szignalizacié ciklooxigenaz

aktivaciot eredményez

A H,0, hatasara kialakuld6 vazokonstrikcié gatolhatdo volt az alabbi
inhibitorok alkalmazasaval (100 uM H,0O,-mellett): PLA antagonista (7+£2%
vazokonstrikcio, P<0,005 vs. kontroll), PKC antagonista (9+4% vazokonstrikcio,
P<0,005 vs. kontroll), PLC inhibitor (15+18% vazodilataci6é, P<0,05 vs. kontroll)

valamint Src kinaz antagonista (8+3% vazokonstrikcio, P<0,005 vs. kontroll).



5.4. Hidrogén-peroxid Kkivaltotta ératméro valtozasok szelektiv és nem

szelektiv ciklooxigenaz gatloszerek jelenlétében

A nem szelektiv COX gatlo indomethacin jelenlétében a H,0,-hatasara
bekovetkezd vazokonstrikcid gatolhatdo volt, illetve vazodilatdcioba fordult at
(41+17% dilatacio 100 uM H,0,-nal, P<0,005 vs. kontroll).

Kisérleteink egy masik részében megvizsgaltuk a kiilonb6z6 COX izoenzimek
szerepét a H,O,-kivaltotta hatasok kialakitasdban. A COX-1-et szelektiven gatlo
SC-560 gatolta a H,O,-kivaltotta vazokonstrikciot ¢és vazodilaticio volt
megfigyelheté (23+9% vazodilatacio 100 uM H,0,-nal P<0,05 vs. kontroll).
Ugyanakkor a COX-2-t szelektiven gatld celecoxib gatld hatdsa nem bizonyult
szignifikdnsnak a  H,O,-kivaltotta vazokonstrikcié tekintetében (13+4%
vazokonstrikcio 100 uM H,0,-nal, P>0,05 vs. kontroll). Eredményeinket
megerdsitettiik egy masik COX-2 specifikus gatloszer alkalmazasaval, mely
szintén nem befolydsolta szignifikansan a H,0, hatasdra kialakulo

vazokonstrikciot (11+1% vazokonstrikcid 100 uM H,0,-nal, P>0,05 vs. kontroll).

5.5. Hidrogén-peroxid altal aktivalt vazokontikciohoz vezeté effektor

mechanizmus

TXA2 receptor inhibitor gatolta a H,O,-kivaltotta vazokonstrikcidt és
vazodilatacié volt megfigyelhetd (36+11% vazodilataci6 100 uM H,0,-nél,
P<0,005 vs. kontroll). Ugyanezen gatloszer alkalmazasa nem volt hatassal a H,O,-

kivaltotta vazodilatacidra koronaria arteriolak esetében (96+2% vazodilatacio 10



mM H,0,-nél). A TXA2 receptorok aktivicidja vazokonstrikciot eredményezett
mind a vazizom arteriolakon, (69+2%, n=5, P<0,002 vs. kiindulasi allapot) mind a

koronaria arteriolakon (42+6%, P=0,002 vs. kiindulasi allapot).

5.6. A hidrogén-peroxid néveli a vaszkuldris simaizomsejtek Ca*
érzékenységét

A H,0, kezelés (1 uM-100 uM) hatasara bekovetkezd vazokonstrikcid soran
nem volt jelentds valtozas az intracellularis Ca®" koncentraciot jelz6 Fayoi350 arany
tekintetében. Ezzel szemben a noradrenalin (10 uM) hozzaadasara 1étrejovo
vazokonstrikcidt az Faugzg0 ardny szignifikans novekedese kiserte (0,96+0,04-r6l
1,36+0,07-re, P=0,001). A TXA2 receptor aktivaloészer, U46619 jelenlétében
megfigyelhetd Fszgong0 ardny novekedése szignifikdnsan kisebbnek bizonyult a
norarenalin altal kivaltott Fss380 névekedéséhez 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
hatasara hasonld6 mértékii vazokonstriktiv valasz volt tapasztalhatd (44+5% Vvs.

57+6% vazokonstrikcid, P>0,05).

5.7. A mieloperoxidaz fokozza H,O,-kivaltotta vazokonstrikciot

A MPO (1,92 mU ml') fokozta a H,O, hatasara bekovetkezd
vazokonstrikcid  mértékét  kiilonboz6  szovetekbdl szarmazd  vaszkularis
prepardtumokon. Véazizom arterioldkon MPO hozzdadasat kovetden jelentOs
mértékli vazokonstrikcio jott létre (50+21% vazodilatacid 1 mM H,0,-nal vs.

47£11% vazokonstrikci6 MPO alkalmazasat kovetdéen, P=0,004). Koronaria



arteriolakon a H,0, kezelés 6nmagaban csak vazodilataciot eredményezett, viszont
MPO jelenlétében szignifikans vazokonstrikcid alakult ki (13+4% vazodilatacio
100 uM H,0.-ndl, vs. 6+3% vazokonstrikci6 MPO hozzdadasat kovetden
P=0,006). Kevésbé volt hangsulyos a MPO-fiiggd vazokonstrikcié bazilaris
artéridkon (1,1+£0,5 mN relaxdcié 100 uM H,0O,-nal vs. 1,64£0,7 mN kontrakcid
MPO hozziadéasat kovetéen, P<0,05). A MPO kezelés oOnmagaban (H,0O,
hozzaadasa nélkiill) nem volt szignifikdns hatdssal a vazizom arterioldk ¢€s a
koronaria arteriolak ératmérdjére illetve a bazilaris artériak esetében a kontrakcios

erore.

5.8. A mieloperoxidiaz vaszkuldris hatasai a hipoklorossav kozvetitésével

valosulnak meg a vazizom arteriolakon

Annak tisztazasara, hogy a MPO altal kivaltott funkciondlis valaszok
kialakitdsdban a MPO klorinacids, vagy peroxidacids aktivitdsa jatszik nagyobb
mértékben szerepet, kisérleteinket elvégeztiik a HOCI scavenger molekula L-met
valamint a MPO-specifikus inhibitor jelenlétében is. Mivel a H,O, extracellularis
koncentracioja 300 uM koriili értéket is elérhet in vivo, az alabbiakban ezen H,0,
koncentraci6 mellett kialakult eredményeinket fogom bemutatni. A MPO-
specifikus inhibitor gatolta a MPO-hatasara létrejott fokozott vazokonstrikcio
mértékét (maximalis vazokonstrikcio 300 uM H,0,+MPO: 47+7% vs. 5+18%
vazokonstrikcio, P=0,067). Ugyanakkor az L-Met nemcsak gatolta ezen
vazokonstrikcid kialakulasat, hanem jelentds mértékli vazodilataciot okozott

(73+11% vazodilatacié 300 pM H,0,, P<0,0001 vs. MPO+H,0,). Megfigyeltiik



tovabba, hogy az L-Met kezelés nem volt hatadssal a H,0,-kivaltotta
vazokonstrikciéora MPO hidnyaban. Ezen eredményeink arra utalnak, hogy a MPO
egy HOCI-t6l fiiggetlen vazodilatacio kialakitasara képes L-Met jelenlétében.
Ezzel parhuzamosan in vitro enzim assay vizsgalat soran kimutattuk, hogy 100 uM

L-Met teljes mértékben gatolta a MPO klorinacids aktivitasat.

5.9. Mieloperoxidaz kivaltotta vazodilatacio L-Metionin jelenlétében

Vazizom arteriolakon a MPO hatasara megjelend vazodilatacié L-Met (20
uM, 40 pM ¢és 100 uM) jelenléteében koncentraciofiiggest mutat (maximalis
vazokonstrikcido 300 uM H,0,-nal 47+£7% vs. 8+£19%, 354+23%, ¢és 73x11%
vazodilatacié 20 uM, 40 uM ¢€s 100 uM L-Met jelenlétében). Korondria arteriolak
esetén a legnagyobb koncentracidoban alkalmazott L-Met kezelés (100 uM) tovabb
fokozta a magasabb H,0, koncentraciok (1 mM) altal kivaltott vazodilatacid
mértékét, ugyanakkor nem befolyasolta a 300 uM H,0, altal kivaltott vazoaktiv
hatasokat (3+9% Vvs. 13+7% vazodilatacio; P=0,44). Bazilaris artéridkban 100 uM
L-Met hozziadasa szignifikdnsan nem befolyasolta a MPO-kivaltotta kontrakcios
erd valtozasokat (3,3£1,0 mN 300 uM H,0; vs. 4,0+1,0 mN, vazokonstrikcid

P=0,61).
5.10. A mieloperoxidaz Kkivaltotta vazokonstrikcio mechanizmusa vazizom
arteriolakon

Vazizom arteriolakon az endotélium eltavolitasat kovetden a MPO-kivaltotta

vazokonstrikcid mértéke csokkent (47+7% vazokonstrikcio 300 uM H,0,+MPO



endotélium jelenlétében, vs. 13+£15% vazokonstrikcio H,O,+MPO endotélium
nélkiil, P=0,07).

A kovetkezd 1épésben tanulmdnyoztuk a TXA2 receptorok szerepét a MPO-
kivaltotta vazokonstriktiv hatdsok kialakitasaban. A TXA2 receptor inhibitor
gatolta a MPO-kivaltotta vazokonstrikcidt €és vazodilatacid alakult ki (47£7%
vazokonstrikcidé 300 pM H,0,+MPO vs. 30+17% vazodilataci6 300 uM
H,0,+MPO+TXAZ2 receptor inhibitor, P=0,002).

A COX szerepének igazolasara méréseinket elvégeztiik nem specifikus COX
gatloszer jelenlétében 1s. A TXA2 inhibitorhoz hasonloképpen a COX gatloszer is
felfliggesztette a MPO-kivaltotta vazokonstrikciot ¢€s vazodilatacio volt
megfigyelhetd (47+7% vazokonstrikcio 300 uM H,0, vs. 69+16% vazodilatacio,

P=0,002).

5.11. Vaszkularis ciklooxigenaz expresszio vizsgalata vazizom arteriolakon

A COX 1izoenzimek vaszkularis expresszidjat immunohisztokémiai
modszerrel vizsgaltuk. Ennek sordn mind a vaszkularis simaizomsejtek, mind az
endotélsejtek pozitiv jelet mutattak COX-1 antitest esetében, viszont a COX-2

jelenlétét nem tudtuk igazolni.

5.12. A mieloperoxidaz kivaltotta vazokonstrikcié Ca®* érzékenyités révén

valosul meg

A MPO altal kivaltott vazokonstrikciot (29+3% vazokonstrikcio 1 mM

H,0,-nal, P=0,04 vs. kontroll) nem kisérte a Fz40/350 ardny szignifikdns valtozasa 1



uM-1 mM H,0, koncentraciotartomanyban. Ezzel szemben a noradrenalin (1 nM-
10 uM) altal okozott hasonld mértékli vazokonstrikcio (44+4% vazokonstrikcio 10
uM noradrenalin, P=0,0005 vs. kontroll) az Fasg0 arany szignifikans
novekedésével jart egyiitt (0,85+0,03-rol 1,15+0,09-re, P<0,05). A MPO kezelés
onmagaban nem befolyasolta az ératmérdt, sem pedig az Fz4q13g0 ardny mértékeét.

6. Megbeszélés

Az erekben kialakuldé gyulladasos elvaltozasok sok, napjainkban igen
komoly egészségiigyi problémat jelentd betegség alapjat képezik, illetve egyéb
koros folyamatokkal egyiitt stlyos, Osszetett kezelést igényld korképek
megjelenéséhez vezetnek. Az intenziv klinikai és kisérletes kutatasok ellenére a
vaszkularis gyulladasos folyamatok soran jelentkezd mikrocirkulacids elvaltozasok
természete ¢és azoknak a gyulladds soran a keringés szabalyozédsban betoltott
szerepe nem kelloképpen tisztazott. Ezért tudomanyos kutatdsaimban célul tiztem
ki, hogy megvizsgaljam a gyulladasos folyamatokban kulcsfontossagli szerepet
betolté molekula, a MPO vaszkularis preparatumokra kifejtett hatasait, tovabba a
MPO szubsztratjaként miikodé H,O, vazoaktiv hatdsainak mechanizmusat. A cél
elérése érdekében vazizom és koronaria mikroarteriolakon, valamint bazilaris
artéridkon vizsgaltuk meg az endotélium ¢és vaszkularis simaizom altal kozvetitett

érvalaszokat.



6.1. A hidrogén-peroxid altal kivaltott vaszkularis hatasok vizsgalata vazizom

arteriolakban

A H,0,-t fiziologias koriilmények kozott is fontos keringésszabalyozo
molekulaként tartjuk szamon, éppen ezért a hatasmechanizmuséanak feltarasa
sz¢éleskortien kutatott feladat. A H,0O, rendkiviil sokszin{i hatast képes eldidézni
fajtol, értipustol, vaszkularis preparatumtol fliggdé modon. Ezek koziil leginkabb
mint EDHF terjedt el és ennek megfelelden a vazodilatacidt kivaltdé hatas
Mechanizmusat mar tobben leirtdk, ezzel szemben a vazokonstrikciot okozod
hatasaval kapcsolatban még nincsen egyértelmii magyarazat.

A H,0, endotéliumtol fiiggd modon befolyasolja az ératmérdt patkany vese
artéridkban, kutya bazilaris artéridkban, sertés korondria arteriolakban, illetve nyul
aortdban. Ugyanakkor az endotéliumtol fiiggetleniil megvalosuld hatasairdl is
beszamoltak humén korondria arterioldkban, kutya korondria arterioldkban és
patkany aortaban. Jelen tanulmanyban azt taldltuk, hogy a H,O,-kivaltotta
vazokonstrikcio teljes mértékben megszilint az endotélium eltavolitasanak hatasara,
valamint a TXA2 receptorok gatldsat okozo szer jelenlétében. Ezek alapjan
feltételezziik, hogy a H,0, endotélidlis TXA2 képzddéséhez vezet, mely
receptorathoz kapcsolddva vazokonstrikciot valt ki. A TXA2 receptorok gatlasa
nem volt hatassal a H,O,-kivaltotta vazodilataciora koronaria arteriolakon, viszont
a receptor aktivacidja vazokonstrikciot valtott ki mind a vazizom arteriolakban,

mind pedig a koronaria arteriolakban. Ezek alapjan feltételezziik, hogy a TXA2



receptorok mindkét értipusban jelen vannak, tehat valosziniileg a H,0O, kiilonb6z6
jelatviteli ttvonalak aktivalasan keresztiil hat ezen erekben.

A COX szubsztratjaként miikodd AA szintéziséért a PLA felelds kiilonféle
vaszkuléris preparatumokban, ezért tanulményoztuk a PLA lehetséges szerepét a
H,0, altal okozott vazokonstrikciod kialakitasdban. PLA antagonista jelenlétében a
H,0O,-kivaltotta vazokonstrikcié gatolhatd volt. A PLA aktivacidja megvaldsulhat
az enzim PKC-altali foszforilacioja kovetkeztében. Igy a kovetkezé 1épésben PKC
antagonista jelenlétében inkubaltuk az ereket, melyet kovetden a H,O,-kivaltotta
vazokonstrikcid mertéke szignifikansan csokkent. Mivel a PLC hidrolizise soran
keletkezett diacilglicerol a PKC aktivalasahoz vezet, PLC antagonistat
alkalmaztunk, melynek hatisdra a H,0O, altal okozott vazokonstrikcid
szignifikdnsan csokkent. Fontos megjegyezni, hogy a PKC utvonal gatlasa (PLC
vagy PKC inhibitior hasznalatdval) kozvetleniil hatassal lehet a TXA2 receptor
stimulacio 4altal 1étrejott vazokonstrikciora, a H,0O, endotélidlis hatésaitol
fuggetleniil. Ugyanakkor megfigyeltiik, hogy a PLC gatlasa nem volt hatassal a
TXA2 receptor agonista U46619 altal kivaltott vazokonstrikciora igy feltételezziik,
hogy a PLC egy upstream (endotélidlis) modulatorként van jelen a H,O,-kivaltotta
vazokonstrikcidohoz vezetd szignalizacios Gtvonalban.

A H,0,-hatasaiban a PLC aktivacioja kapcsan mar kordbban megfigyelték
az Src kindz szerepét egér embrionalis fibroblasztokban. Ezért megvizsgaltuk,
hogy igazolhat6-e a szerepe a H,0O, vaszkularis hatasainak kivaltdsdban is. Src-

kinaz antagonista hozzaadasara a H,O,-kivaltotta vazokonstrikcid csokkent.



Tovabba a H,0,-kivaltotta vazokonstrikcid teljes mértékben gatolhat6 volt a
nem specifikus COX gatloszer indomethacin alkalmazéasaval, mely eredményiink
Osszhangban van korabbi megfigyelésekkel. Vizsgalataink kovetkezd részében
tanulméanyoztuk a kiilonb6z6 COX izoenzimek szerepét. Ennek soran azt
tapasztaltuk, hogy a H,0O,-hatasara 1étrejott vazokonstrikcid gatolhatd volt COX-1
specifikus antagonista haszndlataval, viszont szignifikdnsan nem valtozott a COX-
2-t specifikusan gatld inhibitor jelenlétében, ami alapjan feltételezziik, a COX-1
elsddleges mediator szerepét ezen hatas létrejottében.

A TXA2 receptorok expresszidja szamos sejttipuson kimutathato, igy a
vaszkularis simaizomsejteken 1s. A TXA2 receptorok aktivacioja Gy fehérjéken
keresztil a PLC utvonal aktivaliasidhoz vezet, mely kovetkezményes Ca*
felszabadulast és PKC aktivaciot valt ki (a Ca®*-fiiggd utvonal). A TXA?2 aktivacio
Gy, fehérjékhez kapcsoltan, Rho-kindz utvonal aktivalasat okozza (a Ca*'-
fliggetlen Gtvonal), ennélfogva a kontraktilis fehérjék Ca** érzékenységét fokozza.
Mindemellett, a Gy, fehérjék is fokozhatjak a sejtekbe torténé Ca®* belépést egy
masik Ca®*-fiiggd mechanizmus aktivalasan keresztiil, ahogyan ezt megfigyelték
patkany kaudalis arterialis simaizomsejtekben. Eredményeink szerint a H,0,-
kivéltotta vazokonstrikcid sordn nem volt tapasztalhaté az intracellularis Ca*
koncentraci6 jelentds mértékii megndvekedése, viszont a kontrollként alkalmazott
noradrenalin kivaltotta ératméré csokkenést szignifikans intracellularis Ca®*
koncentracidé emelkedés kisérte. Ezzel egyiitt teszteltiik a TXA2 receptor agonista

U46619 hatasat is, mely a noradrenalinéhoz hasonldé mértékii vazokonstrikciot



valtott ki, viszont ezen hatds soran joval kisebb mértékli intracellularis Ca*
koncentracié emelkedés volt kimutathatdo, mint a noradrenalin esetében. Ezen
eredmények alatdmasztjak azon feltételezéstlinket, hogy a H,O, noveli a vaszkularis
simaizomsejtek Ca®* érzékenységét és nem a Ca®* koncentracio emelésén keresztiil

hat.

6.2. A mieloperoxidaz hatasa a hidrogén-peroxid altal Kivaltott érvalaszokra

Gyulladasos folyamatok soran a vaszkuléaris szdvetekben ndé a H,0O,
koncentracidja, ezaltal képes az ératmérd szabalyozasara az aktudlis vérellatasi
igényeknek megfelelden. Ezzel egyiitt az aktivalt fehérvérsejtek MPO-t termelnek,
mely feltételezéseink szerint befolydsolni tudja a H,0O, ératmérd szabalyozd
szerepet.

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a MPO fokozza a H,0O, altal
kivaltott vazokonstrikcid6 mértékét mindharom vizsgalt értipusban, tovabba
gyengiti a vazodilatdcios mechanizmust. Ezen jelenség hatterében tobbféle
lehetdség 1s allhat. Egyik lehetséges magyarazatként felmeriil, hogy a MPO
felhasznalja a H,0,-0t, ezért ugyanazon mértékii vazodilatacid kialakuldsahoz
elvileg tobb H,0, alkalmazésara lenne sziikség. Ennek az elméletnek ellentmond
azon megfigyelésiink, miszerint az alacsonyabb H,0O, koncentracié mellett
1étrejovd vazokonstrikcid mérteke fokozodott MPO jelenlétében. Ezek alapjan
tehat a MPO nem egyszerlien eltolja a H,O, 4ltal kivaltott érvalaszok koncentracio-
fuggeését, vagyis a fokozott vazokonstrikcid hatterében més mechanizmust

feltételeziink. A MPO ¢és a H,0, reakcidja soran egy Ujabb erds oxidativ



tulajdonsagtt molekula, HOCI keletkezik, ami szintén befolydsolhatja a H,0O,
vazoaktiv tulajdonsdgait. Szdmos kutatds foglalkozott a HOCI oxidativ
tulajdonsagainak erekre kifejtett hatdsainak feltérképezésével. A HOCI képes SH
oxidacidra, karbonilalasra, tirozin nitralasra, valamint aminosavak kozotti
keresztkotések létrehozasara is. Kevesebb informacio all rendelkezésre azzal
kapcsolatban, hogy a HOCI rendelkezik-e¢ 6nalld6 vaszkularis hatasokkal. Egyes
kutatocsoportok megfigyelték, hogy a HOCI szuperoxid-anion-fiiggd modon
gatolja a NOS-t, mivel szuperoxid dizmutdzzal ezen hatasait gatolni tudtak.
Tovabba a HOCI eddig ismeretlen utvonalon vazokonstrikciot okoz
szarvasmarhabol izolalt pulmonaris artériakon.

Miutan bemutattuk, hogy a vaszkularis szoveteket érintd gyulladasos
folyamatok soran felszabadul6 MPO hogyan befolydsolja a H,0O, vazoaktiv
tulajdonsagait, megprobaltuk feltérképezni a MPO 4altal kivaltott hatdsok
lehetséges mechanizmusat vazizom arterioldkon. Az L-Met alkalmazaséaval, ami
egy szeleskorlien elfogadott HOCI scavenger molekula (vagyis gatolja az enzim
klorinacios aktivitasat), gatolhatdo volt a MPO jelenlétében Iétrejovo fokozott
vazokonstriktiv valasz, valamint szignifikdns vazodilatacio volt megfigyelhetd. Az
MPO specifikus inhibitor 4-aminobenzhydrazide képes az enzim klorinacids és
peroxiddz aktivitasat is gatolni. A mi kisérleti elrendezésiinkben a MPO inhibitor
gatolta a MPO altal kivaltott fokozott vazokonstrikciot ¢és a kontroll

koriilmeényekhez hasonld mértékii vazokonstrikciot detektaltunk. Eredményeink



alapjan feltételezziik, hogy a MPO jelenlétében megfigyelhetd konstriktiv valasz
kialakitasaban a MPO-fiiggd klorinacios utvonal aktivalodasanak van 6 szerepe.
L-Met jelenlétében MPO-fiiggd vazodilataciot figyelhettiink meg, mely kontroll
koriilmények kozott (MPO hidnydban) nem volt tapasztalhatd. Feltételezésiink
szerint ezen vazodilatacid6 a MPO peroxidacios aktivitasanak kovetkeztében jon
1étre, mivel az L-Met csak a klorinacios utvonal gatlasara képes.

Tovabba fontos megjegyezniink, hogy koronaria arterioldkban, valamint
bazilaris artéridkban a MPO hatasa kevésbé volt kifejezett a vazizom arteriolakban
megfigyeltekhez képest, ennek megfeleléen az L-Met jelenlétében tapasztalt
valtozasok 1s kevésbé voltak jelentdsek. Ezek alapjan elmondatd, hogy a MPO-
fliggd vazodilaticiés utvonal elemei eltérd6 modon vannak jelen kiilonb6zo
vaszkularis preparatumokban.

Kisérleteinket megismételtiilk intakt endotélium hidnyaban is, mellyel
kizarhatjuk az endotélium-fiiggd hatasokat, beleértve a NO csokkent hasznosulasat
IS. A tanulmany korabbi részében azt talaltuk, hogy a H,O,-kivaltotta
vazokonstrikcid endotélium-fiiggd folyamat. Az endotélium eltavolitdsa nem
teljesen sziintette meg a MPO kivaltotta vazokonstrikciot, vagyis a MPO 4ltal
okozott vazokonstrikcid csak részben endotélium-fiiggé folyamat. Tovabbi
kisérleteinkben mind a TXA2 receptor gatloszer, mind pedig a nemspecifikus
COX inhibitor gatolta a MPO hatasara kialakul6 vazokonstrikciot. Mindezen

megfigyeléseink alapjan arra  kovetkeztetiink, hogy a MPO TXA2



felszabadul4dsahoz vezet nem csak az endotélidlis sejtekben, hanem a vaszkularis
simaizomsejtekben is.

Ezen elképzelésiink igazoldsa érdekében immunhisztokémiai vizsgélatot
végeztiink, melynek soran vazizom arteriolakbol készitett metszeteken vizsgaltuk a
kiilonbozé 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-utvonal aktivalodasa MPO-fiiggd
vazodilatacid gatlasahoz vezethet vazizom arteriolakban.

A MPO 4ltal okozott vazokonstrikci6 soran nem tapasztaltuk az
intracellularis Ca”* koncentracié jelentés mértékii novekedését. Viszont a
noradrenalin hatasara bekovetkezd szignifikans vazokonstrikcioval parhuzamosan,
az intracellularis Ca®* koncentracié jelentds mértékii ndvekedése volt
megfigyelhetd. Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy a MPO ndéveli a vaszkularis
simaizomsejtek kontraktilis apparatusanak Ca®* érzékenységét, és nem az
intracellularis Ca®* koncentracié emelésén keresztiil hat.

Mindezek alapjan, a H,O, fontos vazoregulacidés szabalyozo szereppel
rendelkezd molekula, ugyanakkor az eredd hatasa fiigg egyéb vazoaktiv molekuldk
jelenlététdl is. Gyulladasos allapotban a megnovekedett mennyiségii H,O, mellett
MPO is felszabadul, mely fokozza a H,O, hatasara létrejové vazokonstrikciot
vazizom arterioldkon. Ezen gyulladdssal jar6 allapotokban az L-Met
megakadalyozza a MPO 4ltal kivaltott fokozott vazokonstrikciot €s hozzajarul a

gyulladasra jellemzd vazodilatacio kialakitasahoz.



Koszonetnyilvanitas

Koszonetemet szeretném kifejezni témavezetdémnek, Dr. Papp Zoltannak, aki
magasszintli és preciz szakmai tudasdval tdmogatta a PhD munkamat és segitett
elsajatitani a kutatdi szakma alapjait. Halasan kdszonom Dr. Toth Attilanak, aki
nemcsak gyakorlati és elméleti tanacsaival nyujtott segitséget, hanem példat
mutatott a szamomra oly szimpatikus kutatéi hozzaallasdval. Koszondm Dr.
Edes Istvan professzor turnak, aki a Kardiologiai Intézet vezetdjeként
megteremtette az értekezésben bemutatott kisérletek kivitelezésének feltételeit.
Nagy oromot és biliszkeseget jelent szamomra, hogy k6z6s munkaban vehettem
részt Dr. Koller Akos professzor urral, akinek halasan kdsz6nom boles szakmai
tanacsait. Koszonettel tartozom Dr. Czikora Agnesnek, aki nélkiilozhetetlen
segitséget nyujtott a kisérleti technika elsajatitasdban. Szeretném megkdszonni
TDK hallgatomnak Dr. Petd Attilanak, aki hozzajarult a kisérletek
megvalositasdhoz. Koszonettel tartozom Manyiné Siket Ivettanak és Pasztorné
Téth Enikének, valamint a Klinikai Fiziologiai Tanszék munkatarsainak, hogy
megkonnyitették ¢és tamogattdk a munkamat. Koszonettel tartozom Orosz
Jozsefnek, aki az A4llatkisérletekkel kapcsolatban nyujtott segitséget. Kiilon
szeretném megkOszonni azoknak a fantasztikus embereknek, akikkel az
¢rlaborban dolgozhattam egyiitt, igy Dr. Fiilop Gébornak is, aki megteremtette
az oldott, vidam hangulatot, mely nagyban megkonnyitette a munkamat. Végiil,
de nem utols6 sorban szeretném megkdszonni bardtomnak, Kistamas

Kornélnak, aki tdmogatott és lelket ontdtt belém a nem tul sikeres idokben,



illetve édesanyamnak és nagysziileimnek, mert az § szeretetilk €és biztatdsuk

nélkiil jelen disszertacid nem késziilhetett volna el.
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