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1. Roviditések

5-HT — szerotonin

A — adrenalin

AC - adenilét ciklaz

Ach — acetilkolin

ADH - antidiuretikus hormon

ADMA — aszimmetrikus dimetilarginin
Akt — antiapoptotikus kinaz

Ang Il — angiotenzin |1

ANP - atrialis nétriuretikus peptid

AVP — vazopresszin

BK — bradikinin

CAMP - ciklikus adenozin-monofoszfat
cGMP - ciklikus guanozin-monofoszfat
CGRPa - kalcitonin gén-rokon peptid
COX - ciklooxigenaz

DAG - diacil-glicerol

DEA - dietanolamin

ECE - endotelin konvertal6 enzim

ECL — megndvelt kemilumineszcencia
ECM - extracellularis matrix

EDRF — endotéliumbol szarmazo relaxald faktor
EDTA - etiléndiamin-tetraecetsav

EGF — epidermdlis novekedési faktor
eNOS - endotelialis nitrogén-monoxid szintaz
ERK — extracellularis receptor kinaz
ET- endotelin

FAD - flavin-adenin-dinukleotid

FAK - fokalis adhézios kinaz

FMN — flavin-mononukleotid

vV V V V V V V V V V V VYV V VYV V V V V V VYV V VYV V V V V V VY VY

Fisher LSD - Fisher-féle least significant different teszt
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FMN - flavin-mononukleotid

GC - guanil-ciklaz

Grb2 — ndvekedési faktor receptor-kapcsolt protein
H — hisztamin

HEPES — N-2-hidroxietil-piperazin-N’-2-etan-szulfonsav
HIF-1a — hipoxia induklta faktor-1a

HIV — human immunodeficiency virus

HSPG — heparénszulfat-proteoglikan

IDDM - inzulinfiiggé diabétesz mellitusz

IGF — inzulin-szer(i n6vekedési faktor

111 — interleukin 1

116 — interleukin 6

118 — interleukin 8

iINOS - indukalhaté nitrogén-monoxid szintaz
IP;— inozitol trifoszfat

L-NAME — N®-nitro-L-arginin-metil-észter
L-NMMA — N®-monometil-L-arginin

LPS - lipopoliszacharid

MAP — mitogénaktivalt protein

MAPK — mitogénaktivalt protein kinaz

MEA — monoetanolamin

MMP — métrix metalloproteindzok

Na — natrium

NA - noradrenalin

NADPH - nikotinsavamid dinukleotid-foszfat
NF-«xB — nukleéris faktor kB

NIDDM - nem inzulinfiiggé diabétesz mellitusz
NO - nitrogén-monoxid

NOS - nitrogén-monoxid szintaz

nNOS — neuronalis nitrogén-monoxid szint&z
NP-40 — Nonil-fenoxi-polietoxi-etanol

NPY — neuropeptid Y

V V V VYV V V V V V VYV V V V V V V¥V V VYV V V VYV VYV VYV V V V V VY VYV V V V
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PAS — periodic acid-schiff reakcio
PBS - foszfat-pufferolt séoldat
PDGF - vérlemezke eredeti ndvekedési faktor

PGG; - prosztaglandin G,

PGH;— prosztaglandin H,

PGl — prosztaciklin

PIP, — foszfatidil-inozitol-4,5-bifoszfat
PI3K - foszfatidilinozitol-3-kinaz
PKC - proteinkinaz C

PLCp — foszfolipaz C3

Raf — receptor-aktivalt faktor

Ras — patkany szarkdma onkogén

RTK — receptor tirozin-kinaz

SDS-PAGE - natrium-dodeciszulfat-poliakrilamid-gél-elektroforézis
sGC - szolubilis guanilat-ciklaz

SH2 - src homoldg

SP — p-anyag

TEA — trietanolamin

TGF B — transzformal6 novekedesi faktor 3

TNF — tumor nekrozis faktor

TSH —thyreoidea stimulalé hormon Tykey’s HSD

Tukey’s HSD — Tukey-féle honestly significant difference teszt
TXA2 — tromboxan A2

VEGF - vaszkuléris endotelialis novekedeési faktor

VEGFR - vaszkularis endotelidlis névekedési faktor receptor
VIP — vazoaktiv intesztinalis peptid

VPF — vaszkuléris permeabilitasi faktornak

VSM - vaszkularis simaizom

VVO - veziko-vakuolaris sejtorganellum

vV V V VYV V V V V V VYV V V V V VY VYV VYV VYV VYV VYV V V V YV V V VYV

ZM323881 — 5-((7-benziloxiquinazolin-4-yl)amino)-4-fluoro-2-metil-fenol-
hidrochlorid
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2. Bevezetés

A disszertacio bevezetésének megirdsa soran cél volt, hogy a legijabb tudoményos
ismeretek Osszegytjtésével egy elég bo, attekintd anyagot kapjanak az olvasok. Ez
magyardzza jelen fejezet hosszabb voltadt, mely mindazonaltal olvasmanyossagaval

remélhetdleg élvezetes élményt nyjt az érdekléddknek.

Parodonciumnak, fogadgynak nevezziik a fogak szilard, &mde rugalmas elhorgonyzésat
biztositd szoveteket. A fogagy részei az iny, a gyokérhartya, a fogak gyokereit fedd
cement és az alveolaris csont. A parodonciumot funkcionalis és fejlodéstani
szempontbdl két nagy egységre oszthatjuk, a gingivara és a fogakat kozvetleniil r6gzitd
szdvetekre, az un. rogzitd apparatusra [1].

A fogagybetegség népbetegség, szinte nincs olyan ember, akit ne érintene. Megel6zése,
kialakulasat kovetéen pedig a kezelése fontos feladat, hiszen nemcsak fogvesztéshez
vezethet, hanem sulyos szisztémas betegseg is kialakulhat a kovetkeztében (pl.:
szivbetegség) [2]. Ennek ellenére a fogagy viszonylag kevéssé tanulmanyozott terulete
az emberi szervezetnek. Munkank sordn olyan vazoaktiv anyagok vizsgalataval
foglalkoztunk, melyekrdl feltételeztiik, hogy fontos szabalyozo szerepet toltenek be a
foginyben és a fogagyban lezajlé élettani és kortani folyamatokban.

2.1. A gingiva

Inynek nevezziik a processus alveolarist fedd, a fogak cervikélis részét szorosan 6vezd,
a ragofunkcidhoz specialisan adaptalédott nyéalkahartyat [1]. Az iny vesztibularisan és
lingvalisan az an. mukogingivalis junkcioval hatarolodik el a laza nyalkahartyatol.
Palatinalisan az iny és a feszes nyalkahartya kdzott nincs éles hatér [1].
Megkilonboztetiink szabad inyszélt (gingiva margindlis) és feszes inyt (gingiva
propria) [1].
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A gingiva marginalis lényegében a szulkusz kiilsé fala, mely az orélis felszinén
tobbrétegli elszarusod6 laphdmmal boritott. A szulkusz mélye felé fokozatosan atmegy
vékony el nem szarusod6 laphamba, majd el nem szarusod6é kébhamba, végul éles hatér
nelkul folytatodik a feszes inyben. A gingiva propria a szabad inyszél kozvetlen
folytatésa, elszarusodd laphdmmal boritott, kotészoveti rostokkal feszesen tapad az
alveolaris csonton és a fognyaki cementen [1]. Az ép iny szine halvany rozsaszin,
szorosan tapad a fognyakra, a széle késpengeszertien elvékonyodik [1, 3].

A foginy helyzeténél fogva tobbszords funkciot lat el Elsddleges feladata a
parodoncium mélyebben fekvd szoveteinek védelme a szdjliregben talalhatd
korokozokkal szemben. Ezen kivil - a parodoncium részeként - részt vesz a fogak
rogzitésében, biztositja a szajnyalkahartya hamrétegének folyamatossagat, és nem
utolsésorban immunkompetens sejtjeivel a periférias védekezésben is fontos szerepet
tolt be [1, 3, 4].

2.2. A gingiva vérellatasa

Az iny erdsen vaszkularizalt szovete szervezetiinknek, melynek oka a sejtek magas
oxigénigénye. Az iny strli érhaldzatat a felsé allcsontban az a. maxillaris rendszerébél
szarmazo &gak adjak, az aa. alveolares superiores, az a. infraorbitalis, az a. palatinum
majus és az a. incisiva, mig az alsé allkapocs gingivalis erei az a. alveolaris inferior, az
a. lingualis, az a. mentalis és az a. buccalis agaibdl erednek. Ezen erek ellatjak az
alveolaris csontot, valamint a perioszteumot is. A feliilletes 4gak a szabad iny irdnyéaba
futva tobbszordsen elagazddnak, fonatot képeznek a processus alveolaris folott, és a
gyokérhartya ereivel anasztomizélva latjak el a gingiva szovetét. Az iny kiserei ép
szbvetben nagyfoku rendezettséget mutatnak, a kotdszoveti papillak tengelyében futva
bomlanak végégaikra [3, 4]. Az &ltalunk is vizsgalt, posztkapillaris venuldk fontossagat
mutatja, hogy a fehérvérsejtek adhézidja, rollingja, vandorlasa és exudécioja itt zajlik,
csakigy mint a mikrocirkulacié ellenallasdnak szabéalyozésa [5, 6]. Tovabba a

posztkapillaris venuldk kulcs szerepet jatszanak a sziletés utani angiogenezisben,
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egylittmiikddve az itt talalhato pericitakkal [7]. A vénak végul a plexus pterygoideusba
omlenek, mig a nyirokerek a submandibularis, submentalis és a mély nyaki

nyirokcsomok iranyaba haladnak [8].

2.3. Gingivitisz

A gingivitisz az iny gyulladasa, mely jellegzetes vaszkularis valtozasokkal jar [9].

A gingivitisz kialakulasdnak mechanizmusat, a hisztopatologiai torténéseket és a
folyamat progresszidjat Page és Schroeder négy staddiumra osztotta fel. Ily mddon
megkilonboztettek kezdeti (initialis), korai (early), Kkifejlett (established) és
elérehaladott (advanced) stadiumokat [9, 10].

Az egyes stddiumokban jellegzetes vaszkuldris elvaltozasok figyelheték meg:

J Kezdeti stadium

A plakk-felnalmozddas kovetkeztében jellegzetes érelvaltozasok figyelhetok meg a
kotoszovetben [9]. Klinikailag ez a kezdeti gyulladasos valasz még nem jelentds
(subclinical gingivitis) [10]. A szulkuszhdmot és a gingiva kotészovetét ér6 karosodas
vazoaktiv medidtorok felszabaduldsahoz vezet. Mar a hamsejtekbdl és késobb minden
karosodd sejtb6l nagy mennyiségben szabadulnak fel arachidonsav-szarmazekok
(prosztaglandinok, leukotriének). A gingivalis hizdsejtekb6l az LPS direkt vagy
komplement aktivaladsa révén, indirekt médon (C3a, C5a) hisztamint és heparint
szabadit fel [9]. A szérumban egyéb vazoaktiv anyagok (bradikinin, plazmin)
képzddnek, a vérlemezkékbol pedig szerotonin, tromboxan és PDGF valik szabadda.
Ezek hatésdra az arteriolak és kapillarisok Kkitagulnak, az endotélsejtek pdrusai
szetnyilnak, a kapillarisok permeabilitdsa fokozodik. Egyre tobb polimorfonuklearis

leukocita vandorol ki a kapillarisok porusain keresztll a gingivalis kotészovetbe. A
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gyulladésos valaszreakcié karaktere és intenzitdsa hatarozza meg, hogy ez a kezdeti

16zi6 meggydgyul-e vagy pedig tovabbhalad egy krénikus gyulladas felé [10].

. Korai stddium

A plakkfelhalmozodas kezdetétdl szamitott egy héten beliil alakul ki [10]. Jellemz6 a
képre a gingivalis kapillarisok szamanak jelentds emelkedése, a kapillarispermeabilitas
fokozddéasa, a kapillarisok lefutdsénak megvéltozédsa. Mindezek kdvetkeztében
Klinikailag erythema Iéphet fel [10]. A gyulladt inyben a Kkapillarisok egyre
kanyarg6sabb lefutast mutatnak. A celluléris infiltratum zomét limfocitak és neutrofilek
adjak [9].

. Kifejlett stadium

A plakkfelhalmozodés kezdete utan 2-3 héttel alakul ki [10]. Mennyiségileg tovabb
fokozddik a kapillarisok szama, ugyanakkor a vénas elvezetés karosodasa miatt megnd
a szovetkozti 6déma és a sejtes infiltratum [9, 10]. Mindségileg viszont a kordbban
dominénsan limfociter infiltraciot egyre inkdbb plazmasejtek valtjak fel. A fokozott
plazmasejt infiltracioval parhuzamosan a kollagén tovabb pusztul, az inyszél
konzisztencidja egyre puhdbb lesz és lokaliz&lt anoxemia alakul ki [10]. A
vorosvérsejtek kotészoveti extravazacioja, majd hemoglobin tartalmuk bomlasa tovabb

mélyiti a kronikusan gyulladt foginy voros szinét [10].

o Elérehaladott stadium

A gyulladas kovetkeztében a kollagén még tovabb pusztul, a pusztulas mar raterjed a
dentogingivalis és dentoalveolaris rostok legkoronalisabb részére is. Az iny kotoszovete
kezd elvalni a fogtol. Mikroszképosan fibrozis lathatd a foginyben, valamint a gyulladas
és az immunvalasz kovetkeztében szovetpusztulds 1ép fel [10]. Emberben a jelent6s
plazmasejt infiltracioval jar6 hisztopatologiai allapotot méar inkabb kezdeti

parodontitisznek kell mindsiteniink [9].
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2.4. A diabétesz mellitusz

A cukorbetegség (diabétesz mellitusz) olyan komplex anyagcserezavar, kezeletlen
forméban kronikus hiperglikémiaval jellemzett korkép, amelynek hatterében elégtelen
inzulinelvélasztas és/vagy -hatés, masképpen fogalmazva abszolut vagy relativ
inzulinhiany all, s amelyet valtozdé expresszivitissal megjelend mikro- és/vagy
makrovaszkularis szovédmények kisérnek [11-13]. A korkép sem okat, sem
patogenezisét tekintve nem egységes, mindazon betegségek &sszefoglald neve,
amelyekben kronikus hiperglikémia észlelhet6 [11-13].

Ezért ma alapvetGen két nagy tipusat kiilonboztetjik meg. Ezek az I. tipusa (Insulin-
Dependent Diabetes Mellitus (IDDM)) és a Il. tipusu (Noninsulin-Dependent Diabetes
Mellitus (NIDDM)) diabétesz mellitusz. E két csoporton kivil még meg kell emliteni a
gesztacios diabéteszt, mely varandos kismamékon jelentkezik, a csokkent glukoz
toleranciat (IGT), aminél azonban manifeszt diabétesz nem korismézhetd (normo- és
hiperglikémia kozotti () entitds), a hianytaplalkozashoz térsuld diabéteszt és a
szekunder diabéteszt, mely utobbi felléphet példaul szindromakhoz tarsultan, illetve
akar gyogyszerek is kivalthatjak [11-13].

A cukorbetegség a XXI. szazad elejére az egyik legjelentdsebb népegészségiigyi
probléméava valt, az egyik legelterjedtebb népbetegség. Prevalenciaja rohamosan nétt
vildgszerte az elmalt évtizedek sordn [14]. Elérejelzések szerint el6fordulasi
gyakorisaga tovabb fog ndni, 2030-ra mar jarvanyszeri méreteket Olthet. Ekkorra
vérhatéan a vilag lakossaganak 7,7 %-a, azaz 439 milli6 felndtt ember lesz érintett a
betegségben [14]. Ez a ndvekedés nagy mértékben az elhizds nagyobb aranyanak és a
kdvetkezmeényes Il. tipust diabétesz mellitusznak (NIDDM) koszonhetd, noha az 1.
tipusi megbetegedés (IDDM) incidencidja is fokozddni latszik [14]. Européra
vonatkozdan a rendelkezésiinkre &ll6 adatok alapjan az vérhatd, hogy a 2005 és 2020
kozti idészakban megduplazodik az IDDM esetek szdma az 5 év alatti gyerekek
kdrében, valamint 70%-o0s novekedes josolhato a 15 évnél fiatalabbak kozott [14].

A betegség mortalitdsa azonban jelentds kiilonbségeket mutat az egyes orszdgokban és
leginkdbb a kronikus szovodmények meglétével fligg 0Ossze, kiilonosképpen a

diabéteszes vese elvaltozasokkal [14]. Tény, hogy a legnagyobb problémat a diabétesz
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kovetkeztében fellépd kronikus vaszkularis szovodmények okozzak, beleértve a
nagyerek és a kiserek megbetegedését egyarant [14].

Az |. tipust cukorbetegség altaldban gyorsan, jellegzetes tlinetek kiséretében lép fel,
megpedig annél gyorsabban, minél fiatalabb az egyén [11]. Gyermekkorban napok-
hetek, fiatal feln6ttkorban honapok alatt fejlddhetnek ki a klinikai tiinetek. Ennél a
tipusnal a hasnyalmirigy inzulintermelé [B-sejtjeinek pusztulasa vezet az
inzulinhidnyhoz. Jellegzetes tlinetei: sok vizelet, fogyas, szomjusag [11].

A |l. tipusi cukorbetegség altalaban sok éven &t tinetszegényen zajlik. Eveken
keresztl is fennallhat anélkul, hogy diagnosztizalndk [11]. El6fordulhat, hogy a
cukorbetegséget a kezdetét kovetd 15-20 év elteltével fedezik fel, nemegyszer sulyos
kés6i szovodményei révén. Ebben a tipusban szenved a diabéteszesek 80-90%-a [11]. A
I1. tipusu diabétesz mellitusz patogenezisében a genetikai faktorok fontosabbak, mint az
I. tipustéban. Erre utal az a megfigyelés is, hogy a betegek elséfoki rokonainak
korében 60-80%-ban fordul el6 a betegség. A tobbszords genetikai hibak mellett
¢letmodra visszavezethetd hatasok jarulnak hozza a kialakulasahoz [11]. Jellegzetes a
glukozterhelés utan elhiiz6do vagy elégtelen inzulinszekrécid, valamint a periférias
szovetek inzulinrezisztencidja. A Il. tipusi cukorbetegségben a hasnyalmirigy
szigeteiben mindig talalhatok [B-sejtek, bar gyakran csokkent szamban. A betegseg
kialakuldsdban egy polipeptid, az amilin is szerepet jatszik [11]. Az amilin normalis
kortlmények kozott a B-sejtek terméke, az inzulinnal egyutt tarolodik, és a
szinuszoidalis térbe szekretdlodik. Megfigyelték, hogy a Il. tipust diabéteszben
szenved6knél az amilin a B-sejtek sejtmembranjdhoz kapcsolddva felhalmozadik.
Feltételezik, hogy a B-sejtek inzulinérzékenységének zavardt ezek az extracelluléris
amilindepozitumok okozzék [11].

A diabétesz szdmos szerv karosodasat okozhatja, mely részben az anyagcserezavar
stlyossaganak, részben fennallasa idGtartamanak fliggvénye. A betegség tiinetei €s
szov6dményei igen valtozatosak. JOllehet a diabétesz {6 tipusai kiilonb6z6
patomechanizmussal €és anyagcsere-jellegzetességekkel rendelkeznek, a hosszan
fennallé betegség ér-, vese-, szem- és idegrendszeri szovédményei mindkét tipusban
eléfordulnak. Ezek a cukorbetegséggel kapcsolatos morbiditas és mortalitds 6 okai

[11].
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A diabétesz mellitusz szovodményeinek hatterében a hiperglikémia all. Ezt tamasztja
ald az a klinikai megfigyelés is, mely szerint ha nem diabéteszes donor vesejét
cukorbetegbe transzplantaljdk, a transzplantacié utdn 3-5 éven belil diabéteszes
nefropétia jon létre [11]. A diabéteszes szovodmények két f6 okra vezethetok vissza.
Ezek a fehérjek nem enzimatikus glikoliz&cioja, illetve az intracellularis hiperglikémia
poliol-anyagcsere zavarral egydtt [11].

A gliikdz - enzimek ,segitsége” nélkil - a fehérjék aminocsoportjahoz kapcsolddik.
Szamos fehérje glikolizalodik. A kapcsoldédas kezdetben reverzibilis, majd az
irreverzibilis szakban késéi glikolizacios végtermékek keletkeznek, rendellenes
keresztkotésekkel [11]. Ezek a fehérjék mar nem bomlanak le, merevek, és mas
hozzajuk kapcsolodd anyagok lerakddasat is fokozzak. gy magyarazhaté diabéteszben
a bazalis membran megvastagoddsa és az erek falanak merevebbé valasa
(mikroangiopatia) [11]. Bizonyos szdvetekben, melyek nem igényelnek inzulint a
glukoztranszporthoz a hiperglikémia az intracellularis glukozszint emelkedéséhez vezet.
Az intracellularis ozmolaritas névekedése vizfelvételt és ozmotikus sejtkarosodast okoz.
Ez a poliol-anyagcserelt jatszik szerepet a diabétesz szovodményeként kialakuld
retinopatia, neuropatia, nefropéatia és aortaszklerdzis patomechanizmuséban is [11].
Gyakori szovédmények még a baktériumok altal okozott bérfertézések, melyek
jellegzetesen a szOrtiiszOkben alakulnak ki és mélyre terjednek (furunkulusok). Szintén
gyakori bizonyos testrészek (elsésorban a honalj, a szeméremtest kornyéke, emld alatti
teruletek) gombasodésa, mely viszketéshez vezet. Jellegzetes tovabba, hogy a sebek
nehezen gyogyulnak, legyen az akér sebészi metszés, akar sériilés helye [11]. Fontos
beszélnliink a fogaszati szovodményekrdl is. Kimutattdk, hogy amennyiben az
anyagcserezavar 14 éves kor elott manifesztalodott, vagy az anyagcsere nem kielégitéen
gondozott, a diabéteszes betegek még jo szajhigiéne mellett is fogékonyabbak a
kérieszre, mint egészséges kortarsaik, mert a karieszre fogékony életkorban az alacsony
szekrécios rata és nyal-pH kovetkezményeként csokken a mechanikus tisztulas és a
dentalis plakk mennyiségi novekedése utjan eldsegiti a karieszképzOodésben szerepet
jatsz6 acidogén mikroorganizmusok — a Lactobacillusok, Streptococcusok, gombak —
ndvekedését annak ellenére, hogy a cukorbetegek szachar6zmentes diétdja kedvezd
lenne a kériesz megel6zésének [13]. A rossz szajhigiéné, a fokozott plakk-képz6dés

gingivitiszhez, a mikroorganizmusok szaménak novekedése és a nyal bevond hatasanak
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elmaradasa nyalkahartya-fert6zésekhez vezethet, ami a diabéteszeseknél gyakori, és
jellemz6 parodontopatia és szajnyalkahartya-gyulladas klinikai képében nyilvanul meg
[13, 15].

Fontos 0Osszefliggés van a cukorbetegség és a fogagybetegség, valamint a
mikroangiopétia kialakulasa kozott is [13, 15, 16]. A diabétesz mellitusz és a destruktiv
fogagybetegségek Osszefliggését elsoként Seiffert irta le 1865-ben. Ebben az id6ben a
diabéteszt a fogagybetegség jelenléte alapjan diagnosztizaltak [13]. A fogagygyulladas
cukorbetegekben fiatalabb korban jelentkezik, mint egeszséges egyenekben. A
cukorbetegek csupan 2%-anak ép a fogagya, 19,5%-ban gingivitisz, 78,5%-ban pedig
parodontitisz a jellemzé elvaltozas [16]. A cukorbetegekben, 30 év felett minden
életkorban, fogagybetegség miatt tobb fog keril eltavolitdsra, mint egészséges
egyénekben, ami a diabétesztartam ndvekedése szerint is dsszefliggést mutat. Emiatt
diabéteszesekben mar 30 éves kor korul is kevesebb az ép fogazatl, és a teljes
fogatlansag mintegy 10 évvel elébb, 25 éves kor koriil is gyakori [13]. Glickman, a
modern parodontoldgia atyja szerint a diabétesz nem a kozvetlen oka, hanem csak a
hajlamosito tényezdje a fogagybetegség kialakulasanak [15].

A gingiva mikroangiopatias elvaltozasat elséként Ray irta le [13]. JellemzOnek talalta a

=z =z

YV

bazalis membran széttoredezését, PAS-pozitiiv fibrilldkat és a sejtk6zéppont
dezorientaciojat figyelték meg [13]. A gingiva mikroangiopatids elvaltozasat
szovettanilag hasonlonak talaltdk, mint amit glomeruloszklerézisban, ill. a bdr
Kisereiben vagy diabéteszes retinopéatiaban figyeltek meg. Szamos szerz6 a vaszkularis

permeabilitds ndvekedését is leirta cukorbetegekben [13].
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2.5. A vérellatast szabalyozé mechanizmusok

Az emlésokben és igy az emberekben is komplex kardiovaszkularis keringést
szabalyoz6 mechanizmusok alakultak ki. Ezek fokozzak az aktiv szdvetek vérellatasat
¢s megnovelik vagy éppen csokkentik a hdoleadast a vér redisztriblcidja révén [17]. A
homeosztazis felbomlésa esetén (pl.: vérzés) a szabalyozé rendszerek célja a véraramlas
fenntartasa a szivben és az agyban, akar a test tobbi részében 1€vo keringés rovasara is
[17]. A keringést szabalyozd tényezdk Kkifejthetik hatasukat egyrészt a sziv
pumpafunkcéjara az ,,output” befolydsolasaval, masrészt a rezisztenciaerek (foként az
arteriolak) atmérdjének megvaltoztatasaval vagy pedig a kapacitds erek (a vénak)
teriiletén tarolt vérmennyiség modositadsaval [17]. Az arteriolak atméréje részben
autoreguldcio atjan valtozhat, részben pedig az aktiv szdvetekben helyben termelt
vazodilatator metabolitok hatasara is megnéhet [17]. Hatassal vannak meg rajuk az
endotélium altal lokalisan termelt anyagok, valamint szisztémasan szabalyoz6 szerepe
van a keringésben 1évé vazoaktiv anyagoknak és az arteriolakat beidegzé idegeknek
[17]. A kapacitas erek atmér6jét szintén szabalyozzak a keringésben 1évé vazoaktiv
anyagok, valamint a vazomotoros idegek. A szisztémas szabalyoz6 mechanizmusok
egyittmiikodnek a lokalisakkal és meghatarozzak a vaszkuldris valaszt az egész
szervezetben [17]. A ,vazokonstrikcio” és ,vazodilatacio” kifejezések altalaban a
rezisztencia erek  Osszhlzodasara és taguldsara vonatkoznak. A veénak
ératmérdvaltozasat specifikusan ,,venokonstrikcionak™ és ,,venodilatacionak™ hivjuk

[17].

A szervezet keringésszabalyozdsaban szamos helyi és szisztémas tényez0 vesz részt,
melyeknek jelenlegi ismereteink szerint a foginy vérkeringésének kontrolljaban is
szerepe van. Meghatdrozo6 jelentdségli ebben az arterioldk ¢és a venulak
ératmérovaltozasa, melynek soran vagy a konstrikcio, vagy pedig a dilatacié iranyéaba

tolodik el az egyensuly (1. dbra).
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Vazokonstrikcio

- hémérséklety

- autoregulacio

-ET1

-5-HT

-TXA2

- A (kiv. hes. izom €s maj)
-NA

-AVP

-AngII

-Na+-K+ ATP-az inhibitor
-NPY

- szimpatikus idegrendszeri hatas 0

=

Vazodilatacio

-CO,1. 054

-K+, adenozin, laktat, stb.}
-PHY

- hémérséklett

-NO

- VEGF

- kininek

-PGI,

- A (hcs. izomban €s majban)
-CGRPu

-SP

-H

-ANP

-VIP

- szimpatikus idegrendszeri hatas{
- szimpatikus kolinerg hatas 4

A

1. 4bra

Vazokonstrikciot okozo tényezok: hémérséklet csokkenés; autéregulacio; endotelin-1 (ET1); szerotonin
(5-HT); tromboxan A2 (TXAZ2); adrenalin (A); noradrenalin (NA); vazopresszin (AVP); angiotenzin Il
(Ang 1I); Na+-K+ ATP-az inhibitor; neuropeptid Y (NPY); szimpatikus idegrendszeri kisiilések
szaméanak fokozo6dasa.

Vazodilatacidt okozo tényez6k: CO, szint ndvekedése a vérben; O, szint csokkenése a vérben; K+,
adenozin, laktat; pH csokkenés; hdmérséklet ndvekedés; nitrogén-monoxid (NO); vaszkularis endotelialis
novekedési faktor (VEGF); kininek; prosztaciklin (PGl,); adrenalin (A; harantcsikolt izomban és
majban); kalcitonin gén-rokon peptid alfa (CGRPa); P-anyag (SP); hisztamin (H); atrialis natriuretikus
peptid (ANP); vazoaktiv intesztinalis peptid (VIP); szimpatikus idegrendszeri Kistlések szamanak

csokkenése; szimpatikus kolinerg hatas fokoz6dasa.
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A kovetkezékben a fobb szabalyozd tényezOket beszéljik at Ggy, mint neurogén
szabalyozas és a vizsgalatunkban szerepet jatszé legfontosabb vazoaktiv anyagok.
. Ez utébbiak:

- endotelin

-NO

- kininek - bradikinin

- VEGF

- eikozanoidik - prosztaciklin

- hisztamin

2.6. Neurogen szabalyozas

Az erek beidegzése:

Noha az arterioldk és az egyéb érszegmentumok beidegzése elég siirli, mindegyik ér,
kivéve a kapillarisokat simaizmot is tartalmaz és motoros beidegzést kap az autonom
idegrendszer szimpatikus rostjai fel6l [17]. Ezek az idegrostok szabalyozzédk a
rezisztencia ereken keresztll a szdvetek veraramlasat és az artérias nyomast. A vénas
oldalon, a kapacitas erek beidegzése szabalyozza a vénakban térolt vér mennyiségét
[17]. A véndk beidegzése altalanossagban véve elég szorvanyos, de példaul a
szplanknikus ereké nagyon denz. A venokonstrikciot okoz6 stimulus az arteriolak
vazokonstriktor idegeit is aktivalja. Az ennek kovetkeztében létrejovo vénas térfogat
csokkenés megnoveli a vénds visszadramlast és ezaltal a keringés artérias oldaldn 1€vo
vérmennyiséget [17].

A posztganglionaris axon-termindlisok f6 neurotranszmittere a noradrenalin. Ez a
vegyulet egy fenil-etil amin, mely szintézise tirozinbdl torténik a sejtek citoplazméajaban
(2. &bra) [18]. Noradrenerg rostok végzédnek a test minden egyes részén. Ezek a rostok

miikodésiiket illetden vazokonstriktorok [17].
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2. 4bra

A noradrenalin szintézisének Iépései [18]

A katecholamin szintézise a sejtek citoplazméajaban indul meg: a tirozin a tirozin-hidroxilaz (1)
hatasara dihidroxi-fenilalaninna (DOPA) alakul, amib6l dekarboxilez6déssel a DOPA dekarboxilaz

(2) hatasara dopamin keletkezik. A képzédétt dopamin a kromaffin granulumokban a dopamin-[3-

hidroxilaz (3) hatasara noradrenalinnd alakul. A sejtek 80%-aban a noradrenalin elhagyja a
kromaffin granulumokat, és a citoplazmaban a jelenlévd feniletanolamin-N-metiltranszferaz (4)

hatasara adrenalinna metilalédik.

A periférids keringés centralis szabalyozasanak f6 eszkoze a prekapillaris
rezisztenciaerekhez futd szimpatikus vazokonstriktor aktivitdas mddositasa, az akcids
potencidl frekvencidjanak fokozdsa vagy csOkkentése [18, 19]. A szimpatikus

noradrenerg érsziikit6 hatas a simaizmokon 1évé al receptorokon keresztiil érvényestl.

17

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com). Please register to remove this message.



http://www.novapdf.com

doi:10.14753/SE.2013.1842

Az ol receptorokat bénitd farmakonok lokalisan alkalmazva helyi értagulatot,
altaldnosan adva pedig vérnyomascstkkenést okoznak [19].

A szimpatikus noradrenerg rostokban kiilonbozé kotranszmitterek is jelen vannak,
melyek vazokonstrikcidban betoltott fizioldgias szerepe nem teljesen ismert.

A szimpatikus noradrenerg vazomotor szabalyozasnak van egy beépitett negativ
visszacsatolast eleme is. Az idegvégzddésekbdl felszabadult noradrenalin nemcsak az
ol-es receptorokra hat, hanem reakcidoba |ép az endotélsejteken 1év6 o2-es
receptorokkal is, és azokbol NO-felszabadulast valt ki [19].

A szervezet nagy részén az érkaliber valtozasat a szimpatikus tonus szabalyozza, és
vazodilataciot legfoképpen a vazokonstriktor tonus gatlasaval lehet kivaltani. Egyes
értertileteken a funkcioval parhuzamosan kulon vazodilatator innervacio is érvényesul,
melyben non-adrenerg non-kolinerg neurotranszmitterek valtjak ki a prekapillaris
rezisztenciaerek dilataciojat. A legrégebben ismert terllet a szecerndld nyalmirigy,
melyben a szekréciot jelentds véraramlas-fokozodas kiséri [19].

Bizonyitott, hogy a nyalmirigyek rendelkeznek paraszimpatikus beidegzéssel is. A
paraszimpatikus rostok f6 transzmittere az acetilkolin. Ezen kiviill sz&mos neuropeptid is
részt vesz a mirigymiikodés szabalyozasaban, melyek kozil a leggyakoribb a vazoaktiv
intesztinalis polipeptid (VIP) [19]. Ismeretes tovabba, hogy kisérletesen indukalt
neurogén gyulladasban a SP fontos szerepet jatszik [20, 21]. Ujabb kutatasok
bizonyitottak, hogy ezen anyagokon kivill a NO is jelentOs szerepet jatszik a mirigyek
mitkodésében. A neuropeptidek és a NO is kozvetleniil a mirigysejteken fejtik ki
hatasukat, de kozvetve a vérerek tigassaganak valtoztatdsaval is befolyasolhatjak a
mirigyek mitkodését [3, 22], azonban az erek paraszimpatikus beidegzése még mindig
vitatott terdlet.

A Vvérkeringés-szabalyozas kozpontjai a nyultveldi formécid retikuldriszban és a
gerincveldben helyezkednek el [19]. A gerincveld pregangliondris szimpatikus
rostjainak spontan aktivitdsa nincs, az agytorzs presszor kozpontja aktivalja, a
depresszor kozpontja pedig gatolja az alland6 ténusos ingerllet leadast. Az agytorzsi
formacio retikuléarisz egyes rostroventrolateralis neuroncsoportjainak elroncsolésa, vagy
a gerincveldvel vald Osszekottetésiik megszakitdsa a szimpatikus vazokonstriktor tonus
csokkenéséhez/megsziinéséhez vezet [17]. A rostroventrolaterélis area olyan integrald

sejtek halmaza, melyeknek spontan aktivitasuk van [17, 19]. A sejtek az ingeriileteket
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integraljak, és ezek Osszességének megfeleléen aktivaljak a gerincveldi szimpatikus
preganglionaris rostokat. Az err6l a teriiletrél kivalthato vérnyomas-emelkedés alapjan
nevezték el ezeket a sejteket presszor kdzpontnak. A formacio retikularisz kaudalis
sejtcsoportjanak ingertilete vérnyomas- és szivfrekvencia-csokkenést eredményez.

Régebben ezeket a sejtcsoportokat depresszor kdzpontnak nevezték [17-19].

2.7. A vizsgalatunkkal szoros 0sszefiiggésben allé vazoaktiv

anyagok

2.7.1. Az endotelin (ET)

Az endotelin a cisztein-gazdag fehérjék soraba tartoz6, 21 aminosavbél all6 peptid.
Highsmith fedezte fel, mint az endotélbél szarmazd vazokonstriktor faktort [23]. Ezt
kovetéen Yanagisawa 1988-ban sertés aortajabol szarmazd endotélsejt-kulturaban
izolalta, majd meghatérozta a molekularis szerkezetét, illetve elnevezte endotelinnek
[24, 25].

Az endotelinnek eddig 3 izoformdjat irtdk le. Ezek az endotelin-1, az endotelin-2, és az
endotelin-3 [26]. Az izoformak kozll a leggyakoribb az ET1. Az ET1 gén egy 212
aminosavbol all6 prekurzor-fehérjét kodol, a preproendotelint. Neutrélis endopeptidaz
hatasara a preproendotelinb6l egy 39 aminosavbol allo eléanyag, a proendotelin-1
keletkezik, amelyet nagy-endotelinnek is nevezink (big endothelin) [25]. A
proendotelin-1-bdl az endotelin konvertalé enzim (ECE) aminosavakat hasit le, ezaltal
létrehozva az ET1-et [27].

Az ET1 egy multifunkciondlis szabalyozdé molekula. Fontos regulacios szerepe van az
értonus, a vérnyomas, valamint a Na'- és vizhaztartas szabéalyozasaban [28]. Ujabb
kutatasok eredményeként feltételezhetd, hogy az ETI1-nek szerepe van szdmos
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gyulladasos folyamat patogenezisében is (gyomornyalkahartya, intraokularis, léguti
infekciok, parodontitisz) [28]. Méara mar siker(lt igazolni, hogy az ET1-nek kozvetlen
szerepe van a vaszkularis gyulladas kialakulasiban és a mikrovaszkularis permeabilitas
novekedésében. Habar ez utobbi hatast olyan kiilonbozé mediatoroknak tulajdonitjak,
mint példaul a hisztamin vagy a VEGF, az edotelin nem csak hozzajarul a szdveti
0démahoz, de eldsegiti a rollingot és a fehérvérsejtek kapillarisfalhoz vald kitapadasat
is. Ez gyulladashoz vezet, a vér viszkozitasa nd és stazis all be a mikrocirkulacio
tertletén. Ez végul azt eredményezi, hogy csokken a mikrocirkulaciés oxigén
felhasznalasa és sejt diszfunkcio lep fel.

A gyulladas hatasara termel6d6 citokinek (I1-1a, II-18, TNF-a) pedig tovabb fokozzak
az ET1 termelodését.

Az ET1, mint pro-inflammatérikus faktor, fokozza az elasztaz felszabaduldsat a
neutrofil granulocitakbol, aktivalja a hizosejtek altal szintetizalt citokinek (I1-1a, 11-18,
11-6, 1I-8, TNF-a) termelését, amelyek fontos szerepet jatszhatnak a parodontitisz
kialakulasaban és progresszidjaban [29]. Ezidaig minddssze néhany publikécié jelent
meg, melyben az ET1 gingivalis szulkuszfolyadékban mért szintjérél szamolnak be.
Fujioka és mtsai. az ET1 szintjét vizsgaltak egészséges (kontroll) és parodontitiszben
szenvedd paciensek gingivalis szulkuszfolyadék&ban. A parodontitiszes csoportba
tartozd betegek szulkuszvaladékdban magasabb ET1 értéket mértek a kontrollhoz
viszonyitva [30]. Ugyanakkor Pradeep es mtsai. egeszséges, gingivitiszes,
parodontitiszes valamint parodontalis kezelésen tulesett paciensek szulkuszvéladékat
ELISA-val (érzékenység: 0,14 pg/ml) vizsgdlva egyik csoportban sem tudtak
szamottevé mértékben ET1-et kimutatni [28].

Az ETl-et az endotélsejtek, a makrofagok, a vaszkularis simaizomsejtek, a
fibroblasztok, valamint a neuronok termelhetik. Az ET2-t az intesztinalis epitél sejtek,
az ET3-at pedig az intesztinalis epitél sejtek mellett az agyi idegsejtek, valamint a
vesetubulusok epitél sejtjei termelik [31]. A felszabaduld ET1 a célsejtek receptoraihoz
kotédik. A receptoroknak a human sejtekben két alapveté tipusa ismert, ET-A és ET-B.
Mindkét receptor a G-protein kapcsolt receptorcsaladba tartozik. A ligand bekotodését
koveté  szignaltranszdukcid  eredményeként fokozodik a  szarkoplazmatikus-
retikulumbél a Ca®* kidramlés, minek kovetkeztében az izom 6sszehzodik,

vazokonstrikcid jon létre [24].
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3. 4bra

Az ET-B receptor aktivalédasat koveté szignaltranszdukcié és hatasa a vaszkuléris
simaizomsejteken [32]

Az ET kotddését kdvetden a receptorhoz kapesolt G fehérje aktivalja a PLCP enzimet. Az enzim
hasitja a PIP,-t, a keletkezé két termék a DAG és az IP;. Az IP; Ca?*-ot szabadit fel a
szarkoplazmatikus retikulumbél. A Ca?" stimulalja az eNOS-t, minek hatésara L-argininb6l L-
citrullin és NO keletkezik. A NO a VSM sejtekhez diffundél és ingerli a GC enzimet, fokozza a
cGMP szintjét. A cGMP relaxéciét hoz létre a VSM sejteken azéltal, hogy csokkenti az
intracelluléris Ca** koncentraciot, valamint a miofilamentumok Ca®* iranti érzékenységét. Az ET-B
receptor aktivalodasa kovetkeztében megnétt Ca®*szint fokozza a COX miikodését, és a PGI,
termelését. A PG, aktivéalja az AC-t, és noveli a cAMP koncentréacidjat, ami a cGMP-hez hasonldan

a VSM sejtek relaxaciojat okozza.

Az ET-A receptorokon keresztul - amelyek elsédlegesen a vaszkularis
simaizomsejteken taladlhatok, de megfigyelhetok a szivizomsejteken, majsejteken,
zsirsejteken, neuronokon is — jon létre az ET1 vazokonstrikciot, hipertenziot és Na*
retenciot okozé hatdsa. Az ET-A receptorok elsésorban a mikrovaszkularis
endotéliumban taldlhatok [25]. Az ET-B receptorok els6sorban az endotélsejtekben
talalhatok, de el6fordulnak a vaszkularis simaizomsejteken is. Az ET1 ET-B

receptorhoz vald kotédését kovetd jeltovabbitas eredményeként fokozodik a NOS
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milkodése, ezaltal a NO termelése, natriurézis es diurézis jon létre (3. dbra) [25, 32].
Mindezek eredményeként csdkken a vérnyomas [32].

Mindkét ET-receptor tipus megtalalhatdé az idegrendszerben is, ahol a
neurotranszmisszio és a vaszkularis funkcidk szabalyozasaban vesznek részt [33].

Az ET1 szintézisét ¢és felszabadulasat a kulonbozé citokinek, hormonok
szabalyozhatjdk. Az ADH, az Ang Il, a reaktiv oxigén-gyokok, a hipoxia stimulaljék,
mig az ANP, a prosztaciklin, valamint a NO gatoljak a termel6dését [25]. Azéltal, hogy
autokrin maddon iranyitja a vaszkularis endotelidlis novekedési faktor (VEGF)
expressziojat, az ET1 fontos komponense az angiogenezisnek, ezéltal pedig a
neovaszkularizacié és metasztazis képzodés egyik meghatarozd eleme. Az ET-A
receptorokrdl bebizonyosodott, hogy blokkolasuk kozvetlenil akaddlyozza meg a
tumorsejtek novekedését és a VEGF termelés csdkkentésével antiangiogenetikus hatés
Iép fel [25]. Tovabb4 mivel az ET-A receptorok a mikrovaszkularis endotélsejtekben
expresszalodnak, ezért gatlasuknak szerepe van a kapillarképzésben és novekedésben
egyarant. Eppen ezért nem meglepd, hogy az endotelin receptorok blokkoldsat nagyon

igéretes, Uj tumorellenes stratégianak tartjak [25].

2.7.2. Kininek - a bradikinin (BK)

A kininek egy fehérjeprekurzorbdl, a kininogénbdl jonnek I1étre kallikrein nevii
fehérjebontd enzim hatasara. A kininek 6 képvisel6je a bradikinin (4. abra), amely egy
9 aminosavbdl all6 nonapeptid (Arg - Pro - Pro - Gly - Phe - Ser - Pro - Phe - Arg). A
BK mellett jelentds még — az egy aminosavval nagyobb méretii dekapeptid — a kallidin
is [34].
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4. dbra

A bradikinin nonapeptid sémas szerkezete [35]

A BK-t Mauricio Rocha e Silva brazil fiziolégus és farmakoldgus fedezte fel 1948-ban,
amikor megfigyelte, hogy a Bothrops jararaca nevii kigydé mérgének beadasat kdvetéen
megemelkedik egy fehérje szintje a plazméban, majd csokken a vérnyomas, valamint
lassU és tartds simaizom-kontrakcio alakul ki [34].

A Kininek egyarant keletkezhetnek az érpalyan beliil, és kiviil, azaz a szdvetekben is.
Egy fehérje-eléanyagbol, a kininogénb6l hasitodnak ki proteolitikus enzimek, a
kallikreinek hatéasara [17, 36]. Ep korilmények kozott a kallikrein inaktiv formaban,
mint prekallikrein van jelen. A plazméaban 1évé prekallikrein az aktivalodott XII-es
alvadasi faktor (Hageman-faktor) hatasara alakul at plazma-kallikreinné [36]. A plazma-
kallikrein szubsztratja az un. nagy molekulatomegii kininogén. A szoveti prekallikrein
szovetkarosodas, gyulladds vagy allergids reakcid6 kapcsan aktivalodik szoveti
kallikreinné, amely a nagy ¢és kis molekulatomegili kininogénbdl egyarant képes kinint
kihasitani [17, 36].

A kininek eliminacidja gyors, féléletidejuk a plazméban kevesebb, mint harminc
masodperc. Metabolizmusukban két enzim jatszik szerepet, a kininaz-l és a kininaz-I1
[36]. A kninéz-Il, amely azonos az angiotenzin-konvertal6 enzimmel (ACE), elsésorban
a tiidében talalhato az endotélsejtek luminalis felszinéhez kapcsolva. A BK C-termindlis
végérol két aminosavat lehasitva inaktiv terméket eredményez. A kininaz-l csak a C-
terminalis aminosavat hasitja le a BK-r6l [36]. Az igy létrejové molekula még
rendelkezik biologiai aktivitassal.
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A kininogénekbél keletkez6 kininek G-protein medialt Kininreceptorhoz kapcsolodnak,
melyeknek két tipusa ismeretes, a B-1 és B-2 receptorok. A B-2 receptorok alland6an
jelen vannak a szovetekben, és egyarant aktivalhatok BK-nel és kallidinnel is [36]. A B-
1 receptorok indukalhato receptorok, ugyanis fizioldgias kortlmények kozott csak
kismértékben expresszalédnak, &m szOvetkarosodas, gyulladas hatdsara jelenlétiik
fokozodik. Foként kallidinnel indukalhatok. A kétféle receptor altal kozvetitett hatasok
igen hasonloak.

A kininek hatékony értagitok, mely hatasuk részben endotélfiiggd [36]. Az endotélfiiggd
hatas kozvetitésében a NO és a prosztaciklin vesz részt. Normalis vérnyomas-értékek
mellett a Kinineknek nincs lényeges szerepiik a vérnyomas szabalyozasaban, azonban
bizonyos tipusu hipertenziokban jelentés mértékben felszaporodnak, és vazodilatator
hatasuk révén részt vesznek a vérnyomas-emelkedés szabalyozasaban [36].

A kininek gyulladasos mediatoroknak tekinthet6k. Kisérleti adatok szerint szerepet
jatszanak szamos gyulladasos, allergias megbetegedésben [36]. Brunius és mtsai. a BK
parodontitiszben Kkivaltott szerepét vizsgaltdk. Kisérletlik soran azt tapasztalték, hogy a
BK stimulalta az IL-8 termel6édését a human gingivalis fibroblasztokban in vitro, mely
hatas a B-2 receptorokon keresztil jott létre. A BK az IL-8 felszabadulasat stimulalo
hatasan keresztil hozzajarulhat a foginygyulladas fenntartasihoz, és jelentds

rizikotényez6t jelenthet a gyulladas progresszidjaban [37].

2.7.3. A prosztaciklin (PGI2)

A PGl; az eikozanoidok csoportjaba tarozo lipid [38]. Arachidonsavbol keletkezik egy
tobblépcsds folyamat eredményeként. Az arachidonsavbol ciklooxigendaz (COX)
hatasara oxidaci6 és gyliriizaras révén prosztaglandin G, (PGG;) keletkezik. A PGG;
egy instabil koztitermékké, prosztaglandin H,—vé (PGH,) alakul, amelyb61 végiil, egyéb
vegylletek (prosztaglandinok) mellett, PGI, képzddik [38]. A PGI, G-protein kapcsolt
plazmamembran receptorhoz kapcsolodik (IP-receptor) [38].
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A PGI; er6s értagitod. Feltehetéen szerepet jatszik a mikrocirkulacio fokozasaban. A
gyulladasos folyamat soran felszabaduld PGI, tagitja a prekapillaris arteriolakat, és
elésegiti mas gyulladdsos mediatorok vaszkularis hatdsait. Ez a hatas a posztkapillaris
venulakon is érvényesiil, ahol a PGl,-ek novelik a plazmakidramlast [38].

A prosztaglandinok jelent6s szerepet jatszanak a mukoézalis gyulladadsokban, és
valosziniileg fontos szerepet toltenek be a parodontitisz patogenezisében is.

Alpagot és mtsai. HIV+ személyeknél vizsgaltdak a prosztaglandin szintjének és a
parodontitisz progresszidjanak viszonyat. A tobb honapig tartd kovetéses vizsgalatban
azt allapitottak meg, hogy a szulkuszfolyadék magasabb prosztaglandin szintje egyutt
jar a parodontitisz progresszidjaval a HIV+ egyéneknél [39].

2.7.4. A hisztamin

A hisztamin biol6giai hatésait valamint feltételezett szerepét az anafilaxias reakciokban
Sir Henry Dale és mtsi irtdk le 1910-ben. A hisztamin emlGsszovetekben és -
szdvetnedvekben, allati mérgekben és ndvényi szovetekben széles kdrben megtalalhato.
Ezt jelzi az elnevezése is: gorog hisztosz = szdvet [40].

A hisztamin hisztidinbdl képzddik a hisztidin dekarboxildz enzim hatasara. A szintézis
(és egyben a tarolas) legfontosabb helye a hizésejtek és a vér bazofil granulocitai. A
bazikus jellegli hisztamin a hizosejtek intracelluldris granulumaiban tarolodik savas
jellegii fehérjékhez és heparinhoz kotédve [40]. Gyulladasos vagy allergias reakcidkban
a hizésejtek degranuléciojaval szabadul fel az egyéb preformalt mediatorokkal (heparin,
protedz) egyltt. E reakcié kapcsan gyulladasos mediatorok (prosztaglandinok,
leukotriének, citokinek) de novo szintézise is végbemegy [40].

A hisztamint féleg az imidazol-N-metil-transzferdz metabolizalja, és a keletkezett N-
metil-hisztamin a MAO hatasara N-metil-imidazol-ecetsavva alakul. A hisztamin
metabolizmusaban szerepet jatszik a nem specifikus diamino-oxidaz is. A hatastalan

metabolitok a vizelettel urulnek ki [40].
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Szelektiv ligandumok segitségével négy hisztaminreceptor-tipust sikertlt jellemezni,
majd molekuléris klonozas utdn meghataroztdk a szerkezetilket és jelatviteli
mechanizmusukat. A hisztamin affinitasa a négy receptor irant jelentosen kiilonbozik. A
H1-receptoron keresztiil valosul meg a hisztamin vazodilatacios, bronchokonstrikcios,
viszketést okozd hatasa [40]. A H2-receptoron hatva szintén létrejon vazodilatécio,
valamint ezen a receptoron Keresztil szabalyozza a soOsavszekréciot is. A H3-
recepetoron haté hisztamin gatolja a neurotranszmitter felszabaduldst, mig a H4-
receptoron keresztiil hat a mieloblastok, promielocitédk differenciadlédasara valamint a

hizdsejtek, a bazofil és eozinofil sejtek kemotaxisara [40].

A hisztamin szdmos bioldgiai hatassal rendelkezik, melyek koziil a legfontosabbak a

kovetkezbk:

e Keringési hatasok, gyulladés:

Az arterioldk tagulésa a periférias ellenallas csokkenésével és borkipirulassal jar. Ez a
hatas a H1-receptorok izgatasa révén jon létre, mely emberben endotélfiiggé és NO-
kodzvetitett [40]. Egyes allatfajokban a hatadsban az érfal simaizomzat H2-receptorainak
izgatésa is részt vesz.

A posztkapillaris venulak endoteljének citoszkeletonja atrendezédve 6sszehtzddast valt
ki, és ezéltal interendotelidlis rések keletkeznek, melyeken at plazma aramlik Ki,
duzzanat jon létre, és kialakul a gyulladas korai stadiuma [40].

Ujabb adatok szerint a hisztamin a H1-receptoron keresztiil képes aktivalni egy
transzkripcios faktort, az NF-xB-t, és ennek révén fokozza szdmos, a gyulladasos
reakciOkban részt vevé peptid és fehérje termel6dését. Ennek eredményeképpen a
hisztamin az allergias mechanizmusi gyulladas sejtes fazisara is hat a T-limfociték, az
eozinofil sejtek és a fibroblasztok funkcidjanak serkentésével, illetve szerepe van az
immunvélasz kialakulasaban is [40]. A hisztamin a hizdsejteken, a bazofil
granulocitakon és az eosinofil sejteken 1évé H4-receptorok aktivalasa révén kozvetlenul
fokozza e gyulladdsos sejtek kemotaxisat, illetve kilonféle kemokinek eozinofil

granulocitékra kifejtett kemotaktikus aktivitasat [40].
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o Simaizom hatésok:

A hisztamin a H1-receptorok izgatésa révén az IP3 okozta Ca’* szignal kozvetitésével a

simaizmokat, koztiik a horgék és bronchiolusok izomzatat 6sszehlzza [40].

. Transzmitter felszabadulés szabalyozasa:

A hisztaminerg neurotranszmissziés mechanizmusok posztszinaptikus receptorai — a
helyi hormondlis szdveti hisztamin receptorokhoz hasonléan — H1-és H2-tipusba
tartoznak [40]. A hisztamin H3-receptorok preszinaptikus receptorok, amelyek
aktivacidja a cAMP szintjének csokkenése révén gatolja a hisztaminerg neuronok
végz6déseibdl torténd hisztamin felszabadulést. E receptorok méas neurotranszmitterek
(acetilkolin, dopamin, noradrenalin) felszabadulasat is hasonlé6 modon szabalyozzak. A
H3-receptorok szamos agyterileten és a periférias szovetekben is kimutathatdk [40].

2.7.5. A nitrogén-monoxid

A NO egy gaz halmazallapotu ingeriiletatvivé anyag, melynek felfedezése atformalta az
ingeriiletatvivé anyagokrol addig alkotott elképzelést. Ez a molekula egy igen reaktiv,
rovid életideji, fontos kardiovaszkulris, neuroldgiai és immunfunkciokkal bird hirvivé

anyag [41].
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A multban els6ésorban toxikus vegyiiletként tartottdk szdmon, mint a szmog,
cigarettafiist alkotdja, vagy mint az 6ézonréteg sériilését okoz6 anyag. 1979-ben Robert
Furchgott, amerikai kutatd, megfigyelte, hogy az erek acetilkolinra adott relaxaciés
valasza az endotél jelenlétét igényli [41]. 1980-ban a Nature-ben megjelent cikkében
arrél szamolt be, hogy az Ach képes 6sszehlzni és elernyeszteni az erek simaizomzatat,
de az elernyedés csak akkor jelentkezik, ha az endotélium ép. Az endotélsejtekbdl
szarmazo, ismeretlen, rovid élettartami (5-30 s) eértdgitd anyagot endotéliumbdl
szarmazo relaxald faktornak (endothelium-derived relaxing factor — EDRF) nevezte el
[42].

1988-ban Furchgott valamint Louis Ignarro egymastol flggetlenil arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az EDRF nem més, mint a NO szabad gyok [42-44]. Ezt a
rdkovetkez6 évek kutatasai be is bizonyitottak. Kider(lt tehat, hogy az addig kizarélag
légszennyezd anyagként ismert NO az él0 szervezet fontos ingeriiletkdzvetité eleme.
Vilagméreti, és igen eredményes kutatomunka indult el a bejelentés hatasara [45]. A
NO vizsgélata az egyik legkedveltebb kutatasi témava valt. Az orvostudomany szinte
valamennyi 4ga foglalkozik ezzel a molekulaval, és a megjelend publikaciok szama
folyamatosan novekszik. A XX. szazad egyik legnagyobb orvosbioldgiai felfedezésének
tartjdk a NO-ot, és a neves orvosi folydirat, a Science 1992-ben az év molekulajava
valasztotta [45].

Ferid Murad és Ignarro munkéja azt is bizonyitotta, hogy a NO a célsejtekben fokozza a
guanilil-ciklaz aktivitasat, és a NO a cGMP sejten beluli szintjének emelésével fejti ki
hatasait [46-48]. 1991-ben Ignarro megfigyelte, hogy a NO felszabaduldsa &ll a
kordbban csak non-adrenerg, non-kolinerg relaxacios vélaszként ismert mechanizmus
hatterében [46]. Kimutatta, hogy stimulacié hatdsdra NO szabadul fel az
mar 1977-ben felfedezte, hogy a kiilonboz6é szivpanaszok, féleg az angina pektorisz
tlineti kezelésere alkalmazott nitroglicerin aktiv bomlasterméke a NO [46]. Nitroglicerin
bomlasanak hatdsara tehat NO szabadul fel. Ezzel magyarazhaté a koszorUereket
jotékonyan tagitd terapias hatés.

Furchgott, Ignarro és Murad 1998-ban orvosi és élettani Nobel-dijat kapott a NO
kardiovaszkularis rendszerben bet6ltott szerepének megismeréséért [46].
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A NO-nak kulcsszerepe van a szivmiikodés, valamint az érrendszer, a vérnyomas, és az
egyes szervek perfuziojanak szabalyozéasaban. Hatdsara az erek simaizomzata elernyed,
az erekben csokken a verrogok képzodése azaltal, hogy a NO képes gatolni a
trombocita-aggregaciot. Hatassal van az immunrendszerre és az idegrendszerre is [46].

2.7.5.1. A NO szintézise

A NO az egyik legkisebb sulyt molekula (30 Da). Az €10 szervezet kiilonb6z6 tipust
sejtjei szintetizaljak. Eloallitasat a NO szintaz (NOS) nevii enzim végzi, amely egy igen
bonyolult szerkezetii, hem alegységet is tartalmazo enzim. 1989-ben identifikaltdk és
irtak le el6szor, majd 1991 és 1994 kozott tisztitottak és klonoztak [49]. Két globularis
doménbdl all, melyeket egy flexibilis fehérje-hid kot 6ssze. Az oxigendz domén, amely
a hem prosztetikus csoportot tartalmazza, felelés a NO termeléséért, a reduktaz domén
pedig a NO termeléséhez szikséges elektronokat biztositja (5. &bra). Az
elektrontranszportot a kalmodulin nevii kofaktor kotédése aktivalja [49].

calmodulin

reductase domain oxygenase domain

5. &bra

A NOS elemi felépitése[49]

A NOS két globularis doménbdl 4ll6 enzim. A reduktaz és oxidaz doméneket egy helikalis
szerkezetii peptid kapcsolja 6ssze. Az enzim egyik kofaktora a kalmodulin, amely a Ca*" ionok
kotését kovetben az enzim Gsszekotd részéhez kapesolodva aktivalja azt. Habar az oxigenaz domeén

szerkezete ismert, a reduktaz doméné pedig hasonl6 a citokrom P450 enziméhez, a NOS teljes
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struktrajanak, valamint a pontos miikodési mechanizmusinak megismerése a mai napig kutatas

targyat keépezi [49].

A folyamat soran — két 1épcsében L-argininb6l NO és L-citrullin képzédik. A reakcio
létrejottéhez oxigénre, valamint kilénboz6 kofaktorokra van sziikség (6. abra) [50]. A
szintetizalt NO nem raktarozodik, hanem azonnal felszabadul. A sejtmembranokon
akadalytalanul &thatol, igen kénnyen diffundal minden irdnyba, ezért rovid, csupan
néhany masodperces felezési ideje ellenére is jelentds tavolsagok megtételére képes

sejtszinten.

Citrulline
NO (or NO")

6. dbra

A NO szintézise L-argininbél [51]

Az elektronokat a NADPH szolgaltatja a reduktdz domén szamara. Az elektronok a FAD és FMN
karriereken keresztll jutnak el az oxigenaz doménhez, ahol reakcidba 1épnek a hemben 1év6 vassal
és tetrahidrobiopterinnel. Ez az aktivalt komplex inditja el a reakcidt oxigén jelenlétében, aminek

eredményeként NO és L-citrullin keletkezik [51].

A NOS-nak két nagy tipusat kiilonboztetjik meg. Az els6 az élettani korilmények
kozott a sejtek allando enzimkészletében jelenlevé konstitutiv forma, mig a méasodik

nagy csoport az indukalhaté forma, amely kdros koérilmények kodzott (pl. bakteridlis
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fertézés, gyulladasos mediatorok), vagy tumorokbdl felszabadulé szoveti anyagok
hatasara képzédik [51-53]. A NOS miikodése N-szubsztitualt argininszarmazékokkal
(pl. N®-monometil-L-arginin /L-NMMA/, N®-nitro-L-arginin-metil-észter /L-NAME/)
szelektiven gatolhat6 [51-53]. A NO bioszintézisének endogén gatlészere az ADMA.
Vizsgélatok igazoljak, hogy az ADMA szintje szamos kardiovaszkularis betegségben
megemelkedik [51-53]. A konstitutiv és az indukalhatd6 NOS szamos tulajdonsagban
kilénbozik egymastoél. llyen pl. a felszabaduldsuk id6tartama, vagy a mellékvesekéreg-
hormonok (szteroidok) iranti érzékenysége [51-53].

A NOS-nak a két nagy tipusan belll jelenleg harom izoforméaja ismert, melyek
mitkodéséhez kofaktorokra van sziikség. Az enzimek mindegyike igényli a flavin-
adenin-dinukleotid, a flavin-mononukleotid, a tetrahidrobiopterin, valamint a
kalmodulin, a hem és a cink kofaktorok jelenlétét. Szubsztratjuk a NADPH, a

molekuléris oxigén és az L-arginin aminosav [51-53].

A NOS 3 izoforméja:

o Endotéliumban eléforduld endotelidlis forma (eNOS)
. Idegsejtekben talalhato neuronélis forma (NNOS)
. Makrofagokbdl kimutatott indukalhaté forma (iNOS)

Az nNOS és az eNOS folyamatosan jelen vannak a sejtekben, konstitutiv NOS-nak is
hivjuk 8ket. Esetiikben akkor indul be a NO szintézis, amikor az intracellularis Ca®*
szint megemelkedik [51-53]. A megemelkedett Ca** szint kévetkeztében a kalmodulin
Ca’*-ot kot és a NOS-hoz kotédik. Ez a kapesolat reverzibilis. A kotédés kovetkeztében
az enzim két alegysége kozelebb kerull egymashoz, és beindulhat a NO termelése [51-
53]. A folyamat addig tart, mig a kalmodulin le nem disszocial az enzimr6l.

Az INOS normalis koriilmények kozott nincs jelen a sejtekben, de a kiilonbozé
stimulusok (infekcio, bakterialis toxinok) hatdsara expresszalodik. A makrofagokon
kivil mas sejtekben is kimutattdk mar, tobbek kozt az érfal simaizomsejtjeiben, a
szivizomban, a bélben, a hepatocitakban, illetve a kiillonb6z6 immunsejtekben [51-53].
Megjelenése utdn nagyobb mennyiségben termeli a NO-ot, mint a Kkonstitutiv
izoenzimek, ugyanis irreverzibilisen koti a kalmodulint, amely igy képtelen

ledisszocialni réla. Mig a konstitutiv NOS izoformak NO termelésének eldfeltétele az
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intracellularis Ca** szint emelkedése, addig az indukéalhaté NOS alacsony Ca?* szinten
is képes NO-ot termelni [51-53]. Az INOS expresszidjanak inhibitorai a
glukokortikoidok. A fiziolégias mennyiségben termelt NO-nak fontos élettani szerepe
van a mikroorganizmusok elleni védekezésben és a citotoxikus reakcidkban [51-53].

2.7.5.2. A NO hatasmechanizmusa

A NO-nak fizioldgias korulmények kozott a & tamadaspontja a szolubilis guanilat-
ciklaz (sGC). Mivel gaz halmazallapotu, ezért szabadon diffundalva jut el a célsejtekig
(pl. trombocita, az erek simaizomsejtjei, stb.), ahol a sGC hemcsoportjahoz
hozzékapcsolodva aktivalja az enzimet [17]. Megemelkedik a cGMP szint, és igy
milkodésbe 1ép egy cGMP dependens protein-kindz [41]. A protein-kindz csokkenti a
miozin konnyli lanc kindz aktivitasat azaltal, hogy foszforilalja az enzimet [17]. A
csokkent aktivitasi konnyli lanc kinaz a trombocitakban gatolja az aggregaciot, a
simaizomban pedig elernyedést okoz. Az endogén termelédésii NO fiziologias
vazodilatator szerepet jatszik, ami a NO-bioszintézis gatlasaval megakadalyozhaté [17].
A NO-ra jellemz6, hogy parositatlan elektronja van a kulsé héjon, igy an.
szabadgyokként funkcional, igen reakcioképes gaz. Kdnnyen reakcidba lép mas
szabadgyokokkel, és gyorsan elimindlodik, mikozben nitrit és nitrat képzodik. A
szuperoxid-anionok képesek inaktivalni a NO-ot, ugyanakkor ebben a reakciéban ujabb
reaktiv molekulak képzddnek (pl. peroxinitrit, nitroxilgyok) [17]. A NO, illetve a NO-
bol keletkezd egyéb reaktiv gyokok gyakran medidlnak kiilonféle korélettani
funkciokat, melyek tobbnyire nem a cGMP-fiiggd utakon zajlanak (pl. a tultermelt NO-
nak korélettani szerepe van a hiperreaktiv lokalis gyulladasos megbetegedésekben,
valamint szisztémas gyulladasban) [17]. A NO kérosan befolydsolhatja szdmos enzim —
elsdsorban a fémionokat tartalmazé enzimek — miikodését. A NO karos hatasai kozé

tartozik az is, hogy befolyéasolja az arachidonsav-metabolizmusban részt vevé enzimek
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miikodését, fokozza a tioltartalmu fehérjék nitrozilalodasat, és gatolja a DNS-szintézist
[17].

2.7.5.3. A NO inaktivacidja

A NO-ot a hemoglobin, a mioglobin és a szabadgyok szuperoxidok inaktivaljak [46]. A
glutation, amely fontos kénhidrogén csoportot hordozo vegyiilet a szervezetben, élettani
korilmények kozott kdlcsonhatasba Iéphet a NO-dal, és még stabilabb formava — S-
nitrozo-glutationna — alakitja azt. Ez a vegyulet tartds NO-hordozoként funkcionalhat a
szervezetben [46]. Az ér glutation tartalménak csokkenését mutattdk ki pl.
cukorbetegségben és érelmeszesedésben. Ez a tény jol magyardzhatja a
kardiovaszkularis komplikéciok fellépését ezekben a betegségekben. Az érsziikuletek
vagy méas okok miatt bekdvetkezé keringési zavarok hatdsara a k&rosodott érfali sejtek
szabadgyokoket termelnek, igy a NO-képzédés csokken [46].

2.7.5.4. ANO biolégiai hatasai

A NO-roél alkotott els6 ismeretek kizardlag annak vazodilatator szerepére iranyultak, ma
mar azonban tudjuk, hogy hatasa sokréti [41]. A NO-nak szamos fizioldgias és
patoldgias hatésa van.

Az arterioldkban folyamatosan érvényesil a NO vazodilatator hatdsa [41]. Ezt
bizonyitjak azok a kisérletek, amelyek soran az a. brachialisba beadott L-NMMA helyi
érsziikiiletet okozott. Allatkisérletekben a beadott L-NMMA mintegy 30%-kal névelte
az artérias vérnyomast. Ez a hatas vélhet6en a tonusos NO-felszabadulas gatlasan alapul
[41]. A késGbbiekben leirt kisérletiink soran is ehhez hasonl6 eredményt tapasztaltunk.

A vizsgalati &llatok L-NAME-rel torténd eldkezelése novelte a szisztémas vérnyomast.
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A NO {6bb hatasai:

. Kardio-vaszkuléris hatasok:

Szamos vizsgéalat igazolta, hogy a NO folyamatosan jelen van az arterioldk faldban,
szerepe van az érfal simaizomzaténak relaxéciojaban és a bazélis értonus beallitasaban.
Az érendotélben tonusos NO termelést szamos tényez6 stimulalja: a véraramlasbol
ad6do nyirderdk, acetilkolin, bradikinin, ATP, ADP, hisztamin, trombin [54]. A NO
vazodilatator hatasat un. masodlagos hirvivok Gtjan fejti ki. Aktivalja a sGC enzimet,
amely a célsejtekben megemeli a cGMP szintjét [17]. Ez a folyamat végil a simaizmok
ellazulasat valtja ki. Megtalalhaté a vérlemezkékben is, ahol nemcsak a trombocita-
aggregéacio gatlasara van hatéassal, hanem megakadalyozza azt is, hogy a trombocitak az
endotélhez tapadjanak. Az endokardium altal termelt NO szerepet jatszik a szivizom

relaxéaciojanak szabalyozasaban.

° Az immunrendszer mitkodésének szabalyozasa:

A szervezetet ér0 kiillonboz6 karositd tényezdk hatdsara fokozddik az iNOS miikddése,
ezaltal a NO termelddése. Az igy keletkezO NO szerepet jatszik a szervezet védekezd
mechanizmusaiban. A makrofagokban (iNOS) termelt NO citotoxikus hatasu [55]. A
NO tulajdonképpen egy nem specifikus védekez6 anyag a korokozok vagy a
daganatsejtek ellen, ugyanis a NO-bol képz6do reaktiv gyokok (nitroxilgyok,
peroxinitrit) sejtmeérgek. A baktériumok elleni hatasukat azaltal fejtik ki, hogy
karositjak azok 1égzéséért feleldés vastartalmii enzimeit. Amennyiben azonban a NO
kronikus mennyiségben termelddik, az mar karos hatasu nem csak a baktériumokra,
hanem a fogagyra is [56]. A NO azaltal is védi a szervezetet, hogy indukélja a sejtek
apoptdzisat, meggatolva ezaltal a daganatok kialakulasat [46].
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° Az idegrendszer miikodésének szabalyozasa:
Mint kdztudott, a NO a non-adrenerg, non-kolinerg idegek neurotranszmittere. Emellett
mint modulator is ismeretes, fokozza egyéb nurotranszmitterek (adrenalin, dopamin)

illetve neuropeptidek felszabadulaséat is [50].

A NO szerepe az oralis megbetegedésekben:

° Parodontitisz:

Megfigyelések szerint kronikus gyulladasos allapotokban fokozddik a makrofagok
infiltracioja a fogagy szovetei kozé. A makrofdgokban fokozddik az INOS expresszioja,
ezaltal megné a NO szintézise parodontitisz sordn [54, 56]. Tovabbi kutatdsok
kimutattdk az iINOS aktivitas fokozodasat a makrofagokon kivil a limfocitakban és a
polimorfonukleéris sejtekben egyarant [56]. Valoszintisithetd, hogy a bakterialis plakk a
felelos az iINOS aktivitdsanak novekedéséért, ugyanis steril allatok inyszovetében nem
tapasztalhato iINOS aktivitds [57]. Ujabb tanulmanyok arr6l szamolnak be, hogy
kronikus parodontitiszben szignifikansan ndvekszik az iNOS expresszidja a gingivalis
fibroblasztokban az egészséges csoporthoz képest [58]. A NO azaltal is szerepet jatszhat
a parodontitisz progresszidjaban, hogy szabalyozza a kiilonb6zé proinflammatorikus
citokinek termlédését. Daghigh és mtsai. laboratoriumi koértlmények kozott vizsgaltak
az INOS géatlok hatdsat. Azt tapasztaltdk, hogy az inhibitor hatdsara csokkent a
fibroblasztok NO termelése [58]. Lohinai és mtsai. munkajukban pedig bizonyitottak,
hogy az INOS gétlasa jotékony hatasu a fogagygyulladas tiineteire [56].

° Odontogén cisztak és periapikalis infekciok:

Mar szamos olyan publikacid jelent meg, melyben a periapikalis szovetek
elvaltozasaival foglalkoznak, de csak kevés szamol be olyan kutatasrél melyben a NOS
expressziojat tanulmanyoztdk odontogén cisztakban. Takeichi és mtsai. radikularis
cisztdkban - a vartnak megfeleléen - INOS expressziot detektaltak [59]. Még nem

teljesen tisztazott, hogy a NO milyen szerepet jatszik a csont destrukcidjaban ilyen
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kortlmények kozott. Jelenleg kutatasok folynak annak kimutatasara, hogy a NO milyen
szerepet jatszik az odontogén keratocisztak patogenezisében [60].

A periapikalis infekciok kovetkezményeként szintén fokozddik az iNOS aktivitasa,
ezéltal a NO termelése, igy tehat a NO-nak a gyokércsucsi infekciok korfolyamatéaban is
szerepet tulajdonitanak [61].

° A szajnyalkahartya gyulladasos megbetegedései:

Csak keveés olyan tanulmény van, melyben a NO szerepét vizsgalték a szajnyalkahartya
kiilonboz6 betegségeiben. Bar a lichen planus kronikus gyulladasos betegség, a
vizsgalata soran csak alacsony, vagy semmiféle iNOS aktivitast nem sikerilt kimutatni
még annak ellenére sem, hogy a betegségben bdven detektalhatok voltak CD68 pozitiv
makrofagok [62]. Feltételezések szerint ennek oka, hogy az elvaltozas kovetkeztében
nagy mennyiségben termelddo citokinek gatoljak az iNOS expresszidjat.

Habar a nyélban 1évé NO hatasa az egészséges oralis mukdzara még nem teljesen
ismert, az eredmények azt tdmasztjak ala, hogy a nyal magas NO tartalméanak szerepe

van a szajnyalkahartya-betegségek patogenezisében [63].

. Ordlis karcinbma és diszplazia:

Szamos cikkben beszdmoltak mar a szajiiregi rakok és az iNOS kapcsolatéardl. Rosbe és
mtsai. els6ként vizsgaltdk a fej-nyak régioban el6forduld elszarusodd laphamrak
kapcsan az iINOS expresszidjat [64], 10 eset eredményét publikaltdk, azt azonban nem
részleteztek, hogy a tumor pontosan hol helyezkedett el. Az iINOS-t elsédlegesen a
daganatsejtek expresszaltdk. Gallo és mtsai. is az iINOS aktivitasat tanulmanyoztak 27
betegnél, akiknél fej-nyak régioban kialakult laphdmrék szerepelt a diagndzisban. Az
iINOS expressziojanak f6 forrasai ismét a daganatsejtek voltak [65].

A szajureg diszplazias allapotaiban immunhisztokémiai mddszerekkel, valamint RT-
PCR-ral tanulményoztak az iNOS expresszidjat [66]. Egészséges oralis mucosadban nem
tapasztalhaté INOS expresszi6 [67], azonban diszplazias allapotokban az iINOS
aktivitasa korrelal az elvaltozés sulyossagaval [68]. Brennan és mtsai. oralis diszplazias
allapotokat vizsgalva pozitiv 6sszefliggést talaltak az iNOS és a VEGF expresszidja
kozott [67].

36

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com). Please register to remove this message.



http://www.novapdf.com

doi:10.14753/SE.2013.1842

Az INOS szerepe a szajlregi rosszindulati daganatok, valamint diszplazias allapotok
patogenezisében még tovabbi kutatasok targyat képezi. Az iNOS szelektiv antagonistak
alkalmazasa megfeleld terapianak tiinik az oralis karcinomak kezelésében. Specifikusan
kapcsolddnak az iINOS-hoz, és allatokon végzett vizsgalatoknal nagy szézalékban

csokkentették a daganatok invazivitasat és a metasztazis képz6dést [69].

2.7.6. A vaszkularis endotelialis novekedési faktor

A VEGF egy 40 kDa sulya homodimer glikoprotein, mely kulcsszerepet jatszik a
mikroerek permeabilitdsdban és az angiogenezisben [70]. T6bb mint huszontt éve
ismert. Elsé leiréi Senger és munkatarsai voltak 1983-ban, akik a VEGF-et mint a
tengerimalac hepatocelluléris karcindma sejtjeiben termel6dé proteint irtak le [70]. Ezt a
proteint vaszkularis permeabilitasi faktornak (VPF) nevezték. Arra a kdvetkeztetésre
jutottak, hogy ez a faktor specifikus reguldtora a tumorban 1évé vérerek
permeabilitdsdnak. 1989-ben Ferrara és Henzel [71] valamint Plolet és mtsai. [72]
egymastdl fuggetlenil kimutattak egy endotélsejt-specifikus fehérjét, amelyet
vaszkularis endotelialis névekedési faktornak (VEGF) neveztek el. Tovabbi vizsgalatok
soran kidertilt, hogy a VPF és a VEGF ugyanaz a molekula [73, 74].

A humén VEGF génje 8 exont tartalmaz, a hatos kromoszéma révid karjan (6p21.3)
helyezkedik el [75]. A gén atirddasanak eredményeként 6t kiilonb6zo izoforma jon létre.
Ezek az aminosav szdmban kilonbdznek egymastdl (VEGF2:, VEGF14s, VEGFigs,
VEGF1g9, VEGF205) [76].

Eml6soknél eddig a VEGF csalad 5 tagjat ismerjiik. Ezek a VEGFA, VEGFB, VEGFC,
VEGFD és a placenta novekedési faktor (PLGF). Eml6sokon kiviill VEGF-hez hasonld
szerkezetli protein talalhaté a parapox virusban (VEGFE), valamint a kigyoméregben
(VEGFF) is [77].

Mara mar szamos sejtb6l sikeriilt izolalni. A simaizomsejtek, az endotélsejtek, a
trombocitak, a leukocitak és a makrofagok szintetizéljak és szabaditjak fel a megfeleld
ingerek hatdsara [78]. A felszabadulasat kiilonbozé citokinek, a NO, valamint az

oxigénnyomas is befolyasolja [79, 80]. Az EGF, a TGF-Bvagy a keratinocita
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novekedési faktor jellegzetes induktorai a VEGF mRNS expresszionak [81]. Az 116
szignifikdns VEGF expressziot okoz a kulonféle sejtvonalakban [82]. Az IGF 1-et is
kimutattadk kolorektalis karcinoma sejtekben, mint a VEGF mRNS-ét indukalé faktort
[83]. A TSH is képes indukalni a VEGF expressziojat a kiilonboz6 tiroid karcinbma
sejtvonalaknal [84].

Harom olyan tirozin-kinaz receptort ismeriink, melyhez a VEGF kotédni képes. Az 1-es
tipusu receptor a monocita-makrofag rendszer kemotaxisat szabalyozza. A 2-es tipusu
receptor felelés a VEGF sejtosztodast, érujdonképzOdést, permeabilitast és ératmérdt
szabalyoz0 hatdséért, mely utobbi az altalunk elvégzett tanulmanynak a f6 témaja [77,
85]. A 3-as tipusU receptor a nyirokrendszer endotélsejtjeinek fejlédését és mikodését
szabalyozza [77, 85]. A receptorokhoz torténdé kotés utan fejti ki a VEGF szamos
hatasat, melyek kozill pérat az alabbiakban megemlitek. Az egyes terlleteken betoltott
szabalyozo szerepét részletesen a kdvetkezo fejezetben targyalom.

A VEGF fokozza az endotélsejtek osztodasat, elésegiti az érujdonképzddést, részben az
NO hatésan keresztil Kitagitja az ereket és kb. 50000-szer hatdsosabban noveli az erek
permeabilitasat, mint a hisztamin [85-97].

A VEGF fokozza a NO és a prosztaciklin (PGI,) [98] szintézist, valamint gatolja a
trombusképzodést [99] és a simaizomsejtek proliferaciojat [100]. Felszabadulasa
fokozodik sebgydgyulas, tumor ndvekedes, hipoxia és endotoxinok okozta heveny
gyulladas esetén [78, 85, 101, 102]. A VEGF szérumszintje szignifikinsan megné
kiilonboz6 daganatok kezelése esetén és lezajlott infarktus utan is, mivel a VEGF és a 2-
es tipusu receptora mind a daganatok ndvekedéséhez elengedhetetlen, mind pedig az
ischémia hatasara kialakulo érajdonképzodésben fontos szerepet jatszik [102-106].
Azok az &gensek, melyek blokkoljak a VEGF jelatviteli folyamatokat, mint példaul a
ZM323881, ami a 2-es tipusu VEGF receptor szelektiv inhibitora, a kiilonb6z6
onkoldgiai vizsgélatoknal igeretesnek bizonyultak a daganatterapidban [85, 107-111].
Ugyanakkor méas betegségekben, ahol az érellatési, illetve a keringési zavar dominal
(pl.: ischémids szivbetegség), maga a VEGF johet sz6ba, mint terdpias eszk6z [112].

Erajdonképzddés egészséges foginyben is torténik, de foginygyulladas fennallasakor
joval fokozottabban zajlik [113, 114]. A VEGF nem csak a gingivitisz létrejottében, de a
krénikus parodontitisszé vald progresszidjaban is fontos szerepet jatszhat az érhaldzat
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expanzidjan keresztll [93, 95, 115, 116]. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a
VEGF-nek  kulcsfontossagu  szerepe van a  parodontdlis  mikrocirkulacio
szabalyozésiban mind egeszséges, mind koros kortlmények kozott. Emiatt azok a
kisérleti kutatasok, amelyek a 2-es tipusi VEGF receptor lokalizaciojaval, funkcidival
¢s mas molekulakkal (pl.: NO) végbemend interakcidival foglalkoznak, uj terapias

utakat nyithatnak mind a szdveti atrofia, mind a parodontitisz elleni harcban.
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2.7.6.1. A vaszkularis endotelialis novekedési faktor izoformai

Mint az az el6z6 fejezetben mar targyalasra kerilt, emlésokben eddig a VEGF 5
csaladjat izolaltdk, melyeknek az aminosav szam fiiggvényében szamos izoformaja
ismert [77].

A VEGF-et termel sejtek eltéré mértékben expresszaljak a kilonb6zo6 izoformékat. A
VEGF 121-es izoformaja a lépben, a vesében és a tlidében, a 145-6s izoforméja a
méhlepényben, a 165-6s az agyban és a vesében, a 189-es a szivben és a tlidében, mig a
206-0s izoforma, amely a legritk&bb, elsésorban a méhlepényben fordul el6 [117-119].
A nativ VEGF bazikus karakterii, ECM-hoz kotott molekula [71]. A VEGF 121-es
izoforméja enyhén savas karakterii, gyengén kapcsolddik az ECM-hoz, ezért a sejtekbdl
szabadon szecernalédik [75]. A VEGF 145-6s izoforméja a 6-os exon altal kddolt,
enyhén bazikus karakterii protein. A VEGF 165-0s izoforma a 145-6snél bazikusabb
karakterti, a 7-es exon altal kdédolt fehérje. Szekrécidjat kovetéen 30-40%-ban sejt,
illetve ECM-hoz kotott formaban marad, amiért a heparin-szulfat proteoglikanokkal
val6 interakcidja teheté felelossé [120]. A VEGF 189-es, illetve a 206-0s izoformai
mind a 6-0s mind a 7-es exon altal kodolt formak, ezek a legbazikusabb karaktertiek.
Nagy affinitassal kotddnek az ECM fehérjéihez, ezért szinte teljes mértékben ECM-hoz
asszocialtan fordulnak elé [75]. Az ECM-hoz kotott VEGF izoforméak raktart képeznek,
melybdl heparin, heparén-szulfat, heparinaz, plazmin vagy plazminogén aktivator
hatasara felszabadulhatnak [75].

A kilonbdz6 VEGF izoformék diszulfidhidakkal stabilizalt homodimerek formajaban
aktivak. A VEGF heterodimerek biolégiailag inaktivak [121].
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2.7.6.2. A vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor bioldgiai hatasai

. A VEGF hatésa a vaszkulogenezisre:

Egereken végzett knockout vizsgalatok igazoltdk a VEGF és a VEGFR-ok jelenlétének
fontossagat az embriondlis vaszkulogenezisben [122, 123]. A VEGF gén inaktivalasa,
mar heterozig6ta formaban (VEGF +/-) is az allatok korai, a 11-12. embrionalis napon
bekovetkez6 elhullasdhoz vezet [124]. A VEGF heterozigdta knock-out embridk
fejlodése visszamaradott, szamos fejlodési rendellenesség figyelheté meg rajtuk. A
kardiovaszkularis rendszer fejletlensége mellett szembetiind az egerek idegrendszeri
alulfejlettsége is [122].

Homozigota VEGFR1 knockout egerek mar az embrionélis fejlédés 8-9. napjan
elpusztulnak. Ezekben az allatokban az endotélsejtek kialakulasa ugyan zavartalan, de a
sejtek nem formalnak ereket, és bizonyos esetekben a hemopoetikus éssejtek fejlédése
is karosodott [122]. Erdekes modon a PLGF gén inaktivalasa nem vezet embrionalis
pusztulashoz, még homozigéta allapotban sem. A homozigéta PLGF -/- egerek
¢letképesek és termékenyek, habar némi sebgyogyulasi zavar megfigyelheté naluk
[125]. Ezek az adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a kiilonb6zé6 VEGF

csalddoknak nincs egyforman fontos szerepe az érfejlédésben és a tulélésben.

. A VEGF hatésa az angiogenezisre egészséges és tumoros szovetekben:
Az angiogenezis egy tobblépcsds folyamat, amelynek az eredményeként j veredények
keletkeznek a mar meglévé erekbdl. Angiogenezis soran kiilonbdzo stimulusok
(hipoxia, citokinek, mechanikai stressz, stb.) hatdsara az endotélsejtek olyan enzimeket
(métrix-metallo-protedzok) termelnek, amelyek elbontjak a bazalis membrant, ezaltal a
sejtek folyamatos proliferacioval és migracioval Uj ereket formalnak [126]. Ebben a
folyamatban szdmos egyéb ndvekedesi faktor is szerepet jatszik, de a legfontosabb
proangiogén tényez6 a VEGF. Ez a mechanizmus jatszodik le az egeszséges
szervezetekben is az atépulési folyamatok kapcsan (pl.: menstruacios ciklus,
sebgydgyulés), ugyanakkor daganatos megbetegedésekben is elengedhetetlen a tumorok

egy minimalis méreten tali novekedéséhez [126].
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Mar régota ismert, hogy a tumorok méretének nodvekedésével parhuzamosan nd a
tumorok érdenzitésa is. Algire és mtsai. 1945-ben megfigyelték egereknél, hogy a
tumorok novekedését mindig megeldzi azok érellatdsanak a novekedése. Ebbol arra
kovetkeztettek, hogy a gyors daganat-névekedés a gazdag vaszkularis héldzat
kifejlodésétol figg [127]. 1971-ben Folkman Ggy gondolta, hogy az angiogenezis
gatlasa megfeleld stratégia lehet a szolid tumorok gydgykezelésében [128].

Az angiogenezis gatlasdn alapul6 tumorkezelés csak két évtizeddel a kezdeti
tanulmanyokat kovetéen, a 90-es évek végén ker(lt be az orvosi kdztudatba [129, 130].
Szamtalan potencialis angiogenezist gatlé célpont ismeretes, mégis a VEGF ellen
iranyul6 kezelés jelentette az elsé gyogyszeres lehetOséget, ugyanis ez a faktor mutatja a
legszorosabb Osszefliggést a tumorprogresszioval [129, 130]. Kutatési eredmények azt
mutatjék, hogy a daganatok a fejlodésiik korai szakaszaban szorosabb dsszefiiggésben
allnak a VEGF-vel, mint a késébbi progresszidjuk sorén, ezért a VEGF-ellenes kezelés
hatékonysdganak novelése érdekében fontos a daganatok minél kordbbi felismerése
[129, 130]. A VEGF-ellenes kezelés tobb Uton is megvaldsulhat. Irdnyulhat maga a
VEGF molekula ellen, illetve a VEGFR-ok ellen is.

Jelenleg a viladgon a legelterjedtebb angiogenezist gatlo szer a humanizalt, rekombinéns
technologiaval eldallitott monoklonalis ellenanyag (bevacizumab /Avastin®/) [129,
130]. Ez a terapias szer az érujdonképzddés legfontosabb molekularis elemét, a VEGF-
A-t gétolja azaltal, hogy specifikusan kotddik hozza, és igy megakadalyozza a VEGFR-
hoz valo kotodését [129, 130]. Klinikai vizsgélatok tanusitjak, hogy a konzervativ
antitumor terdpiat VEGF-ellenes terépidval kiegészitve mind a nem Kissejtes
tiidédaganatos [131], mind pedig a kolorektalis daganatos betegek tulélése javul [132].

. A VEGF hatésa az erek permeabilitasara:
A VEGF-et eredetileg, mint az erek permeabilitdsat hatékonyan és gyorsan fokozo
faktort irtak le, és vaszkularis permeabilitdsi faktornak nevezték [133]. A fokozott
érpermeabilitas  kozvetitésében jelentés a VEGFR2 szerepe. Stacker és mtsai.
kimutattak, hogy mutans VEGF hatasara nem fokozddik az erek permeabilitasa, mert a
kéros molekula nem képes kotédni a VEGFR2-hoz [134]. Szdmos in vivo kisérlet

igazolja, hogy a NO, illetve a PGIl, részt vesz a VEGF érpermeabilitast fokozo
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hatasanak kozvetitesében. Az eNOS-t gétlo L-NAME, illetve a COX-gatlé indometacin,
jelent6sen csokkenti a VEGF indukalta érpermeabilitast [98].

A VEGF fokozza a veziko-vakuolaris sejtorganellumok (VVO) jelenlétét is. A VVO
egy olyan sejtorganellum, amely kapcsolatot Iétesit az endotélsejtek érlumen fel6li és az
azzal ellentétes, ablumindlis oldala kozott, biztositva ezaltal a plazmafehérjek
transzportjat [135].

. A VEGF sejtproliferacios hatasai:
A knockout egereken végzett, korabban ismertetett kutatasok kimutattdk a kulonfele
VEGF csaladok, valamint a VEGFR-ok fontossagat a kardiovaszkularis, hemopoetikus
és a limfatikus rendszer fejlédésében [122, 123]. A VEGF sejtproliferacios hatasat
szamos szignaltranszdukcios Ut biztositja. A VEGF hatésara aktivalédd mitogénaktivalt
protein kinazok (MAPK1 és MAPK?2) fokozzék az endotélsejtek osztodasat. A VEGF
hatast a MAPK inhibitor, a PD98059 teljesen felfiiggeszti [136].

. A VEGF hatésa a sejtmigréaciora:

crer

=z =z

uton érvenyesil. Az endotélsejtek kiilonb6z6 aktivald faktorok, tobbek kozott a VEGF
hatdsara az angiogenezis kezdeti fazisaban MMP-okat valamint zselatindz A-t
termelnek, melyek a kotdszoveti elemek lebontésaert felelosek, ezéltal szabadda téve az
A VEGF fokozza a FAK foszforilacidjat, aminek kovetkeztében az enzim aktivalodik
[139]. Az aktiv FAK kozponti szerepet jatszik a sejtek adhézidjaban, az aktin
filamentumok szervezédéseben, ezen keresztll pedig a sejtmigracio folyamatéban [140].
Egyre tobb az adat, melyek szerint a VEGF a NO-on keresztul fejti ki migracios hatésat,
ugyanis a NO elosegiti a FAK foszforilaciojat [141, 142].

. A VEGF antiapoptotikus hatasa:
Az apoptdzis a sejtek program szerinti pusztulasa, mely nagyon fontos része a szoveti
homeosztazis fenntartasanak. Az emlds sejtekben az apoptdzisnak két 0 jelatviteli utja

van, a mitokondriélis és a halalreceptor Ut. A VEGF az apoptdzis mechanizmusét azéltal
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gatolja, hogy felfuggeszti az apoptozis effektor molekuldinak, egyes kaszpazoknak a
mikodését. A kaszpazok igen specifikus protedzok, melyek a sejtek legkiilonboz6bb
alkotoit képesek hasitani. A VEGFR2-anak aktivalédasa stimulélja a foszfatidilinozitol-
3-kindz (PI3K) miikodését, mely aktivalja az antiapoptotikus kindzt (Akt). Az Akt a
kaszpaz-9 gatlasan keresztul fejti ki az antiapoptotikus hatasat [143]. Emellett a VEGFR
aktivalodasa kovetkeztében megemelkedik a FAK szintje is, amely még er6sebben
fokozza a sejtek tulélését. A VEGF-nek a sejtek tulélését elosegité hatasat elséként a
retina endotélsejtjein igazoltdk [144], majd human vénas kdldokzsinor endotélsejteken
[145], valamint a vesetubulusok epitél sejtjein [146] is megfigyelték.

A VEGF hosszu tavu antiapoptotikus hatasat a Bcl- 2, illetve a Bcl-2 kapcsolt fehérje,
az Al szintézisének fokozasan keresztul is kifejti [144].

. A VEGF hatésa a NO és a prosztaciklin szintézisre:
A VEGF fokozza a NO és a PGI, szintézisét, valamint azok sejtekbdl valo
felszabadulasat [98]. Egyudttal a NO és a PGl, a VEGF szdmos bioldgiai hatasat is
kdzvetiti. JOl ismert a NO és a PG, a vazodilataciot fokozd hatdsa, &m emellett mindkét
molekula szdmos vazoprotektiv hatassal is rendelkezik (7. bra). Gatoljak a VSM sejtek
interakcidjat az endotéliummal. Mindemellett szerepik lehet a VEGF angiogenezist és
vazopermeabilitast fokozo6 hatdsanak a kozvetitesében is.
A VEGF szdmos mechanizmuson keresztiil befolyasolja a NO, illetve a PGI,
szintézisét, valamint azok endotélsejtekb6l vald felszabadulasat. A VEGF
bekotodésével aktivalodik a G-protein kapcsolt receptor. A jeltovabbitas eredményeként
keletkezd IP; fokozza a Ca** kiaramlasat a szarkoplazmatikus retikulumbél, ezéltal
novelve a plazma Ca* koncentraci6jat. A megnovekedett intracellularis Ca®*
koncentracid aktivalja az eNOS mikodését, a NO termelését. A VEGF ezen az
utvonalon a NO szintjének gyors és rovid ideig tarté ndvekedését okozza.
A VEGF egy masik szignaltranszdukcios utvonalon, az Akt aktivalasan keresztil
foszforildlja az eNOS-t, és ezéltal egy hosszan tartd, Ca?* fiiggetlen NO felszabadulas
torténik.
A VEGF-nek a DAG - PKC - ERK jelatviteli Gtvonalon keresztiil szabalyoz6 szerepe

van a citoplazmatikus foszfolipdz A,-bol torténé PGI, szintézisben. A VEGF hataséra
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megnovekedett citoplazmatikus Ca”* koncentracié nemcsak az eNOS miikodését

aktivalja, hanem egyuttal fokozza a PGI, endotélsejtekbdl valo felszabadulasat is [97].
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7.4bra

A VEGF vazoprotektiv hatdsdnak mechanizmusa [97]

A VSM sejtek VEGF termelését szamos tényez0 szabalyozza. Ilyenek a kiilonbozé citokinek,
novekedési faktorok, vagy pl. a hipoxia. A stimuldlé tényez6k hatdsara termel6d6 VEGF a
receptordhoz kapcsolddva fokozza az endotélsejtek NO és PG, termelését. A VSM sejtekben a NO
hatdsara n6 a ¢cGMP, a PGI, hatasara pedig a cAMP szintje. Ezek a masodlagos messenger
molekulak felelések a vazodilatacidért, valamint az antiproliferativ hatasért. A NO és PGl, a VSM
sejtekre kifejtett hatasukon kiviil gatoljak a trombocitak aggregaciojat, ezaltal a trombusképzddést,
valamint a NO megakadalyozza a leukocitdk endotélhez valé adhézidjat. Ezek a folyamatok

egylittesen protektiv hatast fejtenek ki az erekre [97].

2.7.6.3 A vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor receptorai

Jakeman és mtsai. autoradiografias vizsgalatokkal nagy affinitasi VEGF kotéhelyeket
talaltak magzati és feln6tt patkanyok szoveteiben a nagy és kis erek endotéliumén
egyarant. A VEGF ko6tédés nem csak az 0sztodo, hanem a nyugalomban 1évé sejteken is
észlelhetd volt [147, 148].
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Eml6soknél eddig 5 VEGF csaladot irtak le, melyek tirozin-kindz enzimaktivitasu
plazmamembran receptorhoz kapcsolodnak. Ezek a VEGFR1, VEGFR2 és VEGFR3
[77, 85]. A receptorok kozos jellemzéje, hogy a nagyméretii extra- (N-termindlis) és
intracellularis (C-termindlis) régiot egyetlen transzmembran hélix koti 6ssze.

A receptoraktivitds elsé 1épése a dimerizacid-oligomerizaciod, amelyet jellemzden az
agonista ligand kot6dése indukal. A novekedési faktor receptoroknal a tirozin-Kinaz mar
az aktivacio elott is a molekula integrans része [77, 85].

A novekedési faktorok jellemz6 jeltovabbitési Utja a Ras/Raf/MAP kinaz utvonal. A
jeltovabbitasi Gt elsé 1épéseként a dimerizacidt kovetbéen az integrans tirozin-Kindz
autofoszforilalja az intracellularis lanc tirozinjait, amelyek kotéhelyet alakitanak ki az
egyik SH,-domén protein, a Grb, szdméara. Az SH,-domén proteinek kozos jellemzdje,
hogy komplementer kotézsebeket tartalmaznak a receptoron kialakitott foszfotirozin
forméaciok felismerésere. A kotott Grbp-t a sajat receptor tirozin-kindza szintén
foszforilalja, és a ledisszocialt Grb,-foszfat aktivalja a Ras egységet GDP/DTP cserével.
Az aktivalt Ras aktivalja a Raf egységet. A Raf egység egy szerin/treonin kindz lanc
els6 tagja, amelyek mindegyike foszforilacioval aktivalja a kovetkezd jeltovabbitd
elemet. A lanc utols6 tagja a MAP-kinaz, amely foszforilacioval egy vagy tdbb
transzkripcios faktort aktival. Ez utobbiak a génexpresszid kezdeményezésével szamos
sejtvalaszt indukélhatnak (pl.: sejtosztodas) (8. abra) [77, 85].
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8. abra

A VEGFR jelatviteli Utja [149]

A VEGF a VEGFR-hoz kotédve elinditja az intracellularis jelatviteli folyamatot, melynek eredményeként
olyan valtozatos hatasok jonnek létre mint az aktin Ujrarendez8dése, erek permeabilitdsanak fokozésa,

gén expresszio, sejtosztodas és végiil angiogenezis [149].

A VEGFR1-hoz a VEGFA, B és a PLGF, a VEGFR2-hoz a VEGFA és E, mig a
VEGFR3-hoz a VEGFC és D kotédik. A human VEGFC és D proteolitikus emésztést
kovetéen képes a VEGFR2-hoz kapcsolddni, habar ezek a faktorok kisebb affinitassal
kotédnek a VEGFR2-hoz, mint a VEGFR3-hoz. A VEGFF a VEGFR1 és a 2 tipusu
receptorral is interakcidba lép (9. &bra) [150].

A VEGFR1-nak a VEGF iranti affinitasa joval nagyobb, mint a VEGFR2-é, ugyanakkor
a tirozinkinaz aktivitasa csak a tizede a VEGFR2 aktivitadsanak [151].
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A VEGF receptorait a killonb6zé VEGF izoformakon kiviill mas névekedési faktorok is
képesek aktivalni, ugyanakkor a VEGF is képes mas RTK-hoz kapcsolédni (mint pl.
PDGFR, EGFR) [152].

VEGF- B1 o
VEGF-
PLGF-1, 2

VEGF-C
VEGF-D

/\./ |

SE | ITE

1 NRP-1 VEGFR2 VYEGFR3 NRP-2
FED (Fik-1/KDR) (Flt-4)
| |
Vasculogenesis Lymphangiogenesis
Angiogenesis

9. abra
A VEGF és receptorainak interakciéja [153]

A VEGF egyes izoformai eltérd affinitassal kotédnek a kiilonbozo receptorokhoz és elinditjak a jelatviteli
folyamatokat [153].

A VEGFR1 a monocita/makrofdg migracioé pozitiv szabalyozdja, illetve a VEGFR2
szignalizaciojanak pozitiv és negativ regulatoraként is leirtdk mar. A negativ
szabalyozas azaltal jon létre, hogy a VEGF a VEGFR1 varidns egyik alternativ
szolubilis kot6helyéhez kapcsolodik, ezaltal megakadalyozva a VEGFR2-hoz valo
kotodését [85]. A VEGFR2-on keresztill jon létre a VEGF érendotélre kifejtett szamos
bioldgiai hatasa Ugy az egészséges, mint a patoldgias szévetekben. llyen hatas példaul a
kordbban méar emlitett ér permeabilitas fokozas, vagy az angiogenezis. A VEGFR3-on
keresztlil a VEGF részt vesz a nyirokerek fejlodésében és szabalyozza a limfatikus
endotélsejtek funkcioit [85].

Az utdbbi idében a kilonféle tumorok kezelésében el6térbe keriiltek a neutralizald
hatasi VEGF ellenes antitestek, valamint a kis-molekulasﬂlyu tirozin-kinéz-gétlék,

=77

be a VEGF szignaltranszdukcids Gtvonalanak gatlasa [129, 130].
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3. Célkituzések

Altalanos célkitiizésiink az volt, hogy a VEGF és VEGFR-2 gingivalis venulak
ératmérd valtozasaban szerepet jatszd hatasat vizsgaljuk ép és koros koriilmények

kozott.

Tételesen:
1. A kontroll oldat (fiziologias sooldat) cseppentésének van-e hatasa a foginy venulak

atmérojére.

oy ey

egészséges inyszdvetben.

3. A VEGFR2 szelektiv blokkol6 (5-((7-benziloxiquinazolin-4-yl)amino)-4-fluoro-2-
metil-fenol-hidrochlorid, ZM323881) hatasanak vizsgélata 5nmagaban a foginy venulék

atmérojére és a VEGFR2 pontos lokalizacidjanak meghatarozasa a foginyszdvetben.

4. VEGFR2 szelektiv blokkolasa utan adott VEGF hatasanak vizsgalata.

5. A NO-szintdz géatlo NG-nitro-L-arginin-metil-észter (L-NAME) el6kezelés, és az

elokezelés VEGF hatésat befolyasolo vizsgalata a venula atmérd szabalyozasaban.

6. A VEGFR2 foginy venula atmérdjének szabalyozdsdban betoltott szerepének,
mennyiségének és lokalizacidjanak vizsgalata kisérletes gingivitiszben.

7. Megvizsgalni a VEGFR2 szerepét a foginy venula atmérdjének szabalyozasaban
Kisérletes diabétesz esetén, valamint mennyiségének és lokalizaci6janak pontos
meghatéarozasa ebben a korképben.

8. A szdveti transzparencia novelése az erre a célra altalunk fejlesztett, fiziologizalt
oldataink segitségével, valamint egy 0j, valés 3D vitdlmikroszkopos eljaras
kidolgozésa.
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4. Modszerek

4.1. Kisérleti allatok

Az allatokon folytatott vizsgalatunk protokolljat a Semmelweis Egyetem Allatkisérleti
Bizottsaga jovahagyta (22.1/4268/003/2009). A kisérleteink soran 107 db him Wistar
patkanyt (300+37g) hasznaltunk. Az Aallatok besorolasa a vizsgalati csoportokba
Véletlenszertien tortént. Az allatok inyére, az als6 metsz6fogak melletti papilla
incisivara 10 pl-t cseppentettink az adott vizsgalati csoportnak megfeleld

testhomérsékletre melegitett oldatbol.

A vizsgalati csoportok a kovetkezok voltak:

1. Kontroll csoport (n=7) — fizioldgias sooldatot cseppentettiink az inyre.

2. Kiilonb6z6 koncentracioji VEGF oldatot (Recombinant Rat VEGF164, catalog #564-
RV/CF, R&D Systems, Minneapolis, MN. 0,1; 1; 10; 50 pg/ml; n=7 mindegyik
koncentracional) cseppentettiink az inyre a ddzis-hatés gérbéhez.

3. Ebben a csoportban a VEGFR2-t szelektiven blokkold ZM323881-et (a Budapesti
Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem Vegyészmérnoki és Biomérnoki Karan

szintetizaltak) cseppentettiink (20 pg/ml, n=7) [154, 155].

4. Ezeknél az éllatoknal az inyre el6szor ZM323881-et (20 pg/ml), majd 15 perc
elteltével VEGF-et (50 pg/ml) cseppentettiink (n=7).

5. Ebben a csoportban a vizsgalati allatokat (n=14) egy hétig folyamatosan NOS
blokkoldval (L-NAME, CAS #51298-62-5, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO.; 1 mg/ml az
ivovizben, ad libitum) el6kezeltiik [156]. Az allatok egyik felénél (n=7) a foginyére
VEGF-et (10 pg/ml), a mésik felénél (n=7) pedig fiziologias sdoldatot cseppentettiink.
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6. Ebben a csoportban a vizsgalati &llatok felénél (n=7) ligataraval és kompozit blokkal
1 hét alatt experimentdlis gingivitiszt hoztunk Iétre. A csoport méasik fele (n=7) nem
kapott el6készitést és kontrollként szolgalt. A vizsgalat elvégzésekor mindkét
csoportban az allatok inyére a VEGFR2-t szelektiven blokkolé ZM323881-et
cseppentettiink (20 pg/ml).

7. A vizsgalati allatok felénél (n=7) ebben a csoportban is el6kezelést végeztiink, 6
héttel vizsgalataink el6tt iv. streptozotocinnal (85882 Fluka >98.0% (HPLC) N-
(Methylnitrosocarbamoyl)-a-D-glucosamine, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
diabétesz mellituszt indukaltunk. A csoport masik fele (n=7) nem kapott elékészitést és
kontrollként szolgalt. A vizsgalat elvégzésekor az A&llatok inyére ZM323881-et
cseppentettiink (20 pg/ml).

8. Az ebben a csoportban szerepld vizsgalati allatokat (n=16) az altalunk fejlesztett és a
4.6 fejezetben ismertetett atderité oldatokkal kezeltiik €s teszteltilk ez utdbbiak hatdsat
in vitro az eltavolitott szOveteken (haréntcsikolt izom, allkapocs alatti mirigy,
vékonybél), valmint in vivo a valés harom dimenziés (3D) vitalmikroszképos

rendszeriinkkel.
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4.2. Miitéti elokészités, a vizsgalat menete

A vizsgéalati allatokat ip. Na-pentobarbital segitségével elaltattuk (Nembutal, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO; 0,5 ml/tskg; 6 m/m%). Tracheostomia utan tubust vezettink be
a szabad légutak fenntartasa érdekében. Az also ajkat kiforditottuk és a kétoldali nyaki
terllethez varratokkal rogzitettlk, hogy kozvetlen rélatast nyerjunk a mandibula
frontdlis terlletére. A bal oldali arteria femoralisba kanilt helyeztiink a szisztémas
vérnyomas méréséhez (Haemosys, Experimetria, Budapest). A rektélis homérsékletet
digitalis hdmérd segitségével rogzitettiik és a készllékhez csatlakoztatott elektromos
héparnaval, szervo-kontrollos visszacsatoldssal tartottuk konstansan. Transzmisszids
fénymikroszkopot (Nikon SMZ-1B, Nikon, Tokyo, Japan, 72x-es nagyitas) hasznaltunk
az als6 metszOk melletti labialis gingiva megfigyeléséhez. A jobb lathatdsag érdekében
a terlletet hidegfénnyel vilagitottuk meg (Intralux 5000, Volpi, Schlieren, Switzerland).
Meghataroztuk a véraramlas irdnyat és ennek alapjan kivalasztottuk a mérésekhez
felhasznalandé posztkapillaris venulat (atméré: 25-60 pm). Minden esetben
megpréobaltuk ugyanazt a karakteres eret vizsgalni, mely ezen a teriileten fordul a
mélybe. Ezt a venulat a papilla incisiva cstcsa és az athajlasi redé kozott féluton lehet
megtaldlni. A vizsgalati anyagokat egy mikrofecskendd segitségével jutattuk az ér folé
(Hamilton syringe, Hamilton, Reno, NV), mely lehet6vé tette rendkiviil pontos adagok
(10 pl) felszivasat és kicseppentését. Annak érdekében, hogy a vizsgalt teriiletet a
nyaltdl izolaljuk, tovabba a vizsgalati anyag felhigulasat elkeriljik, a szoban forgd részt
mindig ugy allitottuk be, hogy a szajuregen belil ez legyen a legmagasabb pont. A
kivalasztott venulat a mikroszkophoz csatlakoztatott digitalis fényképezégépen (Nikon
Coolpix 950, Nikon, Tokyo, Japan; 3x-0s optikai nagyitas) keresztul figyeltik meg.
Felvételeket készitettiink a vizsgalati anyag cseppentése elott, majd a cseppentés utani
1., 5., 15, 30. és 60. perchen. A vizsgalati teriilet kiszaradasat ugy el6ztik meg, hogy
egyrészt a mérési idopontok kozott letakartuk ezt a régiot alufoliaval, masrészt pedig az
adott felvétel elkészitése elétt 1 perccel (kivétel az 1. perc, ami elbtt ti. a vizsgalati
anyag cseppentése tortént a 0. percben) testhdmérsékletii fiziologias soéoldatot
cseppentettiink az érintett terlletre. Az erek kiils6 atmér6jét szamitogépes szoftver

segitségével hataroztuk meg (UTHSCSA ImageTool for Windows v3.00, The
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University of Texas Health Science Center at San Antonio, San Antonio, TX). Egy
hitelesitett 100 pm-es beosztasi mércét hasznaltunk a pixel értékek mikrométerre
torténd atszamitdsdhoz. A kiértékelést végzo személy (Gy. M.) eldtt ismeretlen volt,
hogy melyik csoportba tartoz6 képeket analizalja. A mérési hibak mennyiségének
csokkentése érdekében a kiértékelést végzd személy elészor a 100 um-es beosztasu
mércén gyakorolt ugyanazzal a nagyitassal, mint amit a vizsgalat soran is hasznaltunk.
Az étlag és a SEM értékeket a mérce két beosztdsa kdzott vegzett 10 db, egymast
kovetd mérés utan szamoltuk ki. A mérési technikat akkor tartottuk megfelelonek, ha a
SEM érték kisebb volt, mint 0,5.

A Kisérletes gingivitiszes allatok (6. csoport, n=7) el6készitése annyiban tért el a
fentebb vazoltaktol, hogy altatds utdn az also6 metszéfogak koré és kozé a szajfenék
atoltesével ligatarat helyeztunk fel, melyet a vesztibulum fell hurkoltunk meg. Az igy
felhelyezett ligatarara kompozit blokkot helyeztiink a plakkretencio fokozasa érdekében
(10. &bra). Egy hét elteltével a ligaturas allatok (n=7) inyére ZM323881-et (Budapesti
Miiszaki és Gazdasadgtudomanyi Egyetem Vegyészmérnoki és Biomérnoki Kar)
cseppentettiink a fent ismertetett mddszer szerint. A diabéteszes allatoknal (7. csoport,
n=7) 6 hetes iv. streptozotocin eldkezelést kdvetéen vércukorszint meghatarozast
végeztiink. A tovabbiakban a 20 mmol/l feletti vércukorszinttel rendelkezé allatokat
(n=7) vizsgaltuk, a tobbit kizartuk a vizsgalatbdl. Az allatok inyére ZM323881-et

cseppentettiink az ismertetett modszer szerint.

10. dbra

A gingivitisz experimentalis eléidézése ligatUraval és ligatlrara helyezett kompozit blokkal
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4.3. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Az 1., 6. és 7. csoportnal négy-négy vizsgalati allatbol eltavolitottuk a papilla incisivat
és a Kkivett szovetdarabot 4 %-os paraformaldehidban fixaltuk. Az igy nyert
szOvetdarabokat paraffinba agyaztuk, majd ebbdél 12 pm vastagsagi szeleteket
készitettink és ezeket targylemezre helyeztik. A metszeteket rehidraltuk és egy
éjszakéra szobahémérsékleten nyul eredetli VEGFR2 antitesttel reagaltattuk (VEGF
Receptor 2 (55B11) Rabbit mAb, Cell Signaling, Danvers, MA, higitas: 1:20 0,01 M
PBS segitségével). PBS-vel torténd rovid Oblités utan a metszeteket egy masodlagos
antiszérummal kezeltuk (1:50, Immpress, Vector, Burlingame, CA.). Az immunreakciot
a diaminobenzidin barna szinii kicsapodasa tette lathatova (DAB, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO). Kontrollnak a primer antitest vagy a szekunder antiszérum 6nmagaban
alkalmazva szolgalt. Ezutdn a metszeteket hematoxilinnal megfestettiik és fixaltuk
(DePeX, Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA). Fényképfelvételeket
készitettiink a fénymikroszkophoz csatlakoztatott fényképezdgép segitségével (Olympus
Vanox, Olympus, Tokyo, Japan).

4.4. Western blot vizsgalat

A western blot analizis soran a patkanyoknal (1. (kontroll), 6. (kisérletes gingivitisz), 7.
(kisérletes diabétesz) csoport) 3-3 vizsgalati allatbdl kimetszett gingivalis szdvetdarabot
azonnal folyékony nitrogeénbe helyeztik. A lefagyasztott szovetmintat jégben hiitott
lizis pufferben Gveg homogenizaléval homogenizaltuk. A lizis puffer Gsszetétele: 25
mM Trisz (pH 7,4), 1% NP-40, 100 mM NaCl, 4 mM EDTA, 1 mM NaVO,, 10 mM
NaF, 1 mM DTT (Sigma, St. Louis, MO, USA) kiegészitve 50xPIC protedz-inhibitor
koktéllal (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA). A mintdk fehérje
koncentraciojat BCA Protein Assay Kit segitségével hataroztuk meg (Pierce, Rockford,
IL, USA). A szdvetlizdtumokat 1:1 ardnyban 2x Laemmli pufferrel kevertiik, majd ezt a
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keveréket 95°C-on 5 percig foztiik. A mintakbol azonos mennyiségli Osszfehérjét
vittink fel 8%-os poliakrilamid gélre (Biorad, a Hercules, CA, USA). A fehérjék
elvalasztasara SDS-PAGE-t hasznaltunk, majd a gél tartalmat nitrocelluléz membrénra
transzformaltuk (Biorad, Hercules, CA, USA). A transzformalast kdvetéen blokkoltuk a
membréant, hogy megakadalyozzuk a nem-specifikus fehérje kdlcsonhatisokat a
membran és az antitest fehérjék kozott. A blokkolasra 5%-0s sovany tejpor oldatot
hasznaltunk. A blokkolast kdvetéen a membrant elészor a VEGFR-2 receptorra
specifikus nyulban termelt antitesttel inkubaltuk (VEGF Receptor 2 Rabbit mAb, Cell
Signaling, Danvers, MA, USA), amelyet faj specifikus HRP-vel kapcsolt mésodlagos
antitest (Anti-rabbit 19G, HRP-linked Antibody, Cell Signaling, Danvers, MA, USA)
kovetett. A kialakult specifikus savokat Amersham ECL rendszer segitségével tettiik
lathatova (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) a GeneGnome detekcids rendszer
felhasznalasaval (GeneGnome Chemiluminescent detection system, Syngene, Frederik,
MD, USA).

4.5. Statisztikai analizis

Az adatok normalitasat Shapiro-Wilk W teszttel ellendriztiik, a kiértékelésnél atlag +
SEM szerint szdmoltunk. Tovabbi statisztikai vizsgalatot végeztiink kétutas (felhasznalt
vizsgalati anyag és a mérés idOpontja), repeated measures analysis of variance
(ANOVA) segitségével, majd az egyes csoportoknak megfeleléen Fisher féle least
significant difference (Fisher LSD), Tukey’s HSD, illetve Bonferroni post hoc tesztet
alkalmaztunk. A szignifikancia szintet p<0,05-re allitottuk. A vizsgalatot statisztikai
programcsomag segitségével végeztik (SAS/STAT, software release 9.1.3., SAS
Institute, Cary, NC).
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4.6. Transzparens valos 3D intravitalmikroszkopia

4.6.1. Rovid attekintés

Munkacsoportunk az eredetileg alkalmazott protokollal a mélyebben fekvo képleteket a
gingiva hamjanak és kotoszovetének optikai tulajdonsagai miatt nem tudta megfigyelni.
Szikségesse valt ezért egy uj vizsgalati eljaras kidolgozasa. Ennek els6 1épését képezte
egy olyan anyag Kifejlesztése, mely vitdlmikroszképidndl a vizsgalt szovetbe
diffundalva a képleteket atderiti anélkiil, hogy megvaltoztatna a bioldgiai folyamatokat
és segitségével a mélyebb rétegekbe is betekintést nyerhetlink, tovabba egy olyan
feljavitott vitalmikroszkopos vizsgalati rendszer 0Osszeéllitasa is, mely valés 3D
Kiértékelést tenne lehetové. Az ératmérd valtozasok mérésénél, de akar a mindennapos
fogaszati kepalkoto eljardsoknal is (fogészati kisrontgen) tudni illik gondot okoz, hogy a
dimenzidvesztés miatt csak egy sikban tudjuk elvégezni a kiértékelést a vizsgalat
kdzben készitett felvételeken. Ennek gyakorlati jelentGsége a kérdéses anatomiai
viszonyok pontos feltérképezésében lenne (klinikai gyakorlatban pl.: gyokerek
egymasra vetiilése estén vagy gyokércsucs és sinus kapcsolatanak megallapitésara,
bolcsességfogak  és az  allkapcsi  ideg  viszonyanak  meghatarozésara).
Kutatécsoportunkkal egyiittmiikodo, eredetileg fogorvos végzettségli kollégank, dr.
Stuber Istvan (Semmelweis Egyetem, Sporttudomanyi Kar, 3D Morfologiai €és
Mozgéselemzési Labor) Kkidolgozott egy optikai rendszert, mely alkalmassa tesz
gyakorlatilag barmilyen képalkotd eljarast (pl.: a vitdlmikroszkdpianal hasznalt
sztereomikroszkopot, vagy a fogaszati kisrontgent) arra, hogy 2 szogbdl sztereo képet,
vagy video6t rogzitsiink, majd ezeket a szinkron képeket, illetve videdkat egy polarizalt
uveglapra vetitve 3D szemiiveg segitségével az eddig két dimenziéban megfigyelt
folyamatokat egyedulallé médon valds 3D-ben is rekonstruélni, majd kiértékelni tudjuk.
A jelenleg elterjedt 3D-nek mondott rendszerek csak 2,5D-nek felelnek meg, mert csak
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a térhatast kelté abrazolasmoéddal (pl.: arnyékolds) mutatjak a teret, valamint a mérések
2D-ben torténnek, ezért megkuldnbodztetésképpen hivjuk a sajat rendszeriinket valds
3D-nek. Egy tovabbi segeédeszkdz (sztereokonverter) hasznélataval a nagyitast 5x-osere
tudjuk fokozni tgy, hogy a mélységélesség a megszokottol eltéré modon nem csokken.
Az optikai nagyitas digitalisan meg tovabb fokozhat6 a mikroszkdpra szerelt, 2db
nagyfelbontasu Canon 500D fényképezdgéppel. A rendszerhez kifejlesztett szoftver
segitségével a 3D képeken/videdkon tavolsdgméréseket is lehet végezni, a képletekre
burkold gorbét lehet szerkeszteni. A kifejlesztett mddszerhez immaron 2 szabadalmi
bejegyzés is tartozik [156-158].

4.6.2. A szdveten belili fényszoras geometriai alapjai

A szOvetek transzparencidjanak megnovelése szempontjab6l fontos probléma a
sejtalkotok altal okozott fényszords minimalizilasa a sejtalkotok térfogatanak
véltoztatasa nelkdl.

Problémat jelenthet a sejtalkotdk nagy szdma, jo példa erre a sejten beliili zsirraktarozas.
A lipideknek nagy a fénytorése a sejtplazmahoz képest, igy szorjak a fényt. Kérdés,
hogy egy nagy sejten bellli zsircsepp, vagy sok aprd, de ugyanakkora mennyiségi
zsircsepp noveli-e meg jobban a fényszorast?

Ha az aldbbi levezetésnél feltételezziik, hogy egyszerli fényszorasrél van szd és a
sejtalkotok kozott elég hely van, hogy ne alakuljon ki interferencia a kiilonb6zd
partikulumokbdl érkez6 szért fénynyalabok kozott, akkor vélaszt kaphatunk a
kérdésunkre. Vegylnk egy allando térfogatot ,,V” és osszuk fel ,,N” szama ,,r”” sugard
partikulumra. A teljes szorasi keresztmetszet ebben az esetben:

Crotai=N Csca=N 7’ Qsca(MNim/Avac,M).

Mivel,

V=4Nnr’/3

N=3V/(4 nr’),

Akkor ezt a keépletet felirhatjuk igy is,
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Crota=3 V/(4 1) 1r*Qsca(MMmAvac, M)

= Ky Qsca(rMm/Avac, M)/r

Ahol K= 3V/4, konstans.

A masodik probléma a sejt felszin fényszorésanak a csokkentese. A sejt felszine érintett
a membrantranszportban, gaz és folyadékcserében. Vegyink egy allandé feliletet (,,S”),
és osszuk fel ,N” szami egyenld részre, amiknek a sugara ,r”. Igy a teljes szorasi

keresztmetszet:

Ciota=N Csca=N m'zQsca(mm/)Lvac, m).

Mivel,

S=4Nmr?,

N=S/(4 nr?),

ebbbl1 kovetkezik, hogy a teljes szorasi keresztmetszetet a sejt felszinére vonatkoztatva
felirhatjuk az alabbi modon:

Crota=S/(4 1r*) 1°Qsca(MimAvac, M)

=Ks Qsca(MmAvac,M),

ahol Ks=S/4, konstans.

Ez azt mutatja neklink, hogy minél kisebb a fénysz6r6 részecskék szama, annal kisebb a
szorasi keresztmetszete a szOvetlinknek és igy a transzparenciat novelni tudjuk a szoré

részecskék szaménak minimalizalasaval [159, 160].
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4.6.3. A transzparencia novelése

A szbvetek transzparencidja vagy atlatszésdga fiigg a szovet fenyszordsatdl, jelen
esetben Mie szorasrol beszélhetiink, mivel a sejten belili partikulumok, amelyek
elsddlegesen felelosek ezért az effektusért, nagyobbak a lathatd fény hulldimhosszanal
illetve megkozelitik azt [159, 161, 162]. A szdvetek transzparenciajadnak megndveleése
szempontjabol fontos a sejtalkotok altal okozott fényszdras minimalizalasa a sejtalkotdk
térfogatanak valtoztatasa nélkiil. A szdveten beliili Mie szoras fontos dsszetevdje illetve
okozdja a sejtalkotok eltérd torésmutatdja. Ha a sejtek homogén torésmutatoval
rendelkeznek, csdkken a fényszorés [159, 161, 162].

Ha csokkenteni tudnank a sejtalkotok kozott fellépd torésmutato eltéréseket, azzal a Mie
szbrast is csOkkenthetnénk, és igy megnovelhetnénk a vizsgalt szOvetminta
transzparencidjat.

Tobb anyagot is alkalmasnak talaltunk a szOvetalkotok térésmutatdjanak
homogenizalasara. llyen anyagok példaul a trietanolamin (TEA) vagy a dietanolamin
(DEA).

Az aladbbi tébladzatban (1. t&bldzat) a kiilonboz6 sejt- és szOvetalkotok eltérd
torésmutatoit soroltam fel. Lathatjuk, hogy 1,355 és 1,54 kozott valtozo értékekrdl van

sz0, és ekkora kulonbség mar jelentésen noveli a fényszorast.

1. tablazat
Sejt- és szOvetalkotok tdrésmutatoi

Sejtalkotd/szovetalkoto

Citoplazma 1,367
Sejtmembran 1,46-1,54
Mitokondrium 1,40

intersticialis folyadéek 1,355

kotdszoveti rostok 1,47
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A trietanolamin, a dietanolamin, valamint a monoetanolamin (MEA) térésmutattja (2.
tablazat) kozel &ll ezekhez az értékekhez, feltételezésiink szerint ezek az anyagok
képesek bediffundalni a sejtbe annak miniméalis Kkarositasaval, az alacsony
torésmutatoval rendelkezd szovet és sejtalkotok torésmutatoit emelik, mig a magas
torésmutatoval rendelkezokét csokkentik, igy egymashoz kozelitve az értékeket,
csokken a torésmutatdakban fellépd kiilonbség €s ezzel csokken a fényszoras. Végiil ez

ahhoz vezet, hogy n6 a kezelt szovetrész transzparenciaja.

2. tdblazat
A trietanolamin (TEA), dietanolamin (DEA) és monoetanolamin (MEA) torésmutatdja és kémiai

szerkezete.

vegyulet térésmutato szerkezet

trietanolamin (TEA)

dietanolamin (DEA) N=1,478

monoetanolmanin (MEA) N=1,454

Mind a TEA mind a DEA széles korben felhasznalt vegylilet. A TEA emulgeal6 szer és
fellletaktiv anyag a kozmetikai iparban, komplexképzé vegyiilet a fotd laborokban. A
DEA-t szintén alkalmazzdk a kozmetikai iparban Allagjavitbnak és habzas
szabalyzonak. Ezen Kkivul felhaszndljak az olajfinomitasban a kénhidrogén
eltavolitasara.

Mivel ezeket az oldatokat in vivo szeretnénk alkalmazni, megprobaltuk Oket ugy
megvaltoztatni, hogy megfeleljenek az extracellularis kdrilmenyeknek.

A kémhatasukat 7,4-re allitottuk be tejsavval és HEPES-el. Azért erre a két anyagra
esett a valasztasunk, mert Ogy taldltuk, hogy a tejsav, ami biologiai szer segiti a
transzparencia létrejottét, a HEPES pedig jol pufferolja az oldatunkat.
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Sokkal beéllitottuk az ionkoncentracidkat (NaCl 135 mM; KCI 4,7 mM; CaCl, 1,5 mM;
Glikéz 5 mM; MgSO, mM). Vas-kloriddal (20 mM) prébaltuk kikiisz6bdIni a komplex
képzo hatést, ami megzavarhatna a sejtjeink mikddését.

A fiziologizalt oldataink torésmutatdit megmértik Abbe-féle refraktométerrel és
megfelelonek talaltuk (3. tablazat).

3. tablazat

Felhasznélt oldataink térésmutatdja a fiziolgizalas utan.

‘ Vegyiilet térésmutat6
fiziologizalt TEA n= 1,449
fiziologizalt DEA n=1,455
fiziologizalt TEA-DEA keverék n=1,461
fiziologizalt MEA n=1,441

Az oldatokkal patk&dnyokbol nyert harantcsikolt izom, allcsont alatti nydlmirigy és
vékonybél szovetmintékat kezeltiink.

Szubjektiv. megfigyeléssel megallapitottuk az oldatok hatasara bekovetkez6
transzparencia novekedést, de ennek szamszerisitésére a kovetkezo vizsgalati protokollt
dolgoztuk Ki.

Egyenld vastagsagi szovetmintdk nyeréséhez, sajat modszert kellett kitalalnunk. A
mintdkat 1 ml-es fecskend6kbe t6ltottiik majd lefagyasztottuk és ugy metszettiink
beldliik 1 mm-es szeleteket. Ezeket a szeleteket elrendeztiik a microplate-ben majd a
vizsgalt oldatokb6l 100-100 mikrolitert pipettaztunk rajuk és 0gy mértik
abszorbanciajukat az el6zéleg meghatarozott idealis hullamhosszon.

Az ideélis hullamhosszt egy BMG FLUOstar Omega microplate reader-rel vizsgaltuk.
Az optimalizalt TEA oldattal kezelt microplate-be t6ltétt mintak abszorbanciait 220-850
nm-es tartomanyban meghataroztuk 60 percen keresztiil. A tovébbiakban BIO-RAD
3550-UV  microplate reader-rel 2 0Oras méréseket végeztink a Kkivalasztott
hullamhosszon (450 nm).
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4.6.4. A val6s 3D mikroszkopia

Az oldatok transzparencidjanak novelésével lehetové valt az erek lefutdsanak térbeli
vizsgalata. Erre egy, a kutatd csoportunk altal épitett sztereo mikroszkdp rendszer
segitségével van lehetéség. A sztereo mikroszkopunk okuléarjaira (Nikon SMZ-1B CMO
sztereo mikroszk6p Tokyo, Japan) 15 megapixel felbontastd digitalis tlkorreflexes
fényképezogépeket (Canon 500D) rogzitettiink, melyek vided felvételére is képesek.
Mivel a sztereo mikroszkop okularjaiban a mikroszkop lencse- és prizmarendszere
segitségével sztereo-par képzodik, azt a fényképezOgépekkel rogziteni tudjuk. A
fényképez6gépekkel rogzitett sztereo-parokat (fuggetlenul attél, hogy all6- vagy
mozgoképek) egy-egy LCD monitorhoz (LG 22”) tovabbitjuk HDMI-kébelekkel. A
monitorok egymassal 90 fokos szdget zarnak be, és koztiik egy félig ateresztd tiveglap
van, mind a két képernyére 45 fokban. Polarizalt 3D szemiiveggel nézve az egyik
képernyot a féligateresztd tivegen keresztiil (melyen tiikrozédik a masik monitor képe)
sztereoszkdpikus képet latunk vagy mas néven, valos 3D-ben latjuk és tudjuk rogziteni
a targyrol késziilt nagyitott képet. A rendszer altal rogzitett 3D képek méretbeli adatokat
is tartalmaznak, melybdl az x és y koordinatdk nagysagat a nagyitas ¢s a pixelek szama
alapjan tudjuk kiszamolni. Az Gjonnan rogzitésre keriilt harmadik dimenziot, a ,,z”
koordinatat, a sztereo-par egymashoz viszonyitott szogeltérésébél a fotogrammetria
elvei alapjan a rendszerhez tartozo, munkacsoportunk altal (1d. 4.6.6. A mérérendszer)
fejlesztés alatt &ll6 3D kép kiértékeld program képes kiszamolni, voxelek alapjan. A
rendszer ezaltal alkalmas arra, hogy barmilyen valés 3D képet térben mérjiunk. A jo
mindségli képek készitéséhez megfeleldé megvildgitasra van sziikség. Ezt un. hideg
fénnyel oldottuk meg, hogy a vizsgalt szovet homérsékletét ne befolyasoljuk. A
berendezés két optikai szallal vilagitja meg két iranybol a vizsgalando feliletet (Intralux
5000, VOLPI AG, CH-8952 Schlieren, Schweiz). A két okular és a fényképezdgép kozé
beiktattunk egy sztereokonvertert is (11. &bra).
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3D vitdlmikroszkop

Halsrem

J Jotabsz e

Féligdtereszto
uveglemez

Nikon SMZ-1 B
Sztereo mikroszkop

Canon 500D

11. &bra

3D vitalmikroszkopos rendszer

A kép megtekintéséhez kérem hasznaljanak piros-kék szemiiveget (piros: bal szem, kék: jobb szem)!

A rendszer részei: 2 db egymasra mer6legesen allitott LCD monitor, kozottiik veliik 45°-0s szoget bezaro
specialis félig Aateresztd tiiveglap, a sztereomikroszkop okularjaira adaptilt 2 db nagyfelbontast
fényképez6gép, a nagyitast 5x-ére noveld sztereokonverter, polarizalt 3D szemiiveg a kép térbeli

megfigyeléséhez és egy 3D képkiértékeld program.
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4.6.5. A sztereokonverter

A sztereokonverter dr. Stuber Istvan altal 20 éve feltalalt optikai eszkdz, mely képes a
fénymikroszkopok nagyitdsat ugy az Otszorosere novelni, hogy kozben a
mélységélesség nem valtozik. Ismert probléma, hogy a fénymikroszkopok nagyitasanak
novelésevel a mintdnak az a tartoménya, amit egyforman élesen lathatunk
(mélysegélesseg) az okularokon keresztul drasztikusan lecsokken. Ez egy példaval
szemléltetve azt okozza, hogy mig egy 10X nagyitasu objektiv mélységélesség
tartomanya 26 mikron, addig egy 50X objektivé csupadn 1 mikron. A sztereokonverter
segitségével a 10X nagyitasu objektiv nagyitdsa az Otszorosére novekszik, mig a
mélységélesség tartomanya 26 mikron marad.

A mélységélesség ilyen mértékli novelésére azért van sziiksége az altalunk fejlesztett
rendszernek, mert a transzparencia novelésével, a mélyebb rétegekben is lathatova valt
képletek lefutasat igy kdnnyebb nyomon kovetni és azokrdl valés 3 dimenzios képet
késziteni.

Az aldbbi felvétel jol demonstrélja a sztereokonverter segitsegevel torténd képkészités

elonyeit (12. abra).

12. abra

A sztereokonverter hatékonysaga

A kép megtekintéséhez kérem hasznaljanak piros-kék szemiiveget (piros: bal szem, kék: jobb szem)!

Az ,A” és,B” képek Golgi impregnacioval késziilt macska agy preparatum egyik Glia sejtjét abrazoljak.
A felvételek ugyanazzal a sztereomikroszkdppal, 20x-os objektivvel késziiltek. A ,B” képen a
sztereokonverter bekapcsolt allapotban van, melynek hataséra az ,,A” kép bekeretezett része tovabbi 5x-
0s nagyitast kapott a mélységélesség valtozatlansaga mellett.
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A jobb és a bal szembe érkez6 képek kulon keriltek rogzitésre, majd egy anaglif, piros-
kék szinkodolast sztereo kép késziilt belélik. Az ,,A” képen a sztereokonverter
hasznélata nélkul kapott képet lathatjuk, a mélységélesség tartomanya 8 mikron. A ,,B”
képen a sztereokonverter csatlakoztatdsa utan lathatjuk az ,,A” képen bekarikazott
struktarat. A nagyitds 100X-nak felel meg, a mélységélesség tartomanya megmaradt 8
mikron [163].

4.6.6. A mérorendszer

A héromdimenziés mérésekre egy, dr. Stuber Istvan és dr. Korom Csaba (3D
Morfolégiai és Mozgaselemz6 Labor, Testnevelési és Sporttudomanyi Kar) altal
fejlesztett mérérendszer segitsegével kerllhet sor. A mér6-szoftver még fejlesztés alatt
all, de mér igéretes eredményeket értek el vele. Tobbek kozétt a kriminalisztikai és
régészeti felhasznalasat is kutatjak.

A haromdimenziés mérérendszer esetében a geodézia egyik &gazatdnak, a sztereo-
fotogrammetrianak (eddig szinte kizarolag térképészeti célra, a terept6l késziilt 1égi
felvételek  kiértékelésére hasznalt) modszereit adaptaltdk mikroszképos  és
makroszkopos targyakrol késziilt sztereo-felvételek meérésére. A munkacsoport altal
kifejlesztett haromdimenziés szamitdgépes munkadllomés és a hozza tartozd szoftver
csomag alapjdban véve a geodézidban hasznélatos optikai és finommechanikai
kiértékeld berendezések miikodését szimulalja.

A rendszert alkotd miiszaki berendezésekkel kapcsolatban a szerzék szabadalmi
bejelentést tettek [164].

A targyrol két nézépontbol késziilt sztereo képparokat sztereoszkoppal (pl. anaglif
szemiiveg, polarizacios vetitérendszer, geodéziai tiikros sztereoszkdp, stb.), valodi 3D
latvany forméajaban jelenitik meg. A merés sorén, a haromdimenzids latvanyon belil a
kurzorok térben lebegé mérdjelként jelennek meg, melyek a program segitségével a
virtualis térben szabadon vandoroltathatok, és a haromdimenziés struktirak barmely

pontjara raiiltethetok. E miivelet segitségével a sztereo-fotogrammetria elveit kovetve a
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pont mélységi (,,z”) koordinataja kiszamithato.

A mérések soran nyert 3D ponthalmazokon matematikai elemzések és modellezések
végezhet6k, ill. azokat a szamitogépes programok matematikai boritofelilettel
vonhatjak be, és haromdimenzids, arnyékolt "virtudlis targyak" formajaban jelenithetik
meg; ezeket az objektumokat forgathatjak, mozgathatjdk, deformalhatjak, azokbdl
térbeli animéciokat készithetnek.

E programok egyik alapvetd jellegzetessége, hogy szemléletmddjuk (mind a térbeli
mérés, mind a hdromdimenziés animéacio esetében) alapvetéen kiilonbozik a ma mar
széles korben alkalmazott 3D grafikai szoftverekétol. A jelenleg elterjedt programok a
térbeli fellileteket tulnyomorészt sikban, a teret a perspektiva, az arnyékolas, a mozgatas
ill. a miszaki életben elterjedt harom képsikos megjelenités segitségével feltiintetve
abrazoljdk, s a fellleteken végzett beavatkozdsokat harom képsikban végzett
miveletekkel hajtjak végre.

A rendszer kozponti jellemzdje, hogy a térbeli feliileteket a szamitdogép képernydjén az
emberi térlatas elvét kovetve, két szdg alatt, sztereo-péarok formajéban jeleniti meg, és a
képeket kiilonb6zé rendszeri sztereoszkOpos berendezések segitségével valodi
haromdimenzios (valés 3D) latvany formajaban tiinteti fel. A valodi, életszerli térbeli
latvany nemcsak az elobbi modszerekkel megjelenitett képekétdl radikalisan eltérd
pszichologiai hatast fejt ki, de jelentds plusz informaciot is hordoz, s emellett
alapvetden eltérd lehetdségeket kinal a feliiletek kezelésének, manipuldlasanak terén is

[164].
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5. Eredmények

Egyik VEGF koncentrdcio sem, illetve ZM323881 oldat sem valtoztatta meg
szignifikansan a szisztémas vérnyomast (kiindulas: 125/85 + 8 Hgmm). A vizsgalati
protokollunkban meghatarozott id6szak alatt sem a fiziologids-s6oldat, azaz a
cseppentés 6nmagaban (1. csoport), sem a VEGF 0,1 pg/ml és 1 pug/ml koncentracioju
oldata (2. csoport) nem okozott szignifik&ns ératmérg-valtozast. A 10 pg/ml és 50 pg/ml
koncentracioju VEGF oldat viszont mar szignifikans venodilataciot hozott létre a

cseppentést kovetd 5. és a 15. percben (2. vizsgalati csoport 13., 14. &bra).

%
-z
3
130
2 *

kiindul
lIékaban
=S~
o o
- %

\—1

s A e
-
2 ‘® 100 I I I fiz. s6
if-sl « T"/” t t
=  ©
S
> 80 . . .
0,1 yg/ml 1 pg/ml 10 pg/ml 50 pg/ml

VEGF koncentraciok

13. 4bra

A venuldk ératmérd-valtozasa a kiilonbozé VEGF koncentraciok fiiggvényében (dozis-hatas
gorbe) a gingivaban

Minden koncentracio esetén a legnagyobb valtozast mutatd 5. perc adatait abrazoltuk. Az anyag
cseppentését kovetd 5. percben a 10 pg/ml és 50 pg/ml koncentracioji VEGF oldat szignifikans

venodilatacidt hozott létre a kontrollhoz viszonyitva (* p <0,05; Fisher LSD; atlag + SEM).
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14. dbra

A VEGF alkalmazasat koveto venulaatméré valtozas az ido fiiggvényében a gingivaban (n=7 a
kiilonb6z6 koncentraciokban)

A VEGF oldatot az el6z6leg kivalasztott venula megfelelé szakasza folé cseppentettilk. Mindkét
koncentracidval szignifikans vazodilataciot tapasztaltunk az applikalast kovetd 5. és 15. percben a
kontrollhoz képest (*,% p <0,05, a kontrollhoz képest; Fisher LSD; atlag + SEM).

A ZM323881 dnmagéban vald alkalmazasa (3. csoport) nem hozott létre szignifikans
valtozast a venulak atmérGjében (15. abra). Ha a ZM323881-el torténd eldkezelést
kovetden VEGF-et is cseppentettiink, szintén nem lattunk szignifikans ératméré-

véltozast a VEGF hataséra (4. csoport, 15. dbra).
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A VEGF blokkolé Z7ZM323881 alkalmazasiat kovetd venulaatmérd-valtozas az idé
fliggvényében a gingivaban

Sem az 6nmagaban alkalmazott VEGFR2 blokkol6 ZM323881 (20 pg/ml), sem a ZM323881
alkalmazasat kéveté VEGF (50 pg/ml) applikalas nem hozott létre szignifikdns ératméré valtozast.
Jol latszik a kilénbség a blokkolas nélkili VEGF cseppentéséhez képest, mellyel -a 14. &brén
szintén lathatdé mddon- az applikalast kovetd 5. és 15. percben szignifikdns vazodilataciot
tapasztaltunk (°p<0,05; Fisher LSD; 4tlag+SEM).

Az L-NAME-rel torténé elkezelés (5. csoport) szignifikansan megndvelte a szisztémas
vérnyomas alapértékét (155/120 + 12 Hgmm), és csokkentette a venulak alapatméréijét a
kontrollhoz viszonyitva (35 = 2 pm vs. 44 = 2 um). Az L-NAME el6kezelést kdvetden
alkalmazott VEGF nem modositotta a szisztémas vérnyomast. Az L-NAME el6kezelés
megakadalyozta a 10 pg/ml koncentracidji VEGF venodilatacios hatésat (5. csoport,
16. 4bra).
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16. 4bra

L-NAME-rel torténé elokezelést kivetéen a VEGF altal kivaltott gingivalis venulaatmérd-
valtozas

Az éllatokat ivoviziikkben feloldott 1 mg/ml koncentracigju NOS gatléval (L-NAME) 1 héten
keresztill elékezeltiik, majd a foginyre fiziologias sooldatot vagy 10 pg/ml koncentracioju VEGF
oldatot cseppentettiink. Szignifikdns vazokonstrikciot mértink a VEGF applikalasat kovetd 5.
perchben a kontrollhoz viszonyitva (* p <0.05; Fisher LSD; atlag £+ SEM). Bar a 15. percben is

vazokonstrikciot tapasztaltunk, statisztikailag azonban ez nem volt szignifikans (t15: p=0.0568).

A gingivalis arteriolak és venuldk faldban a VEGFR2 elleni antitest hatasara gyenge
immunpozitivitast tapasztaltunk. Immunreakcio lathat6 az erek endotéliumaban, az érfal
legbels6 rétegében (17. &bra), ahol a sejtmagok parhuzamosan helyezkednek el az erek
hossztengelyével, ugyanakkor pontszerii immunjelolés lathatd az erek kovetkezo,

muszkuléris rétegében is.
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17. 4bra

VEGFR2-nak lokalizacidja patkany papilla incisivaban

Immunhisztokémiai vizsgalattal kimutathatdk a gingivalis kiserek falaban 1évé VEGFR2-0k. A specialis
festéssel jelolt endotélsejtek (hosszu, vastag nyilak) képzik az érfal legbelsé rétegét, sejtmagjuk az ér
hossztengelyével parhuzamos rendezédést mutat. A kdzépso rétegben a simaizomsejtek az immunfestés
hatdsara pontszerlien abrazolddnak (vékony nyilak), mivel a korkords lefutdsuk miatt a keresztmetszetiik
latszik. Néhany jelolt pericita is megfigyelhet6 az izomrétegen kivil (révid, vastag nyilhegyek) A — kis

artéria/arteriola, V — kis véna/ venula, Mérce: 50 um

A Kisérletes gingivitiszes (6. csoport) és diabéteszes (7. csoport) vizsgalataink soran
sem az alapbetegség, sem a lokélisan alkalmazott ZM323881 nem véltoztatta meg a
szisztémas vérnyomast (alapérték: 125/85 + 8 Hgmm), viszont mindkét csoportban
megnétt a venulak kiindulasi ératméréje a kontrollhoz viszonyitva (gingivitisz: 51 + 8
umvs. 27 + 2 um; diabétesz: 47 £ 1 um vs. 28 +£2 um; 18., 19. abra).

A gingivitiszes patkanyok inyére (6. csoport) lokalisan applikalt VEGF blokkol6
ZM323881 szignifikans vazokonstrikciot hozott létre az 5., 15., 30., és a 60. percben, az

egészséges foginyl allatokndl mért adatokhoz képest (20. abra).
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18. dbra

A kiindulasi ératméro a kontroll és a gingivitiszes csoportban

A gingivitiszes vizsgalatunk soran a kiindulasi ératmér6 a kontroll csoportban 26 = 2 pm, a
gingivitiszes csoportban 51 + 8 um volt. Ez alapjan megallapithato tehat, hogy mar a kiindulasi
ératmérd is szignifikansan nagyobb volt foginygyulladas esetén (* p <0.05; Fisher LSD; atlag +
SEM).
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19. abra
A Kkiindulasi ératméré a kontroll és a diabéteszes csoportban
A diabéteszes vizsgalatunk soran a kiindulasi ératméré a kontroll csoportban 28 =2 um, a

cukorbeteg csoportban 47 + 1 um volt (*p <0.05; Tukey’s HSD; atlag = SEM).
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20. &bra

A VEGF blokkolé ZM323881 alkalmazasat kovetd venuladtmérd-valtozas az idé

fliggvényében gingivitiszes inyben

A 7ZM323881 lokalis alkalmazasat kovetGen a gyulladt iny venuldiban szignifikans vazokonstrikciot
figyeltink meg az 5., 15., 30., és a 60. perchen az egészséges foginyli 4llatoknal mért adatokhoz képest (°
p <0,05 a kiindulashoz, * p <0,05 a kontrollhoz képest; Fisher LSD; atlag + SEM).

A diabéteszes patkanyok csoportjaban (7. csoport) alkalmazott ZM323881 lokalis
hatasara az inyben szignifikans vazokonstrikcio jott létre a 15., 30., és a 60. percben a
kiindulasi ertékhez viszonyitva (21. abra).
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21. 4bra

A VEGF blokkol6 ZM323881 alkalmazasat koveto venulaatméro-valtozas az ido

fliggvényében diabétesz mellituszban szenvedé patkanyok gingivajaban

A ZM323881 lokalis alkalmazasat kdvetden a diabeteses allatok inyében szignifikans vazokonstrikciot
figyeltink meg a 15., 30., és a 60. perchen, mig az egészséges allatok foginyében nem tudtunk
szignifikans kilénbséget kimutatni (* p <0.05; Tukey’s HSD; atlag + SEM).

A szemikvantitativ immunhisztokémiai vizsgalataink alapjan gingivitiszben a VEGFR2
expresszid szignifikansan megnétt az erek falaban, mig a kontroll csoport esetén nem
(22. &bra A, B /személtetd jellegli abra a vizsgalt teriiletr6l/) vagy csak gyenge
immunpozitivitast detektaltunk (22. dbra C, D /személtetd jellegii abra a vizsgalt

teriiletr6l/).
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22. 4dbra

VEGFR2 immunhisztokémiai vizsgélata egészséges allatok inyében

A kis vérerekben nem (a, b), vagy csak gyenge immunpozitivitast detektaltunk (c, d) Azonban egy-
egy helyen halvinyan megjelo16détt az endotélium, és néhany pericita is immunpozitivitast mutatott
(nyilak). A szemikvantitativ analizist az Osszes minta alapjan végeztiik. Jelen abra szemléltetoként
szolgal.

A —kis artéria/arteriola, V — kis véna/venula, E — endotélium,

Meérce: 50 um az a és 10 uma b, c, d dbran

Mindazonéltal egy-egy helyen ezeknél a kontroll metszeteknél is megjelolodott
halvanyan az endotélium és néhany pericita is immunpozitivitast mutatott (22. bra C,
D). A ligaturéas allatokbdl kimetszett mintakban a szemikvantitativ vizsgalat alapjan
magas fok( immunreativitds mutatkozott mind az érfalban, mind az erek korli
terileten. Az arterioldk és venulak mindegyik intramuralis komponense VEGFR2
immunpozitivitdst mutatott, beleértve a legbels6, endotélium réteget is (23. dbra A, B

/személtetd jellegii abra a vizsgalt teriiletr6l/).
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23. 4dbra

VEGFR2 immunhisztokémiai vizsgalata gingivitiszben szenvedé allatok inyében

A gingivitiszes allatok inyéb6l kimetszett szOvet nagyfok( immunpozitivitast mutat mind az
érfalban, mind az erek korili teriileten. Az arterioldk és venuldk intramurélis komponensei VEGFR2
immunpozitivitast mutatnak, beleértve a legbels6, endotélium réteget is (vastag nyilak; A, B), ahol a
sejtmagok altalaban az ér tengelyével parhuzamosan helyezkednek el. Ehhez hasonléan nagyfoku
immunreaktivitast, helyenként pontszerii lerakodasokat tapasztaltunk az endotélium korili simaizom
rétegben (vékony nyilak; B).

A simaizomsejtek keresztmetszetben Iathatok (A, B). Az érfal mellett a pericitakon (gorbe nyilak)
kivil szdmos VEGFR2-re immunpozitiv fibroblasztot is taldltunk (nyilhegyek; A, C). A
szemikvantitativ analizist az 6sszes minta alapjan végeztiik. Jelen abra szemléltetoként szolgal.

Meérce: 50 um

Ehhez hasonléan nagyfokt immunreaktivitast, helyenként pontszerii lerakddasokat
tapasztaltunk az endotélium korili simaizom rétegben. A képen a simaizomsejtek
keresztmetszetben lathatok (23. abra A, B). A felvételen érdemes megfigyelni, hogy az
érfal mellett a pericitdkon kivul szdmos VEGFR2-re immunpozitiv fibroblasztot is
talaltunk (23. abra C).

A tobbi kontroll metszetben, melyeknél az els6dleges vagy a masodlagos antiszérumot
hasznaltuk nem tapasztaltunk immunjel616dést sem az arterioldkon, sem a venulédkon. A

western blot vizsgalat megerdsitette ezeket az eredményeket, mivel a VEGFR2-re

7
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jellemz6 240 és 210 kDa-os savoknal erds reakciot mértiink a kontrollhoz kepest (24.

abra).

kontroll gingivitisz

W 240 kDa
210 kDa

o - ——

24. dbra

VEGFR2 western blot vizsgalat gingivitiszes foginynél

A savokat Amersham ECL rendszer segitségével tettiik lathatova a GeneGnome detekcios rendszer
felhasznélasdval. A VEGFR2 specifikus 210 (szemiglikolizalt, éretlen forma) és 240 kDa-0s
(teljesen glikolizalt, aktiv forma) sdvjai markansan megjelentek a kontrollhoz viszonyitva. A
homogenizatumok fehérje koncentracidjat az SDS-PAGE el6tt megmértiik és minden mintabol
azonos mennyiségii 6sszfehérjét vittiink fel a kiillonb6z6 zsebekbe. A gél Comassie blue festésével

ellendriztiik a transzfer sikerességét.

A diabéteszes allatokbol nyert szovetmintak immunhisztokémiai vizsgalata alapjan azt
tapasztaltuk, hogy a VEGFR2 expresszio szignifikdnsan megndtt a venulak melletti
hizésejtekben (25. abra B, C) a kontroll csoporthoz képest, ahol nemhogy

immunpozitivitast, de hizosejteket is alig talaltunk (25. abra A).
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25. dbra

VEGFR2 immunhisztokémiai vizsgalata egészséges (A) és diabéteszes (B, C) allatok inyében

A diabéteszes allatok inyébdl kimetszett szovet magas fok( immunpozitivitdst mutatott, az erek
mellett szamos immunjeldlt hizdsejt lathaté (vékony nyilak; B, C). Egyes hizésejtek részben
degranulalddtak, uresebbek (nyilhegyek; C). A kontroll csoportban 1év6 allatok gingivdjan az
érfalakban viszont csak egy-két immunpozitiv sejt lathato, az erek mentén pedig elvétve talalhatunk
egy-egy hizésejtet (vékony nyil; A). Az immunhisztokémiai vizsgalatok eredménye szerint a
cukorbeteg csoportban szignifikdns VEGFR2 expresszié névekedés volt tapasztalhatd a venulak
melletti hizdsejteken.

V-ér, EP-endotél, CT-kotészovet

Western blot analizisiink megerésitette ezt az eredményt, mivel a vizsgélat soran a

diabéteszes allatoknal kimutathatd volt a VEGFR2-re jellemz6 savozottsag (26. abra).

kontroll diabétesz

+=—= VEGFR=z2

g p——

26. dbra

VEGFR2 western blot vizsgalat a diabéteszes patkany gingivajaban

Diabéteszes allatokban magasabb VEGFR2 szintet mértiink a kontrollhoz képest. A mintak fehérje
telitettségének kontrollalasara o-tubulint hasznaltunk. Ugyanazon a gélen futattuk a kontroll és
ginigivitiszes mintakat is, a marker és molekulaméret alapjan ugyanabban a poziciéban, de mivel mas

csoportok is futottak a gélen, ezért ezeket a konnyebb érthetdség kedvéért kivagtuk.
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A szOvetek atderitésére végzett vizsgalatunk soran microplate reader készilék
segitségével megallapitottuk, hogy 450 nm kérnyékén van az a hullamhossz, melynek
hasznalataval mar jol elkdlonilnek egymastol az egyes idépontokhoz tartozo
abszorbcios értékek (27. &bra).

A abszorbancia

-—Operc TEA+zom
= 15perc TEA+izom
TEA+izom 4 -——30perc TEA+izom

45perc TEA+Hzom

—0perc TEA+izom

Operc TEA
- ]5perc TEA
TEA e 30perc TEA
45perc TEA
=—G0perc TEA
—Operc fiz. so
=—]5Sperc fiz. s6
fiz. s6 {-——30perc fiz. 50
45perc fiz. s6

—G0perc fiz. so

) hulla mhosgz
% J\;'\? (nm)
> >

27. dbra

Abszorbcids spektrum

A hullamhossz fiiggvényében lathatjuk az abran az abszorbci6 valtozasat a kiilonbozo csoportoknal
(TEA+izom, TEA, fiz. s0), a mérési idépontoknak megfelelen (0, 15, 30, 45, 60 perc). Kb. 450 nm-nél

szétvalnak az egyes mérési idépontokhoz tartozo gorbék.

A vizsgalt szovetek (Wistar him patkanyokbdl kivett haréntcsikolt izom, allkapocs alatti
mirigy, vékonybél) abszorbcidjanak valtoz&sat a kiilonb6z6 oldatok hatasara (TEA,
TEA-DEA, MEA) 460 nm-re allitott microplate readerrel mérve az alabbi eredményeket
kaptuk. TEA esetén szignifikans abszorbcié csokkenést allapitottunk meg az

izomszovetnél a kontrollhoz (fiziologids sboldat) képest minden egyes mérési
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idopontban. A bélnél a vizsgalat kezdetétdl szamitott 13. és 88. perc kozott, majd a 103.
és 123. perc kozott mértunk szignifik&ns abszorbcid csokkenést. A nyalmirigynél a 38.
és 93. perc kozott lehetett ugyancsak szignifikans abszorbcid csokkenést detektélni (28.

abra).

abszorbcids egviitthato
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28. &bra

Szdveti abszorbancia valtozdsa TEA hatéséara

Az abrardl leovashatjuk a kezelés adott idépontjahoz tartozd abszorbciods értékeket mind a vizsgalati,
mind kontroll csoport esetében. Szignifikancia az izomnal: minden idépontban, a bélnél: 13.-88., majd

103.-123. percben; a nyalmirigynél: 38.-93. perchen (p<0,05; Bonferroni; atlag+tSEM)

TEA-DEA oldat esetén szignifikdns abszorbcié csokkenést kaptunk az izomnél a 8.
perctdl kezdve végig. A nyalmirigynél és a bélnél statisztikailag nem mértiink ugyan

szignifikéns abszorbcid csokkenést, de a csokkend trend megallapithat6 volt (29. abra).
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29. dbra
SzOveti abszorbancia valtozasa TEA-DEA hatésara

Az abrardl leovashatjuk a kezelés adott idépontjahoz tartozd abszorbciods értékeket mind a vizsgalati,
mind kontroll csoport esetében. Szignifikancia az izomnal: 8. perctél kezdve végig, a nyalmirigynél: n.s.,

a bélnél: n.s. (p<0,05; Bonferroni; atlag+SEM)

MEA alkalmazasanal a nyalmirigynél minden egyes mérési idopontban szignifikans
abszorbcié csokkenést tudtunk megallapitani. Izom esetén a 40. perct6l kezdve végig
szignifikdns abszorbcié csokkenest mértink. Bélnél nem kaptunk statisztikailag

szignifikéns csokkenést az abszorbcioban (30. abra).
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30. 4bra

Szbveti abszorbancia véltozdsa MEA hatésara
Az abrardl leovashatjuk a kezelés adott idépontjahoz tartozo abszorbcids értékeket mind a vizsgélati,
mind kontroll csoport esetében. Szignifikancia a nyalmirigynél: minden id6pontban, az izomnal: 40.

perctdl kezdve végig, a bélnél: n.s. (p<0,05; Bonferroni; atlag+tSEM)

A fizioldgizalt TEA oldatunkkal végzett el6kisérlet soran latvanyos transzparencia

ndvekedést kaptunk a vizsgalt foginyszdvetben (30. &bra).
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31. dbra
TEA atderit6 hatasa
A két képen ugyanaz a patkany gingiva részlet lathatd optimalizalt TEA kezelés el6tt (A), illetve az

oldattal valo kezelés utan 1 o6raval (B). A transzparencia ndvekedése szembet{ing.

Az (j, valés 3D vitalmikroszkopos rendszeriink segitségével térbeli rajzolast végeztiink
a korabban csak 2D-ben megfigyelt venulakrol. A rendszerinkhdz fejlesztett
szamitogépes program lehetové tette, hogy koordinata-rendszert vegyiink fel a térben és
berajzoljuk az erek burkoldgdrbéit. Ez utdbbiakat a program segitségével kiemelhettik,
animéalhattuk (32. &bra).
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i ( Bal szem
Jobbszem

32. 4bra

Anaglif felvételek a vizsgalt érszakaszrol

A képek megtekintéséhez kérem hasznaljanak piros-kék szemiiveget (piros: bal szem, kék: jobb szem)!
Az élalunk kifejlesztett valos 3D vitdlmikroszkopos rendszerrel rogzitettiik a felvételeket a vizsgalt
venularol. A bal felsé képen a nativ 3D érfelvételt latjuk. A jobb felsén a rendszeriinkhoz fejlesztett,
szamitégépes program segitségével berajzolt koordinata-rendszert és az erek burkolégorbéit lathatjuk. Az
also képen a szamitégép altal kiemelt, burkoldgdrbével animalt érszakasz lathato.
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6. Megbeszélés

A foginyszovetek gyakran sériilnek, ami miatt ismétlédéen kemotaktikus és gyulladasos
reakciok alakulnak ki bennuk [165]. Irodalmi adatok meger6sitik, hogy a VEGF az
egyik kozponti vezérld eleme az angiogenezisnek ¢és fontos szerepet jatszik a
vaszkularis permeabilitds szabalyozasaban foginygyulladas esetén is [78, 94, 96, 166,
167]. Béar a szulkuszfolyadékban talalhat6 VEGF koncentracidjat részletesen
tanulmanyoztdk a parodontitisz kiilonboz6 stadiumaiban [116], a parodontalis
szbvetekben a VEGF altal kozvetitett komplex szabalyoz6 folyamatok pontos menetét
és résztvevoit alig vizsgaltak eddig. Eddigi ismereteink toébbsége csak arra iranyul, hogy
a VEGF szintje megemelkedik a kiilonb6z6 patologias allapotokban, mint példaul
gingivitiszben, parodontitiszben, illetve egyéb gyulladdsos folyamatoknal, valamint
diabéteszben, rosszindulatt daganatoknal és példaul a sebgyogyulasnal [77, 89, 93, 95,
114, 116, 168-170].

Jelen tanulményunkban a VEGF akut vazoregulaciés hatasat tanulmanyoztuk
egészseges és koros kortlmények kozott. A kisérleteink sordn a VEGF és a VEGFR2
blokkol6 ZM323881 lokalis alkalmazasat kovetéen mértilk a gingivalis venulak
ératmérd valtozasat. ZM323881-bol azt a legnagyobb koncentraciot hasznaltuk, ami
csak a VEGFR2-ra hat, és még nem ad keresztreakciot a receptorcsalad egyéb
receptoraival (VEGFRI1, PDGFRf, FGFRI, EGFR és erbB2; IC5>50 pM
szovetkultiraban) [154]. A Kisérleti oldatokat lokalisan csepegtettiik kozvetlenil a
gingiva meghatérozott szakasza folé annak érdekében, hogy elkeruljunk barminemii
szisztémas mellékhatést.

A Kkisérleti protokollunk azt az allapotot is szdndékozott szimulalni, amikor az élé
szervezetben, a fent ismertetett allapotokban megndvekszik a lokalis VEGF termel6dés.
Szamos tanulmanyban beszamoltak méar a VEGF vazodilatator hatasarél, &m a VEGF
hatasat rendszerint az artéridkon vizsgaltdk, holott kozismert a vénas rendszer
élettananak  fontossaga [171]. Erdekes kérdés, hogy vajon a kiilonbozd
vazodilatator/vazokonstriktor szabalyoz6 mechanizmusok 6sszefliggenek-e egymassal
az arteriolak, illetve a venuladk esetében. Szajképleteknél nem készilt még tanulmany

err6l, de példaul patkany mezentériumon végeztek mar ezzel Kkapcsolatos
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vitdlmikroszkopos vizsgalatot és megallapitasra kertlt, hogy pl. a venula fligg6 arteriola
dilatacio részben NO altal medialt [172]. Aramato és mtsai. a VEGF szerepét hdrcsdgok
bukkalis arteriolain vizsgaltak, de a venulakra gyakorolt hatasokat sajnos mar nem irtak
le [87, 173]. Kisérletiik soran azt tapasztaltak, hogy mar 10° M koncentracidja (kb. 0,05
pg/ml), lokalisan adagolt VEGF is képes volt szignifikans vazodilataciot létrehozni
arteriolaban. Ezzel szemben mi csak 10 pg/ml vagy ennél magasabb koncentracioju
VEGF oldat lokalis alkalmazasat kovetéen észleltiink szignifikans venodilataciot.
Ennek oka valdsziniileg az eltér6 faji, szOveti hattér, az eltér6 VEGF beadasi mod,
tovabba feltételezhetd, hogy az arteriolakban és a venulakban mas a VEGF receptorok
koncentréacidja is. A sejtmembranon keresztili atjutasa a VEGF molekulénak szabad
diffzi6 utjan torténhet, illetve HSPG-hez kototten akér szekvesztralodhat is [174].
Tanulményunkban a legnagyobb venodilataciét az 50 pg/ml-es koncentracioju VEGF
cseppentésével értiik el, ennél nagyobb toménységli anyagot azonban sajnos nem is allt
mddunkban kiprébalni a vizsgalat soran. De nem is volt célunk VEGF komplex
hatasmechanizmusénak a teljes farmakoldgiai karakterizalasa, ink&dbb csak a foginy
keringés vénas oldalara gyakorolt hatdsanak felfedezésére és leirasara fokuszaltunk. A
VEGFR2 immunhisztokémiailag is Kkimutathaté volt vizsgélatainkban az
endotélsejteken, a VSM sejteken és a pericitdkon. A VEGFR2 szelektiv blokkoloja, a
ZM323881, tnmagaban nem tudott ératméré-valtozasokat indukalni, ugyanakkor képes
volt megsziintetni az exogén uton, lokalisan adott VEGF venodilatacios hatdsat. A
vénak falaban talalhatdé VEGFR2, valamint - feltehet6en a pericitdk és VSM sejtek altal
termelt VEGF parakrin médon hozzajarulhat az érljdonképzddéshez, illetve az akut
mikrocirkulécios hatdsokhoz [175-177].

Az L-NAME-rel torténd el6kezeléssel azt a feltételezésiinket igyekeztiink bizonyitani,
hogy a VEGF vazodilatalé hatdsdban a NO szerepet jatszik. A NOS antagonista L-
NAME-rel tortén6 elokezelés szignifikansan emelte a kiinduldsi  artérias
vérnyomasérteket, és csokkentette a venulak atméréjét a kontrollcsoporthoz viszonyitva.
Ezek az eredmények meger6sitik a korabbi megfigyeléseinket, miszerint fizioldgias
korilmények kozott az arteriolakban folyamatosan érvényesil egy ténusos NO
felszabadulas, melynek szerepe van a nyugalmi véraramlas fenntartasaban [178].

A vizsgalatunkban az L-NAME-rel torténd elokezelés megszuntette a VEGF

venodilatacios hatasat, s6t szignifikdns venokonstrikciot hozott Iétre az 5. percben, ami
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arra utal, hogy az inyben a VEGF vazoaktiv hatdsanak kodzvetitésében a NO-nak is
szerepe van. Igen valoszinli, hogy a VEGF vazodilataciés (NO szerepe) és
vazokonstrikcids (pl.: szuperoxid szerepe [173]) hatdsa kozotti egyensuly L-NAME
elokezelés miatti felbomladsa magyardzza a megfigyelt venokonstrikciot. A venularis
vazodilatacié pontos mechanizmusanak, a VEGF-NO atvonal szerepének a
megismerésehez még tovabbi vizsgalatok sziikségesek, de ezt mar méas szdveteknél is
megfigyelték [87].

Tanulményuk alapjan, a VEGFR2 immunreaktivitasa szignifikdnsan fokozddik minden
egyes vaszkularis komponensben gingivitisz esetén. Ezek az eredmények azt sugalljék,
hogy egy szignifikans, funkcionalisan aktiv VEGF termelés van a foginyszdvetben, ami
nem jellemzd az egészséges inyre és ennek szerepe lehet a gyulladt szovet
mikrocirkulaciojanak szabalyozasaban. Korabbi tanulméanyok kvantitativ és kvalitativ
valtozésokrdl szdmoltak be a fogagy érhaldzataban parodontitisz esetén [179, 180].
Chapple és mtsai. az angiogenezis zavarat irtak le a parodontalis tasakok epitéliuma
mellett, mely a VEGF megvaltozott expresszidjaval jart egyltt [166]. Az angiogenezis
sajatsagosan hipoxids szovetekben kezdédik, melyeknek 0j erekre van sziikségik a
megfelelé oxigenizacidé fenntartasa érdekében. Ha egy szovet hipoxids, beindulnak a
sejtszintli oxigénszint érzékeld mechanizmusok, indukalva a proangiogén fehérjék
génexpresszidjat. A kordbbi és a jelenlegi munkahipotézisiink szerint (33. &bra), a
baktériumok egy védekezd jellegli immunvalaszt idéznek el6 a parodonciumban a
VEGF koézremiikodésével, melynek harom f6 utvonala van. Elészor is a gyulladt
teruletre vandorlé fehérvérsejtekben és az eredetileg is itt 1évo sejtekben oxidativ és
nitrozativ szabadgyokok képzddnek enzimatikus uton. Ezek kozott szerepel a
szuperoxid, a NO és kettejuk reakcidterméke, a peroxinitrit, melyek aztan elpusztitjak a
behatold mikroorganizmusokat [56]. A szervezet szdméra jotékony hatasuk ellenére a
tultermelddésiik miatt karosodik a szovet (pl.: mitokondridlis diszfunkcié jon létre),
melynek kovetkeztében tovabbi mitokondrialis eredetli szabadgydk képzés torténik és
csokken a szovetek oxigén felvétele, mely folyamat 6nmagat még erésiti is [56, 181-
183]. A végeredmény az lesz, hogy az oxigén fogyasztas és az oxidativ foszforilacio
szétkapcsol. Tovabba a citokinek felszabadulasa és a gyulladt szdvetek hipoxiaja a
hipoxia indukalta faktor 1 alfa tipusanak (HIF-1a) stabilizacidjahoz, VEGF termeléshez
és VEGFR2 expresszid novekedésehez vezet [181, 184-186], mely 6sszességében
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akutan vazodilataciot és hosszabb tavon pedig angiogenezist is eredményez a szdveti
hipoxia kompenzalasara. Masfelol a VEGF gyulladasos sejt toborzd hatasa stimulalja a
hipoxiatél fliggetlen Osszetevokon (mint példaul citokinek) keresztiil a sajat
termel6dését. Ezek eredményeként létrejové VEGF taltermel6dés hozzajarulhat a
gyulladds progresszidjahoz. Ezt a tultermelést meg lehet akadalyozni a gyulladas
okanak megszintetésével, azaz a baktériumok eltavolitasaval, vagy pedig a VEGF
termelését szabalyzd folyamatok gatlasaval (pl.: rezveratrollal) (&ltalunk feltételezett
utvonal, 33. &bra) [93, 187, 188].
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A parodoncium gyulladasos valaszreakcioja (sajat hipotetikus Gtvonal)

Harom lehetséges utvonalat feltételeziink a foginygyulladas, illetve parodontitisz esetén megfigyelhetd
VEGF termelés fokozddas és VEGFR2 expresszio ndvekedés mogott. Lényegében mindegyik UGtvonal a
HIF-1a stabilizalodasan keresztiil vezet a VEGF eredetii hatdsokhoz. Tovabbi részleteket Id. a szévegben.

A dolt bettivel irt részek munkacsoportunk jelenlegi és korabbi munkassagara utalnak [56, 173, 189].

A VEGF expresszio, mint HIF fliggd tényezd, a gyulladasos szovetek fibroblasztjaiban
is megn6é [185, 190]. Ezekkel a tanulmanyokkal megegyezéen mi is VEGFR2-re
immunpozitivitdst mutatd fibroblasztokat talaltunk az erek korul a gingivitiszes
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csoportban, mely alatamasztja a fibroblasztok lehetséges szerepét a gyulladast kisérd
vaszkularis valtozadsokban. A fibroblasztokban végbemend valtozdsok és a HIF-1
stabilizaléddsa a VEGFR2 expresszid6 novekedésével elegendd lehet a gyulladasos
sejtek toborzdsahoz és az angiogenezishez is [186, 190]. A mikrocirkulaciéban fellép6
angiogenezis a sérulés utani nyolcadik napon éri el a csucspontjat és a VEGF termelés
fokozodaséaval jar [191]. Tanulmanyunkban a metsz6fogak koriili ligatarat hét napig
hagytuk fent, varhatoan az angiogenezis legaktivabb id6szakaig. A ligatdras modell az
irodalomban 4altaldnosan elfogadott fogagygyulladas modell. A legkiilonbdzébb
emlOsfajokon (ragcsaloktodl kezdve a majmokig) manapsag is rendszeresen alkalmazzak
a parodontoldgiai kutatasokban. A ligatira az embernél kialakulé fogkovet szimullja.
Nem csak a bakteridlis biofilmnek biztosit retencios fellletet, hanem neurogén
gyulladast is ki lehet vele valtani [192]. Munkacsoportunknak igen nagy tapasztalata
van ezzel a modellel egérben és patkdnyban [56, 178, 192-195]. A Kisérletes
foginygyulladds kivaltasdhoz hasznalt ligatdra felhelyezési maodjat esetiinkben
befolyasolta a folyamatosan nové metszofog, ezért kellett a mandibula alatt is
atolteniink a fonalat, hogy igy a ligatira megfelel6 poziciojat fenntartsuk. A felhasznalt
ligaturas modelliink kronikus szovodmények vizsgalatara is alkalmas lehet. Jelen
vizsgalati protokollunk, ahol egy hétig hagytuk fent a ligaturat, majd 1 6ran keresztul
vizsgaltuk az ératmér6é valtozast, nem akutnak, hanem szubakutnak tekintendé az
inygyulladas szempontjabol és ez a vizsgalati hossz Aaltalanosan elfogadott az
irodalomban. Jogosan felmertil tovdbba a kérdés mind a gingivitiszes, mind a
diabéteszes vizsgalatunkndl, hogy mennyi id6t vesz igénybe a cseppentett blokkold
hatasanak lecsengése. Akut vizsgalati protokollrdl 1evén szo, jelen feltételek mellett erre
vonatkozélag nincs adatunk, de egy kés6bbi tanulmany esetére érdekes célkitiizés lehet
ennek meghatarozasa. Természetesen, mint minden allatmodellnél, ennél is csak kell6
dvatossaggal lehet adaptalni eredményeink human vonatkozéasat.

Gyulladas esetén a VEGF-nek és a VEGFR2-nak a vazodilatacioban betoltott szerepen
kiviill még egyéb fontos milkodését is felfedhetjik. Tudni illik a VEGF magas
koncentraci6ja modosithatja a mikrovaszkularis pericitdk kontraktilis valaszat a
VEGFR2-okon keresztiill és hozzajarulhat a gyulladt terlileteken megfigyelhetd

permeabilitds fokozddashoz [196]. Ezt a megfigyelést alatdmasztja a mi eredményiink
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is, mivel VEGFR2-re immunpozitiv pericitakat azonositottunk a gyulladt foginy kiserei
koral.

Habéar kimutattuk, hogy az érfal minden egyes komponense (endotélsejt, simaizomsejt)
¢s a kornyez6 sejtek is (pericita, fibroblaszt) VEGFR2-t tartalmaz, masfel6l ugy tlinik,
hogy mindezek a sejtek képesek VEGF-t el6allitani is, az még nincs tisztazva, hogy
milyen komplex parakrin, autokrin vagy endokrin szabalyozas all az érmiikodés,
remodelling és stabilizalodas hatterében [175-177, 197]. Mindazonéltal a fali sejtek
(pericitak, vaszkularis simaizomsejtek és perivaszkularis fibroblasztok) altal termelt
VEGEF, valamint az endotél eredeti VEGFR2 jelatvitel és az endotélium és fali sejtek
kdzotti interakcio fontossagat méas tanulmanyok is kihangsulyoztak [175, 197].
Mindezek a mechanizmusok pedig 0Osszefligghetnek a NO altal medialt jelatviteli
folyamatokkal is.

A vaszkularis valtozasokon kivil, a leukocitdk kemotaxisanak megvéaltozasa tipikus
jelenség gingivitiszben, illetve parodontitiszben [198]. A polimorfonukleéris leukocitak
¢s limfocitdk vandorlasa feltehetéen éppen a posztkapillaris venulak teriiletén zajlik
[199]. Részletes hisztokémiai, szerkezettani és bioszintetikus vizsgélatok alapjan gy
tinik, hogy ezen venuldk endotélsejtjei sajatsagos moddon olyan citokineket
szintetizalnak, melyek kozremiikodnek a parodontitiszes szovetek immunvalaszaban
[200, 201]. Igen valoszinii, hogy a VEGF is ezek kozott a citokinek kdzott szerepel.

A diabétesz mellitusz szerepét parodontitiszben és egyeb gyulladdsos megbetegedésben
mar szamos kisérlet igazolta. Ma mar széleskdrben ismert tény, hogy a cukorbetegség
stlyosbitja a parodontitisz lefolyasat [202, 203]. A diabétesz mellitusz kdvetkeztében
kialakuld sulyos parodontélis elvéaltozasokban a VEGF-nek is jelentGs szerepe van [95].
Cukorbeteg patkanyok inyére cseppentett VEGFR2 blokkol6d vazokonstrikcids valaszt
valtott ki, ami alapjan feltételezheté a VEGF vazoregulacios szerepe. Megndvekedett
VEGFR2 es VEGF expressziot szamos modszerrel, tobbek kdz6tt immunhisztokémiali
vizsgalatokkal is sikertlt kimutatni és lokalizalni példaul a gingiva epitél és endotél
sejtjeiben [204, 205].

Egyeéb kutatadsok soran megndvekedett hizdsejtszamot talaltak diabéteszes nefropéatiaban
is. Ez a megnovekedett hizosejtszam feltehetéen szerepet jatszik a diabéteszben
kialakulé megvaltozott vesefunkcidban [206], valamint valdsziniileg fontos tényez6 a

diabéteszben jelentkezé immunvalasz-valtozésban is [207]. Szdmos tovabbi vizsgalat

92

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com). Please register to remove this message.



http://www.novapdf.com

doi:10.14753/SE.2013.1842

megerdsiteni latszik a megnovekedett VEGF expresszio alapvetd szerepét a diabétesz
eredeti érelvaltozasokban [208-210]. Egyesek kilonbséget taldltak az IDDM és a
NIDDM kozoétt, miszerint IDDM esetén szignifikdnsan nagyobb a VEGF expresszi6 a
NIDDM-hoz képest, ami feltehetdéen az inzulin rezisztencianak és az endotél
diszfunkcionak koszonhet6 [211]. Diabétesz esetén, a sulyos szovodményként retinaban
fellépd érujdonképzddés kezelésében a sebészi eljaras mellett fontos szerepet kaphat a
VEGF ellenes antitestek alkalmazésa [212]. Az irodalomban talalt adatok azonban
idonként ellentmondasosak, hiszen egyesek nem talaltak VEGF expresszio kiillonbséget
az egészéses es a diabéteszes csoportok kozott sem gingivitisz, sem parodontitisz esetén
[213]. Minden esetre ez a tény is tovabbi vizsgalatok elvégezését teszi szilkségessé a
témakaorben.

Kisérletes diabéteszben kapott eredményeink alapjan ugy tiinik, hogy a cukorbetegség
talajan szignifikdnsan megnd a hizdsejtek szdma a gingivaban, tovabba a hizdsejteken
1év6 VEGFR2 expresszidja is megemelkedik. Feltételezhetd, hogy a hizosejtek a rajtuk
1évé6 VEGFR2 aktivalodasa utan kiilonbozé vazodilatator metabolitokat (pl.: hisztamin,
prosztaglandinok) szabaditanak fel, melyek hozzajarulnak a lokalis mikrocirkulacios
paraméterek megvaltozasahoz. Egy mésik tanulmanyban szintén kimutattdk a VEGF
expresszid novekedést diabétesz esetén a gingivaban, bar itt féleg a monocitakban és
makrofagokban talaltak ezt jelentdsnek és nem a hizdsejtekben [214]. Egyértelmiinek
tinik azonban, hogy a Kisérletes gingivitisz és diabétesz esetén munkacsoportunk altal
megfigyelt, a kontrollhoz képest szignifikansan nagyobb, kb. 150 %-os kiindul&si
ératméro létrejottében a fentieken kiviil még mas mechanizmusok is szerepet jatszanak,
hiszen a VEGFR2 szelektiv blokkolasaval csak kb. 20 %-os venokonstrikcio tortént.
Eredményeink  klinikai relevanciajanak megallapitasahoz  és ennek  human
betegségekben valo felhasznalasahoz még tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

Az dltalunk kifejlesztett valds 3D transzlucens vitalmikroszkopia remélhetbleg egy 1j,
igen igéretes vizsgalati mddszer lehet. Mivel vizsgélatainkat 2D-s rendszeren kezdtik,
menet kozben nem szerettink volna mddositani a modszertanon. A valés 3D
fejlesztéseinket a VEGF funkcids vizsgélatainkkal parhuzamosan végeztiik. Bar még
sok munka van hatra, az mar most vildgosan latszik, hogy a kiilonb6z6 szovetekhez
valoszinlileg mas-mas Osszetételii oldat az optimalis a transzparencia fokozasdhoz. A

kiilonboz6 atderité oldatok és a sztercomikroszkop optikai fejlesztése €s a digitalis
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képanalizis egydtt egy olyan uj megkdzelitési rendszert alkot, mely Gj tertiletét nyithatja

meg az orvosbioldgiai kutatasnak.

94

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com). Please register to remove this message.



http://www.novapdf.com

doi:10.14753/SE.2013.1842

7. Kovetkeztetések

Eredményeink azt mutatjak, hogy

1. Az &ltalunk hasznalt mddszer alkalmas a vizsgalat elvégzéséhez, mivel maga a
cseppentés a kontroll, fizioldgias séoldat felhasznalasaval nem okozott semmiféle
ératmérd valtozast a foginy venulakon.

2. Fiziologias koriilmények kozott nincs jelentds VEGF termel6dés és VEGFR2
expresszio a foginyben.

3. Ugyanakkor az exogén uton, lokélisan adott VEGF képes vazodilataciot
létrehozni a jelen 1év6, funkcionalisan aktiv VEGFR2-ok kozvetitésével a gingiva
venulain, ezaltal csokkentve a vaszkularis ellenallast. A kapott adatok alapjan
feltételezhetd, hogy a VEGF venodilatator hatasaban az endotélsejtek altal termelt NO-
nak is szerepe lehet.

4. Kisérletes gingivitiszben, illetve diabétesz mellituszban patkényokon végzett
kisérleteink eredményei arra utalnak, hogy ezekben a patolégias allapotokban a VEGF
nagy mennyiségben termelddik.

5. llyenkor a VEGF az érfalban, illetve az érfal korili sejtekben (endotélsejt, VSM,
pericita és diabéteszben hizdsejt) talalhatdé VEGFR2-hoz kapcsoldédva aktivalja e
sejteket. A VEGF az igy létrejové mechanizmusok révén (gyulladasos és vazodilatator
mediatorok felszabaduldsa, permeabilitas novekedése, angiogenezis és remodeling a
mikrocirkul&cio terlletén) szerepet jatszik a kialakuld érelvaltozasokban.

6. A VEGFR2 gaétlasa () terapias megkozelitése lehet a fogagybetegségnek,
kilondsképpen diabéteszes pacienseknél.

7. Az altalunk kifejlesztett valos 3D transzlucens vitdlmikroszkdpia 0j, igéretes teruletét
nyithatja meg a kutatasnak.
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8. Osszefoglalas

Vizsgalatunk 6 célja az volt, hogy tanulmanyozzuk a VEGF lehetséges szabalyozé
szerepét patkanyok foginy venulain fiziologids (egészséges foginy) és patoldgiés
(foginygyulladas, diabétesz) &llapotokban. Tovabbi célunk volt, hogy a mélyebben futd
erek és a teljes mikrocirkulacios hélézat lathatova tételére kifejlesszink egy specialis
eljarast, melyet “transzlucens valds harom dimenziés vitalmikroszkopianak” neveztiink
el. Felndtt him Wistar patkdnyokbol (n=107) 8 vizsgalati csoportot képeztiink. A
vizsgalati anyagokat (VEGF, VEGFR2 antagonista, fiziologias sdoldat) az alsé metszék
kozotti foginyre cseppentettiik. Sztereomikroszkopra adaptalt digitalis fényképezdgép
segitségével figyeltiik meg az ératmérd valtozasat az als6 metszék melletti foginyben, a
Kivalasztott venulan. A venulak ératmérdjének valtozasat a kiindulasi értékhez, valamint
az adott idéponthoz tartozé kontroll értékhez is hasonlitottuk. Immunhisztokémiai és
western blot vizsgélatot hasznaltunk a 2-es tipusi VEGF receptorok lokalizalasara.
Egészséges foginyben a VEGF szignifikdnsan és dozisfliggéen megnovelte a venulak
atmérojét a fiziologias soéoldathoz képest. A VEGFR2 antagonista Onmagaban
alkalmazva nem okozott semmilyen ératmérd valtozast. VEGFR2 antagonistaval vagy
nitrogen-monoxid (NO) szintdz blokkoloval torténé eldkezelés szignifikansan
csokkentette a VEGF vazodilatacios hatasat. Foginygyulladas és diabétesz esetén
azonban szignifikans vazokonstrikcio lepett fel VEGFR2 antagonista cseppentése utén,
valamint VEGFR2 expresszi6 fokozodast sikerilt igazolnunk mind az
immunhisztokémiai, mind a western blot vizsgalatok alapjan. Eredményeink azt
mutatjak, hogy funkciondlisan aktiv 2-es tipusi VEGF receptorok talalhatdak
patkanyok foginyében. Noha egészséges inyszdvet esetén nincs szdmottevd VEGF
termelés, a kiviilr6l bejuttatott VEGF a VEGFR2 aktivalasa révén és az azt kovetd
endotél eredetii NO felszabadulason keresztul vazodilataciot okoz a venulaknal. Ezen
kivil mind a VEGF termelés, mind pedig a VEGFR2 expresszi6 megnd
foginygyulladas esetén jellemzéen az érfal minden rétegében, diabétesz esetén pedig
karakteresen a nagy mennyiségli hizosejtben. A VEGFR2 géatlasa U0j teréapias
megkozelitése lehet a fogagybetegségnek kilondsképpen diabéteszes pacienseknél. Az
altalunk kifejlesztett valéos 3D transzlucens vitalmikroszképia Uj, igéretes teriletét
nyithatja meg a kutatasnak.
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édesapamnak, akit6l 6rokiil kaptam a tudomany iranti elhivatottsagot és bizok benne,
hogy sikerem karpotolja abban, hogy zsenialis felfedezései egyelére nem keriiltek be a
szakirodalomba. Kdszondm Domanyik Szilvidnak, aki egyként mellettem allt és
tdmogatott a véghajraban, valamint dr. Z6ldag L&szlonak, aki az elkeszilt anyag 5
példanyos nyomtatasat biztositotta.

Kdszonettel tartozom témavezetdmnek, dr. Lohinai Zsoltnak, aki mindig kész volt
segiteni rajtam és az utolsé pillanatig tartotta bennem a lelket. Ugy érzem, hogy
idénként 6 tobb munkaval jarult hozza a sikerhez, mint én. Oriilok, hogy a kezdetektdl

fogva bardtomnak mondhatom ét.

Kdszondm laborvezetdmnek, dr. Rosivall Laszlonak, aki egyfel6l a helyszin
biztositasaval lehet6vé tette, hogy vizsgalatsorozatunk 1étrejojjon, masfeldl az elkésziilt
tudomanyos anyagok lektoralasaval is driasi segitséget nyljtott. Szakmai és neveltetési
celzaty ,atyai” tanacsait mindig 6rommel fogadtam. Koszénom dr. Ivanyi Ivannak, egy
igaz baratnak, akit6l rengeteget tanultam mind szakmailag, mind emberileg és
hozzasegitett ahhoz, hogy folytassam ott a munkat, ahol 6 befejezte. Koszonom dr.
Fazekas Arpadnak, aki sokat segitett tudoméanyos palyam indulasakor és a késGbbiekben
is messzemenden tamogatott. Koszonom dr. Gyorfi Adriennenek, aki a témam cimét
~-megalmodta”, valamint mindig szdmithattam megfontolt tanécsaira, javaslataira.
Kdsz6ndm dr. Stuber Istvannak, akit korunk egyik zsenijének tartok a mikroszkopia és
az optika terlletén és kulon halaval tartozok neki azért, hogy részt vehetek abban a két
szabadalomban, melyekben az ¢ otleteit 6tvoztikk az altalunk végzett vizsgalatokkal.
K0szOnOm a Ph.D. idészakom alatti intézetvezetdimnek, dr. Nyarasdy Idanak és dr.
Téth Zsuzsanndnak, hogy tamogattak torekvéseim elérésében és biztositottak
szamomra, hogy mind a sziikséges 1d6, mind pedig a szikséges eszkdzok
rendelkezésemre &lljanak munkam végzéséhez. Kivaltsdgosnak érezhettem magam,

mivel megengedték, hogy a fokuszom a tudomanyra szegez6djon, sokszor a betegellatas
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vagy éppen az oktatds héattérbe szoritdsdval. Nagyon kdsz6ndém egykori
didkkorosdomnek, immaron kolléganémnek, dr. Nagy lzabellanak, aki segitett a
gyakorlati munka oroszlanrészének elveégezésében és hatalmas mértékben jarult hozzé
ahhoz, hogy é&tfogd tudomanyos anyagunk @Osszeélljon. Ugyanitt szeretném
megkdszonni  két tovabbi didkkorosomnek, akiket azdta szintén kollégaként
udvozolhetek, dr. Kis Patriknak és dr. Berkei Géabornak. Lelkesen és szorgalmasan
jarultak hozza a kdzos sikerhez. Koszondm a segitséget tovabbéa dr. Dinya Eleknek, aki
nelkil elvesztiink volna a statisztika feneketlen tengerében, valamint mindazoknak akik
a sajat szakterlletiikkel és munkajukkal hozzajarultak eredményeinkhez: dr. Székely
Andrea Dorottyanak, dr. Zachar Gabornak és Bakdé Maridnak az immunhisztokémiai
vizsgélatokért, dr. Bodor Csabanak a western blot analizis elvégzéséért, dr. Molnér
Miklésnak, Varga Julianak, dr. Kriston Tundének és dr. Mo6zes Miklosnak akikhez
mindig fordulhattam segitségért, valamint dr. Stiveges Ibolyanak, dr. Kénya Marianak
és dr. Komora Péternek, tovabbd minden egykori didkkordsinknek, tobbek kdzott dr.
Vary Melindanak, dr. Rad6 Stefanianak és dr. Révész Bencének, és mindenkinek aki
még rajtuk kivil hozzésegitett a munka elkésziltéhez.
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