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3 Bevezetés

A népbetegségnek szamitd diabétesz, hipertonia, és ateroszklerdzis sulyos, életet
veszélyeztetd szovodményeinek kialakulasaban az egyik fontos tényezé az érfal
megbetegedése, az endotél diszfunkcid. Az endotél diszfunkcid hatterében gyakran all
oxidativ stressz, a reaktiv oxigén gyokok (ROS) akut és kronikus tultermelése. A
termel6dd szabadgyokok a nitrogén monoxid (NO) megkdtésével csokkentik annak
biologiai hozzaférhetdségét. A NO hatasainak kiesése az endotél funkcio zavarahoz,
els6sorban az ér besziikiilt relaxacios képességéhez vezet (1). A NO megkotése mellett
a szabadgyokok indukaljak az endotélium gyulladasos atalakulasat, az endotél sejtekben
az adhézios molekuldk expresszidja fokozodik, gyulladasos sejtek tapadnak az aktivalt
endotélhez, amelyek gyulladdsos mediatorokat termelnek. A folyamat soran az endotél
relaxacios készsége csokken (2). Az oxidativ stressz kovetkeztében kialakuld endotél
diszfunkcié kritikus szerepet jatszik az aterogenezis, illetve a magas vérnyomas
kialakulasaban, ami noveli kardiovaszkularis betegségek kockazatat (3; 4).

A sziv- ¢és érrendszeri megbetegedések okozta haldlozas az egyik leggyakoribb
halalok. A fejlett gazdasaggal, fejlett iparral, valamint fejlett egészségiiggyel rendelkez6
civilizalt orszagokban a halalozasi gyakorisagnak tobb mint felét ¢ betegségcsoport teszi
Ki. Az érelmeszesedés a kockazati tényezOk altal okozott, elsddlegesen endotél réteget
érintd, funkcionalis, illetve mikro-anatomiai karosodas, és az erre adott lokalis valaszok
eredménye.

Az endotél gyulladasos fenotipus valtozasa soran felszabadul6 citokinek kézponti
szerepet jatszanak azoknak a sejtszintli valtozasoknak a kialakulasaban, amelyek az
érelmeszesedésre jellemz6 fokozatos szerkezeti atalakulashoz vezetnek (5). Az elmult
évtizedekben fokozott figyelem iranyult a novekedési faktorokra, kiilondsen azokra,
Eredetli Novekedési Faktor (PDGF), és a Fibroblaszt Novekedési Faktor (FGF). A
simaizomsejt-proliferacio felelés lehet az érelmeszesedés felgyorsulasaért is. Késébb az
immunmoduldlo citokinek kertiltek az érdeklddés eldterébe, pl. a TNF-a, vagy az IL-10.

(6) Kideriilt, hogy egyes citokinek, mint példaul a Transzformaldo Novekedési Faktor
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Béta (TGF-B), mind immunmodulalé, mind pedig sejtproliferaciot befolyasold
hatasokkal rendelkeznek (7; 8).

A TGF- a biologiai folyamatok széles korét befolyasolo, tobbfunkcids citokin.
Meghatarozo  szerepet  jatszik  tobbek  kozott a  sejtproliferacioban, a
sejtdifferencialodasban, a szovetregeneracid és az extracellularis matrix (ECM)
felszaporodasanak szabalyozasaban, illetve a gyulladasos folyamatok ¢és az
immunvalasz regulaci6jaban. Paradox moddon, gyulladaskelté és gyulladascsokkentd
hatasai is ismertek. Gyulladas gatld hatasai alapveten az infiltraldo, immunregulator T-
sejtek lokalis TGF-f3 termeléséhez kothetéek (7). A TGF-P serkenti a szoveti fibrotikus
folyamatokat, nemcsak a vesében és a majban, hanem az erekben is (8). A fibrotikus
folyamatok a majban kollagén lerakodas, a vesében glomerulonephritisz, az erekben
vaszkulitisz, a szivben miokarditisz képében nyilvanultak meg (9).

A szisztémasan keringd TGF-f vaszkularis hatasai azonban nem kelléen
tisztazottak. Korabbi kutatasok kimutattak, hogy a TGF-B serkenti a nikotinamid-
adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH) oxidazok (NOX) aktivitasat mind az endotél (10),
mind a simaizom sejtekben (11). A NOX enzimcsalad a ROS termel6 kaszkad-rendszer
egyik legfontosabb kiindulé enzime, amely a fokozott szuperoxid (O;) felszabadulasért
felel6s (12).

A TGF-[3 szerepe az érelmeszesedés kronikus gyulladasos folyamataban évtizedek
Ota vitatott téma. Feltételezték, hogy a TGF-f3 gatolja az érelmeszesedés folyamatat a
lipid lerakddast gatld és gyulladascsokkentd hatasanak koszonhetéen (13-15).
Ugyanakkor szamos tanulmany inkabb aterogén szerepet tulajdonit a TGF-B-nak az
endotél sejt regeneracid gatlasa, az érfali oxidativ stressz fokozdsa, és a fibrozis
serkentése miatt (16-18). Mindebb6l az kovetkezik, hogy a TGF-B szerepe az
érelmeszesedésben nagyon dsszetett és ellentmondéasos folyamatok eredménye.

A legtobb olyan betegség hatterében is az oxidativ stressz okozta endotél
diszfunkci6 all, amelyekhez a metabolikus folyamatok felborulasa, a Korai
érelmeszesedés, ill. a vaszkularis szovddmények tarsulnak. Ilyen betegség példaul a
Policisztas Ovarium Szindroma (PCOS) is. A PCOS-hoz tarsuld inzulinrezisztencia
endotél diszfunkciot okoz, amelynek Kivaltoi az oxidativ stressz, és a NO termelés
csokkenése (19).

A PCOS dontden genetikai eredeti  betegség, azonban klinikai



DOI:10.14753/SE.2014.1857

manifesztacidjahoz, ill. a tiinetek stlyosbodasahoz olyan kornyezeti hatasok is nagyban
hozzajarulnak, mint az elhizds (20). A PCOS nevét a cisztakkal boritott,
megnagyobbodott ovariumokrdl kapta, de hatterében alapvetéen az androgének
termelésének talsulya all (21). A betegség a szdvettani elvaltozasok mellett szamos
kellemetlen panaszt okoz a PCO-szindromas néknek. FObb tiinetei kozé tartozik a
hirzutizmus, az amenorrea, a meddéség, tovabba olyan metabolikus elvaltozasok, mint
példaul a hiperinzulinémia, és az inzulinrezisztencia. Az inzulinrezisztencia ¢€s
hiperinzulinémia mar a PCOS korai szakaszaban jelen lehetnek, és jelentésen
befolydsolhatjak a betegség lefolyasat, tobbek kozott tovabb fokozzdk az androgén
termelést a mellékvesében €s az ovariumban is (21; 22). Az inzulinrezisztencia hatasara
né az inzulin elvalasztas, csokken a gliikkdéz tolerancia, végiil II. tipust diabétesz
mellitusz (T2DM) alakul ki. A PCO-szindromas ndékben a T2DM, ill. a
kardiovaszkularis szovOdmények sokkal korabban jelentkeznek, mint az atlag néi
populacioban (23; 24).

A PCOS elofordulasat tobbféle diagnosztikai kritérium-rendszer szerint értékelik.
Az Androgén Excess Society (2009) legutobbi ajanlasa szerint a PCOS diagndzisa
felallithato, ha hiperandrogenizmus, és ovarium diszfunkcidé (oligo-anovulacido vagy
policisztas ovarium) all fent, és a hiperandrogenizmus hatterében all6 mas betegségek
kizarhatok (25). A PCOS el6fordulasa a reproduktiv kort nék kérében mintegy 5-10%-
ra becsiilhetd, és a meddéség leggyakoribb okanak tekintheté (26). Ezért fontos, hogy
minél alaposabban feltarjuk kialakuldsanak hatterében huz6dé okokat, és

mechanizmusokat, €s igy bovitsiik a terapids lehetdségek korét.

3.1 Az endotél sejt szerepe a keringés szabdlyozasaban

A vaszkularis endotél sejtek egy rétegben boritjak az érfal lumen fel6li részét.
Az egészséges endotél alkotdeleme az érfalnak, és aktivan részt vesz a lokalis keringés
szabalyozasaban. Gyorsan reagal az eret ér6 fiziologias stressz hatasokra, ezaltal fontos
szerepe van az €r integritdsanak megdrzésében. Az endotél réteg a vaszkularis tonus
szabalyozasa mellett a vaszkularis permeabilitas, a lokalis anti-inflammatorikus és anti-

trombotikus folyamatok fenntartasaért is felelés (27).

10
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Az endotél sejt nemcsak kozvetiti egyes vazoaktiv anyagok hatasat, hanem maga
is vazodilatatorokat és vazokonstriktorokat termel. Ezeket 0sszefoglald néven endotél
eredetli relaxalo faktoroknak (EDRFs). ill. endotél eredetii kontrahald faktoroknak
(EDCFs) is szoktak hivni. Legfontosabb endotelialis vazodilatator a NO, amelyet L-
argininbdl a nitrogén monoxid szintazok (NOS) allitanak eld. A NO a simaizomba
diffundalva ciklikus guanozil-monofoszfat (cGMP)-fliggé vazodilataciot hoz Iétre (28),
amelynek részletes mechanizmusat a kovetkez fejezetben targyaljuk. Az endotél
diszfunkcidé lényegi faktordnak tekintik a NO biologiai elérhetdségének, vagy
termelddésének csokkenését. A NO-fliggd vazodilatacio kiesése pedig szamos klinikai
tanulmany szerint szoros 0sszefliggésben all az ateroszklerozis kifejlodésével (29).

Az endotélben termelt masik jelentés vazodilatator csoport az endotél eredetii
hiperpolarizalo faktor (EDHF). Az EDHF-ek pontos kémiai szerkezete még nem ismert.
Az EDHF-ek a membran hiperpolarizacidjaval hoznak létre vazodilataciot. Ennek
pontos mechanizmusa nem tisztazott. Az egyik lehetséges magyarazat az, hogy az
endotélium hiperpolarizacioja K* kidramlast okoz, amely a simaizom K'
ateresztoképességét, és a Na'/K'-ATP4az miikodését fokozza (30). A hiperpolazizacio
végeredményben a rés-kapcsolatokon keresztiil atterjed a simaizom sejtekre, ¢s egy NO-
fliggetlen utvonalon okoz relaxaciot a vaszkularis simaizom sejtekben (31). Az EDHF
igy képes a NO-fliggd vazodilatacié kiesését részben kompenzalni (27).

Szintén az endotél sejtb6l felszabaduld vazodilatatorok a C-tipust natriuretikus
peptid (CNP), és a prosztaciklin (PGl;). A CNP a guanil-ciklaz aktivalasaval okoz
simaizom relaxaciot és vazodilataciot (29). A PGIl, egy trombocita-aggregaciot gatlo,
ill. vazodilatator hatast prosztanoid, amely részt vesz a glomerulus filtracié és a renin
felszabadulas szabalyozasaban is. A ciklooxigenaz 2 (COX-2) enzim arachidonsavbol
prosztaglandin H,-t (PGH,) allit el6, amelyet a prosztaciklin-szintaz alakit tovabb PGl,-
né. A PGI; az endotéliumban nagy mennyiségben expresszalodik, és acetilkolin (ACh),
ill. adenozin nukleotidok (pl. ATP) altal medialt relaxaciot kozvetit a prosztaciklin
receptrokon (IP) keresztiil, a ciklikus adenozin-monofoszfat (¢CAMP) szint emelésével
(32; 33). (1. dbra)

11



DOI:10.14753/SE.2014.1857

ACh Hisztamin

Nyiréer6 —

simaizomseijt

Vazodilatacio

1. abra: Az endotél-fiiggo vazodilatacio
A kiilonbozo faktorok altal medialt vazodilatacio
(E2 = dsztrogén, Akt/PKB = proteinkindz B jelatviteli utvonal;, ACh = acetilkolin;
cAMP = ciklikus adenozin monofoszfat;, cGMP = ciklikus guanozin monofoszfat;, eNOS
= endotelialis NOS; NO = nitrogén monoxid, EDHF = endotél eredetii hiperpolarizalo
faktor; PGI, = prosztaciklin; COX = ciklooxigendz)

Az endotélium eredetli vazokonstriktorok koziil a legfontosabbak az angiotenzin
Il (ANG 11), az endotelin, és a konstriktor hatasti prosztanoidok: a tromboxan A;
(TXA,), és prosztaglandin Fy, (PGF2,) (34).

Az ANG 1II er0s vazokonstriktor, emellett fokozza a NADPH-rendszer
aktivitasat, igy a ROS felszabadulast, és az endotelin termelést is (35). Az endotél
sejtnek intrinzik renin-angiotenzin aktivitdsa is van a szivizomsejtekhez és a vese
parenchima sejtjeihez hasonloan (36). A renin-angiotenzin-rendszer (RAS) aktivaciojat
tobb tényezd okozhatja: a nyirderd tartés fokozddasa hipertonidban, fokozott renin
termeléssel jard vesebetegségek, €és az inzulinrezisztenciaval jard kérképekben kialakuld
hiperinzulinémia. A felsorolt allapotok kovetkezménye a fokozott oxidativ stressz,

amely az endotél diszfunkciojahoz vezethet (37).
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Az endotelint és szerepét az 1980-as évek végén irtak le (38; 39). Az endotelin
inaktiv prekurzorbol enzimatikus hasitas utjan keletkezik, és 0sszehuzza az artéridkat és
a vénakat. Termelését tobbek kozott a kovetkezé hormonok, ill. tényezOk valthatjak ki:
adrenalin, ANG I, vazopresszin, inzulin, oxidalt LDL, hipoxia, és a véraramlas
csokkenése (40).

A TXA,-t a tromboxan-szintdz termeli, a COX-1 hatasara arachidonsavbol
képzddott PGH2-bol. A TXA; a vaszkularis simaizom kontrakciojat, €s trombocita
aggregaciot valt ki. Hatasat tromboxan-receptorokon (TP) fejti ki, amelyek az
intracellularis Ca®*szint emelésével okoznak simaizom kontrakciot (41). ROS-6k
hatasara a TP receptorok stabilitasa fokozodik a sejtmembranban (42). Tovabba a TP
receptorok aktivacioja gatolja a NO termelést az endotél sejtben (43). A PGF,, szintén
az intracellularis Ca®*szintet emeli, er6s vazokonstriktor hatast prosztaglandin, amely
aterogén hatasu, ill. a hipertonia és a szivmegnagyobbodas kialakulasaban is szerepe

lehet (44; 45).

3.1.1 A nitrogén monoxid

A NO gaz halmazallapott, erésen lipidoldékony molekula, amely oldatba kertilve
szabadgyokként viselkedik. Képzddése utan gyorsan elbomlik, nitritté €s nitratta
redukalodik. A szervezetben keletkezett NO meghatarozasara hasznalatos modszer a
plazma és a vizelet nitrit és nitrat tartalmanak mérése (46). Miodta felfedezték a NO-t és
szerepét a keringésszabalyozdsban, a tudoményos kutatdsok egyik legélénkebben
tanulmanyozott célpontjava valt. Furchgott és Zawadski 1980-ban irtak le, hogy az ACh
értagitdo hatasa csak ép endotéllel bird éren 1ép fel (47). Az akkor még ismeretlen
anyagot endotél eredetli relaxalo faktornak (EDRF) nevezték el. Moncada és
munkatdrsai 1987-ben mutattdk ki, hogy az endotélium L-argininbdl NO-t képez, és a
NO kozvetiti az ACh értagitoé hatasat (48). Tovabbi kutatasok kimutattak, hogy ez a
hatdsmechanizmus egységesen megtalalhaté az erekben, igy miikodik rezisztencia

ereken is (49).
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Az L-arginin fiziologias szubsztratja a NOS enzimnek (50), amelyeknek harom
izoformaja ismert. A neuronalis NOS (nNOS, NOS1), az indukdlhato6 NOS (iNOS,
NOS2) és az endotelialis NOS (eNOS, NOS3) (51). Az eNOS és nNOS folyamatosan
expresszalodik, az aktivacidja Ca®*-calmodulin-fiiggd. Ezek az izoformak felelések a
sejtek kis mennyiségli, alapszintii NO termelésért. Ezzel ellentétben az iNOS miikddése
transzkripcids szinten szabalyozott, Ca**-calmodulin fiiggetlen (52). Ez az izoforma a
gyulladasos sejtekben citokinek hatasara aktivalodik, és nagy mennyiségi, lokalis NO
felszabadulasért felelds. Az inaktiv eNOS Kkaveolin fehérjéhez kotédik, és a
sejtmembran falan 1évé caveoldkban helyezkedik el. Ha az intracellularis Ca*" szint
megemelkedik, az eNOS levalik a caveolin fehérjérdl, és igy keriil aktivalt allapotba
(53).

A NO termelést tobbfeéle fiziologias ill. patologids mechanizmus szabalyozza. Az
egyik ilyen mechanizmus az érfalat ér6 nyiroerd, ill. annak fokozodasa (54). A nyirderd
a fokozott aramlas kovetkeztében Iép fel, ennek kdszonhetden az endotél sejt felszinén
16v6 Ca**-csatornak aktivalodnak, igy az eNOS foszforilalodik, és novekszik a NO
termelés (55). A szintetizalodott NO az érfal simaizom sejtjeibe jutva a guanilat-ciklaz
enzimhez kapcsolodik (56), igy megemeli a cGMP szintet. A cGMP a cGMP-fiiggd
protein-kinazokat (PKG) aktivalja (29). A PKG-0k IPs-receptor foszforilacidéjan
keresztiil csokkentik a Ca®" kidramlast az endoplazmatikus retikulumbodl, a miozin
kénnylilancot foszforilaljak, és a Ca**-fiiggd K-csatornik (BKCa) aktivalasaval
hiperpolarizaljak a membrant, igy tobb ponton gatoljak a simaizom kontrakciojat (28;
57). A leirt mechanizmusok fenntartjak a NO termelést, ezaltal a vazodilatator tonust, és
végeredményben a simaizom ténusat csokkentik.

Amennyiben a NO termelést gatoljuk, a vérnyomas dozisfiggéen emelkedik,
amely azonnal helyreall NO adagolas kovetkeztében (58). Ezek a tények ramutatnak a
NO szerepének fontossdgara a nyugalmi vazodilatator tonus fenntartasdban, és a
vérnyomas szabalyozéasaban.

A legfontosabb anyagok, amelyekrél kimutattak, hogy endotélium eredetii NO
felszabaditasaval vazodilataciot okoznak: ACh (48), adenin-nukleotidok (59),
hisztamin, bradikinin, arginin-vazopresszin, dsztrogén, oxitocin, Ca’*-ionoforok, P-

anyag (60), inzulin (61), szomatosztatin (62).
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EDHF @ £ TxA;
ROS

Endotél diszfunkcio

EDRFs

EDCFs

)

Vazokonstrikcio

2. dbra: A legfontosabb endotélium eredetii vazorelaxdinsok (EDRFsS) és
vazokonstriktorok (EDCFs) (63)
Ha a vazokonstriktorok és vazodilatatorok egyensulya felborul, endotél diszfunkcio és
az erek tartos osszehuzodasa johet létre.
(NO = nitrogénmonoxid, PGI, = prosztaciklin, EDHF = endotél eredetii
hiperpolarizalo faktor, PGF,,= prosztaglandin 2«, PGH, = prosztaglandin H,, PGE;
= Prosztaglandin E;, TXA; = tromboxdn, ROS = reaktiv oxigén gyokok)

3.2 Az endotél diszfunkcio

Az endotél diszfunkcio kialakulasa 1ényegében a NO hozzaférhetéségének
csokkenésével, ill. az endotél eredetll vazorelaxdnsok ¢és vazokonstriktorok
egyensulyanak felborulasaval Osszefliiggé folyamat (29). (2. dbra) Az endotél
diszfunkciojat sok tényez6 valthatja Ki.

Az endotél diszfunkcio kialakulasaban kulcsfontossagli szerepe van a fokozott
oxidativ stressznek. A tulzott O, termelés kovetkeztében a NO-bol peroxinitrit
keletkezik, amely maga is szabadgyokként viselkedik, és a O, -dal egyiitt képes a cGMP
utvonalat blokkolni. fgy a talzott ROS termelés nem csak a NO szint csokkentésével,

hanem a NO-medialta utvonal gatlasan keresztiil is az endotél-fliggd vazodilatacio
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romlasahoz vezet (28). ROS tultermeléssel egyiittesen fennalld hiperkoleszterinémia
esetén a szubendotéliumba keriild alacsony-denzitasu lipoprotein (LDL) részecskék is
oxidalodnak. Az igy keletkezett oxidalt LDL (oxLDL) maga is fokozza ijabb ROS-6k
termelését, tovabba fokozza az endotelin termelést, igy a vazokonstrikciot.
Mindemellett az oxLDL-t a scavanger receptorokon keresztiil, szabalyozas nélkiil
veszik fel a makrofagok, ami ,,habos-sejt” képzodéshez, az ateroszkler6zis egyik korai
1épéséhez vezet (64).

A hipertonia a nyiréeré fokozodasan keresztiil az endotél sériilését okozza. A
nyirderé novekedés tartossi valasaval az intracellularis Ca®*-raktarak kimeriilnek,
aminek kovetkeztében a NO termelés csokken (58). Emellett, a hipertonia legtobb
tipusaban aktivalodik a RAS, ami egyiitt jar a fokozott ROS termeléssel, az endotél sejt
mikrotubularis atrendezédésével, és a gyulladasos folyamatok feler6sodésével (65).

Szamos tanulmany alatamasztja az oxidativ stressz gyulladast felerdsité hatasat
(66; 67). Egyre tobb kutato feltételezi azonban, hogy a lokalis gyulladasos folyamatok
kovetkeztében a NOX rendszer aktivalodik a mieloperoxidazok hatasara, és ezért
tovabb fokozodik az oxidativ stressz (68; 69). Tehat az wjabb elképzelés szerint a
gyulladas és az oxidativ stressz egymast erdsitve, ,.circulus vitiosus’-ként mitkddik

(70).

3.2.1 Az oxidativ stressz

A legtobb érkarosodassal jar6 megbetegedés, mint a diabétesz, a hipertonia, az
ateroszklerdzis dsszefliggésbe hozhatd az endotél diszfunkcidjaval, ami a NO csokkent
biologiai hozzaférhetdségére vezethetd vissza. A NO protektiv hatasainak kiesésével az
érbetegségek valoszinlisége megnd, mivel az emelkedett szuperoxid termelés az endotél
funkcio zavarahoz, és oxidativ stresszhez vezet (3). Az oxidativ stressz a szivizmot is
érinti. A szuperoxid-dizmutaz (SOD) szivizom-specifikus Kkilitése egerekben
kardiomiopatidhoz és szivizom-fibrozishoz vezet (71; 72). A szivizmot érint6 oxidativ
stressz novekszik human szivelégtelenségben is (73). A ROS-6k ECM ¢és kollagén
lerakodast okoznak, modositva a miokardium fibroblasztjait és aktivalva a matrix

metalloproteinazokat, amit részben a TGF-f kozvetit a MAP kinazokon keresztiil (11).
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A ROS termeléséért felelos legfontosabb enzimek: a NOX, a mitokondrialis
légzési lanc enzimei, a ciclooxigenazok, a lipoxigenazok, és a xantin oxidazok (74). A

vaszkulattra legfontosabb ROS forrasa a NOX rendszer (75).

Novekedési Faktorok/Citokinek
Vazoaktiv peptidek
Mechanikus hatas
Hiperglikaemia

Szabad zsirsavak (FFA)

‘ y
m.\zpuk o
oxiaazo Nox1/

Sejt membran

NAD(P)H NAD(P)* + H*
T Katalazok/Peroxidazok

0, *0; e H;0; H,0 + %0,

Jelatvivé molekulak
Ca+ jelatvitel, kinazok, gyulladasos gének, ioncsatornak

|

Sejtnovekedés/Apoptozis Fibrozis Kontrakcid/Dilatacio Gyulladas
3

[ Vaszkularis remodelling I

3. dbra A NOX-ok hatismechanizmusa (76)
A kiilonbozé faktorok altal létrejové NOX aktivacio kdvetkezménye a szuperoxid
felszabadulds, amely kiilonbozd jelatviteli molekuldk felszabaditasdan keresztiil
ernovekedest, fibrozist, ill. vazokontrsrikciot/vazodilataciot kozvetit
(Gp91, p22, p67, p47, p40 = NADPH oxidaz enzimek alegységei, SOD =
szuperoxid dizmutaz, NADPH = Nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfdt, ‘O, =
szuperoxid, H,O; = hidrogénperoxid)
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3.2.2 A NADPH oxidaz rendszer

A NOX-ok tobb alegységgel (p22, p40, p47, p67, rac, Gp91) rendelkez6 enzimek,
amelyek a NADPH-rol a molekularis oxigénre visznek at egy elektront, és ezzel O; -t,
ill. kiilonb6z6 ROS-t képeznek. (3. dbra)

20, + NAD(P)H —2-0;, + NAD(P)" + H".

A ROS-t bévebben a kovetkezo fejezetben targyaljuk.

A NOX enzimek prototipusat a neutrofilekben fedezték fel, ezt NOX2-nek
nevezik. Szamos homologja 1étezik nem fagocitald sejtekben is. A NOX tipusai: NOX1,
NOX3, NOX4, NOXS5 ¢és a dual oxiddzok: DUOXI1, DUOX2. Expresszidjuk széles
szoveti eloszlast mutat (77). A NADPH oxidazok elsdsorban az immunvédekezés fontos
enzimei. A fagocitalo sejtekben a NOX eredeti ROS-0k a bakterialis 616
mechanizmusban jatszanak fontos szerepet, a nem fagocitald sejtekbdl pedig citokinek
és novekedési faktorok hatasara szabadulnak fel. A fibroblasztokban novekedési
faktorok hatasara indul meg a NOX indukalta ROS termelés. A NOX1 megtalalhato a
vastagbél, ill. az érrendszeri sejtekben, a NOX2 a fagocitakban talalhato, de emellett
megtalalhaté a szivben és a vesében. A NOX3 foleg magzati szovetekben, a NOX4
foleg a vesében (renox) van jelen, de az erekben és az osteoklasztokban is megtalalhato.
A NOXS5 az erekben és a limfoid sejtekben fordul el6. A Douxl és a Doux2 a
pajzsmirigy hormonszintézisében vesznek részt (76). (1. tabldzat)

A NADPH oxidazok tulzott aktivitasa a ROS taltermeléséhez, és az oxidativ
stressz koros fokozddasahoz vezet. A NOX rendszer stimulaciojat kiilonbozé humoralis
faktorok valthatjak ki: az ANG II, a gyulladasos citokinek (IL-1, IL-6), a TNFa, a
TGF-B, az oxidalt foszfolipidek, és a glikolizalt végtermékek. A NOX-ok tulzott
miikodése kovetkeztében a szabadgyok termelés és az antioxidans védelem egyensulya
felborul, az antioxidans rendszer enzimatikus és nem enzimatikus komponensei

elhasznalodnak.
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L tablazat: NOX enzimek szoveti eldforduldsa (78)

Termel6dés
legfébb helye Termelddés kis mennyiségben
NOX1 Vastagbél Sima izom, endotélium, méh, placenta, prosztata
NOX2 Fagocitak B limfocita, neuronok, szivizomsejtek, hepatocitak,
endotélium, hematopoetikus Gssejtek, sima izom
NOX3 Belso fiil Magzati vese, magzati 1ép, koponyacsontok, agy
NOX4 Vese, erek Osteoklasztok, endotélium, sima izom, hematopoetikus
dssejtek, fibroblasztok
NOX5 | Limfoid szovet, Endotélium, sima izom, hasnyalmirigy, placenta,
here ovarium, méh, gyomor
DUOX1 Pajzsmirigy Légutak epitéliuma, nyelv epitéliuma, kisagy, here
DUOX2 Pajzsmirigy nyalmirigyek, gasztrointesztinalis epitélium, méh,
hugyhdlyag, hasnyalmirigy

A NO-bol peroxinitrit képzddik, igy az endotél funkcidé romlik. Az eNOS
kiilonosen érzékeny peroxinitrit jelenlétére, mivel a peroxinitrit a cink-tiolat hidat
felbontva megvaltoztatja az eNOS szerkezetét, és igy az enzim NO helyett szuperoxidot
termel. (79) A peroxinitrit ezen kiviil az eNOS koenzimét, a tetrahidrobiopterint (BH,)
is oxidalja, igy az eNOS alulmikodése kovetkeztében tovabb csokken a NO termelés
(28). A lokalis gyulladasos folyamatok feler6s6dnek, gyulladasos citokinek szabadulnak
fel, amelyek koziil a TNFo kozvetleniil is fokozza a NADPH oxidazok aktivitasat.
Emellett az aktivalt makrofagokbdl is wjabb ROS felszabadulds varhato. ROS
jelenlétében az LDL részecskék oxidalodnak, és az igy keletkezé oxLDL-nek fontos
szerepe van a "habos sejt" képzddésben, és tovabbi gyulladasos folyamatok
generalasaban (5; 64). ROS hatasara az endotél mikrotubulus rendszere is atalakul, és a
kiilonboz6 novekedési faktorok (pl. PDGF) termelése kovetkeztében megkezdédik az
érfali simaizom szOveti atalakulasa (remodelling) is (78). Mindezen tényezok
Osszességében az ateroszklerdzis felgyorsuldsdhoz, és a kardiovaszkularis rizikod

emelkedéséhez vezetnek.
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3.2.3 Reaktiv oxigén gyokok (ROS)

A ROS-06k olyan oxigén metabolitok, amelyek vagy felvesznek (oxidalnak),
vagy leadnak egy elektront (redukalnak), vagy reakcioba lépnek mas molekulakkal
(oxidativ reakcid). A ROS-6k parositatlan elektront hordoznak, ezért hivjuk oket
gyokoknek. Kiilondsen fontos szabadgyok a kardiovaszkularis biologia szempontjabol a
szuperoxid anion (O;), amely egy elektrontobbletes (redukalt) oxigén molekula. A
szuperoxid anion jelentdsége abban rejlik, hogy redukald és oxidald molekulaként is
mitkodhet a bioldgiai rendszerekben, és maga is konnyen atalakulhat mas szabadgyok
tulajdonsagu molekulava. Ilyenek pl. hidroxil gyok ("HO), lipid peroxi-gyok (ROO),
alkoxi-gyok (LO’). Az egyéb olyan molekulak, amelyek peroxinitritet (ONOO),
hypoklor-savat (HCIO), és hidrogénperoxidot (H,0O;) tartalmaznak nem nevezhet6k
szabadgyokoknek, de erds oxidativ hatasuk miatt a ROS-0k kdz¢ soroljuk dket.

A ROS masik nagy csoportja a reaktiv nitrogén gyokok (RNS), amelyek kozott
tartjuk szamon a NO-t, a nitrogén dioxid gyokst (NO2), és a nitrozonium kationt (NO™).
A peroxinitrit a O, és NO kozott 1étrejovo reakcio kapcsan keletkezik limitalt
mennyiségben, ¢s ROS-ként ¢s RNS-ként is felfoghatdo. A RNS-ek gyakran reagalnak
fehérjékkel, vagy modositjak szerkezetiiket, igy modositva azok funkcioit (80). A RNS-
ek kiilonb6z6 fehérje molekulak tirozin oldallancaival 1étrejott reakcidja soran a tirozin
oldallancok nitralédnak, nitrotirozin molekula jon létre, aminek a kimutatasa a lezajlott
oxidativ stressz mértékét jelzé eljaras (81).

A ROS  kimutatasara  tobbféle  modszer  alkalmas. Lucigenin-
chemilumineszcenciaval szelektiven az egyik legfontosabb szabadgyokot, a O;-t
detektalhatjuk. Erzékenysége vitatott, de a lucigenin megfelelé koncentracioit

alkalmazva az egyik legalkalmasabb modszernek tekintik. A luminol-

chemilumineszcencia kevésbé szelektiv, kimutatja a O, -n kiviil a HyO,-t és a 'HO-t is,
de megfeleld scavangerek hasznalatdval meghatdrozhatd, mely ROS felszabadulasa a
legjelentésebb az adott szovetben. A fluoreszcens modszerek koziil a legnépszeriibb

jelenleg a dihidroetidin-festés. A dihidroetidin szinte teljesen O, specifikus, csak

kismértékben reagal a "HO-val és a H,0O,-al is. Ez a médszer mind fagyasztott, mind €16

szoveten hasznalhato, tovabba megfeleld képalkoto eljarassal az érfal egyes rétegeinek
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ROS termelése kiilon-kiilon is vizsgalhatd. Az enzimatikus modszerek kozil a
spektrofotometrias citokrom-c-redukcios teszt az egyik, amelyik specifikus a O,-ra,

azonban csak az extracellularis tér ROS termelésének vizsgalatara alkalmas. (82)

3.3 Az érelmeszesedés patomechanizmusa

Az érelmeszesedés pontos patomechanizmusa nem ismert. Szamos elmélet és
kisérleti adat alapjan az endotél sériilése, funkcidjanak csokkenése elsddleges szerepet
jatszik az érelmeszesedési folyamatok beinditdsdban. Az endotél karosodasa
kovetkeztében gyulladdasos folyamatok indulnak be az érfalban. A gyulladast
els6sorban az abban részt vevo sejtek, igy az endotél, a simaizomsejt, a fibroblaszt, a
monocita, és a limfocitak kolcsonhatasa hatarozza meg. A nem sejtes elemek koziil, a
plazmaban 1év6 elemeken kiviil (véralvadas faktorok, akut fazis proteinek, citokinek),
a szubendotelialis teriileten elhelyezkedd kotdszoveti matrix, és a lokalisan kialakulod
vazokonstriktor-vazorelaxans, hemosztatikus, és oxidativ egyensuly jatszik ebben
dont6 szerepet. Az érelmeszesedés pontos oka és a kialakulas folyamata azonban nem
ismert. Kialakulasaval kapcsolatban tobb lehetséges mechanizmust leirtak.

Magas vérkoleszterin szint esetén, példaul olyan apolipoprotein-E (APO-E)
fenotipus esetén, amikor az APO-E szint alacsony, vagy APO-E knockout (APO-E-KO)
egerekben, a magas lipid szint 6nmagaban is kivalthatja az érelmeszesedést (83). A
spektrum masik végén a gyulladdsos folyamatok képesek lipid lerakodas nélkiil is
média és intima proliferacidt okozni, pl. transzplantalt szervekben, ahol felgyorsult
ateroszklerozis figyelhetd meg (84; 85). A népbetegségnek szamitdo primer
érelmeszesedésben valosziniileg mind a két folyamat (lipid lerakodas és gyulladas az
érfalban) szerepet jatszik. A rossz szocialis koriilmények kedveznek az ateroszklerdzis
kialakuldsanak (,,szegény ember”), hiszen magasabb az étrend zsirtartalma (olcséd
energiaforrds), és gyakoribbak a fertézések, ami az endotél gyulladdsos fenotipus
valtasanak kedvez (86).

A 4. dbran bemutatott két {0 lehetséges patomechanizmus szerint az
ateroszklerdzis kialakulhat tisztan genetikailag kodolt lipid eltérések kovetkeztében, pl.

kisérleti allatmodellben APO-E hianyaban. Ebben az esetben a lipid lerakodas és ,,habos
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sejt”  képzédés szerepelhet elsddleges tényezoként. Ugyanakkor kialakulhat
transzplantacios ateroszklerdzis is, amely elsGsorban egy gyulladasos, T-sejt-medialt

folyamat.

TRANSZPLANTACIOHOZ PRIMER FAMILIARIS
ASSZOCIALT _ATHEROSCLEROSIS HYPERCHOLESTERINEMIA
ARTERIOSCLEROSIS .-

100%
4

0%

LIPOPROTEIN MEDIALT
FOLYAMATOK

IND UNOLOGIAL
MECHANIZMUSOK

]
100%

0%

4. dbra: Az érelmeszesedés fo elméleteinek osszefoglaldsa (86)

Az egyik oldalon a magas lipid szint szerepel, amely énmagdban is
kivdlthatja az érelmeszesedést. A spektrum masik végén a gyulladdsos
folyamatok dlinak, amelyek képesek lipid lerakddds nélkiil is média és

intima proliferdaciot okozni, pl. transzplantalt szervekben. Primer

érelmeszesedésben valosziniileg mind a két folyamat szerepet jatszik.

Az elmult 15 évben dolgoztak ki az ateroszklerdzis immunoldgiai magyarazatat
(87; 88). Az elmélet alapjaul olyan korai artérias elvaltozasok szolgaltak, amelyek még
nem okoznak klinikai tiineteket. Az eredmények szerint, az artéria intimajanak azon
prediszponalt helyein, ahol kés6bb valoszinii az ateroszklerotikus 1éziok kialakulasa, az
els6ként megjelend sejttipusok nem a ,habos sejtek” voltak (88). A nagyon Korai
1ézidkban, a ,,habos sejtek” megjelenése elott mar megfigyelhetd gyulladasos sejtes
infiltracio az érelmeszesedés predilekcios helyein: a nagy erek kiagazasanal az aortabol,
karotiszbol, stb. Ezeken a helyeken a vér aramlasa fiziologias koriilmények kozott is
gyorsabb, mint mashol, igy turbulens lehet, ami fokozott nyiréerdt jelent az endotél
szamara. Ez a nyiroerd, és mas, a szervezetben zajloé gyulladasos folyamatok az endotélt

aktivaljak. Az aktivalt, gyulladdsos fenotipus endotélre jellemz6 a Fo
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Hisztokompatibilitasi Komplex (MHC) és az adhéziés molekulak fokozott expresszidja.
A szelektin és a fenotipus valtas soran megjelend integrin tipusu adhézios molekulak
leukocitak kitapadasat, €s az érfalba torténd infiltraciojat eredményezik. Ez a ,steril”
gyulladas lehet az érelmeszesedés kialakulasanak elsé 1épése (87).

A citokinek koziil az IFN-a rendelkezik proinflammatoérikus, igy aterogén
hatasokkal. Az IFN-a a T-sejteken keresztiil aktivalja a makrofagokat, gatolja a
simaizom-felszaporodast és a kollagén szintézist, igy a plakk instabilitasanak
fokozddasahoz vezethet. Ezzel ellentétben a gyulladascsokkenté TGF-8 citokinr6l,
amelyet a makrofagok, a simaizomsejtek és a Th3 sejtek termelnek, gy tartjak, hogy
profibrotikus hatasainak készonhetéen eldsegiti a stabil plakk kialakulasat (15).

Egyre tobb bizonyiték van arra, hogy a kronikus és akut ROS tal produkcio is
jelentds szerepet jatszik a kardiovaszkularis betegségek kialakulasdban. A ROS-6k
felerésitik az aterogenezis gyulladasos komponenseinek hatasat, a zsiros csik
képzddésétdl, a plakk kifejlodésén keresztiil a ruptardig. Szamos allatmodell
alatdmasztja a ROS oki szerepét az ateroszklerdzisban, és a human kutatasok is egyre
inkabb megerdsitik az ,,oxidativ hipotézis” létjogosultsagat (66; 71; 73; 89). Szabad
oxigéngyokok keletkezhetnek enzimatikus tuton, kiilonféle oxidaz enzimek, mint
példaul a NOX, a xantinoxidaz, a flavinoxidaz, vagy a lipoxigenaz altal katalizalt
folyamatban, amely soran az oxigénbdl szuperoxid anionok keletkeznek. Megfigyelhet6
az oxigénbdl szabadgyok és hidrogénperoxid képzOdés enzimek nélkiil is minden
oxigén részvételével zajlo folyamatban (90). A szuperoxid anionok redukcios
folyamatokon is keresztiilmehetnek a NOX ¢és a xantinoxidazok hatasara, ill.
szubsztratjava valhatnak a szuperoxid dizmutaznak (SOD), igy hidrogénperoxid (H,O5)
és viz keletkezik. A keletkezé hidrogénperoxid egyéb reakcidkra is képes, igy Fe**
ionnal magas reaktivitasi "HO-t képezhet (Fenton reakcid) (89).

A szuperoxid anionok karositjadk a szoveteket, a membréan és lipoprotein eredetii
tobbszordsen telitetlen zsirsavak oldallancar6l hidrogént vonnak el, igy peroxilgydk
keletkezik, amely ijabb reakcidt inditva lancreakciot hoz 1étre. Ezek a reakciok az érfal
simaizomsejtek novekedését befolyasolva az aterogenezis elsé lépéséhez vezethetnek
(70). A reaktiv oxigén gyokok inaktivaljak a NO-t. A NO és a szuperoxid anion

reakciojabol keletkezik a peroxinitrit, egy erds oxidaloszer. Ez a reakcidé az endotél-
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fiiggd, NO meditalta vazodilatacio csokkenését, és az érfal tovabbi sériilését okozhatja
(91), ahogy errdl mar korabban volt szo.

Az oxidacios folyamatok thlsulyahoz vezethet minden olyan betegség, amely
gyulladasos folyamatokat indit el a szervezetben, tobbek kozott a kiillonbozo fertdzések,

autoimmun betegségek, a diabétesz mellitus, a hiperkoleszterinémia, stb. (5. dbra)

Diabetes mellitus
Obezitas i Fertozes

\ 4

Autimmunitas —> €| Hypercholesterinaemia

5. dbra: A reaktiv oxigén felszabaduldssal jaré dllapotok (92)
Az oxidacios folyamatok tulsulyahoz vezethet minden olyan betegség, amely
gvulladasos folyamatokat indit el a szervezetben, tobbek kozott a kiilonbozo fertozesek,

autoimmun betegségek, a diabétesz mellitus, és a hiperkoleszterinémia.

3.3.1 Hipertonia

Hipertonia egyrészt az emelkedett perctérfogatnak, masrészt a megnovekedett
periférias ellenallasnak koszonhetéen alakulhat ki. Mai felfogasunk szerint a hipertonia
¢s az azt kovetd anyagcsere valtozasok kialakulasaban elsddleges szerepe van a
szimpatikus aktivitas fokozodasanak, amely a miokardium kontraktilitisa, és a
szivfrekvencia novelésével fokozza a ver6- és perctérfogatot, illetve emeli a vérnyomast
(93). Az aramlas fokozodasaval a nyirder6 megné, amire az endotél fokozott NO
elvalasztassal reagal, igy aramlas—fiiggé vazorelaxaciot okoz (55).

A nyiréer§ tartossa valasaval az intracellularis Ca®*-raktarak kimeriilnek, aminek
kovetkeztében csokken a NO termelés, igy az dramlas—fliggd vazodilatacid csokken
(58). A kozvetlen, endotélt ér6 mechanikai stressz a ROS felszabadulast is fokozza.

Emellett egyes tanulmanyok szerint a nyiroeré kovetkeztében aktivalodik az ANG 11
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felszabadulés is, amely a rezisztencia erek vazokonstrikciojat valtja ki, és a NADPH
rendszer kozvetlen stimulaciojan keresztiil tovabb fokozza a ROS termelést (94). A
megndvekedett oxidativ terhelés csokkenti az endotél relaxacios kapacitasat, és
novekedési faktorok felszabadulasat valtja ki. Ezzel beindulnak a remodelling kezdeti
1épései (76).

Az ateroszklerotikus szovodmények szempontjabél dontd a nyomasterhelésre
adott vaszkularis vélasz, a vaszkularis remodelling. A simaizmok hipertrofidja és
hiperplazidja kovetkeztében megvastagodik a média. Az erek lumene szikiil. A
kollagén szaporulat miatt az erek compliance csokken, merevebbekké valnak, nehezen
tagulnak, megné az ellenallasuk, ami tovabb noveli a hipertoniat. (95) A vaszkularis
remodelling csokkent relaxacios kapacitassal tarsul. Ennek hatterében allhat az endotél

diszfunkcidja, a perivaszkularis fibrozis, és a kis erek atmérdjének csokkenése (65).

3.3.2 A Policisztas Ovarium Szindréoma (PCOS) és vaszkularis

vonatkozasai

A PCOS-ban szenvedé néknél a sokféle tiinet koziil a legfontosabb harom a
kronikus anovulacid, a hiperadrogén allapot és a policisztas ovarium. Mindezekhez
gyakran elhizas és inzulinrezisztencia is tarsul. Az anovulacio vérzési rendellenességek
¢s meddéség formajaban okoz panaszt, a hiperandrogenizmus legjellemzObb eltérése a
hirzutizmus és fokozott akné képz6dés, mig a policisztas ovarium csak ultrahangos
vizsgalat soran keriil felismerésre.

A korabbi megfigyelések és vizsgalatok alapjan a PCOS kialakulasaban Iényegi
faktornak a hiperandrogenizmus tekinthet6. A transszexualisokban alkalmazott
tesztoszteron abdominalis elhizast és inzulinrezisztenciat indukal (96). Az elhizas miatt
tovabb fokozddik a hiperandrogén allapot, amit a hiperinzulinémia tovabb ront, igy egy
ordogi kor alakul ki. A petefészek follikularis és theka sejtjein is vannak inzulin
receptorok. Az inzulin, szinergizmusban az LH-val, fokozza az ovarialis androgén
termelést, azonban az ovarium szintjén nincs inzulinrezisztencia. Igy a hiperinzulinémia
intraovarialis hiperandrogenizmushoz is vezet, vagy tovabb fokozza azt. Ennek

kovetkeztében a follikularis érés leall, azonban a magas inzulin szint a follikulusok
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fejlodését is stimulalja, igy a follikularis cisztak szama és mérete novekszik, de nem
alakul ki érett tiisz6 (25). Mindezek alapjan elmondhatd, hogy a hiperinzulinémia is
kdzponti szerepet jatszik a PCOS patogenezisében.

A hiperinzulinémidhoz vezetd okok egyike az inzulinrezisztencia, amely
hosszatavon fokozza a T2DM kialakulasanak rizikojat. A PCOS-ban nem a betegek
inzulin affinitasa csokken, ellentétben a T2DM-el, hanem az inzulinrezisztencia
posztreceptorialis szinten alakul ki. A PCOS-as betegek tobb mint felében kimutattak az
inzulin receptor csokkent tirozin-autofoszforilaciojat és fokozott szerin-foszforilaciojat,
amelyek a receptor aktivitasat csokkentik (97-99).

A PCOS-ban szenved6 ndkben mar korai stidiumban gyakoriak a metabolikus
eltérések, az endotél diszfunkcid, az inzulinrezisztencia és a T2DM (100). Mindezek
alapjan joggal feltételezhetd a kardiovaszkularis veszélyeztetettség fokozddasa, bar a
tényleges kockazat megitélését neheziti a megfeleld epidemiologiai vizsgaltok hianya.
Korabbi vizsgalatok kimutattdk fiatal, elhizott PCOS-as ndkben az inzulin, a Szexual
hormon koté globulin szintek, és a testtomeg index (BMI) egymastol fiiggetlen
korrelaciojat a bal kamra tomegének novekedésével és a magasabb vérnyomassal (101).
Tovabbi vizsgalatok érrendszeri diszfunkciot irtak le PCOS-ban, az intima/média
vastagsadg, a koronaria Kalciumtartalom, az aramlas-fiiggd vazodilatacio ¢és az
érfalmerevség mérésével (102; 103). A human PCOS-ban Kkimutattak a
mikrovaszkularis diszfunkciot is, ami az ACh-fiiggd vazodilatacié csokkenésében
nyilvanult meg. Az ACh-ra adott csokkent valaszreakcio feltételezhetden a metabolikus
valtozasokhoz, kiilonésen az inzulinrezisztenciahoz kapcsolodik (100; 104). A PCO-
szindromas nok karotisz artéria pulzatilis indexe csokkent, és a kardiovaszkularis rizikod
fokozodott (100; 105). Az e mogott alldé mechanizmusokat, és a lehetséges terapias

lehetdségeket folyamatosan kutatjak.

26



DOI:10.14753/SE.2014.1857

3.3.2.1 D-vitamin lehetséges szerepe PCOS-ban

A D-vitamin hiany prevalencidja a teljes populacioban 41%, amely gyakrabban
tarsul elhizassal, magas vérnyomassal, magas HDL szinttel, tovabba alacsony tejtermék
fogyasztassal (106). A magas eléfordulas az alacsony D-vitamin tartalmt élelmiszerek
fogyasztasaval és a napon toltott orak szamanak csokkenésével magyarazhato. Az
alacsony D-vitamin-szint felelds az angol-kér kialakulasaért, sulyosbitja az
oszteoporozist, ¢€s noveli bizonyos rakos betegségekre, hipertonidra és a
kardiovaszkularis betegségekre vald hajlamot (107).

A PCOS-as betegek 72%-ban D-vitamin hianyt talaltak (108). A D-vitamin hiany
kovetkeztében a parathormon-koncentracié altaldban magasabb. A kalcium fontos
szerepet jatszik a petesejt érésében, igy logikus, hogy a D-vitamin és a kalcium-
anyagcsere zavara hozzajarulhat a follikulus fejlédés gatlasahoz. D-vitamin és egyidej
kalcium kezelés hatasara a PCOS-as betegek egy részénél rendez6dnek a menstrudcios
zavarok (109). Ezen kiviil szamos tanulmany osszefliggésbe hozza a D-vitamin hianyt a
kiilonb6zé metabolikus rizikofaktorok (BMI, éhgyomri gliikéz, triglicerid, CRP,
inzulin) emelkedett szintjével PCOS-ban (110), mig masok a D-vitamin potlas hatasara
ezek javulasat irtdk le (111). A D-vitamin-hiany fontos patogenetikai tényezének
bizonyult az inzulinrezisztencia kialakulasaban is, PCOS-ban (112).

A D-vitamin ¢érvéd6é hatasarol mar szamos tanulmany sziiletett. Spontan
hipertenziv patkany (SHR) torzsben kronikus, 6-hetes D-vitamin-kezelés hatasara
normalizalodott az ACh-indukalta vazorelaxacio. A kezelés alatt valtozatlan maradt az
intracellularis kalcium egyensuly, csokkent viszont a ROS termelés, és a COX-1
expresszio (113). Egy patkany aortakon végzett kutatas szerint a D-vitamin fontos
szerepet jatszik az érreaktivitds, ¢és az érrendszer szexudlhormonok irdnti
érzékenységének megbrzésében, a kreatin-kinaz rendszer aktivalasan keresztiil (114).
Tovabba, a D-vitamin potlas a plazma NO valaszkészségét is javithatja egyidejiileg a
glukéz és lipid metabolizmus helyreallitdsaval (115). Osszességében a D-vitamin a
normalis érfunkcid és vaszkularis valaszkészség fenntartasat segiti eld, azonban az
inzulin-haztartasra gyakorolt esetleges jotékony hatasat PCOS-ban még nem sikertilt
bizonyitani (116).
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3.4 A TGF-Bcsalid bemutatisa

A TGF-f3 csalad szamos szerkezetileg rokon polipeptid ndovekedési faktort foglal
magaba. Eddig tobb mint 35 tagjat azonositottak. A csaldd magaba foglalja a prototipus
TGF-B-t, a nodalis és a csont morfogenetikus proteint (Bone morphogenetic proten -
BMP), és az aktivint. A csalad tagjai dimerként fordulnak eld, amelyek lehetnek homo-
és heterodimerek is.

A Transzformdldo Novekedési Faktorok a sejt szintli folyamatok mindegyikét
képesek befolyasolni, a sejtproliferaciotdl, a sejtdifferenciacion, a motilitason és az
adhézion keresztiil a sejthalalig. A génexpresszids mintazat specifikus, az adott szovet
novekedésétol, homeosztazisatol, regeneracios kapacitasatol fliggden, a ragesalotol az
emberig. Végeredményben ezek a faktorok feleldsek a sejt sorsat befolyasold alapvetd
intercellularis jelatvitelért. TGF- és a tobbi faktor multifunkcionalis agonistak,
amelyeknek hatasa legaldbb annyira fligg a sejt valaszkészségétdl, mint maguktol a
faktoroktol. (117)

A TGF-f csaladhoz szamos kiilonbozo, a sejt novekedését, differencialodasat
szabalyoz6 novekedési faktor, ill. egy, az immunrendszert befolyasol6 citokin tartozik.
A II. tablazatban a TGF-3 csalad jelenleg ismert tagjait és fobb hatasaikat soroltuk fel.

A TGF- citokinnek harom izoformaja ismert emlésokben: TGF-B1, TGF-B2 és
TGF-B3, amelyek koziil mindegyik kotddhet ugyanahhoz a receptorhoz, és hasonld
hatasokat valthat ki. A TGF-B1 a leginkdbb tanulmanyozott izoforma. Ezeken kiviil,
tobb mint 20 hasonld szerkezetli citokin tartozik még a TGF-f alcsaladba, amelyeknek
szertedgazo hatdsuk van, fOként az embriondlis fejlédés soran. A TGF-f meg0rizte
szerkezetét (evoluciondlisan konzervalt molekula), igy hasonlé6 emberben, majmokban,
szarvasmarhaban, sertésben, és ragcsalokban, ami jelzi kiemelt szerepét a sejt-
homeosztazisban (118).

A TGF-B-receptorok ligandjait a legkiilonfélébb sejtek termelik, amelyek
onmagukra visszahatva szabalyozzék az aktiv citokinek felszabadulasat, amelyek végiil
kifejtik hatasukat a receptor komplexeken. A legujabb kutatasok szerint a T-sejt mind
forrasa, mind célsejtje lehet a TGF-B-nak az érelmeszesedés és egyéb kronikus

gyulladas folyaman (119; 120).
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II. tablazat: TGF-f szupercsalad tagjai és fobb funkcioik (121)

BMP?2 : gasztrulacid, neurogenezis, kondrognezis, interdigitalis apoptozis

BMPS5 : szovetdifferenciacio, neurogenezis

BMP3: csontképzés, enkondralis csontképzés, monocita kemotaxis

Vg1l: axialis mezoderma fejlodés

GDF5: kondrogenezis

Aktivinek: FSH termelés, eritroid sejtdifferenciacio

TGF-B: sejtciklus felfliggesztése epitelidlis és hemopoetikus sejtekben,
mezenhima-proliferacio kontroll, sebgyogyulas, ECM termelés (fibrozis),

immunszupresszio

3.5 TGF-pB élettani és korélettani szerepe

A TGF-B a legrégebben ismert és kutatott profibrotikus citokin. Emellett a masik
legtobbet kutatott szerepe a gyulladdscsokkenté hatasa. Igy az érelmeszesedés
tobblépcsds folyamatat is kiilonbdzd pontokon befolydsolja, mas-mas mechanizmussal,
sokszor ellentmondasosan. Bizonyos kutatdsok ateroprotektiv, masok aterogén
tulajdonsagait tartjadk elsdédlegesnek. A TGF- ateroszklerdzisban betdltott pontos

patogenetikai szerepe még nem ismert.
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3.5.1 Gyulladascsokkenté hatasok

Vaszkularis simaizom sejttenyészetben (VSMC) a TGF-f gatolja a
sejtproliferaciot és migraciot, és ugyancsak gatolja a leukocita kitapadasahoz sziikséges
adhézios molekulak expressziojat (122). A TGF-B gyulladascsokkentd hatasat, mint a
Th3 sejtek altal termelt citokin fejti ki in vivo (123). A Th3 egy immunregulator sejt a
periférias tolerancia f6 végrehajtoja, amelynek fo citokinje a TGF-3 mellett az IL-10. A
direkt gyulladascsokkentd hatdsokon kiviil a Th3 regulator sejteknek tovabbi endotél
aktivaciot gatlo hatasai vannak. Sejttenyészetben példaul gatoljak a makrofagok ,,habos
sejtté” alakulasat (124).

3.5.2 Profibrotikus hatasok

A TGF-B az egyik legtobbet vizsgalt profibrotikus faktor, amely kozvetiti mas
fibroblaszt-novekedést serkent6 faktorok hatasat is, pl. ANG Il, aldoszteron, és
noradrenalin (NA) (125; 126). A TGF-B fokozza a fibrotikus folyamatokat
transzgenikus  egerekben, ami a hepatocitdk  koriili  kollagén  lerakodast,
glomerulonefritiszt, arteritiszt, miokarditiszt, és atrofias elvaltozasokat okoz a
hasnyalmirigy és a here teriiletén (9; 127; 128).

A gyulladasos besziirddés sejtjeinek fontos szerepe lehet a glomeruloszklerozis
patomechanizmusaban, amelynek soran az infiltralo sejtek TGF-f-t termelnek, valamint
oxidativ stresszt indukalnak. Emellett maga a TGF-p is oxidativ stresszt indukal (11). A
gyulladas hatassal van a podocitakra is, amelyek fokozott ANG Il és TGF-3 termeléssel
valaszolnak. Igy az emelkedett TGF-B, ANG Il szint és az oxidativ stressz egyiittesen
tovabb sulyosbitja a gyulladast (129). A karosodott vese afferens idegi Gton képes
aktivalni a szimpatikus idegrendszert, amely hemodinamikai hatdsokon kiviil
befolyasolja a renin szekréciot és a mezangialis sejtek ECM termelését (130). Az
emelkedett ANG 1I, az aktivalodott szimpatikus idegrendszer és a karosodott vese

fontos szerepet jatszik a hipertonia kialakulasaban is (131).
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A TGF- expresszid6 emelkedésének kritikus szerepe van humén szivizom
fibrotikus elvaltozasaiban, szivelégtelenségben, és sziv hipertrofiaban (132; 133). TGF-
B hatasara a miokardium fibroblasztjai patologias miofibroblasztokka alakulnak (134).
A miofibroblasztok kontraktilis tulajdonsaggal rendelkeznek, azonban simaizom-aktint
(SM-aktin) és nagy mennyiségi ECM termelnek. A fibroblasztok TGF-f3 hatasara
1étrej6ové miofibroblaszt transzformacidjaban a NOX-nak, elsé sorban a NOX4 altal

termelt reaktiv oxigéngyokoknek tulajdonitanak kozponti szerepet (17; 135; 136).

3.5.3 Extracellularis matrix szintézis

Simaizomsejt tenyészetben a TGF-f dramaian noveli az ECM ¢és kollagén
termelést. Ezt a hatast ,,TGF-f signaling molecule” (SMAD) proteineken keresztiil
(SMAD-2, -3), a megfeleld gének serkentésével éri el. A TGF-f3 fokozza tovabba az
integrinek specifikus kotodését a matrix-fehérjékhez. A TGF-f3 kemotaktikus hatassal
bir a fibroblasztokra és monocitdkra, igy a szdvetsériilés helyére vonzza az ECM

termelésért felelds sejteket (137; 138).

3.5.4 A sziv és érrendszer fejlodésére kifejtett hatasok

Embrioban a TGF- aktiv szerepet jatszik az epitelidlis-mezenhimalis
transzdifferenciacioban (EMT), amely folyamat elengedhetetlen az endocardium
normalis vaszkularizaciéjanak, és miokardium kialakulasa szempontjabol (139).
Figyelemreméltd, hogy a TGF- receptorok korai mutédcidi hibéas érfal strukturdhoz
vezetnek (140). Ez is mutatja a TGF-3 szerepének fontossagat az érfal felépitésében, és
a normalis szerkezet fenntartdsdban. A TGF-f ll-es receptor is nélkiilozhetetlennek
tinik az érképzés soran, hiszen a génatirds blokkolasa, a rendes vaszkularizacio
elmaradasa kovetkeztében korai embrionalis halalozashoz vezet (141).

Feln6tt egyedben a TGF-B-nak a kardialis hipertrofia, vaszkularis remodelling, és
a RAS szabalyozasaban van szerepe (133). Mindazonaltal a magas affinitasi TGF-f3

receptorokat az elmult idészakban Osszefiiggésbe hoztak mas érbetegségekkel is. Loeys-
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Deitz Szindromaban ¢és Ehler-Danlos Szindromaban (Klinikailag mindkett6 agressziv
aorta aneurizma képzodéshez, és rendszerint a 30-as évek koriil halalhoz vezet) szamos
pontmutaciot talaltak az I-es és IlI-es TGF- receptorokon (142; 143). A Marfan
szindroma kapcsan tovabbi mutaciokat fedeztek fel ugyanezeken a géneken (144). Mas,
TGF-B-val kapcsolatos citokinek szintén fontos szerepet toltenek be az érfal
szerkezetének fenntartdsaban. A BMP-ll-receptorok mutacioit Osszefliggésbe hoztak
példaul a pulmonaris hipertoniaval. Az activin receptor-like kinase 1 (ALK-1) I-es
tipusd receptor funkcid kiesése pedig a tiidé fibroblasztok mio-transz-

Osszességében, ezek a megfigyelések aldtdmasztjak, hogy a TGF-B fontos
szerepet jatszik az érrendszer egészséges fejlodésében, és a kifejlodott struktarak

fenntartasaban.

3.5.5 A TGF-B szerepe az érelmeszesedésben

A protektiv citokin elmélet szerint a TGF- az ECM szintézisének fokozasaval
elésegiti a ,kollagén-sapka” kialakulasat a képz6do plakk felszinén (146). A TGF-$3
tovabba dramai gyulladascsokkentd jelatvitelt indit. Hidnya perinatalis haldlhoz vezet, a
leukocitak kiilonb6z6é szervekbe vald infiltracioja miatt, tovabba a leukocitak, foleg
makrofagok és T sejtek akkumulacioja korai ateroszklerotikus 1éziok kialakulasat segiti
el6 egérben (124). Mindezek alapjan a TGF-f kétféle Giton jatszhat protektiv szerepet az
érelmeszesedésben, egyrészt immunszuppressziv tulajdonsaga segitségével gatolhatja a
T-sejt felhalmozddast a 1€zid koriil, masrészt fibrogenetikus hatisaval stabilizalhatja az
ateroszklerotikus 1éziokat.

A TGF--nak azonban van egy masik arca. Egyre tobb kutatds szdl arrdl, hogy
tartdés TGF-B hatds, a profibrotikus tulajdonsidgainak koszonhetéen és a NOX
rendszeren keresztiil létrehozott oxigéngyok terhelés révén az érrendszer és a
szivizomzat karosodasahoz vezethet (16).

A TGF-$ emeli a NOX4 szintjét, amelynek hatasara szuperoxid termelddik, és
emelkedik a SM-aktin, a fibronektin, a kollagén A1, és a kotészoveti ndvekedési faktor
(CTGF) szintje (147; 148). Végiil a TGF-f hatasara fokozodo NOX4 expresszio a ROS
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szint emelkedéséhez, a SMAD2/3 foszforilaciojahoz és igy a NOX4 hosszii tavu
indukciojahoz vezet, amely endotél diszfunkciot és tartds profibrotikus és aterogén

hatasokat eredményez (17; 149).

3.6 Allatmodellek

3.6.1 Az érelmeszesedés APO-E knockout egérmodellje

A vad tipusu egerek meglehetdsen ellenélloak az ateroszklerozissal szemben, mert
magas a nagy slriségii lipoprotein (HDL) antiateroszklerotikus, és alacsony a
proaterogenikus LDL és nagyon kis striiségii lipoprotein (VLDL) szintjik. A széles
korben hasznalt apolipoprotein E-hianyos egerekben (APO-E-KO egerek) az APO-E
gén célzott kilitése sulyos hiperkoleszterinémiahoz és spontan ateroszklerdzis
kialakulasahoz vezet. Az APO-E-KO egeret 1992-ben hoztdk létre, az APO-E gén
inaktivalasaval (150).

Az APO-E egy glikoprotein, amelyet a maj, az agy ¢és egyéb szovetek
szintetizalnak mind az emberben, mind az egérben. Az APO-E szerkezeti eleme a LDL-
nek. Az APO-E segitségével kotddnek a remnant lipoproteinek (kilomikron remnant,
VLDL remnant=IDL) az LDL receptorhoz (LDLR, ill. LDL receptor like protein: LRP),
¢s igy keriilnek be a hepatocitdkba. APO-E hidnya esetén megnovekszik az IDL szint. A
hepatocitakat elkerilé IDL LDL-Ié alakul, igy kovetkezményesen jelentésen
megemelkedik az LDL szint (151). A ragcsalo APO-E-t kodolo génnel ellentétben a
human APO-E gén polimorf, tipusai APO-E-2, APO-E-3, APO-E-4. Ezek koziil az
APO-E-3 a legaltalanosabb. Az APO-E-2 allélra homozigota emberek lipoproteinjeinek
LDL-receptor (LDLR) és LDL-receptor-related protein (LRP) iranti affinitasa
jelentésen csokkent (152). Ezekben az emberekben familiaris diszbetalipoproteinémia
(Frederickson 3-as tipusu csaladi hiperliporoteinémia) alakul ki magas kilomikron és
IDL, kévetkezményesen magas koleszterin- és triglicerid-szinttel.

Az APO-E-KO egerekben aterogén diszlipidémia alakul ki emelkedett VLDL és
csokkent HDL koleszterin szinttel, ellentétben a vad tipussal, ahol a HDL Kkoleszterin

van talstlyban. A 6. dabra az APO-E-KO ¢és a vad tipusba tartozo egerek lipoprotein
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frakcidiban mért koleszterin-Osszetételt mutatja kromatografids modszerrel mérve. Az

allatok Osszkoleszterinje, HDL koleszterinje, és trigliceridszintje a Il1. tabldzatban

leirtak szerint alakul.
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VLDL IDL LDL

HDL
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—4— APO-E-KO egér

—0—

Normal egér

vvvvv
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Frakciok
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6. abra: A Normal és az APO-E—KO egerek lipoprotein frakcioiban mért

koleszterin koncentraciok (fast protein liquid chromatography = FPLC)

(151) A vad tipusu egerek meglehetisen ellendlloak az ateroszklerozissal

szemben, mert magas a nagy striségii lipoprotein (HDL) és alacsony az LDL

¢és VLDL szintjiik. Az APO-E-KO egerek az APO-E gén célzott kiiitése a VLDL

frakcio emelkedéséhez, sulyos hiperkoleszterinéemiahoz és spontan

ateroszklerozis kialakulasahoz vezet.

I1L. tablazat: A normadl, heterozigota és homozigota APO-E-KO egerek szérum

osszkoleszterinje, HDL-, és triglicerid-szintjei (151)

Osszkoleszterin HDL TG
(mg/dI+£SD) (mg/dl + SD) (mg/dl + SD)
Normal 86 =20 73 +28 73 +36
Heterozigota 88 + 22 75+ 18 102 +£40
Homozigota 434 + 129 33+15 123 £ 51
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Az APO-E-KO egérben mar 5-6 hetes korban megjelenik a monocita adhézié az
érfalon, illetve elektronmikroszkoppal mar lathato a transzendotelialis migraci6. Mar 6-
10 hetes korban megjelennek az ateroszkler6zis korai szakaszara jellemz6 ,,zsiros csik”-
ok, ,.habos sejtekkel” és simaizomsejt migracioval. Ezek az elvaltozasok gyorsan
fejlodnek  nekrotikus  1éziokkd, benniik proliferdldé  simaizomsejtekkel — és
nagymennyiségii ECM lerakddassal. Ugyancsak taldlunk ezekben a 1ézidkban oxidativ
terhelésre utaldo jeleket, mind a fiatal elvaltozdsokban, a makrofagban gazdag
teriileteken, mind elérehaladott stadiumban, a nekrotikus teriileteken (151).

Az APO-E-KO egértorzsekben kialakulé ateroszklerotikus elvaltozasok
komplexitasa, és az egérmodellekben rejlo elényok egyiittesen teszik ezt a kisérleti
modellt j61 haszndlhatova: az érelmeszesedésben szerepet jatszo gének azonositdsara; a
kornyezeti tényezOk vizsgalatara; kiilonbozoé sejtek szerepének vizsgédlatara az
érelmeszesedésben; illetve egy adott terapia értékelésére, azaz annak eldontésére, hogy

megallt-e a progresszid, vagy tovabb progredidlt-e az elvaltozas.

3.6.2 A TGF-B transzgenikus egerek

A TGF-B emelkedett szintje szamos betegségben megfigyelhetd, kiillondsen
azokban, amelyekre markans fibrotikus vagy gyulladasos 1éziok jellemzbéek. A TGF-8
expresszid in vivo hatdsanak vizsgalatdhoz létrehoztak egy transzgenikus egértorzset. A
TGF-B transzgén (TGF-B-TG) egerek hepatocitaiban albumin promoéterhez kapcsolt
sertés TGF-B1 transzgén expresszalodik, amelynek jelolése: AIb/TGF-B1. A heterolog
rekombinacié az Y kromoszoman tortént véletlenszerien, ennek kovetkeztében a
transzgént csak a him allatok hordozzak. A kontroll (C57BL/6) torzsben csak 5 ng/ml
volt a TGF-B1 koncentracidja, mig a transzgenikus torzs 2 hetes egyedeiben 40 ng/ml.
A korai magas TGF-f expresszio a sziiletés utan gyorsan csokken, a 6. hétre mar csak a
kontroll érték kétszerese, de ez a kiilonbség tovabbra is fennall az allat élete soran. A
feln6tt egyedekben is a kontroll érték kétszerese mérhetd az irodalmi adatok €s a sajat

ELISA vizsgalataink szerint is (9). (7. abra)
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7. abra: TGF-p1 plazma koncentrdacio a kontroll és a transzgenikus torzsekben
(ELISA) (9) A TGF-pI koncentrdcidja, a transzgenikus torzs (AIb/TGF-£1) 2 hetes
egyedeiben 40 ng/ml, mig a kontroll (C57BL/6) torzsben csak 5 ng/ml. A korai magas
TGF-p expresszio gyorsan csékken, a 6. hétre mar csak a kontroll érték kétszerese, de

ez a kiilonbség tovabbra is fenndll az allat élete soran.

A TGF-3 emelkedett szintje a fibrotikus folyamatok felgyorsulasat eredményezi a
transzgenikus egerekben (127). A TGF-B-TG egerekre proteinuria, azotémia és korai
elhullas jellemzd. A kialakuld glomeruloszkler6zist tubulointersticialis fibrozis koveti.
Ezeknek az allatoknak a vesé€jében az extracellularis matrix proteinek ¢és a matrix
metalloproteinaz-2 fokozott expresszidjat figyelték meg (127). A modell nagy elénye az
allando, és fiziologidstol nem irredlis mértékben eltérd TGF-f szint. Hatranya azonban,

hogy csak a himek vizsgélhatok.
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3.6.3 A PCOS patkanymodellje

A PCOS patkany modelljét el6sz6r Manneras karakterizalta 2007-ben (153). 21
napos Wistar ndstényeket kezelt dihidrotesztoszteronnal (DHT), egy bor ala iiltetett,
folyamatos hormon-kibocsajtast (83ug/nap) biztosité pellet segitségével. A dozist a
hiperandrogén PCOS-as ndk plazmaszintjeinek megfelelden allitottak be, amelyek kb.
1,7-szeres emelkedést mutattak a normal ndi populacioval szemben (154).

A hatvan napos kezelést kovetéen a DHT-nal kezelt ndstények teststlya
jelentésen emelkedett a kontrollhoz képest (320g - DHT vs. 250g - kontroll). A
testsulynovekedés a kezelt allatokban els6sorban az inguinalis, parametridlis, és
retroperitonedlis zsirszovet gyarapodasanak, tovabba a mezenterialis adipocitak
megnagyobbodasanak volt koszonhet6 (8. abra).

A kezelt patkdnyokban rendszertelen nemi ciklust, és az ovariumban
megnagyobbodott follikulusokat taldltak. Az inzulin érzékenységi index felére csokkent
DHT-kezelés hatasara, ami inzulinrezisztencia kialakulasara utal (9. dbra). A plazma
inzulin-szint szintén magasabb volt a kezelt allatokban (193 = 9 mU/liter - kontroll, 270
+ 15 mU/liter - DHT) (153). Az inzulinrezisztencia, a human PCOS-ban is jellemz6
anyagcsere valtozas (97).

Egy masik tanulmanyban ugyanazzal a modszerrel kezelt Sprague-Dawley
patkanyokban vesekarosodast, emelkedett fehérje iritést és magas vérnyomast is
talaltak tartos DHT-kezelés utan. Tovabba a kezelt allatok veséjében megemelkedtek a
kovetkez6 oxidativ stressz markerek: Phox 47, 22, 91 és a NOX4 expresszié (155).

Ezek a tanulmanyok azt mutatjak, hogy a DHT-nal indukalt PCOS-as patkanyok
produkaljak a huméan PCOS ovaridlis és metabolikus tiineteit is, ezért megfeleld

modellként szolgalnak a betegség patomechanizmusanak tovabbi vizsgalatahoz.
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Control

8. dbra: A zsirszovet eloszlasra a DHT-nal kezelt patkanyban MRI felvételeken

A keresztmetszeti felvételek (A) a hossziranyban késziilt felvételeken (B) jelzett

magassagban keésziiltek. A DHT-kezelés hatasara jol lathato a zsigeri zsirszévet

felszaporoddsa. (153)
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9. dbra: Inzulin érzékenységi index DHT-nal kezelt patkanyokban (153)

A inzulin érzékenységi index felére csokkent DHT-kezelés hatdsara.

Az értékek a csoport datlagot mutatjdk, *** = p<0,001 vs. kontroll
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4 Célkituzések

Jelen tanulméany két olyan kutatast foglal Ossze, amelyek sordn az endotél
diszfunkcié hatterében 4ll6 mechanizmusokat vizsgaltuk két kiilonbozé allatmodellben.
Kisérleteink soran ragcsaldo modelleket alkalmaztunk: az érelmeszesedés génmodositott
egérmodelljét és a PCOS patkanymodelljét.

Munkank elsé felében a TGF-B endotél karositd hatasait és annak hosszu tava
kovetkezményeit vizsgaltuk TGF-f transzgenikus és APO-E-KO egereken. A TGF-3
hatasat az endotélfunkciora az intézetiinkben keresztezett APO-E-KO és TGF-B-TG
genotipussal rendelkez6 (TGF-B-TGXAPO-E-KO) egéren vizsgaltuk, amelynek
hattértorzse a C57BL/6 egértorzs volt. Az egyszeresen génmodositott kontroll torzsek:
az APO-E-KO torzs, és a magas szérum TGF-f szinttel rendelkezé TGF-B-TG torzsek
voltak, mindkett6 C57BL/6 hattéren. A k6zos genetikai hattér tette lehetévé a két torzs
keresztezését. Vizsgalataink soran a keresztezett egértorzset hasonlitottuk a kiinduléasi

torzsekhez. A kovetkezo kérdésekre kerestuk a valaszt:

e Hogyan befolyasolja az endotél funkciot az emelkedett TGF-f3 szint
izolalt aortan?

A Keresztezett (TGF-B-TGXAPO-E-KO) egerekbdl izolalt aorta endotél

milkodését vizsgaltuk, vazokonstriktor prosztaglandin F,, (PGFy,) ill.

vazorelaxans karbakol (CBH) jelenlétében, miograf segitségével. Hipotézisiink

szerint a TGF-f a NOX rendszer aktivalasa révén rontja az erek relaxacios

képességét.

o Kivédheté-e a TGF-B endotél funkciéra gyakorolt hatiasa a NOX
rendszer gatlo szerével (apocynin), illetve SOD-zal (superoxid lebonto
enzim)?

Apocynin, ill. SOD inkubaciét kovetéen Gjra vizsgaltuk az erek relaxacids
készségét. Feltételeztiik, hogy ha a TGF-f a NOX rendszer és a ROS
felszabadulas serkentésével hat az endotél funkciora, akkor a gatloszerek kivédik

ezt a hatéast.
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e Emelkedik-e a ROS termelés TGF- hatasira az aorta endotél
rétegében?

Dihidroetidin festést kovetéen konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk az izolalt

aorta endtél rétegét. Hipotézisiink szerint a keresztezett (TGF-f-TGXAPO-E-

KO) torzsbol szarmazé erekben a fokozott NOX aktivitasnak kdszonhetden az

oxigén szabadgyokok termelddésének emelkedése mutathato ki.

o Az emelkedett TGF-B szint hossziutavon noveli-e az ateroszklerotikus
plakkok teriiletét az aorta belso felszinén?

Id6ésebb allatokbdl izolalt aortan zsirfestést végeztiink, az aorta belsé feliiletén

1évé plakkok teriiletének quantifikalasa céljabol (en face staining).

Hipotézisiink szerint a keresztezett (TGF-B-TGXAPO-E-KO) torzsekben az

érelmeszesedés felgyorsulasa miatt az ateroszklerotikus plakkok teriilete

nagyobb.

e Befolyasolja-e hosszutavon a vérnyomast a TGF-3 emelkedett szintje?
IdGsebb allatokban in Vivo vérnyomast mértiink karotisz kaniilon keresztiil,
altatasban. Hipotézisiink szerint, a keresztezett (TGF-B-TGXAPO-E-KO)

torzsben az endotél diszfunkcio hosszl tava kdvetkezménye a hipertonia.

e Befolyasolja-e hosszutavon a sziv és az aorta morfologiajat a TGF-3
emelkedett szintje?

Idosebb allatokbol sziv és aorta szovettani metszeteket készitettiink, és ezeket

morfologiai modszerekkel értékeltiik. Azt vartuk, hogy a keresztezett (TGF-[3-

TGXAPO-E-KO) torzsben hosszitavon az aortafal, ill. a szivizom szdvetben

atépiilés, szerkezeti valtozas jon létre.
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Munkank masodik felében a DHT-nal indukalt PCOS patkany modelljében

vizsgaltuk a PCOS kezdeti szakaszaban fenndlld szisztémas és ér-szintli

inzulinrezisztenciat, és a D-vitamin-kezelés hatasat. A kovetkezd kérdésekre kerestiik a

valaszt:

e Mar Kkorai stadiumban kialakulnak-e a DHT-nal indukalt PCOS-ban a
betegségre jellemz6 metabolikus eltérések? Milyen hatassal van erre a
D-vitamin?

Kronikus DHT-kezelés hatasara modelliinkben a szénhidrat anyagcsere

felborulasa varhato (153). Feltételeztiik, hogy a DHT-nal kezelt patkanyokban

szisztémas inzulinrezisztencia alakul ki. Hipotézisiink szerint az parhuzamos

D-vitamin-kezelés jotékony hatast gyakorol a kialakul6 inzulinrezisztenciara.

e (Csokken-e az endotél inzulin-ra, mint relaxansra adott valasza DHT-
indukalta PCOS-ban?

Az inzulin, irodalmi adatok alapjan, enyhe vazorelaxans. Feltételeztiik, hogy

DHT-nal kezelt patkanyokban ér-szint@i inzulinrezisztencia alakul ki, vagyis az

inzulinra adott relaxacids valaszok csokkennek.

e Befolyasolja-e a D-vitamin-kezelés a DHT-indukalta PCOS-ban az
A DHT-nal kezelt patkanyok egy csoportjat parhuzamosan D-vitaminnal is
kezeltiikk. Feltételeztikk, hogy a D-vitamin-kezelés a DHT-kezelés hatasara

varhato ér-szintl inzulinrezisztenciat kivédi.

e Milyen jelatviteli itvonalak jatszanak szerepet az aorta inzulin-fiiggo
relaxaciojaban? Hogyan befolyasolja ezeket a D-vitamin-kezelés?

Az inzulin-relaxaciot ismert hatasu gatlo-szerek jelenlétében vizsgaltuk. A NO

szintaz gatlasaval a NO-fiiggd dilatacio szerepét, a prosztanoidok gatlasaval a

prosztanoid-fiiggd kontrakcid érintettségét vizsgaltuk. Feltételeztiik, hogy a

csokkent inzulin-relaxacio dontden a NO-fliiggd dilatacio sériilésén keresztiil

jon Iétre.
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5 Modszerek

5.1 A kisérletek sordan haszndlt egerek

5.1.1 APO-E knockout egerek (APO-E-KO)

Az APO-E-KO egérben aterogén diszlipidémia, ¢és ennek kovetkeztében
ateroszklerotikus 1éziok jonnek létre, igy az érelmeszesedés modellezésére jol
hasznalhato6 (lasd Génmodositott torzsek c. fejezet). A Jackson Laboratories-tol vasarolt
APO-E-KO (vad tipus: C57BL/6) tenyészallatokat a Korélettani Intézet ,.specified
pathogen free” (SPF) allathazaban tenyésztettiik. (engedély szama: 1831/001/2004)

5.1.2 A TGF-B transzgenikus egerek (TGF-B-TG)

A TGF-B-TG egerek (torzstenyészet a SE Korélettani Intézetben) jellemzéje a
TGF-B fokozott expresszidja a majban. (lasd Génmodositott torzsek c. fejezet) Az
albumin promoterhez kapcsolt TGF-f transzgén hatasara a vérben keringd TGF-f3
szintje magasabb, mint a vad tipusban. A TGF-—TG egerek C57BL/6 hattérre torténd
visszakeresztezése intézetiinkben tortént (NIH/NIDDK S. Thorgerisson engedélyével
Dr. Ger6é Domokos ¢és Dr. Mozes Miklos végezte).

5.1.3 Keresztezett, TGF-B-TGXAPO-E-KO torzs

A keresztezést a Semmelweis Egyetem, Korélettani Intézetében végeztiik. A
keresztezett, TGF-B-TGXAPO-E-KO egerek magas TGF- szinttel és ateroszklerotikus
elvaltozasokkal rendelkeznek. Az erek mitkodésének vizsgalataval a magas plazma
TGF-B szintnek az érelmeszesedés folyamataban, ill. a vérnyomas szabalyozasaban

betdltott szerepét ezeken az allatokon vizsgaltuk.
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5.1.4 Kontroll (C57BL/6)

A ,,C57 black 6” egértorzs egy gyakran hasznalt beltenyésztett torzs a
laboratériumokban. Az altalunk vizsgalt TGF-f—TG, APO-E-KO ¢és TGF-B-TGXAPO-
E-KO torzsek esetében is C57BL/6 torzs volt a hattértorzs. Kisérleteink soran a

hattértorzs volt a kontroll.

5.2 TGF-p és TGF-f receptor immunhisztokémia egér aortiban és

TGF-B szint meghatarozdas ELISA-val

Immunfestéssel vizsgaltuk a szovetekben talalhato TGF-B és TGF-f receptorok
szintjét. Erre azért volt sziikség, hogy meggydzddjiink rdla, hogy a magas szérum
TGF-B koncentraci6 okoz-e széveti TGF-f és TGF-3 receptor (TGF-B-RI) expresszid
downregulaciot.

Az immunfestéshez a sziv és az aorta paraffinba agyazott metszeteit hasznaltuk. A
metszeteket deparaffinizaltuk (xilol 3x5 perc) és rehidrataltuk (100-96-70% alkohol),
0,17%-os tripszinnel inkubaltunk 20 percig, 37 °C fokon. A festést anti-human TGF-f31
¢s TGF-B-RI primer antitesttel végeztiikk (Sigma-Aldrich), ami keresztreakciot ad az
egér TGF-B1 és TGF-B-RI antigénnel, majd szekunder és tercier antitesteket
hasznaltunk. Az antitesttel festodott szovetrészleteket Fast Reddel tettiik lathatova, a
sejtmagokat pedig hematoxilinnal festettiik.

A metszeteket szemikvantitativ. modon értékeltilk. A festédés intenzitasat
pontszamokkal értékeltiik, 0-to6l 3-ig terjedd skalan. Pontozas: O - nincs festddés; 1-
halvany, inkomplett festddés a sejtek tobb mint 10%-aban; 2 - mérsékelt, kdzepes
festddés a sejtek tobb mint 10%-aban; 3 - erds, komplett festddés a sejtek tobb mint
10%-aban (156). Minden értékelést vakon végeztiink.

Szemzugbol nyert vérmintakat gytijtottiink (100ul/allat) szilikonozott csovekbe,
amelyekben 1mg/ml EDTA-val gatoltuk a véralvadast. A plazma TGF-f szinteket
Quantikine TGF-B ELISA-Kit (R&D Systems, Quantikine Minneapolis, USA -

Katalogusszam: MB100B) segitségével, a gyarto leirasanak megfeleléen mértiik meg.
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5.3 Szuperoxid kimutatds

5.3.1 Dihidroetidin festés

A dihidroetidin (DHE) egy oxidativ fluoreszcens festék, amely a szuperoxid
anionok in situ kimutatdsira alkalmas. A kisérleti allatokat a funkcionalis mérésnél
leirtak szerint el6készitettiik, és 10 ml heparinizalt Krebs oldattal transzkardialis
perfuziot kovetden, minden csoportbol tobb torakalis aorta szegmentet preparaltunk ki.
Az ereket 37 °C fokos Krebs oldatban 10uM DHE-nel 20 percig inkubaltuk. Ezt
kovetden az aorta gylriiket 5 percig festettiik Hoechst magfestékkel, a sejtmagok
kiemelése céljabol. Az ereket felnyitottuk, az endotelialis oldalukkal lefel¢ targylemezre
helyeztiik, és konfokdlis mikroszképpal detektaltuk a szuperoxid anionok jelenlétét

(157).

5.3.2 Konfokalis mikroszkop

A konfokalis mikroszkép egy olyan képalkotd eszkéz, amelynek segitségével
nagy felbontasban tehetiink lathatova 3 dimenzids struktirakat. Ezt az eljarast Marvin
Minsky dolgozta ki 1953-ban, de hasznalata csak az 1980-as években, a 1ézertechnikak
kifejlesztésével valt rutinszertivé (158).

A konfokalis mikroszkdép nagy eldnye, hogy haszndlatival nagy vastagsagi
metszetek mély rétegei is értékelhetok. A kibocsatott lézerfény a fluoreszcensen
festddott minta egy pontjardl verddik vissza. A kiilonbozd struktirakrol, pontrol pontra
késziilt felvételeket szamitogép értékeli és teszi lathatova, a hagyomanyos
mikroszkopndl hasznalt okularral szemben. A komputeres feldolgozasnak koszonhetden
rétegfelvételeket is készithetlink, igy a szovet barmely rétegét kiilon felvételen

vizsgalhatjuk. (159)
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5.4 Egérbdl izoldlt aortagyiirii funkciondlis vizsgdlata miogrdffal

A NO-fiiggé vazodilataciot torakalis aorta gylrikon vizsgaltuk, mert ezen az
érszakaszon a legkdnnyebb az endotél mechanikai sériilésének elkeriilése. A preparacid
sordn az endotél esetleges biologiai karosodasanak elkeriilésére gondosan tligyeltiink.

Az allatok 20 perccel az altatas elott 100 1U/allat heparint kaptak
intraperitonealisan (ip). A torakalis aorta ugyanis rugalmassaga révén nem esik dssze a
vérnyomas leesésének pillanatdban. Az érlumenben relative nagy mennyiségii
vérlemezke és granulocita reked meg, és azonnal aktivalodik a keringés leallas, illetve a
hipoxia hatasara. A felszabaduldé anyagok az endotél karosodasat okozva, szignifikans
mértékben rontjak az ex vivo érreaktivitast (160).

A torakalis aorta eltavolitasat megelézden az allatokat éter anesztézia alatt, a jobb
karma megnyitasaval gyorsan kivéreztettilk. Ezt kovetden, a fent részletezett endotél
karosodast tovabbra is keriilendd, a sziven keresztiil 10 ml heparinizalt Krebs oldattal
perfundaltunk. A perfuzio befejeztével, operacios mikroszkdp alatt kipreparaltuk a teljes
torakalis szakaszt, és megtisztitva a zsirszovettol, 3mm hosszi gyuriiket izolaltunk. Az
aortagytiriikket szervfiirdébe helyeztiikk. A szervfirdék 8 ml karbogénnel folyamatosan
atbuborékoltatott 37 fokos Krebs oldattal voltak feltoltve (0sszetétel (mM): 119 NaCl,
4.7 KCL, 2.5 CaCl,-2H,0, 1.17 MgSO4-7H,0, 20 NaHCOs, 1.18 KH,PO4, 0.027
EDTA, 11 glikoz).

A torakalis aorta disztalis szakaszat egy korabbi tanulmanyra alapozva
valasztottuk, amelyben leirtak, hogy a CBH-ra adott relaxéacids valaszok szignifikansan
nagyobbak voltak a disztalis, mint a proximalis aorta szakaszon (160). Az endotél
épségére kiilonods figyelmet forditva az aorta gyliriikket rozsdamentes acéltitkre hiiztuk.
Az ereket 30 percig inkubaltuk, ezalatt a szerfiirdét 37 °C-on tartottuk, és fokozatosan
(irodalmi adatok alapjan) 15 mN el6feszitést hoztunk létre.

A torakalis szegmentek izometrias fesziilését regisztraltuk (610-M Multi
Myograph System; Danish Myo Technology, Aarhus, Denmark) és szoftveresen
(AcgKnowledge 3.7.3 software, BIOPAC Systems, Goleta, CA.) értékeltik. A

relaxaciot a prekontrakcio szazalékaban értékeltiik, és az igy kapott értékeket atlagoltuk.
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A szegmenteken 124 mmol/l kaliumos Krebs oldattal referencia kontrakciot
hoztunk 1étre. 30 perccel késébb 10uM PGF,,-val hoztunk létre stabil és tartds
kontrakciot. A kontrakcio stabil “plato™ fazisaban vazodilatatorként CBH-t adtunk, 10°%-
t61 10°uM-ig, 1,5 percenként, emelkedé dozisokban. Minden egyes prekontrakcios és
az azt kovetd relaxacios valaszok regisztralasa utan alaposan atmostuk az ereket Krebs
oldattal, és 20 perc regeneracios idét hagytunk. A kisérleti protokollnak megfeleld
gatloszerrel valo inkubalast kdvetéen megismételtiik az elobbi 1épéseket (160).

Az elso prekontrakcidt kovetden egyszertien a CBH-ra adott relaxacids valaszokat
hasonlitottuk 0ssze az egyes csoportok kozott. A masodik prekontrakciot megelézden az
ereket gatloszerrel inkubaltunk, majd ujabb prekontrakciot és relaxaciot hoztunk 1étre,
¢s a relaxacios valaszok valtozasat hasonlitottuk 0ssze a csoportok kozott. Kisérleteink
soran 2 protokollt hasznaltunk:

Az 1. protokoll szerint a két prekontrakcio kozott az ereket 100 uM apocyninnel
inkubaltunk 20 percig. Az apocynin a NOX rendszer szelektiv gatloszere.

A 1. protokoll szerint az inkubaciot 200 U/mL SOD-al, a legismertebb szuperoxid
aniont elbont6 enzimmel végeztiik szintén 20 percig.

gy két ponton probaltuk igazolni a hipotézisiinket, amely szerint a TGF-B-val
indukalt oxidativ stressz endotél diszfunkciot okoz. Egyrészt a TGF-f3 altal stimulalt
NOX rendszer gatlasaval, masrészt az NADPH oxidazok révén felszabadulo szuperoxid

anion gyokok mennyiségének csokkentésével.

2.5 Vérnyomdsmeérés in vivo egerekben

Az allatok vérnyomasat invaziv modszerrel, altatasban, az artéria Kkarotisz
kipreparalasaval, illetve annak kaniilalasaval mértiilk meg. A mérésekhez a fent emlitett
négy genotipusbol szarmazoé 8 honapos him egereket hasznaltunk. Az egereket ip.
injektalt Ketamin-Xilazin keverékkel altattuk (Ketamin 150 mg/kg + Xilazin 15 mg/kg).
A mobdszer elénye, hogy kozvetleniil az artérids rendszerben mérhetd a vérnyomas.
Hatranya hogy az allatok vérnyomdsat altatdsban mérjik, igy az anesztézia
befolyasolhatja a vérnyomast, illetve a szivfrekvenciat (161). A méréshez hasznalt

kaniilt, ill. a transzducert heparinozott fiziologias sooldattal toltottik fel, hogy
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elkeriiljiik a kaniilbe keriil6 vér bealvadasat. A vérnyomas mérésére €s regisztralasara
CARDIOSYS CO-104 (Experimetria Kft, Budapest) tipusi berendezést ¢s a hozza
tartozod programot hasznaltuk. A regisztratumr6l mind a diasztolés, mind a szisztolés
érték leolvashato volt. (10. dbra) A regisztraciot allatonként 30 percen keresztiil

végeztiik, és tobbszori leolvasas utan atlagoltuk az értékeket.

10. dbra: A vérnyomds mérése in Vivo

Karotiszba helyezett kaniilre csatlakoztatott nyomdasméré berendezés (bal oldalon), és

az igy kapott nyomdsgdrbe a monitoron (jobb oldalon)

5.6 Morfologiai vizsgalatok egereken

5.6.1 Aorta morfometria

Az aortafal megvastagodasdnak mértékét kisérleti allatainkon az aorta fal/lumen
arany mérésével kivantuk kimutatni. Az allatok torakalis aortdibol késziilt metszetek
digitalis felvételein Scion Image (Scion Corporation / NIH / Bethesda ML, USA)
szoftver segitségével mértiik le a falvastagsagot és a lumen atmérét. (11. dbra) Az igy
kapott értékeket egymassal elosztva kaptuk a fal/lumen aranyt, amelyet %-ban fejeztiink

ki, és az egyes csoportok kozott hasonlitottunk dssze.
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11. dbra: Az aorta/lumen arany mérése szoftverrel (Scion Image)
Az aorta keresztmetszetében késziilt szovettani metszeteken fal és lumen dtmérdjét

meértiink és a fal/lumen aranyt %-ban értékeltiik.

5.6.2 Sziv morfolégia; sztereologia, orientator metédus

A sztereoldogia tobb modszer gyljténeve, amelyet a biologusok ¢és a
matematikusok kozosen dolgoztak ki, annak érdekében, hogy 2 dimenzids metszetek
vizsgalataval 3 dimenziés informaciok birtokaba jussanak szamitdégépes eljarasok
segitségével. (Haug, Weibel 1987). A sztereoldgia alapitdi rajottek, hogy a 2 dimenzids
metszeteken lathatd képletek kapcsolatba hozhatok a 3 dimenzids képlettekkel, olyan
egyszerli matematikai szamitas segitségével, amelyek magas szintli matematikai tudas
nélkiil is konnyen alkalmazhato (162).

Az orientator metodus a sztereologia biologiai szovetekre alkalmazott valfaja.
Azon szovetek morfologiai vizsgalatdban alkalmazzak, amelyek nem homogén
felépitéssel rendelkeznek, igy a 2 dimenziés metszetekbél nem kaphatok a szovet
egésze szempontjabol értékelhetd informaciok. Ilyen szovetek példaul a sziv és a vese.
A randomizalt és egységes mintavétel a statisztikai értékelés szempontjabdl nagyon
fontos. Ez azt jelenti, hogy a mintavétel elétt a szovet minden egyes részletének

ugyanolyan eséllyel kell metszetbe keriilnie.
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Az egérsziv esetében ez 8 kiilonbozden orientalt véletlenszerli minta kimetszését
jelenti. Ez gy =zajlott, hogy a 4%-os formalinban konzervalt, és lecsupaszitott
egérsziveket lemértiik a pitvarok és jobb kamra nélkiil. A bal kamra falat félbe vagva
sziv felenként 3-4 szeletet vagtunk. Ezekbdl kivalasztottunk két olyan szeletet, amelyek
nem voltak egymassal szomszédsagban. A kivalasztott szeleteken hosszanti metszéseket
ejtve megprobaltunk az egyenlé oldali négyszogekbol alldé kocka geometridjat
leginkabb megkozelité mintakat nyerni. Ezek koziil szeletenként 2 olyat valasztottunk,
amelyeknek szintén nem volt kozos oldaluk. gy szivenként 8 darab, 6 oldalt, kozel
egyforma felszinekkel rendelkez6 mintat kaptunk, amelyek a kamraizomzat
véletlenszertien kivalasztott teriileteirdl szarmazo, 2 dimenzids keresztmetszeteit
tartalmaztak. Beagyazast kovetden, a mintdk egyik oldalabdl félvékony metszet késziilt
mikrotommal. A metszeteket toluidinkékkel festettiik, és targylemezen rogzitettiik. (12.
abra)

12. abra: Félvékony toluidin-kékkel festet metszet egér miokardiumbol

Kontroll térzsbol szarmazo, jol kapillarizalt miokardium szovetrészlet.

Minden vizsgélatot vakon végeztiink. Fénymikroszkop alatt egy 100 pontbol 4llo
halot vetitettiink az egyes latoterekre. Latoterenként megszamoltuk a halo teriiletére esd
kapillaris keresztmetszetek szamat, és a halo racspontjaira esd kapillarisok, miocitak,
fibrocytak, pericytdk és interstiCialis sejtek szdmat. Metszetenként 8 latdtérben, és

allatonként 8 metszetben végeztiink szamolast, igy jutottunk elegendé adathoz a
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statisztikai szdmitdsok elvégzéséhez. A megadott képletek segitségével szamoltunk
kapillaris hosszstriiséget, fibrocita stiriiséget, intersticialis sejtstiriséget, ¢s miocita
strtiséget.

A kapillaris hosszstiriiség (lenght density = LV) a kapillarisok egységnyi szovet
volumenre vonatkoztatott hosszisagat fejezi ki, amely jol jellemzi az adott szivizom
kapillarizaltsagat. Ezt a kovetkezéképpen hataroztuk meg: LV = 2 QA, ahol a QA az
egységnyi felszinre esO kapillaris keresztmetszetek szamat jeloli. A teljes szivre
vonatkoztatott kapillaris hosszslriiséget a balkamra volumen haszndlataval, a L = LV x
V képlettel szamoltuk. Az egyes sejtek slirlisége (volume density = VV) az egységnyi
szOvetre vonatkoztatott sejtvolument jelzi. Ezt a PP = VV képletbdl szamoltuk, ahol a
PP az adott sejt pontdenzitasat jelenti. A referencia volumen a kapillarisokon, ereken,

fibrocitakon és intersticialis sejteken kiviil es6 teljes miokardium térfogata volt (163).

o5.7 Zsirfestés egér aortiban

Az ateroszklerotikus plakkok teriiletének quantifikalasara Oil Red O festést
alkalmaztunk, egy korabbi k6zlemény alapjan (164). A frissen preparalt torakalis aortat
hosszaban felnyitottuk (en face preparatum), hogy teljes belsé felszine szabadda valjon.
Az ily modon preparalt ereket desztillalt vizzel és 100%-os propilén glikol oldattal
lemostuk, majd 1%-os Oil Red O-val (Sigma, Magyarorszag) 10 percig
szobahémérsékleten inkubaltuk. Ezt kovetéen az aortdkat 85%-0s, majd 50%-0s
propilén glikollal, végiil desztillalt vizzel lemostuk. A festett és atmosott ereket
targylemezen rogzitettilkk vizes médiummal (Agatex, Merck) és ujabb targylemezzel
lefedtik. A megfestetédott plakkok teriiletét mikroszkoppal és szoftveres
morfometriaval, a plakk/teljes teriilet hanyadosaban hataroztuk meg (ImagePro Plus,
Media Cybernetics, USA). (13. dbra)
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13. dbra: Az Oil Red O festés egér aortin
. En face” prepardtum: hosszanti iranyban felnyitott aorta belso felszinével
felfele targylemezen rogzitve. Szoftver segitségével elkiilonitettiik a megfestodott

plakkok teriiletét (pirossal) a nem festodott teriiletektol (sarga)

5.8 Patkanyok

A PCOS modellben 6sszesen 30 db, ivarérett (21-28 napos), 100-140 g sulyu,
nostény Wistar patkanyt hasznaltunk (Semmelweis Egyetem, Charles River Ltd.). Az

allatok a szokésos patkany tapot, és csapvizet kaptak ad libitum.

5.8.1 DHT-nal kezelt patkanyok (DHT)

Ndstény patkanyokban PCOS-t indukaltunk, a korabban k6zolt protokoll szerint
(153). 20 allatnak 7,5 mg DHT-t kibocsajto pelletet iiltettiink a hat bore ala, altatasban
(Nembutal 45 mg/tsg ip.). A pelletekbdl a gyartd altal garantalt 83ug/map DHT

szabadult fel 70 napig folyamatosan.

5.8.2 DHT-nal és D-vitaminnal kezelt patkanyok (DHT+D)

A DHT-nal kezelt 20 allat koziil 10 db, 1,25(0OH),Ds-vitamin-kezelést is kapott, heti
120ng/100tsg dozisban. A kontroll csoport és a masik 10 DHT patkany a beadott D-

vitamin oltbanyag térfogatanak megfeleld fiziologias s6oldatot kapott.
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5.8.3 Kontroll (almiitétt) patkanyok

A tovabbi 10 allat a DHT pellet beiiltetés almiitétjén esett at, ill. a beadott D-
vitamin oltdéanyag térfogatanak megfelel6 fiziologias sooldatot kapott. Ez volt a kontroll

csoport. Sebészeti, illetve gyogyszer adagolasi probléma nem volt.

5.9 Ordlis Glukoéz Tolerancia Teszt, inzulin, firuktozamin szint

meghatarozas és testsulymérés patkanyokban

A 8 hetes DHT-kezelést kovetden oralis glukoz tolerancia tesztet (OGTT)
végeztiink az allatoknal. Rovid éter narkozisban a farok vénabdl vettiink vért. A glukédz
szinteket Decent Personal Akucheck vércukor mérd készilékkel, és a hozza tartozo
Akucheck tesztcsikkal mértik meg (77 Electronics Ltd., Budapest, Hungary). Az
Akucheck tesztcsikok pontossagat Roche Reflotron plus tesztcsik automata (Roche,
Basel, Switzerland) segitségével validaltuk.

A plazma inzulin szinteket éjszakai ¢heztetést kovetden, ill. az OGTT soran 120
perccel a gyomorszondan lejuttatott 20 mg/100tsg glukdz oldat adasat kovetden mértiik.
Az inzulin szintek mérésére Rat/Mouse Insulin ELISA-at hasznaltunk (Millipore Ltd.,
Billarica, MA, USA). A fruktézamin szintet Roche 930010 teszttel (Roche, Basel,
Switzerland) mértiink. A 8 hetes DHT-kezelést kovetden rogzitettiik minden allat

testsulyat.

5.10 Patkanyokbdl izoldlt aorta funkcionadlis vizsgdlata miogrdffal

A vizsgéalatot a kordbban leirtakkal azonos modon készitettiik eld.

Az aorta gyliriikon 124 mmol/l kaliumos Krebs oldattal referencia kontrakciot
hoztunk létre. 20 perccel késébb 5x10° M koncentracioji NA-nal hoztunk 1étre stabil és
tartos kontrakciot. Az inzulinnal indukalt relaxacios valaszokat vizsgaltunk egyre
novekvo inzulin koncentraciok (50-150-300-600 mU/ml) adasaval NA-nal prekontrahalt

éren.

52



DOI:10.14753/SE.2014.1857

Kétféle gatloszert hasznaltunk. Az erek egyik felét 10* M indometacinnal, a
masik felét 10* M L-NAME-mel inkubaltuk 20 percig, majd megismételtiik a
prekontrakciot, és az inzulin adagolasat. Ezzel két kiilonbdzd hatdsmechanizmust
szerettiink volna vizsgalni. Az indometacin a prosztanoidokat blokkolja, az L-NAME
pedig altalanos gatloszere a NOS enzimeknek (mindharom izoformanak).

Minden egyes prekontrakcios és azt kovetd relaxacios valaszok regisztralasa utan

alaposan atmostuk az ereket Krebs oldattal, majd 20 perc regeneracios idot hagytunk.

5.11 Patkany ovdariumok szovettani vizsgadlata

Az ovariumokat kipreparaltuk, 4 %-0s formaldehidben fixaltuk és hematoxilin-
eozinnal festettiik. Manner €s Yanes korabbi kutatdsainak megfeleléen policisztés
morfoldgidra szamitottunk a DHT-kezelt csoportban, €s normal morfologiara a kontroll
csoportban (153; 155). Morfometriai kiértékelést a Pannoramic Viewer szoftver
(DHISTECH Ltd., Budapest, Hungary) segitségével végeztiink.

5.12 Statisztika

A dozis-hatas gorbéket kétszempontos ismétléses variancia analizissel (ANOVA)
hasonlitottuk 6ssze. A folytonos paramétereket egyszempontos vagy kétszempontos
ANOVA teszttel és Tukey’s post-hoc teszttel hasonlitottunk Gssze. A  diszkrét
paraméterckhez (pl. pontozas) nem paraméteres Kruskall-Wallis ANOVA-t és Mann-
Whitney U-tesztet hasznaltunk. Eredményeinket atlag + atlag szorasa (SD) formaban
adtuk meg. Szignifikansnak a P <0.05 értékeket tekintettiik.
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6 Eredmények

6.1 TGF-g és TGF-p receptor immunhisztokémia egér aortiban és

plazma TGF-S-szint meghatdrozds ELISA-val

A TGF-B expresszi6 és a TGRI expresszio is emelkedett a transzgenikus és a
TGF-B-TGXAPO-E-KO torzsekben (/4. dbra). Tovabba, a transzgenikus (TGF-B-TG és
TGF-B-TGXAPO-E-KO) torzsekben megkozelitdleg kétszeres plazma TGF-f3 szinteket

mértlink a kontrollhoz képest.

O Kontroll

O APO-E-KO
=TGF-b-TG

® TGF-B-TGXAPO-E-KQ

Pontszam (immunh) / ng/ml (TGF- ELISA)

TGRI expresszio TGF-p expresszio Plazma TGF-p

*p<0,05 vs. kontroll (n=8/csoport)
14. abra: Az immunfestés intenzitisanak értékelése
Az elsé és masodik blokkban a TGRI receptor és TGF-fimmunfestés, a harmadik

blokkban a TGF-8 ELISA eredményei lathatok az egyes csoportokban (oszlopok).
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E TGFp-TG F ArPoEkoO (G TGF-b-TGxAPO-E-KO | Kontroll (C57BL/S)

15. dabra: Hllusztrativ felvételek az immunfestésrol aortaban
Az elso sorban a TGF-p expressziot mutato felvételek, a masodik sorban a TGRI

expressziot mutato felvételek lathatok minden kisérleti csoportbol.

(165)

6.2 Szuperoxid kimutatds

A kontrollhoz (C57BL/6) képest a TGF-B-TGXAPO-E-KO allatokrol késziilt
felvételeken latjuk a legintenzivebb fest6dést. (16. dabra) Szoftveres kiértékelést
kovetéen a szignifikans intenzitas-novekedést talaltunk a TGF-B-TGxAPO-E-KO
torzsben. (17. dbra)
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16. dbra: Szuperoxid kimutatds dihidroetidin (DHE) festéssel az endotél
rétegben; konfokdlis mikroszkoppal késziilt illusztrativ felvételek
A nyilak egy-egy sejtmagot mutatnak az endotél rétegben. A festédés mértéke az
adott csoportra jellemzo a kiemelt sejtmagokban. A szuperoxid termelést nem
mutato - nem festodott - sejtmagok zélden, az enyhén festodott magok
zoldessargan, az erdteljesen festodott - intenziv szuperoxid termelést folytato -

magok sargan, vagy sargas-pirosan vilagitanak.

Dihydroethidin Intenzitas

90
80 *
70
50
: HH
30
20 - - —_—
TGF-B8- Apo-E-KO TGF-8-TG Kontroll
TGxAPO-E-
KO
Genotipus

17. abra: A dihidroetidin festédés intenzitdsa a kiilonbozd csoportokban

(n=8)(*p<0,005 vs. kontroll (C57BL/6), APO-E-KO, TGF-4TG)
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6.3 Egérbol izoldlt aortagyiirii funkciondlis vizsgdlata miogrdffal

Az egyszeresen modositott torzseknél a NO-fiiggd relaxacio csokkend tendenciat
mutatott a kontrollhoz képest, de ez az eltérés nem volt szignifikdns. A TGF-§-
TGXAPO-E-KO torzsben azonban szignifikans csokkenést talaltunk a C57BL/6
kontrollhoz képest.

Az I. protokollban hasznalt apocynin inkubaciot kovetden a relaxacios valaszok a
TGF-B-TGXAPO-E-KO torzsben szignifikans javulast mutattak. A II. protokollban a
SOD inkubacié hatasara a relaxacios valtozasok szintén szignifikansan javultak a TGF-

B-TGXAPO-E-KO torzs esetében (18. abra).

100
90 -
o 80 B Kontroll (C57BL/6)
2 70 - 0 APO-EKO
i 60 - @ TGF-p-TG
% 50 B TGF-f-TGXAPO-E-KO
a
40 o
30
CBH Apocynin CBH SOD
valasz utan valasz utan
Apocynin inkubacié = SOD inkubacié

18. abra: Karbakollal (CBH) indukalt relaxdcio az egér torakdlis aortiban
*p<0.05 vs. tobbi csoport # p<0.05 inkubacio eldtt vs. inkubdcio utan

(n=10/csoport)
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6.4 Vérnyomdsmérés egerekben

A legmagasabb vérnyomas értékeket a TGF-B-TGXAPO-E-KO torzsben mértiik.
Ebben a csoportban volt a kontrollhoz képest a legnagyobb eltérés. A kontrollhoz
(C57BL/6) képest az APO-E-KO toérzsben is szignifikansan emelkedett a vérnyomas. A
TGF-B-TGXAPO-E-KO torzsben azonban az APO-E-KO torzshoz képest is
szignifikdnsan emelkedett vérnyomast mértiink. A V. tdblazatban a kiillonbozo

csoportok vérnyomas eredményei lathatok.

V. tablazat: A vérnyomas mérés eredményei az egyes csoportokban;
* p<0.05 vs. kontroll (C57BL/6 ), # p<0.05 vs. APO-E-KO (n=8/csoport)
BP szisztolés | BP diasztolés
Kontroll (C57BL/6) T7£8 58+7

APO-E-KOXTGF-B-TG | 121+10*" 90+11*

APO-E-KO 97+7* 15£8*

TGF-B-TG 78+8 64+11

6.5 Morfologiai vizsgdalatok

6.5.1 Aorta morfometria

Az APO-E-KO ¢és TGF-B—TG egyszeresen génmodositott tdrzsekben a fal/lumen-
arany tendenciaszeriien megndtt, azonban szignifikins megvastagodast csak a TGF-3-

TGXAPO-E-KO torzs esetében talaltunk (V. tabldzat).
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6.5.2 Sziv morfolégia, sztereologia

A szivek morfologiai és sztereologiai vizsgalata soran (V. tabldazat) a Kapillaris
hosszstiriségben és a fibrocita siiriiségben talaltunk jelentds eltérést. A TGF-f3-
TGXAPO-E-KO torzsben a miokardium kapillarizaltsaga lényegesen rosszabb volt, mint
a kontroll allatokéban. Valamelyest csokkent a kapillarizaltsdg az egyszeresen
génmodositott torzsekben is. A fibrocita striiségben pedig mind a TGF-B-TGXAPO-E-

KO, mind a TGF- transzgenikus torzsekben szignifikins emelkedést lattunk. A

félvékony metszetekrdl késziilt illusztrativ dsszehasonlitas a 19. abran lathato.

V. tablazat: Aorta morfometria és a sziv morfologia vizsgalat eredményei:

* p<0.05 vs. kontroll (C57BL/6 ), # p<0.05 vs. APO-E-KO (n=_8/csoport)

Miokardium Aorta
Relativ kapillaris | Relativ fibrocita Kapillaris Fal/lumen
suriseg suriseg hosszstiriiseg
%
(VV) % (VV) % (LV) mm*mm®
Kontroll
(C57BI/6) 4.1%+0.8% 0.8%+0.05% 6484+917 5.5+0.4
TGF-p-
TGXAPO-E- | 2.5+0.9 * 1.1+0.2*% | 4783+394* | 6.9+0.5*
KO
TGF-B-TG 3.0+0.8 1.040.1 % 5328+540 6.3+0.3
APO-E-KO 2.9+0.9 0.8+0.2 5415+814 6.6+0.5
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) S
NP e

TGF-B-TG

19. dabra A miokardium kapillarizaltsiga az egyes torzsekben, félvékony
metszeteken (illusztrativ osszehasonlitds) A nyilak egy-eqy kapilldrisra mutatnak a
kiilonbozo csoportokrol késziilt felvételeken. A kapillarisok atmérdjében és stiriiségében

is jol lathato kiilonbség mutatkozik az egyes csoportok kozott.

6.6 Zsirfestés egér aortiban

A kontroll (C57BL/6) csoportban és a TGF-B-TG torzsben a zsirfestés minimalis
plakkosodast jelzett. Az APO-E-KO t6rzsben a zsirfestddés szignifikansan fokozodott a
kontrollhoz (C57BL/6) képest, a TGF-B-TGXAPO-E-KO torzsben pedig kifejezetten
nagymértékben emelkedett az ateroszklerotikus plakkok teriilete az APO-E-KO
torzshoz képest is (20-21. dbra).
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20. dbra: Az ateroszklerotikus teriiletek Oil Red O festés utin az egyes
csoportokban (illusztrativ osszehasonlitas) A kontroll és a TGF-S-TG torzsben
elhanyagolhato, az APO-E-KO torzsben fokozott, és a TGF--TGXAPO-E-KO
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. Kontroll (C57BLS)

torzsben a legerdteljesebb a plakk képzédés

=11

30

i ]

Flakkos teriletek a normal terdlet “=ban

CiTEIE

TGFb

fpoE KD

fpoE KOx TGFD

21. abra: A zsirfestés eredményei szoftveres értékelés utdn

* p<0.05 vs. kontroll (C57BL/6 ), # p<0.05 vs. APO-E-KO (n=_8/csoport)
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meghatarozas és testsulymérés patkanyokban

A vizsgalat soran nem volt eltérés a glukoz és a fruktézamin értékekben az egyes
csoportok kozott. Szignifikdns kiillonbség mutatkozott azonban a 120 perces inzulin
értékek kozott. A DHT-nal kezelt csoportokban magasabb plazma inzulint mértiink,
mint a kontroll csoportban. Ugyanakkor a parhuzamos D-vitamin-kezelésben részesiilt
allatok 120 perces inzulin értékei nem tértek el a kontroll csoportétol. A DHT-nal kezelt

csoportokban a kezelés végére emelkedett a testtomeg, ugyanez elmondhatéo a DHT+D-

vitaminnal kezelt csoportban is. (V1. tabldzat)

VI tablazat: OGTT eredmények DHT és DHT+D-vitamin kezelt patkanyokban
*p<0,05 vs. kontroll (n=10)

Kontroll

DHT

DHT+D-vitamin

Vércukor 0’

5,31+0,15 mmol/I

5,35+0,24 mmol/I

5,18+0,27 mmol/Il

Vércukor 120’

6,11+0,11 mmol/I

6,36+0,2 mmol/I

7,094+0,13 mmol/Il

Inzulin 0’

0,42+0,02 ng/ml

0,42+0,03 ng/ml

0,45+0,04 ng/mi

Inzulin 120°

0,71+0,14 ng/ml

1,4240,33 ng/ml*

0,48+0,07 ng/ml

Fruktézamin

15743 mmol/I

151+4 mmol/l

1564+4 mmol/I

Teststly

298 + 8o

354 + 16g*

353 + 9g*
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6.8 A patkanybdl izoldlt aorta funkciondlis vizsgadlata

Az DHT csoport és DHT+D csoportbdl izolalt aortdk inzulinra adott relaxéacids

valasza szignifikansan csokkent a kontrollhoz képest. (22. abra)

0 Q Inzulin indukalta relaxacios valaszok aortaban

50 ey :
3 -3
s

0 —
0 150 300 450 600

Maximalis kontrakcio %

Inzulin koncentraciok (miU/ml)

O Kontroll
DHT
DHT+D-vitamin

22. dbra: Az inzulinnal indukalt relaxdcios vdlaszok patkdny aortiban

* 1: p<0.05 Kontroll vs. DHT, Kontroll vs. DHT+D (n=10)

Inzulin hatasara a NOS gatld L-NAME inkubaciot kovetéen is 1étrejott
vazorelaxdcid, azonban az L-NAME inkubaci6 nélkiil tapasztalt kozel 70%-0s
legnagyobb vazorelaxaciéo az L-NAME inkubacié utan csak 35% volt. A DHT-kezelés
az L-NAME inkubaci6 utan is szignifikdnsan rontotta az inzulinnal kivaltott
vazorelaxaciot minden inzulin dézis mellett (23. dabra). A DHT+D csoportban a DHT
csoporthoz képest mérsékeltebb volt az inzulinra adott vazorelaxaci6 csokkenés a 150-

600 mIU/ml-es dozis-tartomanyban.

63



DOI:10.14753/SE.2014.1857

Inzulin indukalta relaxsdcié L-NAME  KUl8nbség az inzulin indukalt

inkubdcié utin relaxaciokban L-NAME-el és
100 O L-NAME nélkiil
\ X f " . "1
T e O =2
S R e 3 -§ & ks | ‘;t
g e Sd A W —
g s i~ | } g 78 Mg {
c ~ 2% = > 3 Y
§ IS o
2 2 T 1
E &3 g 8] \,'_‘%_— 7_0
2 A 3 B
i 150 oo 250 600 - 50 150 W 500
Inzulin koncentricidk (miU/ml) Inzulin koncentraciék (miU/ml)
o Kontroll
o DHT

DHT+D-vitamin

23. dabra: Inzulin vilasz L-NAME inkubdciot kovetien
* n<0.05 kontroll vs. DHT, 7 p<0.05 kontroll vs. DHT+D, ¥ p<0.05 DHT vs. DHT+D
(n=10)
Az inzulinnal indukalt vazorelaxacidé indometacin inkubaciot kovetéen javult
minden csoportban (24. dbra). Az indometacin inkubaciot kovetéen a DHT+D

csoportban a DHT csoporthoz képest szignifikansan nagyobb inzulin-fiiggd

vazorelaxaciot talaltunk, azonban ez elmaradt a kontroll csoportétol.

Inzulin indukalta Indometacin inkubdciét
e  relaxdciés vilaszok ... kbvetd relaxaciés vélaszok

\.

o
- {
—_—

Maximilis kontrakclé %
z
f
|
f
J
|
J
f
f
-‘- .-re
——
Maximdlis kontrakcié %-a

0 19 e " [} 1% W " w

Inzulin koncentracidk (miu/ml) Inzulin koncentraciék (miu/mi}

© Kontroll
{J DHT
DHT+D-vitamin

24. abra: Indometacin inkubdciot kovetd inzulin relaxdcio

* n<0.05 kontroll vs. DHT, # p<0.05 kontroll vs. DHT+D, ¥ p<0.05 DHT vs.

DHT+DDHT-nal (n=10)
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6.9 A patkdny ovariumok szovettani vizsgdlata

cre

csoportokban policisztds ovariumokat talaltunk. Tobb ciszta fejlédott ki, azonban
domindns tiisz6 nem volt lathatd. A tiiszok atmérdje jellemzdéen kisebb volt a DHT
csoportban a kontrollhoz képest (1609 + 617 és 2334 + 451 képpont 40x nagyitas
mellett, p<0.05) A DHT+D-vitamin csoportban a tiisz6k nagysaga egyik csoporttél sem
tért el szignifikdnsan, azonban tendenciajat tekintve a két csoport kozé esett (2054 +

442). A szovettani metszetekrol késziilt illusztrativ felvételek a 25. dbrdn lathatok.

A: Kontroll
B: DHT
C: DHT+D-vitamin

25. dbra: Ovariumokrol késziilt illusztrativ felvételek (hematoxilin-eozin festés)
A DHT és DHT+D csoportokban policisztas ovariumokat taldaltunk. Tobb ciszta

fejlodott ki, azonban domindns tiiszo nem volt lathato.
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7 Megbeszélés

7.1 A TGF-B fokozza a ROS felszabaduldast az NOX rendszeren
keresztiil, ami az endotél diszfunkciojahoz és az ateroszklerozis

felgyorsulasahoz vezet

A TGF-B szerepe ellentmondasos a keringés korélettanaban. Profibrotikus
citokinként az érelmeszesedés fibrotikus folyamatait gyorsitja (128), ugyanakkor mint a
regulator T-sejtek egyik f6 citokinje gyulladascsokkentd hatast fejt ki (7). Sokat tudunk
ugyan a TGF-f lokalis gyulladascsokkenté és profibrotikus hatasairdl, azonban
szisztémasan emelkedett szintjének vaszkuldris hatasai nem tisztazottak.

Azok a kutatasok, amelyek szerint a TGF-f taltermelés emelkedett vaszkularis
szabadgyok felszabadulassal, és endotél diszfunkcioval jar, Gj dimenzidkat nyitottak
meg eddigi ismereteink tekintetében (10; 166; 167). Eredményeink alatamasztjak a
TGF-B endotél kérositdé hatasat az ateroszklerdzisra hajlamos egérmodellben.
Mindemellett azt is kimutattuk, hogy a TGF-B altal indukalt NADPH oxidaz aktivacio
¢s az endotél funkcid6 romlasa, hosszatavon az ateroszklerotikus plakkok
novekedéséhez, a vérnyomas emelkedéséhez, ¢és a sziv fibrozisahoz, ill.
megnagyobbodasahoz vezet.

Kisérleteink soran emelkedett TGF-3 szinttel rendelkezd, 4 honapos, APO-E-KO
egerekbdl izolalt aorta-gylirlikon csokkent endotél-fliggd relaxaciot talaltunk. Ebbdl arra
kovetkeztetiink, hogy a keringd TGF-3 koncentracio emelkedése stilyosbitja az APO-E-
KO egerekben kialakuld endotél diszfunkciot és ateroszklerozist.

A TGF-f3 szerepe az ateroszklerdzisban vitatott téma. Azon tanulmanyok,
amelyek TGF-B gyulladascsokkentd hatasait hangstlyozzak, arra kovetkeztetnek, hogy
a TGF-B dontden ateroprotektiv (168). A profibrotikus hatasait alapul vevd
tanulmanyok a TGF-f plakk stabilizalo hatdsara, szintén mint jotékony hatasra hivjak
fel a figyelmet (13),(14). Ezekben a kutatasokban a protektiv citokin elmélet jegyében a
TGF- lokalis hatasait vizsgaltak az érfalban (168), vagy a T-sejtek TGF-f3 termelését
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blokkolva vizsgaltak annak kovetkezményeit (15). Ezek a tanulmanyok a TGF-f3
lokalis, endogén termelését vizsgaltak, és a gyulladascsdkkentd hatdsaira koncentraltak.

Egy kdzelmultban végzett kutatas példaul a TGF-[3 ateroszklerdzisra és aneurizma
képzodésre kifejtett hatasat vizsgalta. Az alkalmazott modellben a doxiciklinnel TGF-
B1l-taltermelést indukaltak a szivben, APO-E-KO egercken. Az igy megemelkedett
kardialis TGF-f expresszi6 hatdsara csokkent az ateroszklerotikus 1ézidk, és
pszeudoaneurizmak szdma. A kevesebb 1€zi0 €és pszeudoaneurizma okaként a csdkkent
T-limfocita infiltraciot és csokkent gyulladasos citokin expressziot, ill. a csokkent
metalloproteinaz aktivaciot mutattdk ki. Ezen tanulmany szintén a kardialis TGF-31
taltermelés lokalis, ill. gyulladascsokkentd hatésaira koncentralt, nem vizsgalva a
keringd TGF-p érszinti hatasait (146).

Kisérleteink tovabbi részében az oxidativ stressz gatlasara NOX inhibitort
(apocynin) és szuperoxid-semlegesité SOD enzimet hasznaltunk, igy vizsgaltuk a TGF-
[ altal kivaltott endotél diszfunkcidoban szerepet jatszé6 mechanizmusokat. Mindkét
gatloszer részben helyreallitotta az endotél-fliggd relaxaciot. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a TGF-B-TGXAPO-E-KO toérzsben kialakult endotél diszfunkcidért a
TGF- indukalta NOX rendszer, és a hatasara kialakulo ROS tultermelés felel6s.

Vizsgalatunkat megel6zéen még nem volt adat a szisztémasan emelkedett TGF-[3
szint endotél funkciora ¢és az erek oxidativ egyensulyara gyakorolt hatasara
ateroszklerdzisra hajlamos egérmodellben. Azt leirtdk korabban, hogy a TGF-f3 serkenti
a NOX rendszer enzimeinek szintézisét, és igy a szuperoxid termelést is az ér endotél
rétegében. Kimutattak, hogy a TGF-f a NOX4-en keresztiil indukalja a ROS
felszabadulast, és a citoszkeleton atalakulasat human endotél sejtekben (10), (167).
Kimutattdk tovabba, hogy az oxidativ stressz a vaszkularis endotél sériilés¢hez, és
diszfunkcidjahoz vezet (166). Tovabbi eredmények utalnak arra, hogy TGF-f hatasara
jon létre a kardidlis fibroblasztok differencialoddasa miofibroblasztokka, és az
extracellularis matrix szintézise 8 NOX4-SMAD2/3 utvonalon keresztiil (17).

Szuperoxid kimutatdssal igazoltuk, hogy az TGF-B-TGXAPO-E-KO torzsben
kialakult endotél-fliggd relaxacido-csokkenés hatterében részben az endotél sejtek
emelkedett szuperoxid termelése all.

A TGF-§ stimuldlja a ROS termelést szdmos sejttipusban, mint példaul human

tiid6-simaizomban, tiid6-fibroblasztokban, vagy hepatoma sejtekben (11; 18; 169; 170),
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s6t, endotél sejtekben is (16). A ROS termelésnek az érfalban a NOX enzimcsalad a 6
forrasa (171). Ezt a redox-szenzitiv jelatviteli Gitvonalat a human endotélben a TGF-f3

aktivalja, és akar at is billentheti tultermelés iranyaba (10; 172).

7.2 A TGF-B hosszutavon eldsegiti a vérnyomas emelkedését, a plakk-

képzodést, és a szivizom fibrotikus dtalakuldsdt

Az endotél diszfunkci6d fontos szerepet jatszik az ateroszklerozis, €s a hipertonia
patomechanizmusaban (173),(4). Kutatasunk soran kimutattuk, hogy a magas keringd
TGF-B szint 8 honapos TGF-B-TGXAPO-E-KO egerekben az APO-E-KO t6rzsnél is
magasabb vérnyomashoz vezetett.

A NOX stimulacio mellett a kiilonb6z6 faktorokon keresztiil a vaszkularis
remodellingre és az endotél funkciora gyakorolt tovabbi, indirekt TGF-f hatasokat
leirtak mar korabban. Az aktivalt trombocitakbol felszabaduld6 TGF-B az endotél sejtek
ET termelését fokozva részt vesz a sebgyodgyulasban, és a lokalis vaszkularis tonus
szabalyozasaban. Igy, a TGF-p taltermelés az endotelidlis NOX enzimek, ill. ET
izoformak felszabadulasat fokozva vérnyomas-emelkedést is okozhat (174).

Hosszatavon, a 8 hoénapos TGF-B-TGXAPO-E-KO torzsben a plakk-képz6dés
jelentésen fokozddott, ezen kivill a szdvettani vizsgalatokkal az aorta fal
megvastagodasat és a miokardium fibrotikus atépiilését mutattuk ki. Ez egybevag egy
korabbi tanulmdnyban kozoltekkel, miszerint a TGF-f taltermelés a NOX
kozvetitésével miokardialis hipertrofahoz és fibrozishoz vezet egérben (175).

A TGF-f3 profibrotikus hatdsai kozé tartozik, hogy az epitélsejtek miofibroblasztta
torténd transzdifferenciaciojat (EMT) okozza. A miofibroblasztok fokozott ECM
szintézise fontos szerepet jatszik az intersticialis fibrozis folyamataban (176). Az EMT a
vese fibrozis korfolyamatanak is fontos része lehet (177). A TGF- felels lehet az
oregedéshez tarsuld funkciondalis és strukturalis atalakulasért is a vesében. A RAS
aktivitdsa és valaszkészsége a kor elérehaladtaval csokken. A TGF-B termelés
fokozodik, ez a NOX-rendszer stimulaciojadhoz, ROS tultermeléshez, majd vaszkularis,
mezangialis sejtproliferaciohoz és hipertrofidhoz vezethet. (178). A TGF-f ugyancsak
proliferacioért felelés a pulmondlis arteriola simaizomban, a NOX4 aktivacidjan ¢és a

ROS tultermelésén keresztiil (11).
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A direkt profibrotikus hatasai mellett a TGF-f a szivizomban is hipertrofiat,
fibrozist, és strukturalis remodellinget indukal (179),(180). Szamos szivbetegséghez
tarsul emelkedett TGF-B expresszid, kiillonosen a kardiadlis hipertrofiatol a
szivelégtelenségig tartd atalakulas soran. A TGF-f csokkenti a szivizomsejtek
kontraktilitdsat, amiért szintén a fokozott ROS termelés, és a Ca®*-fiiggé proteinek
oxidativ karosodasa felelds (181). A szivizom-hipertrofia kialakulasa a miocitak
megnagyobbodasadn kiviil az intersticidlis fibroblaszt-proliferacionak ¢és az ECM
szintézisnek is kdszonhetd (125).

A TGF-f profibrotikus hatasait szamos novekedési faktor befolyasolhatja indirekt
modon. A TGF-f3 serkenti a plazminogén aktivator inhibitor (PAI-1) expressziojat a
vaszkuldris simaizomban. Az emelkedett PAI-1 szintet Osszefliggésbe hoztak a
trombozis kialakulasaval, a fibrotikus folyamatokkal és a remodellinggel (182). Ezen
kiviil a TGF-[3 aktivalja a PDGF-B szintézist az endotél sejtekben, amellyel hozzajarul a
FGF ¢és CTGF felszabaduldsahoz a szubendotelidlis matrixb6l. Stimulalja tovabba a
Vaszkularis Endotél Novekedési Faktor (VEGF) szintézisét is. Az endotél sejtbol
felszabaduld6 PDGF-B ¢és FGF befolyasolja a szomszédos sejtek proliferacidjat és
migraciojat. Osszességében ezek a medidtorok szabalyozzak az angiogenezist és az ér
regeneracios képességét. Igy, az endotél sejt és a TGF-B-endotél kolcsonhatas fontos
szerepet jatszik az ateroszklerdzis kezdeti, dontéen immun-folyamatok medialta, és a
kés61i, remodellinggel jard szakaszaban is (183).

A TGF-B mRNS ¢és fehérje szintézise az érfalban, mechanikai hatasra vagy
érsériilésre is fokozodhat, foként a simaizom szdvetben és a makrofagokban (184). Az
ANG II is indukalhatja a TGF-3 termelést az ér simaizomban (185), de ANG II hatasara
kozvetleniil aktivalodhat a SMAD jelatviteli tvonal, akar a TGF-f-tol fiiggetleniil is.
Tovabba, az ANG II tobb intracelluléris jelatviteli mechanizmust a TGF-f-val koz6sen
hasznal a fibrotikus folyamatok soran (186). Mindezek alapjan feltételezhet6 a TGF-f3
¢s az ANG II kozotti kdlesonhatés, parhuzamos szabéalyozas, mind a fibrotikus, mind a
vaszkularis folyamatok, pl. ateroszklerozis kapcsan.

Mindazonaltal a TGF-3 képes fokozni sajat termelddését is, dnerdsitd jelleggel,
amely a kronikus hegesedés, plakk-képzddés, ill. fibrozis szempontjabdl fontos tényezd
lehet. A TGF-B indukalta TGF-f expresszio allhat a TGF-B-TG torzsek aortaiban
megfigyelt TGF-B tultermelés hatterében is. A TGF-f transzgénnel rendelkezd
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torzsekben (TGF-B-TGXAPO-E-KO és TGF-B-TG) emelkedett TGR-I expressziot is
talaltunk. Ennek hatterében egy korabban mar leirt mechanizmus allhat, miszerint a
TGF-f emelkedés TGR-I upregulacioval jarhat (187).

Erdekes médon kisérleteink soran onmagéaban az emelkedett TGF-B szint nem
volt elegendd, hogy az aorta relaxdcidjaban jelentés csokkenést, a vérnyomdasban
emelkedést, és aortaban és szivben fibrotikus atépiilést valtson ki a TGF--TG torzsben.
Ennek a lehetséges magyardzata az, hogy az APO-E-KO egerekben az oxidalt LDL és
egyéb lipidek lerakodasa, €s ezzel egylitt jaré gyulladdsos folyamatok kovetkeztében
mar fennall az érfal bizonyos mértékii gyulladasa, ill. sériilése, ami sziikséges ahhoz,

hogy a TGF-f endotél karosito és aterogén hatasa érvényesiiljon.

7.3 A TGF-p emelkedett szintje, mint rizikofaktor humdan betegségekben

Alabbiakban targyalunk néhany jelentGsebb kutatast, amelyekben a TGF-B
emelkedett szintjét Osszefliggésbe hoztak az érelmeszesedéssel, emberben. Az elmult
é¢vekben szamos tanulmany alatdmasztja, hogy a magas keringé TGF-B szint felgyorsult
ateroszklerdzissal jar. Aterektomian atesett, primer vagy szekunder ateroszklerotikus
betegségben szenvedd betegek femoralis artériabol nyert mintainak vizsgalata soran a
TGF-B alapveté szerepét mutattak ki az ateroszklerozis folyamatiban. A SMAD-3
jelatviteli utvonalon keresztiil a TGF-B simaizom proliferaciot indukalt, resztendzist
okozva ezekben a betegekben. A resztenotikus 1éziokban fokozott SMAD-3 expressziot,
€s nagymértékli simaizom-sejt szaporulatot talaltak. A SMAD-3 expresszido emelkedés
hatasara fokozodott, a SMAD-3 gatlassal pedig csdkkent a simizom-proliferacioé ezeken
a terlileteken (188). Egy masik tanulmany szerint hipertoniaban a TGF- szint pozitiv
korrelaciot mutatott a betegek BMI-jével, ¢és kreatinin-clearance-ével (189). A
gesztacids diabéteszben szenvedd, elhizott ndk esetében szignifikdnsan magasabb TGF-
B szintet talaltak, mint az egészséges populacioban. Ezekben a nékben a szérum TGF-f-
szint korrelalt a posztprandialis glukoz értékekkel, a korral és a BMI-vel is (190). Ezek
a kozlemények, és az altalunk kozolt eredmények is alatamasztjak, hogy a szisztémas
keringésben mérheté TGF-f emelkedett szintje rizikofaktorként kezelendd, és a jovoben
esetleg 1) terdpids célpontként is hasznalhatd az endotél diszfunkcioval és

érelmeszesedéssel jaro kronikus betegségek esetében.
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7.4 A DHT-kezeléssel indukdlt policisztas ovdarium szindroma patkdny

modellje

Mai tudasunk szerint a PCOS kialakulasanak egyik Iényegi faktora a
hiperandrogenizmus. A PCOS masik jelentés patogenetikai tényezdje a
hiperinzulinémia ¢és inzulinrezisztencia, amelynek kialakuldsaért részben a
hiperandrogén allapot teheté feleléssé (25). A PCOS-ban kialakult inzulin-fiiggé ér-
valaszokat ezért DHT-kezeléssel indukalt PCOS patkany modellben, aortan vizsgaltuk.

Vizsgalataink soran egy elfogadott PCOS patkany modellt hasznaltunk, amelyben
DHT-kezelés hatasara androgénszint emelkedés és policisztas ovarium alakul ki szdmos
tovabbi metabolikus eltéréssel egyiitt. A modell megalkotdi szerint a patkanyban 8-12
hetes DHT-kezeléssel indukalt PCOS rendkiviil hasonldé az emberben kialakulo PCOS-
hoz, mind a policisztds ovariumok kifejlddése, mind az androgén szintek emelkedése
(kb. haromszoros) szempontjabol (153; 155).

A munkacsoportunk altal végzett DHT-kezelés soran szignifikansan emelkedett a
DHT-csoport testsulya, ezt a sulytobbletet azonban a D-vitamin terdpia nem
befolyasolta. Ez a sulytobblet feltehetéen az androgének hatasara, az adiponektin-
receptorok csokkent expresszidja kovetkeztében alakulhatott ki. (191) Az emelkedett
¢hgyomri cukor ¢és inzulin szintekbdl Yanes-ék arra kovetkeztettek, hogy a
hiperandrogén allatokban inzulinrezisztencia is kialakul. (155)

Ezt a feltételezést méréseink soran igazoltuk. Habar az allatokon végzett OGTT
soran az ¢hgyomri gluk6z ¢és inzulin szintekben nem talaltunk eltérést, a 120 perces
inzulin értékek jelentdsen magasabbak voltak a DHT-nal kezelt csoportban. Bar 2-es
tipusi diabétesz még nem alakult ki ezekben az 4llatokban, az OGTT
inzulinrezisztenciat igazolt, igy modelliink alkalmasnak bizonyult a PCOS kezdeti és
korai szakaszaban kialakuld érszintli kirosodasok és zavarok vizsgdlatira. Yanes
modelljében magas vérnyomas is kialakult hosszabb (90 napos) DHT-kezelés hatasara
(155).

Az altalunk végzett 70 napos kezelés alatt még nem alakult ki szignifikans
kiilonbség a kisérleti csoportok vérnyomasa kozott, amibdl arra kdvetkeztetiink, hogy
kisérletek sordn észlelt valtozasok a hiperandrogén dallapotnak vagy az
inzulinrezisztencianak tulajdonithatok, és fliggetlenek a vérnyomastol (192). A 90-

napos DHT-kezelés tovabbi metabolikus eltéréseket is okozott. Fokozodott a spontan
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proteinuria, emelkedett a TNF-a, leptin és koleszterin szint, amely fokozott oxidativ
stressz és NOX4 aktivitasra utalt (153). Ezek a paraméterek is befolyasolhatjak az
artériak farmakologia valaszkészségét. A kronikus hiperandrogenizmus direkt érhatasai

azonban, szintén fontos szerepet jatszanak.

1.5 A hiperandrogén dllapot vaszkularis hatdsai

A hiperandrogén allapot direkt érhatasaival kapcsolatban sziiletett mar néhany
tanulmany. Malkin leirta, hogy akut tesztoszteron-kezelés vazodilataciot indukal, mig
kronikus kezelés az endotél-fiiggd €s endotél fliggetlen vazorelaxaciot is csokkenti.
Emellett fokozza a NA-ra adott vazokonstrikcios valaszt (193).

A Korabbi eredményekkel Osszhangban munkacsoportunk a koézelmultban
kimutatta, hogy a hiperandrogén allapot a NO-fliggd relaxaciot rontja, hiszen kronikus
DHT-kezelés hatasara az ACh-relaxacid csokkent patkanyban. (194) A NO tutvonal
blokkolasakor enyhe kontrakciot figyeltiink meg, amely feltételezi a prosztanoid-
rendszer ¢és a muszkarin ACh-receptorok aktivaciojat is (195; 196).

Mind a DHT, mind a tesztoszteron blokkolja az L-tipust fesziiltségfiiggs Ca®'-
csatornakat, és magas koncentracidoban a tesztoszteron azonnali vazorelaxaciot valt ki a
Ca’*-antagonista hatdsanak koszonhetSen, tovabba csokkenti a cAMP szintet az
aortaban (197). Gonzales pedig kimutatta agyi artéridkon in vitro, hogy tesztoszteron
clokezelés hatasara csokken a tromboxan-indukalta értonus (196). Az Osztradiollal
sszehasonlitva gyengébb, de hasonlé Ca®*-fiigg vazorelaxans hatasat irték le patkany
aortan, fenilefrin prekontrakciot kovetéen (198). A kronikus, alacsony dozist
tesztoszteron adagolas azonban ndveli a miokardialis iszkémia, a lipid eltérések és az
inzulinrezisztencia esélyét, koszonhetéen vazoaktiv és metabolikus hatasainak (199).
Emberben, PCOS-ban is mikrovaszkularis diszfunkunkciot mutattak ki korabban, amely
szintén az ACh-fiiggd vazodilatacid csokkenéséb6l adodott (100). Az endotél
diszfunkcidjat ¢és karosodasat a gyulladasos ¢és szolubilis markerek emelkedése

provokalta (200).
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7.6 A DHT-indukalta PCOS-ban romlik az inzulin-fiiggé vazodilatdcio

PCOS modelliinkben csokkent inzulin-fliggd vazorelaxaciét talaltunk a DHT-
csoportban és a DHT+D-vitamin csoportban is.

Az inzulinnal kivaltott vazorelaxacidé csokkenése, az inzulinrezisztencia érszintli
megjelenési formaja. Korabban is talaltak mar Osszefliggést a metabolikus, illetve
érszintli inzulinrezisztencia kozott az oregedéssel kapcsolatban (201). Az ér-szintli
inzulinrezisztencia kialakulasa human PCOS-ban, ill. DHT-nal kezelt nékben régota
ismert jelenség, azonban ezt kisérletes modellben kordbban még nem vizsgaltak.

Kisérleteink tovabbi részében az inzulin-fliggd relaxacidé csokkenésében szerepet
jatsz6 mechanizmusokat vizsgaltuk. A NO hatast L-NAME-mel blokkolva a kontroll
aortak vazorelaxacioja csokkent leginkabb, ami a DHT-nal kezelt csoportokban a NO-
figgd jelatviteli utvonal sériilésére utal. A NO tutvonal blokkolasa utan fennmarado
relaxacios kapacitas azonban azt bizonyitja, hogy egyéb utvonalak is érintettek.

Ahogy azt korabbi kdzleményekben feltételezték, az inzulin-fliggd vazodilatacio a
NO utvonal aktivaciojaval jon Iétre. (61; 202; 203) Emberben, muszkularis artérian
inzulin hatasara NO-fliggé vazodilatacio jott 1étre (61; 204). Feltételezik azonban, hogy
ett6l fliggetleniil a Na-K ATP-az is szerepet jatszhat az inzulin érrelaxald hatasaban
(205; 206). Ezzel 6sszhangban a mi eredményeink is arra utalnak, hogy a DHT-kezelés

foként a NO-fliggd relaxacio karositasan keresztiil vezet érszintii inzulinrezisztencidhoz.

7.7 A D-vitamin védohatasa az ér-szintii, illetve szisztémads

inzulinrezisztenciara, PCOS-ban

Szdmos szerzd szerint az alacsony D-vitamin szint szerepet jatszik az
inzulinreszisztencia kialakulasaban PCOS-ban. Ennek alapjan feltételezik, hogy a
PCOS-ban kialakul6é inzulinrezisztencia D-vitamin-potlassal helyreallithaté (207).
T2DM-ben szenved$ betegekben a D-vitamin javitotta, a D-vitamin-hiany pedig

A DHT-nal indukalt PCOS kapcsan a D-vitamin endotél-funkciora, ill. ér-szintii

¢és szisztémdas inzulinrezisztencidra gyakorolt protektiv hatdsat munkacsoportunk mar
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vizsgalta. (192; 194) A kronikus D-vitamin-kezelés DHT-indukalta PCOS modellben
szignifikansan javitotta az aorta ACh-relaxaciojat (194), kivédte a gracilis artéria
inzulinrezisztenciajat (192), és a szisztémas inzulinrezisztencia kialakulasat. Erdekes
modon azonban, a D-vitamin jotékony hatasa nem érvényesiilt az aorta gytrikon.

Ezek alapjan feltételezziik, hogy a gracilis artéridban az inzulin-fliggd relaxacio
NO-fliggetlen Gtvonalon is miikddik, mig aortaban a NO-fliggd vazodilatacié dominal,
¢s a D-vitamin féleg a NO-fliggetlen tGtvonalak segitségével allitja vissza a normal
vaszkularis tonust. A D-vitamin mikro- és makroerekre gyakorolt hatasai kozotti
kiilonbség lehetséges magyarazatiul tehat a kiilonbozo értipusokban miitkodé hasonlo
mechanizmusok eltéré dominanciaja szolgal.

L-NAME inkubaciora a D-vitaminnal kezelt erek voltak a legkevésbé érzékenyek.
Ebben a csoportban volt a legkisebb a vazorelaxacio-valtozas az inkubacid el6ttihez
képest, ami arra utal, hogy a D-vitamin-kezelés egyéb NO-fiiggetlen, inzulin-fiiggd
relaxacios mechanizmusokat is felerésit. A D-vitamin kedvezé hatasa a gracilis erek
inzulin-fiiggé  vazorelaxaciojara, ¢és ennek hianya az aorta inzulin-fiiggd
vazorelaxaciojara azt valosziniisiti, hogy a D-vitamin hatasara a NO-fiiggetlen
mechanizmusok feler6sodése inkabb a mikroerek szintjén jelentkezik. (192) Ilyen
mechanizmus lehet példaul, az EDHF (209), vagy a Na'-K* ATP-az inzulinfiiggd
miikodése. (205; 206)

A korabbi kutatasokban a COX gatlok adasara enyhe vazorelaxans hatast irtak le
aortaban (210). Ezt a relaxacios hatast mi is megfigyeltilk indometacin jelenlétében,
minden kisérleti csoportban. Erdekes médon, indometacin jelenlétében a DHT-vel
kivaltott inzulin-fliggd vazorelaxacio-kiesést a D-vitamin-kezelés részben kivédte. Ez
elokezelés nélkiil, a NO-fliggetlen relaxacios mechanizmusok és a konstriktor-
prosztanoidok hatasanak kiegyenlitodésébol adodik.

Osszességében arra kovetkeztethetiink, hogy a D-vitamin lokalisan részben NO-
fiiggetlen relaxdciés mechanizmusok, részben a konstriktor prosztanoidok hatasat

erositi.
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8 Kovetkeztetések

A szisztémasan keringd TGF-B emelkedett szintje endotél-diszfunkciot okozott
APO-E-KO egérben, a NADPH-oxidaz rendszer stimulacidja révén fokozva az oxidativ
stresszt. Tovabba, a magas keringd TGF-3 aortafal megvastagodast, fokozott plakk-
képzddést, hipertoniat, valamint miokardialis hipertrofiat és fibrozist okozott
hosszutavon. A magas keringd TGF-f szint tehat, ateroszklerotikus kérnyezetben, ami
egy APO-E-KO allatra jellemzd, eldsegiti az amugy is fennallé endotél diszfunkcid és
ateroszklerdzis progresszidjat. Ez a mechanizmus magyarazhatja az egyes magas TGF-f3
szinttel jaro allapotok ¢€s a felgyorsuld érelmeszesedés kozotti kapcsolatot.

PCOS modelliinkben a D-vitamin poétlas kivédte az oralis glukoz adasara 1étrejovo
szérum inzulin koncentracio-emelkedést, nem akadalyozta meg azonban az aortaban az
inzulinnal kivaltott vazorelaxacio-csokkenést. Eredményeink az androgén hatasra
kialakult vaszkularis-reaktivitas valtozasanak részleges NO-fiiggését mutatjak. A D-
vitamin neutralis hatasa az aortaban a lokalis vazokonstriktor prosztanoidok, ill. a NO-
fliggetlen relaxans utvonalak egymdst semlegesitdé hatdsdval magyarazhato.
Tanulmanyunkban a normalis értonust fenntarté két legfontosabb mechanizmust
vizsgaltuk. Els6ként mutattuk ki a makroerek (aorta) érszintli inzulinrezisztenciajat, és a
D-vitamin inzulin-haztartasra gyakorolt jotékony, ill. az aortara gyakorolt neutralis
hatasat PCOS-ban. Ez az els6 olyan kutatas, amely ramutat annak a lehetdségére, hogy
ugyanazon androgén hatds mas dominancidval €s mas Utvonalakon keresztiil hat, €s

kiilonbozd mértékii endotél karosodast hoz 1étre a mikro- és makroerekben.
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9 Osszefoglalas

Kutatasunk célja egyrészt a szisztémasan keringd transzformaldé novekedési
faktor-B (TGF-B) endotél funkciora és érelmeszesedésre gyakorolt hatasanak, masrészt
a dihidrotesztoszteron (DHT)-indukalta polycisztas ovarium szindroma (PCOS)-ban
kialakuld ér szinti inzulinrezisztencia és a D-vitamin szerepének vizsgélata volt. Az
aorta endotél-fliggd relaxacidjat mértiik apocynin (NOX gatlo), ill. szuperoxid-dizmutaz
(ROS bontd enzim) inkubacid el6tt és utan kontroll (C57BL/6), APO-E knockout
(APO-E-KO), TGF-f transzgenikus (TGF-B-TG), és keresztezett (TGF-B-TGXAPO-E-
KO) egereken. Szuperoxid kimutatast végeztiink dihidroetidin festéssel az endotél
sejtekben, konfokalis mikroszkop segitségével. Aorta és sziv morfometriat, ,,en face”
zsirfestést végeztiink aortdban, és vérnyomast mértiink. 10 hetes DHT-kezeléssel
(83ug/nap) PCOS-t indukaltunk Wistar ndstény patkanyokon. A DHT-kezelés mellett
az allatok fele egyidejii D-vitamin-kezelést is kapott (120ng/ttkg/hét, i.m.). Az inzulin-
fliggd vazodilataciot aorta gylirtin vizsgaltuk, L-NAME (NOS-gatlo), ill. indometacin
(ciclooxigenaz-gatld) inkubaci6é el6tt és utan. A TGF-B-TGXAPO-E-KO egerekben
fokozodott az aortafal szuperoxid termelése, ami rontotta a NO-fliggd relaxaciot. A
relaxacido csokkenés apocynin vagy SOD inkubaciot kovetden szignifikansan javult. A
miokardium Kkapillarizaltsaga csokkent, nétt a fibrocita stirliség, megvastagodott az
aortafal, és emelkedett a vérnyomas az TGF-B-TGXAPO-E-KO egerekben. A PCOS
modellben csokkent az inzulin-fiiggd vazorelaxacid, amit a D-vitamin-kezelés nem
befolyasolt. DHT-kezelés kovetkeztében dontéen a NO-fliggd relaxécios
mechanizmusok sériiltek. A D-vitamin-kezelés részlegesen javitotta a NO-fliggd
vazorelaxaciot, ezt a hatast azonban a prosztanoid-fiiggd vazokonstrikcid semlegesitette.
Kovetkeztetések: Az emelkedett keringd TGF-3 a NOX aktivaciojan keresztiil fokozott
oxidativ stresszt, igy endotél diszfunkcidt okozott, ezzel felgyorsitva az érelmeszesedés
korai folyamatait. Kdvetkezményesen magas vérnyomas ¢€s szivizom remodelling
alakult ki APO-E-KO egérben. DHT-indukalta PCOS szisztémas és aortaban ér-szintii
inzulin rezisztencidhoz vezetett. D-vitamin-kezelés kivédte a szisztémas, de nem az
aortaban jelentkezd inzulin rezisztenciat. Eredményeink segithetnek a PCOS vagy
magas TGF-3 szint miatt kialakult endotél diszfunkcié és felgyorsult érelmeszesedés
jobb megértésében és a patomechizmuson alapulo6 0j terdpias célpontok azonositasaban.

(165; 192; 211)
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10 Summary

The aim of our studies was to clarify the effects of high circulating, systemic
TGF-B levels on endothelial function and atherosclerosis and to examine insulin-
dependent vasodilatation of thoracic aorta and the possible modulatory role of vitamin
D in a dihydrotestosteron (DHT)-induced polycystic ovary syndrome (PCOS) model.
Aortic endothelium dependent relaxation was measured before and after incubation with
apocynin (NOX inhibitor), or superoxide dismutase (SOD: ROS scavenger) in control
(C57BI/6), APO-E knockout (APO-E-KO), TGF-f transgenic (TGF-B-TG), and
crossbred (TGF-B-TGxAPO-E-KO) mice. Superoxide production within the vessel wall
was determined by dihydroethidine staining under confocal microscope. Aortic and
myocardial morphometric changes, plaque formation by en face fat staining and blood
pressure were determined. PCOS was induced by 10 weeks treatment with DHT
(83ug/day) in female Wistar rats. Half of the DHT treated animals received vitamin D
(120ng/bwkg/week, i.m.). Insulin-dependent vasodilation of isolated aortic rings was
compared before and after incubation with L-NAME (NOS inhibitor) or with
indomethacin (cyclooxygenase inhibitor). In the aortic wall, superoxide (O:")
production was enhanced and NO dependent relaxation diminished in TGF-3-TGXAPO-
E-KO mice but improved significantly after incubation with apocynin or SOD.
Myocardial capillary density was reduced, fibrocyte density increased, aortic wall was
thicker, combined lesion area was greater and blood pressure was higher in the TGF-3-
TGXAPO-E-KO vs. C57BI/6 mice. Insulin-dependent vasorelaxation decreased in both
DHT-treated groups independently of vitamin D treatment. Following DHT treatment
NO-dependent relaxations were impaired. NO-independent relaxation was partially
improved by vitamin D treatment, which was neutralized by increased prostanoid-
dependent vasoconstriction. Conclusions: Our results demonstrate that elevated
circulating TGF-B caused endothelial dysfunction through NADPH oxidase activation-
induced oxidative stress, accelerating atherosclerosis and hypertension in APO-E-KO
mice. DHT treatment caused deterioration of insulin-induced vasodilation of the aorta.
Vitamin D prevented systemic insulin resistance; however, vascular insulin resistance of
the aorta was not significantly induced by vitamin D treatment. These findings may
provide new therapeutic targets in patients with accelerated atherosclerosis or with
PCOS. (165; 192; 211)
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