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|. Bevezetés

A civilizalt tarsadalmak nagy problémaja korunkban a foként a helytelen életmodbol
kovetkez0 kronikus betegségek, mint a cukorbetegség, magas vérnyomas,
érelmeszesedés, daganatos megbetegedések, neurodegenerativ betegségek ndvekvo
gyakorisdga. Ezen korképek kozos patogenetikai tényezdje a reaktiv oxigén
szarmazékok (reactive oxygene species, ROS) fokozott termelddése és elégtelen
semlegesitése kovetkeztében kialakuld oxidativ stressz. Bar szdmos antioxidans hatasu
gyogyszer ¢s étrendkiegészitdé van forgalomban, ezeknek a jotékony hatdsa az emlitett
korképekben nem bizonyitott [1-3]. Az Osztradiolrol ¢és tobb mas, a
mellékvesekéregben, herében, petefészekben termelddd szteroid szerkezetli hormonrol

kimutattak, hogy szintén antioxidans tulajdonsaggal birnak [4-6].

A hormon kezelés — a hormonhidnyos 4allapotokban sziikséges szupplementacio
kivételével — szdmos, bizonyos esetekben kedvezdtlen anyagcsere hatdsa miatt nem
elfogadhaté a kronikus betegségek kiegészitd terapidjaként. Azonban a szteroid
hormonok antioxidans tulajdonsagéanak ¢s hatds-szerkezeti 0sszefliggéseinek pontosabb
megismérével olyan molekuldk fejlesztése valhat lehetévé, amelyek a karos szteroid
hatasok nélkiil javitjdk az oxidativ statuszt. Kutatocsoportunk korabbi eredményeire
tamaszkodva dolgozatomban néhany hormon in vivo antioxidans hatésat, valamint egy
szintetikus szteroid, a tibolon és metabolitjainak ex vivo szuperoxid csokkentd

képességét vizsgaltam.

A bakterialis vérmérgezés (szepszis) sulyos formai a korszerli antibiotikus kezelés
mellett is magas mortalitassal jarnak. A sulyos szepszishez és szeptikus sokkhoz
gyakran tarsul kortikoszteroid elégtelenség, melynek hatterében elégtelen kortizol
termelés, megvaltozott kortizol metabolizmus, a kortizol hatasra vald szoveti
rezisztencia vagy mellékvese endothel miikodészavar allhat. Az elégtelen intracellularis
kortizol aktivitds eredménye a tOlzott gyulladdasos vélasz vagy a pro- és
antiinflammatorikus mediatorok egyenstilyanak megbomlésa. Ebben az allapotban a kis
dozistt glukokortikoid potlas jotékony hatasu lehet, és olyan betegeknél, akiknél a
megfeleld folyadékpotlas €és vazopresszor terapia nem elegendé a hemodinamikai

stabilitas fenntartasahoz, ajanlott is [7]. Egyéb szteroid hormonokat ilyen indikéacidval
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nem haszndl a klinikum, azonban tobbek kozott az 6sztrogénnek és tesztoszteronnak is
ismert bizonyos immunmoduldns hatasa. Ezek a hormonok kozvetleniil hatnak az
immunrendszer tobb sejttipusara [8], valamint neutrofil granulocitakban fokozzak a
mieloperoxidaz aktivitasat, aminek fontos szerepe van az antibakterialis védelemben
[9]. Dolgozatomban egyes szteroid hormonok, valamint a mieloperoxidaz és inhibitora
hatasat vizsgaltam neutrofil granulocitak ex vivo baktériumolé képességére, valamint

egy szepszis allatmodellen.

I.1. Reaktiv oxigén szarmazékok és az antioxidans védekezo rendszer

1.1.1. A reaktiv oxigén szarmazékok keletkezése és fiziologias szerepe

A mitokondriumban zajlo termindlis oxidacio soran a sejtek altal felhasznalt oxigén,
mint végso elektronfelvevd, vizzé redukalodik. Egy oxigénmolekula négy elektront vesz
fel, bizonyos koriilmények kozott azonban csak részleges redukcid kovetkezik be.
Ilyenkor szuperoxid anion (O;’), hidrogén-peroxid (H;O;) és hidroxil-gyok (‘OH)
keletkezik, amelyeket reaktiv oxigén szarmazékoknak (reactive oxygene species, ROS)

neveziink [10].

A mikrobioldgiai agensek fagocitdzisa soran a neutrofil granulocitdkban fokozodik a
molekularis oxigén felhasznalasa és a ROS-ok termelddése, un. 1égzési robbanas
(respiatory burst) kovetkezik be [11]. Ennek els6 1épéseként molekularis oxigénbdl és

NADPH-bo6l a NADPH-oxidaz (NOX) enzim segitségével O, keletkezik [12]:
20, + NADPH - 20, + NADP* + H*

A NOX tobb alegységbdl all, amelyek a nyugvo sejtben a citoszol és a sejtszervecskék
¢és vezikulumok membranjai kozott oszlanak meg. A granulocita aktivacidjakor az
alegységek kotddnek egymashoz, €s kialakul az aktiv NOX enzim. A sejtszervecskék
fuzionalhatnak a sejtmembrannal, igy a termel6dé O, kijuthat az extracellularis térbe
vagy bejuthat a fagoszomaba, ahol igy felhalmozddnak a ROS-ok és megtadmadjak a
korokozot [12].

A Oy kiils6 elektronhéjan parositatlan elektront hordoz, igy igen nagy oxidoredukcios

készséggel rendelkezik. Az ilyen tulajdonsagii molekuldkat, atomokat €s ionokat szabad
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gyokoknek nevezziik [13]. A O, egy tovabbi elektron felvételével a szuperoxid-
dizmutaz (SOD) altal katalizalt reakcioban hidrogén-peroxidda (H20,) alakulhat [12]:

20, + 2H" > H,O, + O,

A SOD emldsokben harom izoformaban van jelen: a citoszolban a konstitutivan
expresszalt CuZnSOD, a mitokondriumban az indukalhat6 MnSOD, ¢és a

plazmamemrban felszinén az extracellularis SOD (ecSOD) [14].

A H,0,, bar erés oxidaldo hatasti, nem szabad gyok, féléletideje haromszorosa a
szuperoxidénak [15]. A H,O, 6nmagiban gyenge mikrobicid hatassal bir, de egy, a
mieloperoxiddz (MPO) katalizalta reakcidban kloridionnal erds baktericid hatasu

hipoklorossavat (HOCI) képez [12]:
ClI'+ H,0, = OCI" + H,O

A MPO egy hem tartalmu enzim, amely a csontveloben termelddik a mieloid
differencidcio sordn, és a neutrofil granulocitak elsédleges granulumaiban raktarozodik

[16].

A mikroorganizmusok elpusztitisa a sejtfal halogenaldsaval vagy aminosavainak

dekarboxilalasaval torténik:
R-CHNH,-COOH = R-CHO + CO, + NH3

A 1égzési robbands dnmagat korlatoz6 folyamat, amennyiben az oxigénfelhasznalas és
O, produkci6 az aktivacio utan 20-30 perccel csokkenni kezd, és 60 perc alatt mar csak
a kezdeti értékek toredéke. A MPO valosziniileg fontos szerepet jatszik ebben a NOX
gatlasan keresztiil. Tobb kutatocsoport eredményei szerint MPO deficiencidban
szenvedd betegek neutrofil granulocitaiban fokozott az oxigén felhasznéalas és a NOX
aktivitasa, tehat késik a 1égzési robbanas terminalasa [11, 17, 18]. Mivel az
antimikrobialis védelemhez elegendd egy rovid taldlkozas a mikroorganizmus ¢€s a
1égzési robbanas altal termelt toxikus agens kozott, a folyamat termindldsa nem
csokkenti a neutrofil microbicid képességét. Ugyanakkor igy megelézhetd a kornyezd

szovetek ROS-ok altali karosodasa [17].
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A szabad gyokok folyamatosan termelddnek aerob sejtekben, és intracelluléris jel6ld
molekuldkként szolgalnak mind fiziologias, mind patologias folyamatokban. Tranziens
termelOddésiik bizonyos hatarokon beliil elengedhetetlen a szervezet homeosztazisanak

fenntartasa céljabol [13].

1.1.2. A reaktiv oxigén szarmazékok patologias szerepe

Ha a neutrofil granulocita fagoszomaja még nem fliz6dott le teljesen a
plazmamembranrdl, amikor az elsédleges granulum Osszeolvad vele, akkor ennek a
tartalma (MPO, proteazok, defenzinek) részben az extracellularis térbe jut, ahol a ROS
produkcio folytatddhat [12]. Ha a ROS-ok termelédése meghaladja az antioxidans
védekez6 rendszer kapacitdsat, un. oxidativ stressz alakul ki. Ekkor a szabad gyokok az
oxidaci6 4altal molekuldris kérosodast okoznak a lipideken, fehérjéken ¢és
nukleinsavakon. Az indukalt biologiai hatasok valtozatos fenotipusos valaszokat
valtanak ki: génexpresszio aktivalasa, sejthalal, sejtproliferacid vagy annak gatldsa. Az
oxidativ kdrosodas fiziologias koriilmények kozott is észlelhetd, és szerepet jatszik az
oregedésben. A ROS produkcid6 tartds fokozddasa és a redox egyensuly egyidejii zavara
szoveti karosodashoz és kronikus gyulladasos allapothoz, ezaltal szamos
megbetegedéshez vezet. Egyre tobb bizonyiték szol amellett, hogy tobbek kozott a
diabetes mellitus, daganatképzddés, ateroszklerdzis, iszkémia-reperfiizidos karosodas,
neurodegenerativ betegségek patogenezisében az oxidativ stressznek fontos szerepe van
[13].

1.1.3. Az antioxidans védekez6 rendszer

A makromolekuladkat Osszetett antioxiddns halozat védi a ROS-ok kéros hatésaitol.
Ennek a rendszernek alkotoi a sejtek altal termelt antioxidans enzimek, tiol csoporttal
rendelkezd peptidek [pl. glutation (GSH), tioredoxin csalad] ¢és a taplalkozasi
antioxidansok (pl. C-, E vitamin, szelén, karotinoidok). Az enzimek, mint a SOD,
katalaz, glutation-peroxidaz (GPX) reakciok sorozataval alakitjak a ROS-okat stabilabb
molekuldkka, mint a viz és molekuléris oxigén. A kis molekulasulyti antioxiddnsok (pl.

GSH, NADPH, tioredoxin, E- és C vitamin, szelén) masodlagos antioxidans enzimekkel
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egylitt redox koroket alkotnak, amelyek az elsddleges enzimek miikodéséhez sziikséges
kofaktorokat termelik. A kis molekulasulyt antioxiddnsok emellett kozvetlen
gyokfogdként is funkciondlnak. A sériilt makromolekulak helyrehozatalaban kiilonb6z6
javito (repair) rendszereknek van szerepiik.

Az antioxidansok kozott sok az atfedés és egyiittmiikodés, és a kiilonb6z6 rendszerek
egyiittesen tartjak fenn az intracelluléris redox egyensulyt és csokkentik a ROS-ok altali

molekularis karosodast [13].

1. tablazat Antioxidansok osztalyozasa [19]

Enzimatikus antioxidansok
Elsédleges enzimek: szuperoxid-dizmutaz, kataldz, glutation-peroxiddz

Masodlagos enzimek: glutation-reduktaz, glukoz-6-foszfat-dehidrogendz

Nem enzimatikus antioxidansok
Asvanyok: cink, szelén
Karotinoidok: -karotin, likopin, lutein, zeaxantin
Kis molekulasulyu antioxidansok: tioredoxin, glutation, hugysav
Vitaminok: A-, C-, E-, K-vitamin
Szerves kén szarmazékok: allium, allil-szulfid, indolok
Antioxidans kofaktor: koenzim-Qo
Polifenolok Flavonoidok Flavonolok: kvercetin, kaempferol
Flavanolok: katechin, epigallokatechin-3-0-galldt
Flavanonok: heszperidin
Flavonok: krizin
Izoflavanoidok: genistein
Antocianidinek: cianidin, pelargonidin
Fenolsavak  Hidroxi-fahéjsavak: ferulasav, p-kumdrsav

Hidroxi-benzoesavak: galldt, ellagsav
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1.2. A szteroid hormonok mint antioxidansok

A szteroid hormonok a mellékvesekéregben (glukokortikoidok, mineralokortikoidok,
androgének), petefészekben (Osztrogének, progeszteron) és herében (androgének)
termelddnek, fizioldgias szereplik szamos anyagcsere folyamat szabalyozasa
(glukokortikoidok), a s6-viz haztartds egyensulyanak fenntartdsa (mineralokortikoidok)
¢s a nemi funkcidk szabalyozasa (androgének, 0sztrogének, progeszteron) (1. abra). A

szteroid szerkezetli hormonok egy része antioxidans tulajdonsaggal rendelkezik. Ennek

a teriiletnek széles a szakirodalma, ¢és sok ponton egymasnak ellentmondo
eredményekrdl szamolnak be.
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A szteroid hormonok a szervezet antioxidans védekezd rendszeréhez tobb szinten
kapcsolodhatnak (2. tablazat). Csokkenthetik a ROS-ok termelddését, semlegesithetik a
felesleges ROS-okat, fokozhatjak a cellularis antioxidans molekuldk, pl. a tioredoxin
aktivitdsat. A tioredoxin az egyik legaltalanosabb antioxidans molekula, szamos
folyamatban részt vesz a humén sejtben. Kozvetleniil hatdstalanitja a ROS-okat, mas
antioxidans enzimeknek elektrondonorként szolgél, transzkripcios faktorokat aktival.
Részt vesz a protein javitasban, feltekeredésben, stabilitdsban, az apoptozis ¢€s
sejtproliferacio szabalyozasaban [20]. Az androgének fokozzak a tioredoxin gén
expresszidjat [21, 22]. A 17B-6sztradiol (Ey) feltehet6leg az ERa receptoron keresztiil, a
nitrogén-monoxid szintdz (NOS) aktivalasaval, a cGMP jelatviteli uton fokozza a

tioredoxin expressziojat [23].

2. tablazat A szteroid hormonok antioxiddns hatdsadnak lehetséges mechanizmusai. A 3.
oszlopban felsorolt példakra a szovegben részletesebben kitériink.

ROS termel6dés

csokkentése NOX/xantin-oxidaz aktivitas | E,, progeszteron

ROS antioxidans enzimek aktivitasa 1 SOD: E,, progeszteron, tesztoszteron

semlegesitése . .
katalaz: progeszteron, kortikoszteron,
tesztoszteron
GPX: E;

eNOS aktivitasa 1 = NO termelddés 1 E,

antioxidans molekuldk aktivitasa 1

tioredoxin: E,, androgének

GSH: progeszteron

,»A” gyiiriin fenolos hidroxil csoport

E,, 17a-6sztradiol

A szteroid bioszintézis koztitermékeinek és végtermékeinek nagy része [pl. Ep,
progeszteron, tesztoszteron, 18-hidroxi-deoxikortikoszteron, kortikoszteron, kortizol,
dehidroepiandroszteron (DHEA) és szulfatja (DHEAS)] csokkenti a humén neutrofil
granulocitak O, termelését, mig masokra ez nem jellemz6 (pl. aldoszteron, kortexolon)
[5, 6]. Emellett a kortizol és szintetikus glukokortikoidok, mint a dexametazon és
prednizolon mononuklearis sejtekben és aorta simaizomsejtekben is csokkentik a Oy

felszabadulast [24, 25].
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Mivel a ROS legfébb forrasa a NOX, ennek gatlasaval javul az antioxiddns statusz.
Endothelsejtekben az E, fiziologias koncentracioban csokkenti a NOX gp91phox
alegységének expressziojat és a NOX enzim aktivitdsat [26]. Human neutrofil
granulocitikban ezzel szemben a progeszteron 10® M koncentracioban csokkenti a
NOX génexpressziojat [27]. Az  0Osztrogénhianyos  allapotokban, mint a
posztmenopauzaban a NOX p22phox és p67phox alegységének expresszidja fokozott az
ér simaizomsejtjeiben. Mig az Osztrogén potlasaval ez megeldzhetd, progeszteron
kezelés hatasara ugyanezen alegységek expresszidja és a NOX aktivitdsa is nd, ami
ROS-ok termelddéséhez vezet [28]. Az Gsztrogénekhez hasonléan a glukokortikoidok
(dexametazon, kortizol, prednizolon, 107 M) is csokkentik a simaizomsejtek O,
termelését. A dexametazon downregulalja a p22phox alegység expresszidjat a
glukokortikoid receptor antagonista RU486 altal feloldhatd6 moddon, igy a
génexpresszios hatds feltehetdleg a glukokortikoid receptoron keresziil valosul meg
[24]. Ezzel szemben a kortikoszteron egér peritonealis macrophagokban 10-10%° M
koncentracidban gyorsan csokkenti a Oy termelést RU486 éltal nem visszafordithato
moédon, tehdt nem a szokdsos genomikai uton, hanem egy specifikus
membranreceptoron és jelatviteli kaszkadon keresztiil. Ezt tdmasztja ald az is, hogy
BSA-hoz kotott, membran impermedbilis kortikoszteronnal is elérhetd volt ez a hatas
[29].

A glukokortikoidok a p22phox downregulalasan kiviil egyéb tton is csdkkentik a ROS
termelést, pl. érfal simaizomsejtekben gatoljak a foszfolipdz Aj-t, ami néhany
sejttipusban elengedhetetlen a O, termeléshez [24].

A glukokortikoidokkal ellentétben egyes vizsgalatok szerint a tesztoszteron &s
norgesztrel (107 M) nem gatolja a O, produkciot humén aorta simaizomsejtekben [24].

Ezzel szemben neutrofil granulocitakban a tesztoszteron csokkenti a O, termelést [5].

Egyes szteroid vegyiiletek néhany szerkezetbeli jellegzetessége alkalmas a tobblet ROS
semlegesitésére. Az E,, az ismert antioxidans a-tokoferolhoz (E-vitamin) hasonldan
fenolos vegyiilet. Hatasszerkezeti vizsgalatok szerint a szteroid molekula A gytr{ijének
ezt a hidrogén atomot leadva semlegesiti a ROS-okat (2. abra). Az E, gyokfogo hatasa

receptortdl fiiggetlen modon valdsul meg, mivel (1) 6sztrogén receptort nem hordozo
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sejteken is kimutattdk, (2) a hatdshoz a fiziologiasndl nagyobb koncentracidra van
szlikség, (3) az Osztrogén receptorokhoz nem kotddo 17a-osztradiol is rendelkezik
gyokfogd tulajdonasggal (4) €s az RNS szintézist gatlo aktinomicin D nem blokkolja az
E, védé hatasat. Ezzel szemben a fenolos A gytirivel nem rendelkezd szteroid
hormonok, mint a tesztoszteron, dihidrotesztoszteron, progeszteron, kortikoszteron,

prednizolon és aldoszteron nem védik a sejteket az oxidativ karosodastol [30—32].

a-tokoferol

17a-0sztradiol

2. abra A szteroid alapvaz, a 178-6sztradiol, 17a-0sztradiol és az a-tokoferol szerkezeti képlete

A ROS-ok semlegesitésének masik modja a nitrogén-monoxid (NO) serkentése. Az NO
szamos anti-atherogén hatasa mellett a T-sejt proliferacid gatlasaval csokkenti a lokalis
gyulladasos reakciokat és véd a bakterialis invazio ellen [33]. Az NO szuperoxiddal
peroxinitritet képez, ami semlegesiti a tobblet ROS-ot, ugyanakkor maga is igen reaktiv
oxidald ¢és nitrdlo hatdsu szabad gyok. Az Osztrogének a plazmamembranon taldlhato
ERB-n keresztiil fokozzdk az NO termelddését az endothelialis NOS (eNOS),
indukélhat6 NOS (iNOS) és a neurondlis NOS (nNOS) aktivalasaval mind idegsejteken,
mind nem neuronalis sejteken. Emellett az eNOS expresszio E; altali upregulacigjat is
leirtak [4]. A tesztoszteron hatasa az NO termelésre nem egyértelmii. Makrofagokban

fiziologias koncentracioban androgén receptoron hatva csokkenti az iNOS gén mRNS-
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ét és az iINOS fehérje szinteket, ¢s igy az NO felszabaduldst. Ez hozzajarulhat a
férfiaknal ismerten magasabb trombozis rizikohoz [33]. A dexametazon szintén gatolja

az iNOS gén expressziojat [33].

A ROS elimindciojaban részt vevd enzimek aktivitasat és génexpresszidjat is
befolyasoljak egyes szteroid hormonok. Az E; patkany vaszkularis simaizomsejtekben
10® M koncentracioban ndveli a MnSOD és ecSOD mRNS expressziojat és aktivitasat
receptor medialt uton [34]. Neutrofil granulocitikban viszont E; kezelés (10'8 M) utan
az ecSOD ¢és CuZnSOD expresszié nem valtozik, mig a MnSOD expresszio né [27]. A
progeszteron ugyanakkor vaszkularis simaizomsejteken fiziologias koncentracioban (10
®*M) a progeszteron receptoron keresztiil downregulalja a MnSOD ¢és ecSOD mRNS
expresszidjat és enzim aktivitasat [28]. A CuZnSOD, a GPX és a katalaz expresszidja
nem valtozott sem E,, sem progeszteron kezelés hatasara [28, 34]. Erendothel sejtekben
az E, fiziologids koncentracioban (10°-107 M) nem befolyasolja a MnSOD
expresszidjat sem [26]. Hippocampalis sejtekben nagy dozisu (10° M), 24 oras
progeszteron kezelés hatasara n6 a katalaz aktivitas [35].

A progeszteron csokkentheti az oxidativ stresszt a membranstabilizal6 hatasan keresztiil
is. Patkédnyokban iszkémia/reperfiizid esetén a progeszteron kezelés neuroprotektiv
hatasu, emeli a GSH szintet és csokkenti a lipidperoxidaciot [36]. Alacsony dozisban,
kronikusan adva a progeszteron fokozza a SOD aktivitast és a GSH szintet patkanyok
gyomor nyalkahartydjaban, magasabb dozisban ugyanakkor ezek a paraméterek
csokkennek. Mivel a magasabb dozisu kezelés hatasat mifepristonnal, egy progeszteron
receptor blokkoloval ki lehet védeni, a hatas valdsziniileg progeszteron receptorokon
keresztiil valosul meg, mig alacsony dozisu kezelés soran a progeszteron koncentracio

feltehetdleg nem éri el a receptorialis pro-oxidans hatashoz sziikséges értéket [37].

In vivo vizsgalatok szerint a plazma GPX aktivitds eumenorrhoeas néknél magasabb,
mint amenorrhoedsoknal, és 0Osztrogén kezelés hatasara az eumenorrhoedsokéhoz
hasonl6 szintre fokozodik [38]. Az idésebb ndstény patkanyoknal tobb szervben észlelt
alacsonyabb CuzZnSOD aktivitas kombinalt Gsztrogén-progeszteron potlas utan jobban

emelkedik, mint csupan Osztrogén potlasra [39]. Fiatal néstény patkanyokban a
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majsejtek mitokondriumaban magasabb a GPX ¢és MnSOD génexpresszid ¢és
enzimaktivitas, valamint kisebb a H,O, produkcio, mint azonos életkort himekben [40].
A tesztoszteron szerepe az antioxididns védelemben vitatott. Egerek majaban és
prosztatdjaban tesztoszteron kezelés hatasara csokken az antioxidans enzimek (SOD,
katalaz, GSH-reduktdz, GSH S-transzferaz) aktivitasa, és ennek megfelelden fokozott a
lipidperoxidacié ezekben a szervekben [41]. Ezzel szemben neutrofil granulocitakban a
tesztoszteron kezelés fizioldgias koncentracioban (10'8 M) csokkenti a O, produkciot és
fokozza a GSH-reduktaz aktivitast, mig a GPX, katalaz, teljes SOD és MnSOD aktivitas
nem valtozik [5, 42]. Ennek ellentmond, hogy a MnSOD expresszioja nd tesztoszteron
kezelés hatasara neutrofilekben [27]. Patkanyok kisagyi szemcsesejtjeiben tesztoszteron
hatasara (10° M) né a katalaz aktivitas, javul a sejtek ellenalloképessége az oxidativ
stresszel szemben. Az androgén receptor antagonista flutamid adéasara a védd hatas
elmarad, ami androgén receptor altal medialt mechanizmusra utal [43]. Az androgén
prekurzor DHEA ¢és DHEAS in vivo patkany modellen antioxidans hatastinak bizonyult
[44].

A glukokortikoidok antioxidans tulajdonsagait viszonylag kevesen vizsgaltak a
szakirodalomban. A legfébb glukokortikoid hormon emberben a kortizol, ami
immunszuppresszans hatast, és glukokortikoid receptorokon keresztiil részt vesz a
szénhidrat, fehérje és zsirsav anyagcsere szabalyozasaban. A kortikoszteron az
aldoszteron szintézis koztiterméke, emberben plazmakoncentracioja 10-20-szor
alacsonyabb a kortizolénal és nincs ismert specifikus szerepe. Ragcsalokban ez a 6
stresszhormon [45]. A dexametazon a kortizolnal 25-szOr erdsebb szintetikus
glukokortikoid, elhanyagolhatdé  mineralokortikoid hatassal. Az  orvoslasban
immunszuppresszansként ¢és gyulladascsokkentdként alkalmazzédk. A kortizolhoz
hasonléan glukokortikoid receptorokon hat.

A glukokortikoidok kiilonb6zd szdvetekben valtozatosan befolydsoljadk az antioxidans
enzimek aktivitasat. A dexametazon 107 M koncentracioban érfal simaizomsejtekben
nem befolyasolja a SOD aktivitasat [24]. Patkany tiidében, vesében, lépben és
vazizomban dexametazon kezelés utan fokozodik, mig a szivben, nyirokcsomdban és
csecsemOmirigyben csokken a katalaz aktivitas [35].

Ex vivo dexametazon kezelés (5,1x10'3 M) patkany makrofagokban csokkenti a MnSOD
és GPX aktivitast, mig patkanyok in vivo (5 mg/ttkg) kezelésekor a csokkent MnSOD
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aktivitdas mellett a macrophagok GPX ¢és katalaz aktivitasa né [46]. Hippocampalis
neuronokban hosszua tavi (24h) dexametazon kezelés 10 M dézisban fokozza a katalaz
aktivitast. Alacsonyabb dozisu (10'7 M) kortikoszteron és 6-metilprednizolon csak révid
tava (1-3h) hatést fejt ki a kataldz aktivitasra. Ezzel szemben a GSH termelddés
elsdsorban hosszu ideji dexametazon kezelésre emelkedett, de a kortikoszteron a GSH
szintet nem befolyasolja [35]. Gliasejtekben a dexametazon és kortikoszteron (107 M)
csak hosszu tava kezelés utan fokozzak a katalaz aktivitast, mig a GSH szint rovid
tavon is valtozik [35]. Kisagyi szemcsesejtekben nagy dozisi dexametazon csokkenti a
katalaz aktivitast [43]. Tehat a glukokortikoidok a kozponti idegrendszerben a
szteroidtol, dozistol és a kezelés idétartamatol fiiggéen valtozatosan szabalyozzak a

katalaz aktivitast és GSH szintet.

Bar a kortizolt leginkabb a stressz f6 biomarkereként és pro-oxidansként emliti az
irodalom, felmeriilt az is, hogy részt vesz a SOD aktivitdsanak szabalyozasaban. Rhesus
majmokban megfigyelték, hogy a CuZnSOD aktivitasa a vorosvértestekben a kortizollal
¢s DHEAS-tal jol korrelald napi ingadozast mutat. A legmagasabb SOD aktivitast 10
orakor, a legalacsonyabbat 22 érakor mérték. Ahogy a kortikoszteroidok hatasara reggel
a szervezet felébred, és fokozodik a 1€gzés, az intenzivebb oxigénfelhasznalas altal a
ROS-ok szintje is n6é. Lehetséges, hogy ez valtja ki a SOD expressziojanak fokozodasat.
Oregedé éllatokban a SOD aktivitas ritmusa ellapul, hasonloan a cortizol és DHEAS
ritmusdhoz. Embereknél is ismert a SOD napi ingadozédsa, és patkanyok néhany
szovetében a SOD génexpresszidjanak cirkadian ritmusat is leirtak [47].

Ezzel ellentétben hiperkortizolizmus esetén Cushing-szindromas betegekben a plazma
kortizol szint negativan korrelal a vorosvértest CuZnSOD aktivitdsaval. A betegekben
az alacsony SOD aktivitas és magas malondialdehid (MDA) szint oxidativ stressz
jelenlétére utal, ami egybevag azzal az ismert jelenséggel, hogy Cushing-szindromaban

n6 az érelmeszesedés rizikoja — feltehetdleg az oxidativ stressznek koszonhetéen [48].
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1.3. A tibolon antioxidans tulajdonsagai

A tibolon a norethynodrel 17-metil szarmazéka, 1988 ota hasznaljak a valtozokor
tiineteinek kezelésére ¢és a menopauzalis csontvesztés megeldzésére. A molekula
szerkezetét és hatdsmechanizmusét tekintve eltér mind az Osztrogénekt6l, mind a
szelektiv dsztrogén-receptor modulatoroktél (SERM). A szteroid alapvazrodl hidnyzik az
Osztrogénekre jellemzd fenolos hidroxilcsoport, ezért kozvetleniil nem kotddik az
Osztrogén receptorokhoz. Oralis alkalmazéasat kovetéen azonban gyorsan
metabolizalodik harom vegyliletté: 3a-hidroxitibolonnd, 3B-hidroxitibolonnd és A*-
tibolonna. A 3-as helyzetli hidroxilcsoportot tartalmaz6 szarmazékok a maj és bél 3a- és
3B-hidroxiszteroid-dehidrogendaz (HSD) segitségével keletkeznek, és receptor medialt
Osztrogén hatassal birnak. A A’-tibolon kozvetleniil a tibolonbél vagy a 3B-
hidroxitibolonbdl keletkezik a 3B-HSD-izomerdz katalizalta reakcidoban (3. abra), és
progeszteron- ¢és androgén-receptorokat aktival. Egyik metabolit sem kotddik
glukokortikoid-receptorokhoz [49]. Az emlitett tibolon szarmazékok kb. 80%-a inaktiv
mono- vagy diszulfatalt formaban van jelen a keringésben. Ezekbdl folyamatosan
képzdédhetnek az aktiv 3-hidroxi metabolitok a szulfataz enzim segitségével [50] (4.

abra).

OH
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3. abra A tibolon metabolizmusa. HSD: hidroxiszteroid-dehidrogenaz ([49] alapjan).
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4. abra A tibolon szulfatalt metabolitjainak szerkezeti képlete

A metabolitok 6sztrogén receptor aktivacio Utjan hatnak a csontra, agyra, hiivelyre és a
keringési rendszerre. Bar a csontszovet sejtjei Osztrogén, progeszteron és androgén
receptorokat is tartalmaznak, a tibolon csontvédd hatasa feltehetdleg kizardlag
Osztrogén receptorokon keresztiil valosul meg [51]. A tibolon pozitiv hatasait az agyra
¢és hiivelyre valoszintileg szintén a hidroxi metabolitok révén éri el, bar ezt in vivo

kisérletekkel még nem tamasztottak ala.

A tibolon antiatheroszklerotikus hatast kozvetlentiil az érfalban. A két hidroxi metabolit
Osztrogén receptor medialt Gton csokkenti az érfalban az endothelsejtek VCAM-I és E-
szelektin sejtadhézios molekulak expressziojat [52], és a MAPK regulacidja altal gatolja
a simaizom sejt proliferaciot [53]. Simoncini és mtsai szerint a tibolon, a 3a-
hidroxitibolon és a 3B-hidroxitibolon humén ko6ldokzsindér véna endothel sejtekben
stimulalja az eNOS-t és az NO felszabadulast. Ez a hatids 0sztrogén receptorokon,
egyrészt gyors, nongenomikus uton, masrészt az eNOS génexpresszio serkentése révén
valosul meg. A 3a-tibolon-szulfat és 3a-17B-tibolon-diszulfat kisebb mértékben
stimuldlja az NO-szintézist, a A*-tibolonnak nincs ilyen hatasa [53]. Posztmenopauzas
ndk tibolon kezelése a hagyomanyos 0sztrogén-progeszteron tartalmu hormonpaétlashoz

képest hasonld mértékben csokkenti a plazma endothelin koncentraciot ([54], idézi:
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[55]). A tibolon plazmalipidekre valo hatasa kettés: mind a HDL-koleszterin, mind a
lipoprotein(a) és a trigliceridek szintjét csokkenti [56], de a HDL részecskék koleszterin
eltavolitd kapacitdsa nem romlik. Idés ovariektomizalt patkdnyokban tibolon kezelés
hatasara az LDL ¢és HDL szint emelkedett, a triglicerid koncentracido csokkent az
aloperalt kezeletlen és ovariektomizalt, sztradiol-valerattal kezelt csoportokhoz képest
[57]. Ovariektomizalt, koleszterindis tapon tartott nyulaknal a tibolon kezelés
dozisfiiggé modon akadalyozza az érelmeszesedés kialakulasat [58], és human
vizsgalatokban is csokkenti az arteria carotis meszesedésének mértékét. Osszességében

a tibolon kezelés nem noveli a sziv-érrendszeri betegségek rizikojat [53].

A tibolon és szarmazékai a receptorialis hatdsok mellett az 6sztradiol metabolizmusaban
részt vevd enzimek aktivitasat is szabdlyozzdk. Ez a hatds szintén szovet-szelektiv
moédon  valésul meg: egyes szoveteket stimuldlnak, masokat nem. Ezért az
Osztrogénektdl és SERM-t6l megkiilonboztetve un. szelektiv szoveti 6sztrogén aktivitas
regulatorként (STEAR: Selective Tissue Estrogenic Activity Regulator) klasszifikaljuk
[59].

A csonttal és kardiovaszkuléris rendszerrel ellentétben az endometriumban és az
emlében nem kivénatos az Osztrogén hatas. Ugy tiinik, ezekben a szdvetekben a
tibolonnak az 6sztrogénnel ellentétes hatdsa van. Az emlében a tibolon és a A*-tibolon
serkenti az Osztradiolt dsztronnd konvertalo II. tipustt 178-HSD-t, valamint az §sztront
Osztron-szulfatta alakité szulfotranszferazt [60, 61], idézi [49]) A masik oldalrdl a
tibolon a szulfatalt metabolitokat aktivald szulfataz gatlasaval is ezt a hatast éri el. Az
endometriumban a szulfatdz kisebb mértékben gatlodik, mint az emlében. Ugyanakkor a
csontban a tibolon nem gatolja a szulfatdzt, ami valdsziniileg az adott sejttipusok
fiziologias kiilonbségeinek (pl. pH, fehérje kdlcsonhatasok) €s a tibolon intracellularis
megoszlasanak koszonhetd [50]. Az endometriumban a A*tibolon progesztagén
aktivitdsa is gatolja az Osztrogén 4altal kivaltott sejtproliferaciot. Az emlében a
progesztagén hatas kevésbé kifejezett. Tehdt a tibolon az emlében és az
endometriumban enzimregulacid révén kevésbé aktiv vagy inaktiv Osztrogének
képzddésének iranyaban hat, emellett az endometriumban jelentds a progesztagén

aktivitas [49].
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A tibolon szerepe az oxidativ és antioxidans folyamatokban még nem tisztazott. Huméan
emléréksejtekben a tibolon és két metabolitja, a 3B-hidroxitibolon és a A*-tibolon magas
koncentracioban (10'6 M) fokozza a katalaz aktivitasat és gatolja a sejtnovekedést [62].
Human koldokzsinor véna endothel sejtekben a tibolon, a hidroxi metabolitok, és
gyengébben a 3a-tibolon-szulfat ¢és 3a-17B-tibolon-diszulfat serkenti az NO
felszabadulast [53], és tibolonnal kezelt posztmenopauzas ndék plazma NO szintje
magasabb a placebo csoporténal [55]. DeAguitar és mtsai patkanyok agyaban vizsgaltak
a tibolon antioxidans kapacitasat. Ovariektomizalt, 12 hetes tibolon kezelésben részestilt
patkédnyok agykérgében alacsonyabb az antioxidans kapacias, mint az aloperalt kontroll
csoportban, viszont magasabb, mint az Gsztradiol-valerattal kezelt csoportban. 1dés
ovariektomizalt allatok hippocampusaban a tibolon csékkenti az antioxidans kapacitast
az ovariektomizalt, kezeletlen kontrollhoz képest. Osszességében a tibolon kezelés
egyik iranyban sem befolyasolta jelentdsen az oxidativ allapotot [57]. Egy masik
kutatdcsoport szerint 6zonszennyezésnek kitett him patkanyokban a tibolon megeldzte a
lipidek és fehérjék oxidativ kérosodasat a kdzponti idegrendszerben. 60 napos tibolon
kezelés (1 mg/ttkg) hatdsara az 6zon altal kivaltott MDA szint emelkedés és SOD
aktivitdas csokkenés mérséklodott a hippocampusban [63]. Egy human klinikai
vizsgalatban tibolon kezelésben részesiild posztmenopauzas ndknél mérték az oxidativ
stressz €s antioxidans valasz markereit. Posztmenopauzaban a plazma aszkorbinsav, a-
tokoferol, tiolok és vorosvértest GSH szint szignifikdnsan csokkent, a plazma MDA
szint emelkedett a premenopauzas n6khoz képest. 6 havi tibolon kezelést kovetben az a-
tokoferol szint szignifikdnsan emelkedett, a lipidperoxidacidé csokkent a kezeletlen
csoporthoz viszonyitva [64]. Kimutattak, hogy a 2-hidroxiGsztron, egy Osztrogén
bomlastermék in vitro gyorsan reagal a tokoferoxil gyokkel, és helyreallitja a
szubsztitualt tokoferolt. Az Osztrogének ¢€s hormonpotld gyogyszerek valosziniileg
részben a tokoferol regeneracidja révén fejtik ki antioxidans hatasukat [65]. Erdekes
modon ndstény patkanyok majan, ex vivo vizsgalva a tibolon inkabb pro-oxidansként
viselkedett, fokozta a lipidperoxidaciot, csokkentette a GSH szintet, mig a GPX, katalaz
¢s SOD aktivitds nem valtozott. Majsejtekbdl izolalt mitokondriumokban a tibolon
gatolta a NADH oxidaciot és az elektron transzportot, csokkentette a GSH szintet. Ezen
adatok szerint a tibolon kezelés fokozza a zsirmdj és a steatohepatitis rizikdjat,

kiilondsen posztmenopauzaban, amikor a lipid anyagcsere kedvezdtleniil valtozik. A
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vizsgalatban a human terapias vérszintél (10° M) magasabb koncentracioban (2,5-10 x
10° M) adagoltik a tibolont. Mivel azonban az oralisan bevitt tibolon portélis
koncentracidja magasabb, mint a periférian mért terapias vérszint, szamolni kell a

potencialis majkarosito hatassal [66].

1.4. A mieloperoxidaz szerepe az antioxidans védelemben

Annak ellenére, hogy a MPO szabad gyokoket termeld reakciot katalizal, részt vesz a
neutrofilek O, produkcidjanak terminalasaban is [9, 17]. Kutatdcsoportunk korabbi
eredményei szerint a MPO-zal és az altala katalizalt reakcio végtermékével, a NaClO-
dal kezelt human neutrofil granulocitdkban csékken a O, termelés, valdsziniileg a NOX
negativ feedback-szer(i gatlasa miatt [9].

Néhany szteroid hormon szerepet jatszik a MPO aktivitasanak szabalyozasaban.
Posztmenopauzas ndknél ¢és iddsebb férfiaknal alacsonyabb a plazma MPO
koncentracio és a neutrofilek intracellularis MPO aktivitasa, mint fiataloknal. Emellett
néknél hormonpo6tld kezelés hatdsara a MPO felszabadulas és az intracellularis MPO
aktivitas fokozodik [18]. Ex vivo koriilmények kozott az E,, tesztoszteron, kortizol és
progeszteron 2 dras inkubacié utan, 107 koncentracioban csokkenti a Oy felszabadulast.
A non-szteroid gyulladasgatld indometacin erés MPO inhibitor, kozvetleniil gatolja a
MPO klorinéald aktivitdsat. A szteroiddal és indometacinnal kezelt sejtek O,  termelése
jelentdsen emelkedett a csak szteroiddal kezelt sejtekéhez képest. Tehat feltételezhetd,
hogy az emlitett szteroid hormonok antioxidans hatasa legalabbis részben a MPO
aktivitds fokozéasan keresztiil valosul meg, illetve az indometacin kezelés jotékony

hatassal lehet a neutrofilek baktericid aktivitasara [9].
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1. Célkitiizések

A szteroid szerkezetli hormonok pontosabb hatdsdnak megismerése érdekében
dolgozatomban a kovetkez6 kérdésekre kerestem a valaszt:

1. A posztmenopauzds hormonpotlasra haszndlt szintetikus szteroid, a tibolon és
metabolitjai hogyan befolyasoljak aktivalt human neutrofil granulocitdk szuperoxid
termelését ex vivo?

2. Az izolélt granulocitdkon antioxidans hatdst mutatd kortizol és kortikoszteron ezen

tulajdonsaga in vivo koriilmények kozott is megmutatkozik?

A mieloperoxidazzal és ennek aktivitasara hat6 szteroid hormonokkal és indometacinnal
végzett korabbi kutatdsok folytatdsaként az alabbi kérdések meriiltek fel:

3. Hogyan hatnak egyes antioxidans szteroid hormonok, a MPO ¢és az indometacin
izolalt és fert6zott granulocitak baktericid funkcidjara?

4. Hogyan befolyasolja az indometacin, Osztradiol és tesztoszteron kezelés a

gyulladédsos paramétereket és a bakteriémidt patkdny szepszis modellen?
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I11. Mddszerek

I11.1. Vizsgalatok human neutrofil granulocitakkal

I111.1.1. A tibolon és szarmazékainak hatasa a szuperoxid termelésre
HI.1.1.1. Vizsgalati egyének és sejtizolaldas

Osszesen 10 (férfiak és nok), 28-46 éves egészséges Onkéntest — orvosokat és
orvostanhallgatokat — vontunk be. A vizsgidlatok a Semmelweis Egyetem
Regonalis, Intézményi Tudomanyos ¢€s Kutatasetikai Bizottsaga (TUKEB) engedélyével
torténtek. A donorok nem dohanyoztak, nem szedtek rendszeresen gyogyszert, nem volt
ismert betegségiik, és hozzajarultak a vizsgalatban valo részvételhez. Reggel 8-9 ora
kozott éhomi vérvétel tortént EDTA tartalmu, vakuum elven mikodo, zart vérvételi
csovekbe. Ezt kovetden a neutrofil granulocitakat két oran beliill izolaltuk a

kovetkezdkben leirt modon.

A teljes vért Histopaque-ra (Sigma, St. Louis, MO, 1077-1) rétegeztik és a
vorosvértesteket egy oran at llepitettik. A vért ezt kdvetéen 63 ill. 72%-0s Percoll
gradiensen (Sigma, P-1644) 25 percig, 20°C-on, 300x g fordulatszdmmal centrifugaltuk.
Az igy kiilonvalt granulocitdkat kétszeri pufferes atmosas utan 220x g fordulatszamon
centrifugaltuk. A leiilepedett sejteket néhany milliliter Hank’s pufferben (Sigma, H-
8264) felvettiik, majd Tiirk oldat felhaszndlasaval sejtszamlalast végeztiink. Az oldat

crcr

111.1.1.2. A sejtek kezelése tibolonnal és szarmazékaival

A granulocita szuszpenziokat két oOran keresztiil inkubaltuk 37°C-on a kiilonb6z6
hatéanyagok jelenlétében. A kovetkezd hormonokkal végeztiik a kezeléseket, harom
kiilsnbdzé koncentracioban (107, 10%, 10° M): tibolon, 3a-hidroxitibolon, 3B-
hidroxitibolon, A*tibolon, 3a-tibolon-szulfat, 3a-178-tibolon-diszulfat, 3B-tibolon-
szulfat, 3B3-17B-tibolon-diszulfat, valamint referenciaként 6sztradiol (Sigma). A tibolon
metabolitokat a gyarté szolgaltatta. Kontrollként hormonok hozzaadasa nélkiil, de

egyébkeént azonos koriilmények kozott inkubalt sejteket hasznaltunk.
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111.1.1.3. A sejtek szuperoxid termelésének mérése

A neutrofil granulocitak aktivalasahoz fMLP-t (N-formyl-Met-Leu-Phe, Sigma)
hasznaltunk. Az N-formilalt peptidek bakterialis fehérje degradacié soran keletkeznek,
receptora egy G-proteinhez kotott receptor, melynek stimulélésa aktivalja a foszfolipaz-
C-t. A keletkez6 masodlagos jelatvivok, a diacilglicerol és inozitol-trifoszfat aktivaljak
a protein kinaz-C-t és kalciumiont mobilizalnak az intracelluldris raktarakbol. Az
intracellularis kalciumszint novekedésének kovetkezménye a szabad gyok termeld
enzimeket tartalmazd granulumok fuzidja a fagoszomadval, illetve a granulumok

exocitozisa (degranulacio) [67].

Az fMLP stimulaciot kovetéen a kibocsatott szuperoxid gyokot a ferricitokrém-c
redukcidjanak fotometrias mérésével mutattuk ki [68]. A hormonokkal tortént
inkubéciot kovetden a fehérvérsejt oldatokat 1 ml-es fotometrias kiivettakba helyeztiik
és 10 pl (24 pg) citokrom-c-t (Sigma) adtunk hozzi. A reakciot 10° M fMLP
hozzaadasaval inditottuk el. Ezt kdvetden azonnal, majd 5 percen keresztiil percenként
mértiik a citokrom-c redukcigjat Hitachi U-2001 tipusu spektrofotométerrel 550 nm-en,
24°C-on, tiszta Hank’s oldatot tartalmazd vakkal szemben. A nagyobb szuperoxid
termelés erdsebb redukciot, nagyobb optikai denzitasvaltozast (AOD) eredményezett. A
legmagasabb AOD-t a stimul4ci6 utan 5 perccel mértiik. A citokrom molaris extinkcios
koefficienséb8l (2,1x10* M?*cm™) és a sejtszamboél kiindulva atszamitottuk a AOD
értékeinket, és az eredményeket ,,nmol szuperoxid anion /10° sejt”-ben adtuk meg [69].
A jobb 0Osszehasonlithatésdg érdekében a kiilonb6zd szteroidok esetén mért

eredményeket a kontroll szadzalékaban adtuk meg.
I1.1.1.4. A vizsgadlt hormonok hatdsa a xantin — Xantin-oxidaz rendszerben

Az ex vivo eredmények alatamasztasara a vegyiileteket egy sejtmentes O, termeld
rendszerben, a xantin — xantin-oxidaz reakcidban is vizsgaltuk. A xantin-oxidaz a
xantint hugysavva oxidalja, mikozben a molekuldris oxigén szuperoxid anionnd vagy
hidrogén-peroxidda redukaloédik [70]. A reakcidelegy 0,05 U/ml xantin-oxidazt
(Sigma), 0,5 mM xantint (Sigma) és 0,2 mM EDTA-t tartalmazott 100 mM K-foszfat
pufferben (pH 7,8). A hormonokat 107 M koncentracioban vizsgaltuk. A szuperoxid
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termelést a fentiekhez hasonldan, a citokrom-c redukciojaval mértiik 550 nm-en, 6

percig.
111.1.1.5. Statisztikai analizis

Az egyes kezelések €és a kontrollok Osszehasonlitasat az altalanos linearis modellel
(General Linear Models, SAS 8.2 statisztikai szoftver, Cary, NC) ¢s Dunnett probaval
végeztiik. A szignifikancia szintet p < 0,05-nél hataroztuk meg. Az eredményeket atlag

+ standard hibaként adtuk meg. A hibasavok az egyének kozti hibakat mutatjak.

111.1.2. Az indometacin és egyes szteroid hormonok hatasa az intracellularis

baktérium olésre
I11.1.2. 1. Vizsgalati egyének és sejtizoldlas

A vizsgalatban 6sszesen 11 (6 férfi és 5 nd), 23-40 éves egészséges Onkéntestol vettiink
vért, majd a granulocitdkat izolaltuk a II.1.1.1. pontban leirtaknak megfeleléen. A

sejtkoncentraciot 5x10%/ml-re allitottuk be.

111.1.2.2. Az Escherichia coli opszonizdcidja

A vizsgalathoz E. coli O111:K58 torzset hasznaltunk. A baktériumtorzset egy éjszakan
at 37°C-on véresagaron tenyésztettiik. Egy kacsnyi baktériumot feloldottunk 200 pl
Hank’s pufferben, majd négy csepp antitest hozzdaddsa utan a szuszpenziét 37°C-on
inkubéltuk 30 percen keresztiil. Az antitestet az Orszdgos Epidemioldgiai Kdzpont

kifejezetten az E. coli O111:K58 torzsre allitotta eld.

111.1.2.3. A granulocitik kezelése

crer

Az 5x10%ml koncentracioju granulocita sejtoldatbél 400-400 ul-t (2x10°%) 2 6ran
keresztiil, 37°C-os vizfiirdében inkubaltunk indometacin (10 pg/ml, Sigma, 17378),
MPO (71 ng/ml, Merck, 475911), 178-6sztradiol (10 M, Sigma, E8875) vagy kortizol
(10'8 M, Sigma, H4001) jelenlétében. A kontroll sejteket hozzdadott hatdbanyag nélkiil
inkubaltuk hasonlé modon. Az inkubéaciot kdvetéen a neutrofileket 2x107 opszonizalt

E.coli baktériummal hoztuk 6ssze, majd az elegyet tovabbi 30 percre visszahelyeztiik a
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vizfiirddbe. 1-1 ml jéghideg Hank’s puffer hozzdaddsa utin az elegyet 6000/min
fordulatszamon 7 percig centrifugaltuk. A feliiluszé ledntése utan az iiledék sejteket
megfestettilk 200 ul (1,44 ml/100 ml Hank’s puffer) acridin narancs festékkel (Sigma,
A6014). Egy perc mulva a keverékeket 1 ml jéghideg Hank’s oldattal 10 000/min
fordulatszamon, 5 percig centrifugaltuk. A feliiluszot eltavolitottuk, és az iiledék

sejtekben vizsgaltuk a bakterialis killinget.
111.1.2.4. Az intracelluldris baktériumolés vizsgdlata

Az acridin narancs csak az elhalt baktériumokat festi meg, amelyek UV fényben
narancssargan fluoreszkéalnak. A vizsgéalatokat tobbszor megismételtiik, a bakterialis
killinget UV mikroszkép (Leica, DMRB DIC) alatt vizsgaltuk. Az eldlt baktériumokat
tobb latdtérben megszamlaltuk. A kiilonb6zé hatdanyagokkal kezelt granulocitak
baktériumolésének értékelésére két rendszert allitottunk fel. Az egyik a kontroll
szazalékaban fejezi ki a baktériumdlést, ahol a kontroll minden esetben 100%. A masik
értékelési formanal egy 0-5-ig terjedd skalan fejeztiik ki a baktériumolést, ahol a 0-nal
nem pusztult el egy baktérium sem, mig az 5-6s egy elméleti maximalis killinget jelent.

A parhuzamos mérések eredményeibdl atlagot szamitottunk.

I11.2. In vivo patkanykisérletek
111.2.1. A kortikoszteron és kortizol gyokfogo hatasanak vizsgalata

111.2.1.1. Kisérleti allatok és kezelések

A Kkisérlethez 16 darab, atlagosan 500-600 g testtomegii felndtt him Sprague-Dawley
patkanyt hasznaltunk. A patkanyokat standard 4llathazi koriilmények kozott,
csoportonként kiilon ketrecben, 22+1°C-on, 12-12 6rés fényciklusokban tartottuk, a
lampakat 18:00-kor kapcsoltuk fel. Az allatokat négy egyenld csoportra osztottuk, a
kezeletlen kontroll csoport hagyomanyos tapot, a harom kezelt csoport 10% olivaolajat
¢és 1% koleszterint tartalmaz6 lipiddus tapot kapott 28 napig. A lipiddas tapot oxidativ
stressz keltése céljabol adtuk [71]. Az allatok az ivovizet automata itatd késziilékbol,
szabadon fogyasztottdk. Két kezelt csoport ivovizéhez kortizolt (100 pg/ml, Sigma)
vagy kortikoszteront (150 pg/ml, Sigma) adtunk, a doézisokat irodalmi adatok alapjan, a
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patkédnyok atlagos napi folyadékbevitelét és testsulyat figyelembe véve szamitottuk ki
[72]. Figyelembe véve, hogy egy patkany naponta atlagosan 20 ml vizet iszik, a kortizol
ill. kortikoszteron napi doézisa 2 mg, ill. 3 mg volt. A lipiddas diétan tartott és a
kezeletlen kontroll csoport tiszta ivovizet kapott. Az ivoviz és a szilard-tap korlatlanul
allt az allatok rendelkezésére. A kezelés eldtt (0. nap) €s a 28. nap végén a patkdnyok

farki vénajabol vérvétel tortént EDTA tartalmu csdvekbe.
111.2.1.2. Teljes gyokfogo kapacitis mérése

A teljes gyokfogo kapacitast (total scavenger capacity, TSC) kemilumineszcencias
assay-vel mértiik (Diachem Kft, Budapest). Ezzel a modszerrel a szovet eredetétol
fiiggetleniil mérheté a teljes szabadgyok termelés [73]. 20 ul plazma mintat
mikroperoxidazt, hidrogén-peroxidot ¢és luminolt tartalmazé Tris-HCI (trisz-
(hidroximetil)-amino-metan-hidroklorid) pufferben inkubaltunk (pH 10,5). A
mikroperoxiddaz — hidrogén-peroxid rendszer a Fenton reakcioban hidroxil gydkoket
termel. Ezek hatasara a luminol gerjesztddik és fényt bocsat ki, ami luminométerrel
detektalhat6. Ha a rendszerhez gyokfogd vegyiiletet, pl. vért vagy egyéb szdvet-
szuszpenziot adunk, akkor a kibocsatott fényintenzitas csokken. A lumineszcencia
gatlasa korrelal a minta redoxpotencialjaval és a TSC-sal. A luminol fényemissziojat
425 nm-en, 30 sec-ig, 37°C-on mértiik. A plazma minték relativ lumineszcencidjat egy
vak kontrollhoz képest hataroztuk meg (minta/vak arany), és relative light unit (RLU)
egységben fejeztiik ki. A vak kontroll a plazman kiviil az Gsszes reagenst tartalmazta.

Az alacsonyabb RLU magasabb TSC-t, jobb antioxidans statuszt jelent.
111.2.1.3. Statisztikai analizis

A csoportok 0. és 28. napi plazma mintajabol mért atlagos RLU értékeit kétmintas,
parositott t-probaval hasonlitottuk 6ssze (SPSS v. 12 szoftvercsomag, Chicago, IL). A
szignifikancia szintet p < 0,05-nél hataroztuk meg.
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111.2.2. Az indometacin, az észtradiol és a tesztoszteron hatasanak vizsgalata

patkany szepszis modellen

111.2.2.1. Kisérleti allatok

Az in vivo vizsgalatokat két fazisban végeztiik. Mindkét kisérlethez 120-170 grammos
SPF statusza him Wistar patkdnyokat {Crl.(Wi)Br.} hasznaltunk. Az allatok az MTA
Allatorvos-tudomanyi Kutatointézete Kisérleti Allathdzaban, hatosaval-nyolcasaval, 2-
es tipusu patkdnydobozban steril faforgacsos almon (,,Lignocell”, J. Rettenmaier &
Sohne GmbH, Rosenberg, Németorszag) voltak elhelyezve. Ad libitum kaptak
hagyomanyos extrudalt tapot (,,Ssniff RZ”, Spezialdiaten GmbH, Soest, Németorszag)

¢€s naponta friss ivovizet.

111.2.2.2. Kezelések a vizsgalat elso fazisdaban

Az elsé kisérletben 4 csoportot alakitottunk ki, csoportonként 8 allattal. 5 napon
keresztiil, napi egy alkalommal a patkdnyok gyomorszondén at a kdvetkezo kezeléseket
kaptak: 10 és Ii csoportok: 0,8 mg indometacin [0,8 ml, 1%-os metilcellul6zban oldott 1
mg/ml koncentraci6ji indometacin (Sigma, 865500)], MO és Mi csoportok: 0,8 ml 1%-
os metilcelluldz oldat. A csoportok elnevezésében a nagybetii a kezelésre vonatkozik (I:

indometacin, M: metilcelluléz), az ,,i” vagy ,,0” az infekciora, ill. annak hianyara utal.

A kezelés harmadik napjan az Ii és Mi csoportok tagjait Pasteurella multocida ssp.
septica torzzsel fertéztik meg. A fertézést megel6zéen a P. multocida ssp. septica
(P964 tenyészet) torzset 1 ml zsirszegény tejben -70°C-on taroltuk. Az izolatumot 5%
(v/v) defibrindlt juhvérrel dusitott Columbia agarra kikentiik, és 37°C-on 24 Ooraig
szaporitottuk. A kiilonallo telepeket tovabbi 24 6raig inkubaltuk 37°C-on. A tenyészetet
2 ml séoldattal lemostuk, McFarland 2,5 toménységii fiziologids konyhaséoldatban
higitva 6x10° telepformalo egység/ml-re titraltuk. A patkdnyok 0,2 ml higitott
tenyészetet (1,2x10° csira) kaptak szubkutan injekcido formajaban. A kontroll (nem

fert6zott) csoportok 0,2 ml sdoldatot kaptak szintén szubkutan injekcidban.
111.2.2.3. Kezelések a vizsgalat masodik fazisaban

A masodik in vivo kisérletben 6sszesen 30 allatot vizsgaltunk, amelyek koziil 18-at a

kezelések megkezdése eldtt kasztraltak. 10 napos regeneracié utan 7 napon keresztiil,
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napi kétszer (8:30-kor és 18:00-kor) szubkutan injekcioban a kdvetkezd kezeléseket
alkalmaztuk:

1. NO csoport: nem kasztralt, 0,35 ml propilén-glikol;

glikolban oldva;

3. CO csoport: kasztralt, 0,35 ml propilén-glikol;

crer

crer

glikolban oldva.

A csoportok nevében az elsd betii a kasztraltsagi allapotot jeloli (N: nem kasztralt, C:
kasztralt), a masodik pedig a kezelést (0: kontroll, T: tesztoszteron, E: dsztradiol).

A kezelés 4. napjan az 6sszes allat 0,2 ml, fizioldgias sdéoldatban 2,4){109 telepformalo
egység/ml koncentraciora higitott P. multocida ssp. septica torzset (4,8x10° csira/allat)

kapott szubkutan injekcioban.
111.2.2.4. Laboratoriumi és mikrobiologiai vizsgdlatok

A fertézés utdni 2. (elsd fazis), ill. 3. (masodik fazis) napon a patkanyok dietil-éteres
tulaltatasa €s a kipreparalt hasi aortan keresztiili kivéreztetése utan a levett vért
laboratoriumi vizsgalatokra kiildtiikk. A vérképet, szérum fehérjéket, C-reaktiv proteint
(CRP), és a 2. fazisban a szérum tesztoszteron és Osztradiol szinteket a klinikumban
alkalmazott automatizalt laboratoriumi modszerekkel hataroztdk meg a Szent Istvan

Egyetem Allatorvos-tudomanyi Karanak Belgyogyészati Tanszékén.

A fertézott allatok méjabol és szivveérébdl visszaizolaltuk a fert6zd torzset. Ehhez egy
kacsnyi mintat Columbia véres agarra kikentiink és 37°C-on, 24 oran keresztiil
inkubaltuk. A kindtt telepformald egységek mintdzata szerint az izolatumokat négy
csoportba osztottuk: negativ (0 telep), néhany (1-20 telep), stirli (de kiilonallo telepek),

szOnyegszerl szintenyészet (0sszefolyo telepek).

Az allatkisérletek a Semmelweis Egyetem TUKEB engedélyével torténtek.
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111.2.2.5 Statisztikai analizis

Az elemzéseket a Statistica szoftver segitségével végeztik el. A labor eredmények
Osszehasonlitasira ANOVA-t vagy Kruskal-Wallis tesztet és LSD post hoc tesztet

alkalmaztunk. A szignifikancia szintet p < 0,05-nél hataroztuk meg.
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IV. Eredmények
1V.1. Human neutrofil granulocitiakkal végzett vizsgalatok eredményei
IV.1.1. A tibolon és szarmazékainak hatasa a szuperoxid termelésre

1V.1.1.1. EX Vivo szuperoxid termelés kiilonbozd koncentrdacioju szteroidokkal tortént
inkubdcio utin

Az eredményeket a 3. tabldzatban és az 5. dbran mutatom be. A granulocitdk Oy
kontrolltol egyik szteroid vegyiilet esetében sem. 10® M koncentracid esetén az E,
(80,9£2,5%, p<0,05), a 3p-tibolon-szulfat (83,3+4,7%, p<0,05) és a 3B-17B-tibolon-
diszulfat (81,0+4,2%, p<0,05) csokkentette szignifikansan a O, termelést a kontrollhoz
viszonyitva. 107 M koncentracional tobb metabolitnal figyeltiink meg ilyen hatast: E,
(76,4+4,2%, p<0,001), 3PB-hidroxitibolon (82,9+5,3%, p<0,05), 3a-tibolon-szulfat
(81,1£4,4%, p<0,05), 3B-tibolon-szulfat (79,2+5,7%, p<0,01), 33-17p-tibolon-diszulfat
(74,6£5,1%, p<0,0001). A tobbi szteroid metabolit (tibolon, 3a-hidroxitibolon, A*-
tibolon, 3a-17p-tibolon-diszulfat) nem csokkentette szignifikansan a granulocitak O

produkcidjat az emlitett koncentraciokban.

IV.1.1.2. A vizsgalt hormonok hatdsa a xantin — Xantin-oxidaz rendszerben

A xantin — xantin-oxidaz rendszerben a hormonokat csak 107 M koncentracioban
vizsgaltuk. Eredményeinket a 3. tablazatban és a 6. dbran mutatom be. Szignifikans O,
csokkenést észleltink az E, (67,4+1,0%, p<0,05), a 3a-tibolon-szulfat (85,8+5,3%,
p<0,05), a 3a-17B-tibolon-diszulfat (71,9+2,5%, p<0,05), a 3B-tibolon-szulfat
(73,9£5,0%, p<0,05) és a 3B-17p-tibolon-diszulfat (65,8+3,4%, p<0,05) esetében a
kontrollhoz (100%) viszonyitva. A tobbi szteroid metabolit (tibolon, 3a-hidroxitibolon,
3p-hidroxitibolon, A*-tibolon) nem vezetett szignifikans O, produkcié csokkenéshez

ebben a rendszerben.

31



DOI:10.14753/SE.2015.1813

110
100

90

m10-9M
m10-8M
m10-7M

80
70
60

50

Szuperoxid termelés a kontroll %-aban

5. abra Human neutrofil granulocitak szuperoxid termelése a kontroll szazalékaban
kiilonb6z6 koncentracidju hormon kezelések utan. A hibasavok az egyének kozti szorast
mutatjak (n=10)

* szignifikans eltérés a kontrollhoz (100%) képest (p<0,05).

100

©
o

(o]
o

~
o

(o2}
o

a1
o

Szuperoxid termelés a kontroll %-
aban

6. abra Szuperoxid termelés a xantin — Xantin-oxidaz rendszerben a kontroll
szdzalékaban 10”7 M koncentracioji hormon kezelés utan. A hibasavok az egyének kozti
szorast mutatjak (n=10).

*szignifikans eltérés a kontrollhoz (100%) képest (p<<0,05).
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3. tablazat Human neutrofil granulocitak szuperoxid termelése a kontroll szazalékaban az egyes hormon kezelések hatasara (atlag + SEM).
* szignifikans szuperoxid szint valtozas a kontrollhoz képest (p<0,05).

) ] o 3a-17p- e 3B-17p-

Hormon | Gztradiol  Tibolon ., % 3B Ad-tibolon  3¢UPOION= iy gy0n. 3PtIbOION- i on-
koncentracio hidroxitibolon hidroxitibolon szulfat . , szulfat ) ,
diszulfat diszulfat

10° M 922+3,5 986+24 972+16 97,6+29 973+£24 964427 979+20 934+28 9032

108M  [80,9+£2,5% 90,3+3,0 87,2+3,0 87,7+3,8 869+35 871+42 881+44 833+47% 81,0+£42*

10'M | 76,4+42% 948+41 862+3,1 82,9+ 53% 874+51 81,1+44* 87+£35 792+57% T46+£5,1*
XO rendszer | 67,4+ 1,05 932+22 91,9427 942421  89,7+3,5 858£53* 71,9+25% 73,9+50% 658+34*
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1V.1.2. Az indometacin és egyes szteroid hormonok hatasa az intracellularis

baktérium olésre

Technikai problémék miatt nem minden mérés adott értékelheté eredményt, ezért a
mérések szama eltér az egyes csoportokban. Az eredményeket a 7. dbran foglaltam
Ossze. A kis elemszam miatt statisztikai analizist nem végeztiink, igy csak tendenciakrol
tudunk beszélni az eredmények vizsgalatakor. Indometacin kezelés hatasara nem
valtozott a neutrofilek baktériumold képessége a kontrollhoz képest, egyik pontozo
rendszerben sem (103,3 £ 47,6% ill. 2,9 + 1,0 vs 2,6 + 1,1). Ezzel szemben a MPO, az
E, és a Kkortizol valtozéo mértékben fokozta a baktériumold kapacitast: leginkabb az E,
(57,5 £ 47,4%-kal fokozta a kontrollhoz képest), majd a MPO (127,8 £ 39,9%),
legkevésbé a kortizol (121,7 + 52,3%). A felallitott pontrendszerrel vizsgélva szintén az
E, kezelés fokozza leginkabb a baktericid aktivitast, megkozelitve a hipotetikus
maximalis killing hatast (3,9 £ 1,1 vs 2,6 = 1,1). A MPO és a kortizol hasonld
mértékben, de az Osztradiolnal kevésbé fokozza a baktériumold képességet (3,5 + 1,1,

ill. 3,6 £0,9vs 2,6 + 1,1).

157,5¢47,4
200
J&? 127,8+39,9 121,7+52,3
a 103,3+47,6 T
2150 -
o .
‘9 100,040 atlag %
©°
‘g 100 M atlag pontszam
= 1 (x10)
@ 2,641,1 2,9£1,0 3,5+1,1 3,9+1,1 3,640,9
£ 50
©
e B NN m
0
Kontroll Indometacm MPO (n=9) Osztradiol  Kortizol
(n=11) (n=6) (n=8) (n=6)

7. abra A granulocitak baktériumold képessége indometacin, MPO, dsztradiol és
kortizol kezelés utan. Az eredményeket a kontroll szazalékaban fejeztiik ki (atlag +
szOras). A jobb lathatosag érdekében a pontszamokat megszoroztam tizzel a grafikonon.
A hibasavok a szorast mutatjak. MPO: mieloperoxidaz.
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IV.2. Az in vivo patkanykisérletek eredményei

1V.2.1. A kortikoszteron és kortizol gyokfogo hatasanak vizsgalata

A hagyomanyos tapon tartott, kezeletlen kontroll csoportnal mért relativ lumineszcencia
nem valtozott a 28 napos vizsgalati id6 alatt. A lipiddus diétas kontroll csoportnal a 28.
napon magasabb volt a relativ lumineszcencia (RLU), tehat rosszabb volt a gyokfogo
kapacitas, mint a vizsgalat kezdetén, bar ez a kiilonbség nem volt szignifikans. A
csokkent TSC betudhatd a lipidterhelés altal indukélt oxidativ stressznek. Mind a
kortizollal (0,076+0,037 vs 0,11£0,021), mind a kortikoszteronnal (0,084+0,066 vs
0,172+0,052) kezelt csoportndl a 28. napon szignifikansan alacsonyabb RLU-t, tehat
jobb TSC-t mértiink, mint a 0. napon (4. tiblazat).

4. tablazat Az egyes patkany csoportok jellemzdi €s a plazmaban mért atlagos relativ
lumineszcencia (atlag + szoras). * p<0,05

Atlagos relativ lumineszcencia
Csoport Diéta Kezelés
a 0. napon a 28. napon
Kezeletlen kontroll | hagyomanyos nincs 0,140 +£0,039 0,188 +£0,140
Kontroll lipiddas nincs 0,257 +0,148 0,625 +0,911
Kortizol lipiddus kortizol 0,110+ 0,021 0,076 + 0,037 *
Kortikoszteron lipiddus kortikoszteron 0,172 +0,052 0,084 + 0,066 *

IV.2.2. Az indometacin, az osztradiol és a tesztoszteron hatasanak vizsgalata

patkany szepszis modellen
IV.2.2.1. Eredmények a vizsgalat elsé fazisaban

1V.2.2.1.1. Az allatok klinikai kovetése

Az indometacin kezelés els6 harom napjan nem észleltiink valtozast az 4allatok
viselkedésében. A fertdzést kovetd naptdl az indometacinnal kezelt patkanyok (mind a

fert6zottek, mind a kontrollok) bagyadtak voltak, szonddzasuk nehezen volt kivihetd a
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tonus nélkiili testtartds miatt. A kezelés negyedik napjara, tehat a fertdzés masnapjara
négy allat elpusztult. Ezek koziil egy az indometacinnal kezelt fertézott csoportba (i),
kettd az indometacinnal kezelt kontroll csoportba (10), egy a kezeletlen, fert6zott
csoportba (Mi) tartozott. A talaltatdst kovetden az allatok boncoldsa soran az 10

csoportbol kettd, az Ii csoportbol egy egyednél ascitest allapitottunk meg.

1V.2.2.1.2. Laboratériumi és mikrobiologiai eredmények

A laboratoriumi eredményeket az 5. tablazatban foglaltam 6ssze. A fehérvérsejt (fvs)
szam sziginifikdnsan magasabb az Ii csoportban, mint az 10 és Mi csoportokban.
Mindegyik csoportban vérszegénységet taldltunk, az indometacinnal kezeltek (10, Ii)
esetében a tobbi csoporthoz képest alacsonyabb vordsvértest (vvt), hemoglobin (Hgb) és
hematokrit (Htk) értékekkel. A szérum albumin szint is alacsonyabb ebben a két
csoportban. A CRP az Mi csoportban szignifikdnsan magasabb, mint a tobbiben, és az i
csoportban a legalacsonyabb. Néhany esetben (az MO csoportban kettd, az 10-ban és Mi-
ben egy-egy minta) a levett vér nem volt elegendd vagy bealvadt, igy esetiikben nem

volt lehet6ség laborvizsgalatoktra.

A szivvérb6l és majbol reizolalt P. multocida tenyészeteket a konnyebb
Osszahasonlithatésag kedvéért pontoztam a telepek szama szerint: 0 pont: negativ (0
telep); 1 pont: néhany (1-20 telep); 2 pont: siiri (de kiilonallo telepek); 3 pont:
szOnyegszerll szintenyészet (6sszefolyo telepek). Az egyes csoportokban a szivvér és
mdj mintadkbol kindtt tenyészetek pontszamait atlagoltam. Az eredményeket az 5.
tablazatban k6zlom, a reizolalt tenyészetek a 8. dbran lathatok. Az Ii csoport egyedeibdl
Osszességében tobb baktérium tenyészett ki, mint az Mi csoportbol: az atlagos pontszam
2,5, 11 mintabol nétt ki szényegszerli szintenyészet, és egy minta sem volt negativ.
Ezzel szemben az Mi csoportban az atlagos pontszam 1,5, hdrom minta adott
szOnyegszerli tenyészetet, ¢s harom minta volt negativ. Az elhullt 4llatok mintaibol

mindkét esetben szOnyegszerli tenyészet nétt ki.
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5. tablazat Az allatkisérlet elsé fazisaban vizsgalt csoportok jellemz6i, a kiilonb6zé P. multocida telep mintazatok szama és a
laboratériumi eredmények (atlag + szoras). Az utolsé oszlop mutatja azokat a csoportokat, amelyek kdzott szignifikans kiilonbséget
észleltiink. Fvs: fehérvérsejtszam, Vvt: vorosvértestszam, Hgb: hemoglobin, Htk: hematokrit, CRP: C-reaktiv protein, ns: nem szignifikans.

1. MO 2. 10 3. Mi 4.1 p <0,05
. kontroll . . kontroll . .

Kezelés (metileelluloz) indometacin (metilcelluloz) indometacin
Infekcid nem nem igen igen
Telep mintazat: szivvér maj  szivvér mdj

negativ (db) 2 1 0 0

néhany (db) 3 2 2 1

stirt (db) 1 4 1 1

szonyegszerii (db) 2 1 5 6

atlagos pontszam 1,5 2,5
Laborv,lzsgalatok 6 5 6 v
elemszama
Fvs (x10%/1) 7,72 +£2,06 5,09 + 3,53 5,95+2,61 9,28 + 1,87 4vs 2,3
Neutrofil granulocita (%bo) 18,00 + 4,53 47,40 + 26,10 22,83 + 5,64 30,83 £9,30 ns
Limfocita (%) 80,00 + 4,36 49,00 + 28,10 73,67 £ 6,47 64,50 £ 9,22 ns
Vvt (x10%/1) 5,94+ 0,68 3,86 + 1,52 5,66 +0,39 3,66 + 1,09 4vs1l
Hgb (g/dl) 110,0 £9,0 73,4+29,2 105,67 + 6,83 68,5+ 18,22 4vs1l
Htk (1) 0,39+ 0,03 0,26 +0,11 0,38 0,03 0,25+ 0,07 4vs1l
Osszfehérje (g/1) 55,65 +2,49 52,2 +4,65 59,22 £ 3,0 42,0 +£7,86 4vs3
Albumin (g/l) 27,92 £0,98 22,88 + 3,13 26,07 £ 0,65 19,8 + 3,65 4vsl
Globulin (g/1) 27,73 £ 1,63 29,32 £2,79 33,15+ 2,63 222+473 3vs124;4vs12
CRP (mg/dl) 300,0 £25,2 306,6 £32,9 411,67 £55,98 261,71 £ 72,99 3vsl24

37



DOI:10.14753/SE.2015.1813

li csoport

Mi csoport\\\‘ \

Mi csoport

8. abra A fert6zo6tt patkanyok majabol és szivvérébdl reizolalt P. multocida tenyészetek
az allatkisérlet elsd fazisaban. Az Ii csoport tagjai indometacin kezelésben részesiiltek,
az Mi csoport a kontroll (n=8 csoportonként).

IV.2.2.2. Eredmények a vizsgalat masodik fazisaban
1V.2.2.2.1. Az allatok klinikai kovetése

A kasztraciot kovetdé 10 napos regeneraciés idOszak alatt a kasztralt allatok
stulynovekedése elmaradt az ép allatokétol, de ettdl eltekintve jol gyogyultak. A CO
(kasztralt kontroll) csoportban egy patkany klinikai eldzmények nélkiil, még a
megfertdzés eldtt varatlanul elpusztult. A boncolasa soran nem deriilt ki az elhullas oka,
véresagaron tenyésztve negativ volt a maj, a szivvér és a tiido. Az infekcidt kdvetden

minden csoportban levertek, bagyadtak voltak az allatok, leginkabb a CO csoportban.
1V.2.2.2.2. Laboratériumi és mikrobiolégiai eredmények

Az eredményeket a 6. tdblazatban mutatom be. A CE (kasztralt, dsztradiollal kezelt)
csoportban egy minta nem volt megfeleld a laborvizsgéalatokra. A fvs szdm alacsonyabb

volt az NT (nem kasztralt, teszoszteronnal kezelt) csoportban, mint az NO-ban (nem
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kasztralt kontroll), tehat a tesztoszteron kezelés a nem kasztralt allatoknal csdkkentette a
gyulladas mértékét. A kasztralt csoportokban hasonl6 tendenciat figyeltem meg: a CT
¢és CE csoportokban alacsonyabb a fvs szam, mint a kontroll CO csoportban. A CT
csoportban enyhe anaemiat észleltlink, itt a vvt, Hb, Htk szignifikansan alacsonyabb
volt a nem kasztralt csoportokéhoz (NO, NT) képest. A vérlemezkeszam (tct) a CE
csoportban volt a legalacsonyabb, az NT és CO csoportokénal szignifikdnsan
alacsonyabb. A szérum fehérjék vonatkozdsaban nem volt szignifikans eltérés a
csoportok kozott, de minden csoportban alacsonyabb albumint mértiink, mint az elsd
fazisban vizsgalt nem fert6zott kontroll csoportban (M0). A CRP a CE csoportban
szignifikansan alacsonyabb volt az dsszes tobbi csoporthoz képest. A CT csoportban is
alacsonyabb CRP-t mértiink, mint a CO-ban, de ez nem volt szignifikans eltérés. A
szérum tesztoszteron szintet a kasztracid és a hormonpo6tlas hatékonysaganak megitélése
céljabol mértik. Ahogy az varhatd volt, a kasztralt csoportokban alacsony a
tesztoszteron szint, és a tesztoszteron potlas mind az NT, mind a CT csoportban a
megfeleld kontrollokhoz (NO, CO) képest emelte a szérum tesztoszteron szintet.
Osztradiol kezelés hatisiara a CE csoportban szignifikinsan magasabb a szérum
Osztradiol szint, mint a tobbi csoportban.

A P. multocida reizolalasanak eredményeit a 6. tablazat és a 9. abra mutatja. Az NT
csoportban kevesebb baktérium tenyészett ki, mint a kontroll NO-ban (pontszam szerint
1,2 vs 1,7). A kasztralt csoportok koziil a CT csoportban tobb kérokozo nétt ki, mint a
CO0-ban (2,3 vs 1,6), a CE-ben kevesebb (1,3). A tesztoszteronnal kezelt csoportok koziil
a kasztralt CT-bdl tobb baktériumot sikeriilt reizolalni, mint a nem kasztralt NT-bél (2,3

vs 1,2). A kezeletlen csoportok kézott nem volt ilyen kiilonbség (NO: 1,7; CO: 1,6).
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6. tablazat Az allatkisérlet masodik fazisaban vizsgalt csoportok jellemz6i, a kiilonboz6 P. multocida telep mintazatok szama és a
laboratériumi eredmények (atlag + szoras). Az utolsé oszlop mutatja azokat a csoportokat, amelyek kdzott szignifikans kiilonbséget
¢észleltiink. Fvs: fehérvérsejtszam, Vvt: vorosvértestszam, Hgb: hemoglobin, Htk: hematokrit, Tct: vérlemezke, CRP: C-reaktiv protein, nm:
nem meghatarozott, ns: nem szignifikans.

Kasztralt

Kezelés

Infekcio

Telep mintazat:
negativ (db)
néhany (db)
stirid (db)
szonyegszeri (db)
atlagos pontszam

Laborvizsgalatok

elemszama

Fvs (x10%/1)

Neutrofil granulocita (%)

Limfocita (%)

Vvt (x10'%/1)

Hgb (g/dl)

Htk (1/1)

Tct (x10%/1)

Osszfehérje (g/1)

Albumin (g/l)

Globulin (g/l)

CRP (mg/dl)

1.NO

nem

nincs

igen
szivvér  maj

0

R NP DN

2
2
2
1,7

6
10,70 + 4,18
50,02 + 21,82
45,20 + 22,89
6,63 + 0,32
1354 + 4,67
0,41 +0,02
718,8 + 298 45
47,32 2,02
16,68 + 1,17
30,63 + 2,67
375,3 + 64,54

2.NT
nem
tesztoszteron
igen
szivvér  m4j
1

ON W

4
0
1

1,2

6
5974322
54,30 + 26,95
37,46 + 28,09
6,44 + 0,45
1324+ 7,16
0,40 + 0,03
865,4 + 212,51
49,53 + 2,88
17,55+ 1,18
31,98 +2,18
371,58 + 33,56

3.C0
igen
nincs
igen
szivvér  m4j
1

[ ST S =

2
0
2
1,6

5
8,26 + 4,62
54,12 + 19,20
39,56 + 16,32
599+ 0,47
120,6 + 12,46
0,36+ 0,03
875,6 + 170,04
51,0 + 4,45
18,3 +1,59
32,7+ 4,67
363,3 £23,9

40

4.CT
igen
tesztoszteron
igen
szivvér  maj
1

w NN O

0
1
4
2,3

6

3,61 £2,14
38,40 + 26,29
58,22 + 23,98

541+0,86
1114+ 16,68

0,32+ 0,05
696,6 + 127,91
46,83 + 4,24

17,03 £2,14

29,8 +3,03
329,42 5221

5.CE
igen
Osztradiol
igen
szivvér maj
1

O w w o

4
1
0

1,3

5
2,03 + 1,05
53,15+21,.23
41,15 +22,52
595+0.21
120,75 + 4,65
0,35+ 0,02
440,75 + 198,01
49,76 + 3,71
18,76 £ 1,5
31,0£2,53
149,6 + 131,71

p <0,05

1vs45
ns
ns

4vs1,2
4vsl,2
4vs1,2;5vs1

5vs2,3

ns

ns

ns

5vs1,2,3,4
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1vs 2,34,5;2vs 3,5;
Tesztoszteron (nmol/l) 21,62 + 16,08 54,87 + 1,55 0,87 £0,31 41,82+ 12,1 0,68 +£0,0 4vs 3,5
Osztradiol (pg/ml) 113,44 + 30,62 nm 151,75+ 13,12 nm 867,4 + 558,15 5vs1,3
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NO csoport NT csoport

CO csoport CT csoport

CE csoport

9. abra A patkanyok majabol és szivvérébdl reizolalt P. multocida tenyészetek az
allatkisérlet masodik fazisaban. Az NO csoport nem részesiilt kezelésben az infekcion
kiviil (n=6); az NT csoport tagjai tesztoszteron kezelést kaptak (n=6); a CO csoport
tagjai kasztraltak, és nem részesiiltek egyéb kezelésben az infekcion kiviil (n=5); a CT
¢s CE csoport kasztralt, és tesztoszteron ill. 6sztradiol kezelést kapott (n=6
csoportonként).
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V. Megbeszélés

Kutatoécsoportunk kordbbi munkaja soran szamos természetes szteroid hormonrol
kimutatta, hogy gatolja az aktivalt neutrofil granulocitdk O, termelését [5, 6].
Dolgozatomban az 0sztrogén, androgén ¢és progesztagén hatdssal egyarant rendelkezo
szintetikus tibolon ilyen hatdsat vizsgaltam. A tibolon, a posztmenopauzalis
medicindban széles korben hasznalt hormonp6tld szer metabolitjai révén
szovetspecifikus modon fejti ki hatasait. A tibolon szarmazékok egy része hormonalisan

inaktiv, szulfatalt formaban van jelen a keringésben [49].

Eredményeink szerint az 6sztradiol, és a tibolon metabolitok koziil a 3B3-hidroxitibolon,
3o-tibolon-szulfat, 3B-tibolon-szulfat és a  3B-17B-tibolon-diszulfat 107 M
koncentracioban csokkenti a neutrofil granulocitdk O, produkcidjat, és ezek koziil a két
utobbi metabolit és az Osztradiol hatasa mar alacsonyabb koncentracidban (10'8 M) is
jelentkezik. A vizsgalt legalacsonyabb, 10° M koncentracioban egyik vegyiilet sem
bizonyult hatékonynak. A sejtmentes xantin — Xantin-oxidaz rendszerben Kkissé
modosulnak az eredmények: a 3B-hidroxitibolon nem, de a 3a-178-tibolon-diszulfat
antioxidansnak bizonyult a 3a-tibolon-szulfat, a 3B-tibolon-szulfat és a 36-178-tibolon-
diszulfat mellett. A 3B-tibolon-szulfat és 3B-17B-tibolon-diszulfat O, csokkentd hatasa
mindharom koncentracidoban és mindkét rendszerben megkozeliti, ill. eléri az dsztradiol
hatasat. A tibolon, a 3a-hidroxitibolon és a A*-tibolon egyik koncentracidban és
rendszerben sem csokkenti a Oy termelést. Egyik vegyliletnél sem észleltiink pro-
oxidans hatast. A hasznalt koncentraciok megfelelnek a posztmenopauzalis tibolon
kezelés soran elért plazmaszinteknek [59, 74], és az irodalomban és sajat korabbi

munkank soran in vitro alkalmazott dozisoknak.

Mivel a tibolon 6nmagaban nem, de a 3B-hidroxitibolon hatékony volt, valdszini, hogy
a granulocitdkban nincs jelen aktiv 3B-HSD, ami a tibolont 3B-hidroxitibolonna
alakitana. Erre vonatkozo irodalmi adat nem all rendelkezésiinkre, egyediil a human
promielocitas leukémia eredeti HL-60 sejtvonalban vizsgaltak az aktiv 3a-HSD enzim
jelenlétét, amit nem sikeriilt igazolni [75]. Erdekes kérdés, hogy ha a 3B-hidroxitibolon
hatékony, az igen hasonl6 szerkezetli 3a-hidroxitibolon miért nem az. A két metabolit

csak a 3. szénatomon levd hidroxilcsoport térallasaban tér el; gy tlinik, ez a kiilonbség
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mar elegendd az eltérd hatashoz. A két hidroxi metabolit atalakulhat egymasba, de csak
a mono- vagy diszulfat metabolitokon keresztiil [76]. A tibolon metabolitok
szulfatalasat a szulfotranszferaz (SULT) két izoenzime, a SULTIEl és SULT2AI
végzik [77]. A SULT izoenzimek expressziojat és aktivitisit Tamura és mtsai
vizsgaltdk human kronikus mieloid leukémia eredetti K562 és promielocitas leukémia
eredetli HL-60 sejtvonalakon. A SULT2A1 izoenzimet a K562 sejtvonal kis mértékben
expresszalja, de a SULTIEI izoenzim expresszidjat egyik sejtvonalban sem sikeriilt
kimutatni [78]. Tehat feltehetéleg a granulocitdkban a szulfatilds hianya miatt nem
alakulnak at egymasba a hidroxi metabolitok. Ezt tdmasztja ald az az eredményiink is,
hogy mig a 3B-hidroxitibolon csokkenti a O, termelést, a 3a-hidroxitibolonnal nem

értiink el ilyen hatést.

Korabbi eredményeink szerint a progeszteron és tesztoszteron csokkenti az aktivalt
neutrofil granulocitdk Oy termelését. Ennek ellenére a progeszteron és androgén

receptoron hatd A*-tibolonnal nem sikeriilt kimutatni ezt a hatast.

A hormonalisan inaktiv szulfatalt metabolitok koziil tobb is O, csdkkentének bizonyult.
Az aktiv metabolitok képzodéséhez sziikséges szulfataz enzim joforman minden
szovetben jelen van [79]. Lehetséges, hogy a 3a-tibolon-szulfat, a 36-tibolon-szulfat és
a 3B-17B-tibolon-diszulfat igy aktiv hidroxi metabolitta alakult a kisérleti rendszerben.
Mivel azonban eredményeink szerint a szulfatalt metabolitok hatékonyabbak voltak a
3B-hidroxitibolonnal, ugyanakkor az Osztrogén receptor agonista 3a-hidroxitibolon
semleges volt, valoszinlibb, hogy a O,  csokkentd hatds nem receptorialis uton valosul

meg.

A sejtmentes xantin — xantin-oxidaz rendszerben megfigyelt O, csokkentés is azt
tdmasztja ald, hogy a képzddott O, anionokat semlegesitik a szulfatalt tibolon
szarmazékok, és nem a keletkezésiiket gatoljak. Az E, ilyen, receptortol fiiggetlen
scavenger hatasa ismert [30], és a kisérletiinkben is feltételezheté a sejtmentes
rendszerben is. Ehhez azonban sziikség van egy fenolos hidroxil csoportra, amivel sem
a tibolon, sem szdrmazékai nem rendelkeznek. Emellett a szulfdt csoport
elektronakceptorként funkcional, tehat nem redukald csoport. Felmeriil, hogy a
szulfatalt metabolitok xantin-oxiddaz gatlé hatastak, errdl azonban nem all

rendelkezésiinkre irodalmi adat.
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Osszességében tehdt nem ismert az egyes tibolon metabolitok O, gatlo hatasanak
mechanizmusa, de feltehetéleg mind 6sztrogén receptoron keresztiil (3B3-hidroxitibolon),
mind nem receptor medialt uton (szulfatalt metabolitok) csokkentik a O, szintet

granulocitkaban, és ehhez nincs sziikség a fenolos hidroxil csoportra.

Egyes hormonok szulfatalt metabolitjainak antioxidans hatdsat masok is kimutattak.
Katekol-6sztrogének C17 szulfatalt formai csokkentik a lipid peroxidacidt patkany maj
mikroszomakban [80]. Egy flavonoid, a kvercetin és a kvercetin-3-szulfat aorta
simaizomsejtekben csokkenti a O, termelést [81]. A DHEAS, a DHEA szulfatalt
szarmazeka szintén antioxidans hatast a gyulladasos citokin indukalta, NF-xB medialta
transzkripcid gatlasan keresztiil. Emellett kozvetleniil is semlegesitheti a szabad

gyokoket, illetve serkenti az antioxidans molekulakat, mint a GSH és tioredoxin [82].

A tibolon kezelés klinikai vizsgalatok szerint javitja a posztmenopauzas nok antioxidans
statuszat. A lipidperoxidacio csokken, a plazma a-tokoferol szint emelkedik [64]. A
plazma lipid szintek valtozasa ellentmondasos: mind az Osszkoleszterin, az LDL
koleszterin ¢és a triglicerid, mind a HDL szint cs6kken, ugyanakkor a HDL koleszterin
eltavolité kapacitasa nem romlik [56, 83]. Ovariektomizalt, koleszterinduds tapon tartott
nyulaknal tibolon kezeléssel megelozhetd az atheroszklerdzis, csokken a koleszterin
lerakodas, a zsiros csikok kialakulasa és az endothel karosodas [58]. Az érelmeszesedés
megeldzéséhez hozzdjarul az is, hogy a tibolon csokkenti a leukocita adhézids
molekulak expressziojat az endothel sejteken [84], valamint fokozza a plazma NO
oxidativ stressz paramétereit, de egy gyulladdsos citokin, a tumor nekro6zis faktor o

(TNFa) szintjét csokkenti [83].

Tekintve, hogy az oxidativ stressz 1ényeges szerepet jatszik az dregedésben és szamos
megbetegedésben, az antioxidans anyagok jotékony hatastiak lehetnek ezen betegségek
megeldzésében ¢€s kezelésében. Az olyan korképeknek, mint a magas vérnyomas,
metabolikus szindroma, érelmeszesedés, neurodegenerativ betegségek jol bevalt
gyogyszereit ismerjiik. Ezen hatéanyagok koziil néhany antioxidans tulajdonsaggal is
rendelkezik, mint pl. az angiotenzin-konvertald enzim inhibitor captopril és ramipril
[85, 86], egy nem szelektiv B-blokkold, a carvedilol [87], a statinok és fibratok néhany
tagja [88, 89], valamint a Parkinson-koérban alkalmazott MAO-B gatlo selegilin [90]. A
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tibolon a menopauzalis medicindban a hormonreceptor aktivacié mellett a metabolitok
antioxidans tulajdonsaga révén is jotékony hatasti lehet. A hatas-szerkezeti
Osszefiiggések pontosabb megismerével a jovoben tisztan antioxidans hatdsu szteroid

molekuldk kifejlesztése valhat lehetségessé.

Az els6 allatkisérletben két, ex vivo koriilmények kozott antioxidans hatast szteroid
hormon, a kortizol és kortikoszteron in vivo antioxidans hatasat vizsgaltuk lipidterhelés
indukalta oxidativ stressz mellett. A lipiddus tappal kezelt kontroll csoportban az
elvarasnak megfeleléen csokkent a teljes gyokfogd kapacitds, de az alacsony esetszdm
¢s az egyedek kozti nagy szords miatt ez nem érte el a szignifikancia szintjét. A 28

napos kortizol és kortikoszteron kezelés javitja az allatok antioxidans statuszat.

A szakirodalomban ellentmondasos eredmények sziilettek a kortikoszteron antioxidans
hatasat illetden. Caro és mtsai 4 hetes oralis kortikoszteron kezelés utan vizsgaltdk az
oxidativ karosodas jeleit patkdnyok majaban. A madjsejtek mitokondriumanak H,O;
termelése ¢€s a lipoxidacio csokkent mind az alacsonyabb (150 mg/tdp kg), mind a
magasabb (400 mg/tap kg) dozist kezelés mellett, de az utdbbi esetén mitokondrilis
DNS karosodast észleltek [91]. Ezzel szemben Dhanabalan és mtsai szerint 15 napos
szubkutdn (3 mg/ttkg) kortikoszteron  kezelés patkdnyok  hereszovetének
mitokondriumban ¢€s mikroszémaban gazdag részében fokozta a lipidperoxidaciot és
H,0, képzddést, az antioxidans enzimek (SOD, katalaz) aktivitasa pedig csokkent [92].
16 napos szubkutan (2,5 mg/ttkg/hét) dexametazon kezelés, majd az ezt kovetd egy
hetes megvonasi periodus alatt a lipidperoxidacié fokozodott a patkdnyok szivében és
veséjében. A GSH szint eldszor fokozodott, majd a megvonas alatt csokkent. A katalaz
¢s SOD szintje a szivben a kezelés soran csokkent, és a megvonasos id6 alatt is
alacsony maradt. Ezzel szemben a vesében a katalaz és SOD koncentraci6 a kisérlet
csaknem teljes ideje alatt emelkedett. Ez a szdvetspecifikus valasz feltehetdleg a
vizsgalt szovet domindns metabolikus aktivitdsatol és az adott szovetben jelen levd
receptorok szamatol fiigg [93]. Rovidebb idejii oralis (2 mg/ttkg/nap) dexametazon
kezelés utan csokkent a teljes vér és a vorosvértest GSH szintje és a vorosvértest SOD
aktivitdsa, és a lipidperoxidacios melléktermékek, a thiobarbiturat-reaktiv anyagok

(TBARS) plazmaszintje fokozodott [94].
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Cote ¢és mtsai gyikokon vizsgaltak a kortikoszteron hatasat, és azt talaltak, hogy a kezelt
csoportban alacsonyabb a citoszol SOD aktivitasa és fokozott a lipidperoxidacio [95].
Madaraknal hasonlo hatasokat figyeltek meg. Vércsék két hetes oralis kortikoszteron
kezelése utan a szérum ROS-ok aranya nott, a teljes antioxidans kapacitas csokkent, de
ez utobbi a kezeletlen kontroll csoportra is igaz volt [96]. Brojler csirkék kronikus (14
napos) kortikoszteron kezelése fokozta a lipidperoxidaciot és a plazma antioxidans
aktivitast [97]. Ezzel szemben rovid tava szubkutdn kortikoszteron kezelés nem
befolyasolta a lipidperoxidaciot és a SOD aktivitast, viszont fokozta a plazma teljes
antioxidans aktivitasat. A kortikoszteron plazmaszint atmeneti emelkedése tehat nem
valt ki a kronikus emelkedéshez hasonld oxidativ stresszt. A SOD plazmakoncentracidja
viszonylag alacsony volt és nem valtozott a kisérlet soran, ami arra utal, hogy nem vesz
részt az oxidativ kirosodds megeldzésében. Tehat a nem enzimatikus antioxiddnsok

alkotjak az els6 vonalbeli védelmet [98].

Az idézett, patkdnyokon végzett tanulmdnyok a hossza tava kortikoszteroid kezelést
mint a kronikus stressz modelljét értelmezték. Jelen munkankban a lipiddus diéta eleve
egy oxidativ allapotot jelent, és ebben a helyzetben a stresszhormonokkal végzett
kronikus kezelés antioxidans hatdsunak bizonyult. Annak ellenére, hogy a kortizol
patkdnyokban nem természetes glukokortikoid, kimutathat6 hatast értiink el vele. Ez a
szteroid receptorok atfedd, spektrum-szerii specificitasat mutatja a hasonld szerkezetii

szteroid vegyiiletekre.

Dolgozatom jelentds részét képezi a MPO, indometacin és egyes szteroid hormonok
vizsgalata a granulocitak baktericid funkcidjanak és szeptikus patkanyok gyulladasos
paramétereinek tekintetében. Az ex vivo human neutrofil granulocitdkon végzett
kisérletek soran megallapitottuk, hogy az indometacin nem befolyasolja a baktériumaold
képességet. A MPO, ami részt vesz a fiziologias antibakteridlis védelemben, és az
antioxidans szteroid hormonok, mint az E; és kortizol valtozdéan pozitiv hatasssal
vannak a baktericid képességre. Bar ebben a vizsgalatban voltak férfi és né donorok is,
nem figyeltiink meg nemi kiilonbségeket a granulocitdk baktériumdld képességét

illetGen.
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Human vizsgéalatok szerint akut stressz esetén fokozddik a granulocitdk széma és a
fagocitozis, ugyanakkor csokken a Oy termelés E.coli stimulacié utan. A fagocitozis és
az intracellularis bakteridlis killing az antibakteridlis védelem egymastol fliggetlen
folyamatai, tehat lehetséges, hogy az akut stressz eltéréen hat a fagocitozisra és a Oy
termelésre. Allatmodellen és human granulocitdkban a glukokortikoid kezelés szintén
gatolja a Oy termelést [5, 99]. 1dds felnéttekben kronikus stressz esetén a szérum
kortizol:DHEA arany emelkedik, E. coli stimulacio utdn a neutrofil funkcié romlik,
els6sorban a csokkent O, termelésnek koszonhetéen [100]. A neutrofilek primer
granulumaiban raktdrozodd6 MPO baktericid anyagok termelddését katalizalja,
ugyanakkor ezek inaktivaciojaban is részt vesz, és gatolja a kemoattraktansok hatasat.
Ezaltal megel6zi a neutrofilek vandorldsat a gyulladasos teriiletre ¢és a tulzott
immunvalaszt. Az akut kortizol és E, kezelés neutrofileken fokozza a MPO aktivitasat,
tehat rovid tavon javitja a baktericid funkciot [9]. Mindazonaltal a nék vérébdl izolalt
neutrofilek kevésbé reagalnak lipopoliszacharid és interferon-y (IFN-y) stimuléciora,
mint a férfiak neutrofiljei, ami magyarazatot adhat arra, hogy premenopauzas ndknél

kedvezObb a szepszis prognozisa [101].

Az in vivo kisérletek eredményei részben megfelelnek a fentiecknek. Az allatok
viselkedése, klinikai allapota, az elhullds, ascites képzddés és leginkabb a kérokozo
visszaizolaldsa mind az indometacin kedvezdtlen hatasat jelzik a bakteridlis fertdzésre.
Az indometacinnal kezelt fertdzott patkdnyok laboratoriumi eredményei is sulyosabb
gyulladasos valaszra utalnak: magasabb fehérvérsejtszam, emelkedett neutrofil arany,
anaemia, alacsony szérumfehérje (6sszfehérje, albumin, globulin) és CRP koncentracio.
A szérumfehérjék a humoralis immunrendszer részeként a mikroorganizmusok elleni
gyulladasos valasz alapjat képezik. Az akut fazis reakcid soran az inflammatorikus
citokinek (pl. interleukin-1) hatasara csokken a majban az albumin szintézis, igy az
albumint negativ akut fazis fehérjének tekintjiik. Gyulladasos betegségekben gyakori a
hipalbuminaemia [102]. A CRP szintén akut fazis fehérje, majbeli szintézise fokozodik
akut fazis reakcid sordn. A gyulladasos folyamat tobb szintjén szerepet jatszik: aktivalja
a komplement rendszert, stimuldlja a fagocitézist és kotddik az immunglobulin
receptorokhoz. Biologiai funkcidjat az adott koriilmények hatarozzék meg, erdsitheti és

gyengitheti is a gyulladasos valaszt [103].
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Az indometacinnal kezelt, fert6zott patkanyoknal az akut fazis fehérjék csokkent
szérumszintje karosodott baktericid funkcidra utal. Az indometacin Onmagaban is
csokkenti az albumin szintet. A keringésben 90-99%-a albuminhoz kotott, ezért a
csokkent albumin szint fokozott szabad indometacin koncentracidhoz ¢és az

antibakterialis kapacitas tovabbi romlasahoz vezet [104].

Az elvardsainknak megfelelden a patkanyoknal a kasztracio gyenge klinikai allapothoz
vezetett. A kezeletlen csoportokban azonban a kasztralt allatok laboratoriumi és
mikrobioldgiai eredményei nem rosszabbak a nem kasztraltakénal. Ugyanakkor a
tesztoszteronnal kezelt csoportokban a kasztraltak anaemiasak, és gyengébb a baktericid
képességiik a nem kasztraltakéhoz képest. A kasztralt csoportokban tesztoszteron
kezelés hatdsara a gyulladasos paraméterek (fehérvérsejtszam, CRP) javultak, de a
reizolalt baktériumszam magasabb volt. A nem kasztralt allatok esetében a tesztoszteron
kezelés javitotta a baktériumolést és csokkentette a fehérvérsejtszamot a kezeletlen
csoporthoz képest. Osszességében a tesztoszteron pozitivan befolyasolja a gyulladdsos

paramétereket a megfeleld kontrollokhoz viszonyitva.

A kasztralt allatok Osztradiol kezelése javitja legjobban a baktericid védelmet: mind a
reizolalt baktériumok szdma, mind az alacsony CRP és fehérvérsejtszam alapjan ebben
a csoportban volt a legenyhébb lefolydsu a fertdzés. Az Osztradiol kezelés mellett
észleltik a legalacsonyabb vérlemezkeszamot, tehat feltehetdleg alacsonyabb a

tromboembolia rizikoja ezekben az allatokban.

Osszességében a vizsgalt szteroid hormonok kisebb-nagyobb mértékben mind javitottak
a neutrofilek baktériumold képességét, ill. a patkdnyok klinikai paramétereit. A

glukokortikoidok és a nemi hormonok a gyulladasos valasz sok 1épését befolyasoljak.

A glukokortikoidok (GC) széles korben elterjedt immunszuppresszans hatdéanyagok a
medicindban. Akutan gatoljak a vazodilataciot, a gyullad4sos karosodas utani fokozott
érfal permeabilitést és a fehérvérsejtek vandorlasat a gyulladasos teriiletre, befolyasoljak
a fehérvérsejt eloszlast, sejthalalt vagy talélést és a sejtdifferencidcido programjat, ami
donté a kovetkezményes gyulladdsos valasz szempontjabol [105, 106]. In vitro
monocitakban, makrofagokban, T-sejtekben fokozzadk az anti-inflammatorikus
interleukin-10 (IL-10) expressziojat [105].
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A GC-ok legtobb gyulladascsokkentd és immunszuppresszans hatasa a glukokortikoid
receptorhoz (GR) kothetd transzkripeios valtozas altal jon 1étre [105, 107], de leirtak
GR-tdl fuggetlen, perceken beliil megjelend anti-inflammatorikus hatasokat is [108,
109]. A transzkripciés szintli gatlas érintheti a gyulladasos valasz kivaltasaban és
fenntartasaban részt vevo enzimeket, a pro-inflammatorikus citokineket, a sejtadhézios
molekuldkat [105, 106]. A GR-on keresztiili gatlas nem csupan kdzvetleniil a DNS-hez
valo kotédés altal, hanem a GR és egy transzkripcids faktor (pl. AP-1) kozti protein-
protein kotodéssel €s ezen faktor gatlasaval, Gn. transzrepresszid utjan valdsul meg
[105]. Erdekes modon az endotoxin terhelés el6tt adott GC nem immunszuppresszans,

hanem fokozza az immunvalaszt patkanyok agyaban és majaban [110, 111].

A GR gyakorlatilag minden immunsejten expresszalodik. A GC-ok pontos hatasa fiigg
az egyes sejtek differencialtsagi és aktivaltsagi allapotatol. A T-sejtek érése soran a
CD4 ¢és CD8 sejtmarkerek megjelenése valtozik: az éretlen, dupla negativ T-sejtek
dupla pozitiv (CD4+ CD8+) sejtekké alakulnak, majd szelekciot kovetéen CD4+ vagy
CD8+ érett sejtekké valnak. A T-sejt populacio legnagyobb részét kitevé dupla pozitiv
sejtek igen érzékenyek a GC indukalta apoptoézisra. In vitro vizsgalva a GC-oknak
fontos szerepiik van a T-sejt szam, repertoar és funkcid szabalyozasaban, bar az in vivo
eredmények ellentmondasosak. A keringd B-sejtek szama szintén csokken GC-ok

hatéasara [105, 112].

A GC-ok befolyasoljak az immunsejtek differenciacidos programjat is. A kronikus
stresszel jard allapotok ¢és a GC kezelés hatasara modosul az immunsejtek
szerzett immunrendszert Osszekotd dendritikus sejtek érését és miikodését, és
atprogramozzak 6ket Un. ,tolerogenikus dendritikus sejt”-ekké, ami a T-sejtek gyenge
valaszkészségéhez vezet [113-116]. Ez magyarazhatja a GC-ok hatékonysagat allergia
¢és kronikus gyulladas esetén. A makrofag differenciacid soran a GC-ok szintén egy
fokozott fagocita képességgel rendelkezd, anti-inflammatorikus fenotipus kialakulasat
serkentik. Az apoptotikus sejtek felismerése €s fagocitdzisa a gyulladas visszafogasanak

kulcslépése [117].
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A nemi hormonok szintén tobb ponton hatnak az immunrendszerre. A makrofagok és
limfocitdk rendelkeznek Osztradiol, tesztoszteron ¢€s progeszteron receptorral. A
tesztoszteronnak ¢s a progeszteronnak a szakirodalom szerint immunszuppresszans,
gyulladascsokkenté hatdsa van, mig az E, koncentraciotol fliggben pro- vagy anti-

inflammatorikus mediator [8, 118].

A tesztoszteron ¢és progeszteron karositja a makrofagok TNF és NO produkciojat,
csOkkenti a természetes 016 (natural killer, NK) sejtek aktivitdsat és gatolja a
proinflammatorikus citokin termelést medialo NF-xB jelatvitelt [8]. A tesztoszteron a
B- és T-sejtekre hatva kozvetleniil gatolja a szerzett immunitast, az antitest termelést €s
a sejtes immunvalaszt [119]. A progeszteron emlésokben gatolja az antitest termelést és
a sejtes immunvalaszt, a makrofagok IL-1 és NO elvalasztasat, viszont fokozza a ROS-
ok felszabadulasat [120]. In vitro koriilmények kozott a progeszteron magas dozisban
gatolja a neutrofilek oxidativ anyagcseréjét és a limfocita reaktivitdsat. Ennek fontos
szerepe lehet a terhesség fenntartasdban, mert a méhlepény trofoblast sejtjei altal termelt
progeszteron révén lokalisan magas progeszteron koncentracié alakul ki, ami gatolja az
idegen antigének elleni limfocita reakciot [121]. In vivo, magas koncentracioban adva a
progeszteron marhdkban nem befolydsolja a fehérvérsejtszamot, de fokozza a
el. A kortikoszeroidok altali fokozott neutrofil migraci6 hatterében az all, hogy a
kortikoszteroidok hatasdra a mononuklearis fagocitdk egy polimorf migracié stimulald
faktort bocsatanak ki. Ez gatolja a neutrofilekben a mikrotubulusok rendezddését és a
degranulaciot. A degranulécio6 sordn felszabadulo MPO felelds a jodinacioért, tehat ha a
kortikoszteroidoknak koszonhetéen gatolt a degranulacid, a jodinacidé mértéke is
csOkken. Tehat mind a fokozott random migracio, mind a gatolt jodinacid hatterében a
kortizol altali mikrotubulus gatlas all, és valdsziniileg a progeszteron is hasonlé6 médon
fejti ki hatasat [122]. A gyenge androgén hatasi DHEA allatkisérletekben javitja a
kisérletes szepszis kimenetelét és csokkenti a szisztémas gyulladdsos valaszt. Human
vizsgalatok szerint szeptikus betegeknél az alacsony DHEA szint kimertiilt mellkévese
tartalékra wutal, és rossz prognosztikai jel. Az immunsejtek képesek a DHEA
metabolizalaséara és atalakitasara tovabbi szteroid hormonokka (tesztoszteron, Ey), tehat

az immunrendszeri hatasok ezeken keresztiil is megvaldsulhatnak [123].
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Az 0Osztrogének szerepe a gyulladdsos folyamatokban igen Osszetett. Ismert, hogy
reproduktiv életkori ndknél kisebb a sulyos szepszis rizikdja és enyhébb a betegség
lefolyésa, ugyanakkor fokozott az autoimmun betegségek ¢s az infekcidk eléforduldsa
férfiakhoz képest [118, 124, 125]. Terhes ndk, akiknél emelkedett a szérum
progeszteron és E, szint, fogékonyabbak gombds, virusos és bakteridlis infekcidkra.
Nostény patkanyokndl is megfigyelték, hogy a magas Osztrogén szinti follikularis
(proestrus) fazisban a legfogékonyabbak genitalis gonococcus fertézésre, ¢&s
Osztradiollal kezelt patkanyoknal gonococcus fertézést kovetéen 12 oran beliil
bakteriémia alakult ki. Emellett ezen patkdnyok granulocitai alacsony MPO aktivitassal
¢s karosodott intracelluldris baktériumdld képességgel rendelkeztek. Ez szintén
magyarazza az E, gyulladascsokkentd hatasat [126]. Ezzel szemben marhak nagy
dozisu E; kezelése mellett nem valtozott a fehérvérsejtszdm, a neutrofil migracid és

MPO felszabadulas [122].

Az Osztrogének hatasa egy adott helyzetben szdmos tényez6tdl fligg. Ilyen az 6sztrogén
szérum Kkoncentracidja, az adagolas id6zitése a betegség lefolyasahoz vagy a néi nemi
ciklushoz viszonyitva, a gyulladas kiilonbozo fazisaiban részt vevo sejtek, a célszerv a
sajatos mikrokdrnyezetével, és ennek kovetkeztében a valtozatos Gsztrogén receptor
(ER) expresszio a sejteken. Ez utdbbi valtozik a gyulladas lefolyasa soran. Szisztémas
gyulladés, €és az ezt kisér0 hipoxia és oxidativ stressz esetén az ERB expresszio
fokozodik, mig az ERa expresszié csokken. gy feltehetéleg az Osztrogén jelatvitel
gyulladdsos folyamatokban elsdsorban az ERB-n keresztiil valésul meg. Ebbdl
kovetkezik, hogy az Osztrogén hatdsa a betegség kezdetén, egyenletes ERa és ERS
eloszlas esetén mas, mint a kronikus iddszakban, amikor a receptorok egyensulya
eltolodik az ERB iranyaba. Egyes betegségeknél fontos lehet, hogy mikor kezdjiik az E,
kezelést, mert a gyulladas kialakulasa el6tt adva késleltetheti azt, mig a késébbi szakban

adva mar nincs E, hatas [118].

Az Osztrogén hatdsa a gyulladdsos folyamatban részt vevd kiilonbozd sejttipusokon

cre

ovulécio eldtti szintnek megfeleld) dsztradiol gatolja a T-sejt medialta B-sejt gatlast, és
eldsegiti a B-sejtek antitest termelését. Ugyanakkor hasonld koncentracidban az E;

gatolja a csontveldi B-sejt eldalakok képzddését. A csecsemOmirigyre hatva eldsegiti a
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CD4+ és CD8+ T-sejtek képzodését, és serkenti az anti-inflammatorikus IL-4, IL-10 és
IFN-y termel6dést, de gatolja a TNF-et. A citokinek ilyen megoszlasa anti-agressziv
immunvalaszhoz vezet, tehat az E; magas koncentracidban csokkenti a T-sejt dependens
immunitast [118]. Az E, az NK sejtek aktivitasara szintén koncentraciofiiggben hat:
alacsonyabb E;, koncentracional fokozodik, magasabbnal gatlodik az NK sejtek
aktivitasa [118, 120, 127]. A 10. abra az Osztrogén koncentraciotol fiiggd anti-, ill.

proinflammatorikus hatasat mutatja egyes gyulladasos kérképekben.

Az E; gatolja a monocita kemoattraktans fehérjét (MCP-1) és a monocitak és neutrofil
sulyossagat. Egér és human vizsgalatokban monocita/makrofagon ovulaci6é koriili és
korai terhességnek megfeleld E; szint mellett fokozddik a proinflammatorikus IL-18 és
TNF termelddés, mig magasabb E; koncentracié esetén az IL-1, IL-6 és TNF szekrécio
csokken [118, 124]. A T-sejtekben is észlelheté TNF gatlas magas E, koncentracional
feltehet6leg az NF-kB gatlasan keresztiil valosul meg [128]. Az Osztradiol-Gsztrogén
receptor komplex kozvetleniil antagonizalja az NF-kB-t az IL-6 promoter régional
[124], valamint az E, gatolja az NF-kB egyik alegységének DNS kotését és
transzkripcids aktivitdsadt. Az NF-kB gétlasa magas E; szintek mellett (periovulacio,
terhesség) anti-inflammatorikus jelnek tekinthet6. Hasonldan, a gyulladasban fontos
szerepet jatszo adhézids molekuldk membran expresszidja is magas E; szintnél gatlodik,
mig alacsonyabb E; szinteknél (ovarium eltavolitas, posztmenopauza) inkabb fokozodik

[118].

Osszességében magas E;, koncentracié mellett a gyulladdsos paraméterek, mint az NK
sejtek aktivitdsa, NF-«B, sejtadhézios molekuldk, proinflammatorikus -citokinek,
fehérvérsejtek migracioja gatlodnak, mig az anti-inflammatorikus citokinek
stimulalodnak (11. abra). Alacsonyabb E; koncentraciondl fokozodnak a gyulladdsos
paraméterek, a 1égzési robbanas és a fagocitdzis, aktivalodnak az NK sejtek. Ezek a
folyamatok segitenek megkiizdeni a bakterialis fertdzések kritikus szakaszaval, és ennek
tulajdonithatd a bakteridlis fertdzések jobb kimenetele €s a szepszis kisebb rizikoja
ndknél. Az E, koncentracio szerinti dichotomia nem észlelhetd a B-sejteknél, mert az
antitest termelés mind alacsony, mind magas E; szintnél fokozodik. Ennek terhességben

van jelentdsége, mivel a magas E, és progeszteron szint miatt immunszupressziv
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folyamatok zajlanak, és a B-sejtek aktivaldsa a legfontosabb mechanizmus a fertézések
kivédésére. A fenti, féleg in vitro eredményeket szamos in vivo kisérlettel is

megerésitették (referenciak: [118]).

posztpartum
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10. abra Az 0sztrogén szint €s a gyulladdsos betegségek kozti 6sszefliggés. A piros
szinezés az adott 6sztrogén koncentraci6 gyulladasos hatasat, mig a zold az anti-
inflammatorikus hatast jelzi. B-sejt predominans betegségekben barmely 0sztrogén szint
proinflammatorikus, de olyan betegségekben, ahol nincs jelen erds B-sejt aktivitas, az
Osztrogénnek kettds szerepe van: alacsony koncentracidban serkenti, magas
koncentracioban gatolja a betegség progresszidjat. Prosztatagyulladas és
lipopoliszacharid (LPS) indukalta sokk esetében az 6sztrogén érzékenyiti a gyulladésos
valaszt. RA: reumatoid artritisz; SLE: szisztémas lupus erythematosus; SM: szklerdzis
multiplex; EAE: kisérleti autoimmun agyvel6gyulladas [118].
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11. abra Az 6sztrogén hatésa a kiilonb6z6 sejttipusok fontos pro- és anti-
inflammatorikus Gtvonalaira. Az y tengely mutatja az 6sztrogén koncentraciot. Az
Osztrogén a zolddel jelzett anyagokat serkenti, a narancssargaval jelolteket gatolja. DC:
dendritikus sejt; NK: természetes 610 sejt; VSMC: vaszkularis simaizomsejt; TGFB:
transzformal6 novekedési faktor B; MMP-1/3: matrix metalloproteinaz-1/3; MCP-1.:
monocita kemoattraktans fehérje-1; bFGF: bazikus fibroblaszt novekedési faktor;
TIMP: matrix metalloproteindzok szdveti inhibitora; OPG: osteoprotegerin; PDGF:
vérlemezke eredetii novekedési faktor [118].

Lathato, hogy nem egyértelmiieck az Osszefiiggések a szteroid hormonok és a
gyulladésos jelenségek kozott. Ennek oka lehet a kiilonbozéd modellek hasznalata
(human, ragesalo, hal, sejtvonal), illetve a trauma vagy infekcidé kezdete és a mérés
kozott eltelt id6 kiilonbozé hossza. Ugyanis a trauma korai szakaszéban az akut fazis
valasz a hormonszintek valtozasaval jar [124], tehat az ezt kovetd hormonvizsaglatok

mar nem az egészséges allapotot tiikkrozik.

Kutatocsoportunk korabbi eredményei szerint az antioxidans szteroidok fokozzadk a
neutrofil granulocitdk MPO aktivitasat, és igy az 4ltala Kkatalizalt peroxidéciod
végtermékének, a hipoklorit anionnak a koncentracidjat [9, 18, 129]. A hipoklorit
gatolja a O, termelést a NOX-ra hato negativ feedback révén (12. abra). Igy a
szuperoxidbol szarmazd hipoklorit koncentracio is csokken, és a NOX negativ feedback
gatldsa feloldodik, ismét fokozodik a Oz termelés. Az indometacin kezelés ezzel

szemben az ellentétes iranyba hat [9]. A MPO ¢és indometacin hatasa az adott helyzetben
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feltehetdleg nagy mértékben fligg a kezelés iddtartamatol. Vizsgalatunkban a
granulocitak két 6rds indometacin kezelése nem okozott jelentds valtozast, mig a MPO
fokozta a baktériumdld képességet. Patkdnyoknal az 6t napos indometacin adagolas
hatasara romlott a fertézéssel valo megkiizdd képesség, feltehetdleg a hipoklorit anion
koncentréaci6 csokkenése miatt. Hipotézisiink szerint ez a NOX-ra val6 negativ feedback
feloldasan keresztiil végiilis fokozna a O, termelddést és a baktericid képességet. Ez a
feltételezett szabalyoz6 mechanizmus azonban nem érte el ezt a szintet, mert a korai
szakaszban a csokkent hipklorit szint meghatarozta a fert6zés lefolyasat. A tesztoszteron
és E; kezelés ugyanakkor feltehetdleg fokozta a MPO aktivitast, ami baktericid

képessége révén javithatta a kezelt patkanyok megkiizdését az infekcidval.

Mivel két, egymastol nagyon kiillonbozd kisérleti modellen vizsgéltuk a bakteridlis
infekciéra adott valaszt, az eredményeket nehéz egymassal 0sszehasonlitani. A nemi
hormonok szdmos velesziiletett és szerzett immunologiai folyamatban szerepet
jatszanak, és az immunrendszer sok sejttipusa rendelkezik nemi hormon receptorokkal.
Az Osztradiollal kezelt neutrofilek kifejezettebb baktériumolé képessége csak egyike e
sokrétli szabalyozasnak, és in vivo a szteroid hormonok sokkal Osszetettebb

folyamatokban vesznek részt.

(O; == Or)
20; + NAD(P)H w0 202- + NAD(P)* + H*

NOX
207"+ 2H* === H;0,+ 0,

SOD
H;0;+ClI ee=> (|0 +H,0

Gatlas

Szteroidok - MPO

12. abra A reaktiv oxigén szarmazékok termelddése a NADPH-oxidaz (NOX),
szuperoxid-dizmutaz (SOD) és mieloperoxidaz (MPO) altal katalizalt reakciokban. A
szteroid hormonok serkentik a MPO-t, és a hipoklorit (ClIO") gatolja a NOX-t.
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V1. Kovetkeztetések

1. Az osztradiol és a tibolon egyes metabolitjai — 3B-tibolon-szulfat, 36-176-tibolon-
diszulfat és magasabb koncentracidban a 3B-hidroxitibolon és 3a-tibolon-szulfat is —

csokkentik az aktivalt izolalt humén neutrofil granulocitak szuperoxid termelését.

2. Az osztradiol és a tibolon szulfatalt metabolitjai (3a-tibolon-szulfat, 3a-178-tibolon-
diszulfat, 3B-tibolon-szulfat, 3B-17B-tibolon-diszulfat) csokkentik a xantin — Xantin-
oxidaz rendszer szuperoxid termelését. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a tibolonnak a
posztmenopauzalis medicinaban ismert jotékony hatasai részben a gyokfogd

kapacitasanak koszonhetoek.

3. Lipiddus tapon tartott patkdnyok plazmajanak teljes gyokfogd kapacitasa csokken. A
hosszil tavi kortikoszteron, ill. kortizol kezelés szignifikansan javitja a gyokfogd
kapacitast. A kortikoszteron ¢és kortizol tehdt antioxidans hatasi a vizsgalati
koriilmények kozott. Ennek, valamint egyéb szteroid hormonok ilyen hatdsanak
ismeretében lehet6ség nyilik az antioxidans tulajdonsag hatterében allo szerkezeti

Osszefliggések vizsgalatara.

4. Az akut mieloperoxidaz, Osztradiol és kortizol kezelés javitja, a MPO inhibitor
indometacin nem befolyasolja izolalt human neutrofil granulocitdk baktériumold

képessegét.

5. Az indometacin kezelés ¢és a kasztrdcid gyengiti a szeptikus patkanyok
immunvalaszat és klinikai allapotat. Az indometacin feltehetdleg fokozza a bakterialis

infekciok mortalitdsat.

6. Ezzel szemben a tesztoszteron, €s még inkabb az Osztradiol jotékony hatdsu szeptikus
patkanyokban. A tesztoszteronnal nem egyértelmiieck az eredmények, azonban az

Osztradiol hatasa kapcsan felmeriilhet, hogy a révid tdvl Osztrogén kezelést szeptikus

crer

tovabbi, nagyobb elemszamu allatkisérletekre lenne sziikség.
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VIL1. Osszefoglalis

Néhany természetes szteroid vegyiilet, igy a nemi hormonok nagy része és a kortizol
human neutrofil granulocitdkon antioxidans hatdssal bir. Ennek mechanizmusa nem
teljesen ismert, de részben a mieloperoxidaz (MPO) aktivitdsdnak fokozéasan, és a
kovetkezményes negativ feedback-szeri NADPH-oxidaz gatldson keresztiil valdsul
meg.

Munkamban egy szintetikus szteroid, a tibolon és szdrmazékainak szuperoxid csokkentd
hatasat vizsgaltam. Bar a tibolon dnmagaban nem csokkenti az aktivalt granulocitdk
szuperoxid termelését, néhany metabolitja — 3B-hidroxitibolon, 3a-tibolon-szulfat, 383-
tibolon-szulfat, 363-178-tibolon-diszulfat — hatékonynak bizonyult.

A stresszhormonként szamon tartott kortikoszteron és kortizol antioxidans hatasat
patkanykisérletben igazoltuk. Oxidativ stressz keltése céljabol lipiddus diétan tartott
patkanyok vérében a teljes gyokfogd kapacitas n6 négy hetes kortikoszteron ill. kortizol
kezelés utan.

A MPO elsddleges fiziologias szerepe a granulocita aktivacidja soran a szabad gyokok
termelésének katalizalasa €s a fagocitalt baktérium elpusztitdsa. A MPO és az aktivitasat
fokoz6 Osztradiol és kortizol javitja az E. colival fertézott granulocitak intracellularis
baktériumold képességét két ords kezelés utan. Ezzel szemben a MPO inhibitor
indometacinnak nincs szamottevo hatasa a bektericid funkciora.

A fenti kisérlet folytatasaként patkanymodellen vizsgaltuk az indometacin, a
tesztoszteron és az Osztradiol hatasat a szepszis kimenetelére. Az indometacin kezelés
gyenge altalanos allapothoz ¢és jelentds bakteriémidhoz vezet a majbol és vérbol
reizolalt baktériumok szdma alapjan. A tesztoszteron hatdsa kasztralt allatokban
gyengébb, mint nem kasztraltaknal, de Osszességében jotékony hatast szeptikus
patkanyokban. Az 6sztradiol kezelés bizonyult a leghatékonyabbnak a bakteriémia és a
gyulladésos laborparaméterek mérséklésében.

Osszességében tehat a MPO, az Osztradiol és a kortizol javitjak a granulocitak
baktériumold  képességét. Az indometacin kezelés ¢€s a kasztracio karosodott
immunvalaszhoz ¢€s gyenge klinikai allapothoz vezet szeptikus patkanyoknal,

ugyanakkor a tesztoszteron és még inkabb az dsztradiol kezelés jotékony hatasu.
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VIL.2. Summary

A number of natural steroid structures, like most sex hormones and cortisol have
antioxidant effect on human neutrophil granulocytes. The exact mechanism of this is
unknown; however, it has been attributed at least in part to the increased activity of
myeloperoxidase (MPQO) and the subsequent negative feedback-like inhibitory effect on
NADPH oxidase.

In my work | aimed to evaluate the superoxide inhibiting effect of the synthetic steroid
tibolone and its metabolites. Although tibolone itself does not reduce superoxide
production of activated neutrophil granulocytes, some of its metabolites — 38-
hydroxytibolone, 3a-sulfated-tibolone, 3B-sulfated-tibolone and 383-178-disulfated-
tibolone — seem to be efficient.

We proved the antioxidant capacity of two stress hormones, corticosterone and cortisol
in a rat model. Rats were kept on a lipid rich diet in order to induce oxidative stress. A
four-week treatment with corticosterone or cortisol increases the total scavenger
capacity of blood samples.

The primary role of MPO during granulocyte activation is the promotion of free radical
production and the killing of phagocytosed bacteria. MPO and two hormones that
enhance its activity, estradiol and cortisol increase intracellular bactericidal capacity of
granulocytes infected with E. coli. On the contrary, MPO inhibitor indomethacin does
not have a remarkable effect on bactericidal function.

As a sequel to the above experiment, the effect of indomethacin, testosterone, and
estradiol was tested on the outcome of sepsis in a rat model. Indomethacin treatment
resulted in weak clinical state and remarkable number of bacteria reisolated from the
liver and blood. The effect of testosterone is milder in castrated animals than in not
castrated ones, but on the whole it is beneficial in septic rats. Estradiol treatment is the
most effective in reducing bacteraemia and inflammatory parameters.

Conclusively, MPO, estradiol, and cortisol enhance intracellular bactericidal activity of
neutrophil granulocytes. Indomethacin and castration lead to damaged immune response
and weak clinical state in septic rats, while testosterone, and even more, estradiol have

beneficial effect.
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X. Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom Racz Karoly professzor urnak, a II. sz. Belgyogyaszati Klinika
igazgatdjanak és programvezetOmnek a munkam elvégzéséhez sziikséges koriilmények
és feltételek biztositasaért. Koszonom Tulassay Zsolt professzor urnak, a Klinikai
Orvostudomanyok Doktori Iskola volt vezetdjének, hogy lehetévé tette szamomra a

Ph.D. munkam megvaldsitasat.

Halasan koszonom témavezetémnek, Dr. Békési Géabornak, a II. sz. Belgyogyaszati
Klinika docensének, hogy kutatocsoportjaba bevett, szakmai fejlédésemet folyamatosan
segitette, munkdm soran végig batoritott. Halas vagyok bizalmaért és emberségéért,

amivel engem is a tudomany iranti alazatra tanitott.

Kiilon koszonet illeti Dr. Patocs Attilat, az Endokrinoldgiai Genetika Laboratorium

vezetdjét, amiért hatteret biztositott és hasznos tanacsokkal latott el.
Ko6szonom Dinya Elek professzor urnak a statisztikai elemzésekben nyujtott segitséget.

Ez a munka nem johetett volna létre tarsszerz6im faradhatatlan munkéja nélkiil. Kiilon
koszondm Dr. Varbird Szabolcsnak, a II. sz. Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinika
munkatarsanak a tibolonnal végzett kisérletekhez vald hozzdjarulast, Helenius J.
Kloosterboernek, a hajdani Organon cég munkatarsanak a tibolon metabolitok
rendelkezésiinkre bocsatasat. Koszonettel tartozom Dr. Ghidan Agostonnak, az Orvosi
Mikrobiologiai Intézet munkatarsdnak a mikrobioldgiai vizsgalatokban nyujtott
segitségért, Dr. Varga Zsuzsannanak, az MTA Allatorvosi-tudomanyi Kutatointézet
munkatarsanak és Dr. Vajdovich Péternek, a Szent Istvan Egyetem munkatarsanak az

allatkisérletekben vald kozremikodésiikért.

Végteleniil halds vagyok Nagy Krisztina asszisztensndnek a laboratoriumi mérések

soran nyujtott potolhatatlan munkajaért.

Nagy segitségemre voltak a Kozponti Izotopdiagnosztikai €s Endokrin Laboratorium
munkatarsai, az Endokrinologiai Genetika Laboratorium volt és jelenlegi Ph.D.
hallgat6i és munkatarsai, akik baratsaggal vettek koriil munkam soran. Kiilon kiemelem

Dr. Marczell Istvant, akinek a biztatasa nélkiil most nem tartanék itt.
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Koszonom tovabba a II. sz. Belgydgyaszati Klinika orvosainak ¢és apoldinak a

tamogatasat, valamint a véradd onkéntesek segitségét.

Nem utols6 sorban halds vagyok sziileimnek, nagysziileimnek, vélegényemnek, egész
csaladomnak ¢és barataimnak, akik segitették palyakezdésemet, ¢és példajukkal,

folyamatos biztatasukkal, lelki tamogatasukkal kisértek €s kisérnek munkdm soran.
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