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BEVEZETES

A népbetegségnek szamité cukorbetegség, magas
vérnyomas betegség és érelmeszesedés sulyos, ¢letet veszélyeztetd
szovédményeinek kialakuldsaban az egyik fontos tényezé az érfal
megbetegedése, melynek kezdeti korfolyamata az endotél
mukoddés-zavara. Az endotél diszfunkcié hatterében gyakran all
oxidativ stressz: a reaktiv oxigén gyokok (ROS) akut és kronikus
taltermelése. A termelddd szabadgydkdk a nitrogén monoxid (NO)
megkotésével csokkentik annak bioldgiai hozzaférhetdségét. A
NO hatésainak kiesése az endotél funkcidé zavarahoz, elsésorban
az ér beszikiilt relaxacids képességéhez vezet. A NO megkotése
mellett a szabadgyokok indukaljak az endotélium gyulladasos
atalakulasat, az endotél sejteken az adhézios molekulak
expresszioja fokozodik, és gyulladasos sejtek tapadnak az aktivalt
endotélhez, melyek gyulladdsos mediatorokat termelnek. A
folyamat sordn az endotél relaxacios készsége csokken. Az
oxidativ stressz kovetkeztében kialakulé endotél diszfunkcio
kritikus szerepet jatszik az aterogenezis, illetve a magas
vérnyomas  kialakulasaban, ami noveli  kardiovaszkularis
betegségek kockazatat.

Az endotél gyulladdsos fenotipus-valtozdsa soran
felszabadulo citokinek kozponti szerepet jatszanak azoknak a
sejtszintli  valtozasoknak a  kialakuldsaban, amelyek az
érelmeszesedésre jellemzé fokozatos szerkezeti atalakulashoz
vezetnek. A Transzformalé Novekedési Faktor § (TGF-B) szerepe
az érelmeszesedés kronikus gyulladasos folyamataban évtizedek
oOta vitatott téma. Feltételezték, hogy a lipid lerakddast gatld és
gyulladascsokkenté hatasanak koszonhetéen a TGF-P gatolja az
érelmeszesedés folyamatat. Ugyanakkor szdmos tanulmény inkabb
aterogén szerepet tulajdonit a TGF-f-nak az endotélsejt
regeneracié gatlasa, az érfali oxidativ stressz fokozasa, és a
fibrotikus folyamatok serkentése miatt. Mindebb6l kovetkezik,
hogy a TGF-B szerepe az érelmeszesedésben nagyon Osszetett és
ellentmondésos folyamatok eredménye.

Kardiovaszkularis szovédményekhez vezetd endotél
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diszfunkcié jellemz6 a Policisztas Ovarium Szindrémara (PCOS)
is, melynek hatterében a PCOS-hez tarsuld inzulinrezisztencia
(IR) allhat. A PCOS okozta endotél diszfunkcio kivaltoi kozott
szintén fontos az oxidativ stressz, és a NO termelés csokkenése. A
PCOS nevét a cisztakkal boritott, megnagyobbodott ovariumokrol
kapta, de hatterében alapvetéen az androgének termelésének
talstlya all. A hiperinzulinémia és inzulinrezisztencia mar a PCOS
korai szakaszaban jelen lehetnek, és jelentésen befolyasolhatjak a
betegség lefolyasat. A PCO-szindromas nékben a T2DM, ill. a
kardiovaszkularis szovédmények sokkal korabban jelentkeznek,
mint az atlagos ndéi populacioban.

A PCOS-es betegek 72%-ra D-vitamin hiany is jellemzd.
D-vitamin ¢és egyidejii kalcium kezelés hatasara a PCOS-es
betegek egy részénél rendezédnek a menstruacids zavarok. Ezen
kiviil a D-vitamin-hiany 0Osszefiiggésbe hozhaté6 szamos
metabolikus rizikofaktor (BMI, éhgyomri gliikk6z, triglicerid, CRP,
inzulin) emelkedett szintjével PCOS-ban, mig D-vitamin-po6tlas
hatasara ezek javulasat irtak le. A D-vitmain-hiany fontos
patogenetikai  tényezOnek bizonyult az inzulinrezisztencia
kialakuldsaban is PCOS-ban, azonban a D-vitamin inzulin-
haztartasra gyakorolt esetleges jotékony hatasat még nem sikeriilt
bizonyitani.

CELKITUZESEK

1. Az emelkedett TGF-f szint endotél funkciéra gyakorlolt
hatasanak vizsgalata ismert hatdst specifikus vazoaktiv
anyagok jelenlétében izolalt aorta gytiriikon.

2. Az emelkedett TGF-B szint endotelidlis ROS termélésre
gyakorolt hatdsanak vizsgalata izolalt aorta gyliriikon.

3. Az emelkedett TGF-B szint hosszatava, vérnyomadsra, aorta- és
szivmorfologidra gyakorolt hatdsanak vizsgalata.

4. Az inzulin relaxacié vizsgalata DHT-indukalta PCOS-ban
specifikus gatloszerek jelenlétében izolalt aorta gytirtikon.

5. A D-vitamin hatdsanak vizsgalata DHT-indukalta PCOS-ban.



MODSZEREK

TGF-B-TGXAPO-E-KO egértorzs:

A magas keringd TGF-B szint az endotél funkciora, és
érelmeszesedésre gyakorolt hatasat emelkedett TGF-f szinttel és
ateroszklerotikus elvaltozasokkal rendelkez6, két génmodositott
torzs keresztezésével 1éterhozott, TGF-B-TGXAPO-E-KO egérben
vizsgaltuk. Kontrollként az egyszeresen génmodositott (APO-KO
és TGF-B-TG) torzseket és a hattér (C57BL/6) torzset vizsgaltuk.

A PCOS patkany modellje:

Husz db 21-28 napos néstény Wistar patkanyon, 70 napig tartd
dihidrotesztorszteron (DHT)-kezeléssel PCOS-t indukaltunk. 10
allatot parhuzamosan D-vitaminnal is kezeltiink. Ujabb 10 allat
almitéten esett at.

Endotél funkcio vizsgalata egér aortan miograffal:
Az endotél-fiiggd relaxaciot
miograffal vizsgaltuk, 4
honapos  egerekbdl  izolalt
aorta gylrikon. NOX-gatld
apocynin, és ROS-fog6 SOD
inkubaciot kovetéen  ismét
endotél-fiiggd relaxaciot
mértiink, majd megfigyeltiik a

relaxdcios valaszok valtozasat. 1. dbra: 610-M Multi Myogrdf Rendszer

Szuperoxid kimutatas dihidroethidin festéssel egér aortaban:

4 honapos egerekbdl izolalt aorta szegmenteket dihidroethidinnel
és Hoechst-el festettiink, és konfokalis mikroszkoppal réteg-
felvételeket készitettiink. A festédés intenzitdsat szoftverrel
hasonlitottuk ossze.

In vivo vérnyomasmérés carotis kaniilon keresztiil egérben:
Carotis kaniilre kapcsolt vérnyomasmérd berendezéssel mértiink in
vivo vérnyomast, 8 honapos, altatott egereken.



Aorta és sziv morfologiai vizsgalata egérben:

8 honapos egerekbdl izolalt aorta szévettani metszetein fal/lumen
aranyt, a miokardiumbol késziilt félvékony metszeteken kapillaris-
¢és fibrocita-siliriiséget mértiink.

Zsirfestés Oil-Red-O-val egér aortabél nyert ,en face”
preparatumon:

8 honapos egerek teljes hosszaban kipreparalt aortain zsirfestést
végeztink Oli-Red-O-val. A zsiros plakkok teriiletét szoftverrel
értékeltiik.

Oralis Gliikoz Tolerancia Teszt (OGTT), és inzulin szint
meghatarozas PCOS patkany modelljében:

8 hét DHT kezelést kovetden a patkanyoknak rovid éter
narkoézisban 0,3g/100tsg glikkézt kaptak gyomorszondan keresztiil.
Ehgyomri és 120 perces gliikoz- és inzulinszinteket mértiink.

Inzulin-fiiggé relaxacié vizsgalataPCOS patkiany modelljében
miograffal:

Az inzulin-fiiggd relaxaciot miograffal vizsgaltuk patkanyokbol
izolalt aorta gyiritkon. NOS-gatlé L-NAME, illetve prosztanoid-
gatlé indometacin inkubaciot kdvetéen ismét inzulin-relaxaciot
mértiink, majd mefigyeltiik a relaxacios valaszok valtozasat.



EREDMENYEK

Endotél-fiiggé relaxacié az egér modellben:

Az TGF-B-TGXAPO-E-KO egerekben csokkent endotél fiiggd
relaxaciot mértiink a tobbi torzshoz képest, melyet a NOX
rendszer illetve a ROS-termelés gatlasa részben helyreallitott.

Szuperoxid kimutatas egér aortaban:

Az TGF-B-TGXAPO-E-KO egér torzs aortainak endotél rétegében
fokozott dihidroetidin fest6dést talaltunk a kontroll tdrzsekhez
képest.

2. abra: Szuperoxid kimutatds (Dihidroethidine festés)
A TGF-f-TGXAPO-E-KO tdrzsben intenziv festédés lathato

In vivo vérnyomasmérés valtozasa az egér torzsekben:

A vérnyoméas emelkedett volt az APO-E-KO toérzsben a
kontrollhoz képest. A TGF-B-TGXAPO-E-KO torzsben az APO-E-
KO torzshoz képest is tovabbi vérnyomas novekedést talaltunk.

Aorta és sziv morfologia 6sszehasonlitdsa az egér torzsekben:
Az aorta fal/lumen ardny magasabb volt, a szivizmon kapilléaris
stirisége pedig csokkent a TGF-B-TGXAPO-E-KO torzsben a
kontroll torzsekhez képest. A fibrocita-stiriség emelkedett a TGF-
B transzgénnel rendelkezd torzsekben, a C57BL/6 és APO-KO
torzshoz képest.



Plakk-képzédés mértéke az egyes
egér torzsekben:

Az APO-E-KO torzsben jelentds
ateroszklerotikus  plakk  képzbdést
talaltunk a  kontrollhoz  képest,
azonban a plakkok szama és mérete
ehhez képest is jelentdsen
megnovekedett a TGF-B-TGXAPO-E-
KO torzsben.

Kontrol (CS7BILW)
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Gliikoz és inzulin szintek alakulasa
PCOS patkany modellben:

A glikoz szintekben és az éhgyomri
inzulin  értékeben nem talaltunk
kiilonbséget a DHT-nal, a DHT+D- :
Vvitaminnal kezelt és Almutott 3. dabra: Ateroszklerotikus plakkok

. R~ A TGF-TGXAPO-E-KO férzsben jelentis plakk
patkanyok kozott. A 120 perces képzédés lathaté (Oli-Red-O festésl)

inzulin érték magasabb volt a DHT-
kezelt patkanyokban, azonban DHT+D-vitaminnal kezelt
csoportban nem mértiink emelkedést.

Inzulin-fiiggé relaxacio PCOS patkany modelljén:

Csokkent inzulin relaxaciot talaltunk a DHT-kezelt patkanyokban
a kontrollhoz képest, melyen a D-vitamin-kezelés nem
valtoztatott.

L-NAME inkubacié hatdsa az inulin-fiiggé relaxaciora:

Az L-NAME inkubaciot kovetéen a relaxacidés valaszok minden
csoportban csokkentek. A legnagyobb relaxacio-csdkkenést a
kontroll csoportban, a legkisebb relaxacié-csékkenést a D-
vitminnal kezelt 4llatokban taldltuk L-NAME hatéasara.

Indometacin inkubacié hatdsa az inzulin-fiiggé relaxaciora:
Indometacin jelenlétében az izulin-relaxdcidé minden csoportban
javult, de a DHT-csoport tovabbra is elmaradt a kontrolloz képest.
Indometacin jelenlétében a D-vitamin-kezelés javitotta az inzulin-
relaxaciot a csak DHT-kezelést kapott csoporthoz képest.



MEGBESZELES

Az emekedett TGF-B szint szerepe az endotél
diszfunkcio és az érelmeszesedés kialakulasaban:

Azon kutatasok, amelyek szerint a TGF-p tultermelés
emelkedett vaszkularis szabadgyok felszabadulassal, és endotél
diszfunkciéval jar, uj dimenzidkat nyitottak meg a TGF-B
érelmeszesedésben jatszott szerepének megitélése tekintetében.
Eredményeink alatamasztjak a TGF-pf endotélkarosito hatasat
ateroszkler6zisra hajlamos egérmodellben. Mindemellett azt is
kimutattuk, hogy a TGF-B altal indukalt NADPH oxidaz aktivacio
és az endotél funkcidé romlasa, hosszutdvon az ateroszklerotikus
plakkok ndvekedéséhez, a vérnyomas emelkedéséhez, és a sziv
fibrotikus atépiiléséhez vezet.

Kisérleteink soran emelkedett TGF-P szinttel rendelkez8,
4 honapos, APO-E-KO egerekbdl izolalt aorta-gylriikon csdkkent
endotél-fliggd relaxaciot talaltunk. Ebbdl arra kovetkeztetiink,
hogy a keringd TGF-B koncentracido emelkedése sulyosbitja az
APO-E-KO egerekben kialakuld6 endotél diszfunkciot, ¢és
ateroszklerézist.

Kisérleteink tovabbi részében az oxidativ stressz gatlasara
hasznalt NOX inhibitor (apocynin) és ROS-semlegesit6 SOD
enzim részben helyreallitotta az endotélfiiggd relaxaciot. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a TGF-B-TGXAPO-E-KO toérzsben
kialakult endotél diszfunkciéban a TGF-f indukalta NOX rendszer
és a hatasara kialakuldo ROS taltermelés fontos szerepet jatszik. A
dihidroethidine festéssel igazolt jelent6sebb szuperoxid termelés
is alatimasztotta, hogy a TGF-B-TGXAPO-E-KO térzsben
kialakult endotél-fiiggéd relaxdcio-csokkenés hatterében, az
endotélsejtek emelkedett szuperoxid termelése all.

Az endotél diszfunkci6 fontos szerepet jatszik az
ateroszklerdzis, és a hipertonia patomechanizmusaban. Kutatasunk
soran a magas keringd TGF-P szint 8 honapos TGF-B-TGxAPO-E-
KO egerekben, az APO-E-KO t6rzsnél is magasabb vérnyomashoz
vezetett. A 8 honapos TGF-B-TGXAPO-E-KO egerekben a plakk-
képz6dés is jelentésen fokozodott, ezen kiviil a szdvettani
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vizsgalatokkal az aorta fal megvasogodasat ¢és a miokardium
fibrotikus atépiilését talaltuk.

Erdekes moédon kisérleteink soran 6nmagaban az
emelkedett TGF-f szint nem volt elegendé, hogy ateroszklerotikus
elvaltozasokat valtson ki a TGF-B-TG torzsben. Ennek lehetséges
magyarazata, hogy az APO-E-KO egerekben az oxidalt LDL és
egyéb lipidek lerakodasa, ¢és az ezzel egyiitt jardé gyulladasos
folyamatok kovetkeztében mar fennall az érfal bizonyos mértékii
gyulladasa, illetve sériilése, ami sziikkséges ahhoz, hogy a TGF-p
endotél karositd és aterogén hatasa érvényesiiljon.

Mindezek alapjan a TGF-f szisztémasan emelkedett
szintje rizikofaktorként kezelendd, és a jovoben esetleg 1j terapias
célpontként is hasznalhaté az endotél diszfunkcioval és az
érelmeszesedéssel jaro kronikus betegségek esetében.

DHT-indukalta PCOS modellben kialakulé ér-szinti
inzulinrezisztencia patomechanizmusa és a kréonikus D-
vitamin-kezelés hatasai:

A PCOS patkany modelljében a 120 perces inzulin értékek
jelentdsen magasabbak voltak, melyet a D-vitamin-kezelés
kivédett. Bar 2-es tipust diabétesz még nem alakult ki ezekben az
allatokban, az OGTT inzulin rezisztenciat igazolt, igy modelliink
alkalmasnak bizonyult a PCOS kezdeti és korai szakaszaban
kialakul6 érszintli karosodasok €s zavarok vizsgalatara.

Az inzulinnal kivaltott vazorelaxacié csokkenése, az
inzulin-rezisztencia  érszintli megjelenési  formaja. PCOS
modelliinkben csokkent inzulin-fliggd relaxaciot talaltunk a DHT-
kezelt csoportban, amit D-vitamin nem  védett  Kki.
Munkacsoportunk korabbi eredményei azt mutattak, az aortaval
ellentétben a gracilis artéria inzulin-rezisztencidjat a krénikus D-
vitamin-kezelés szignifikansan javitotta a DHT-indukalta PCOS
modellben. A két érteriileten tapasztalt eltér6 D-vitamin hatas
alapjan feltételezziik, hogy a gracilis artéridban az inzulinfiiggd
relaxdcio NO-fliggetlen utvonalon is mikodik, mig aortdban a
NO-fliggd inzulin-relaxaci6 dominal, és a D-vitamin féleg a NO-
fliggetlen Ttutvonalak segitségével 4allitja vissza a normdl
érreaktivitast.



Kisérleteink tovabbi részében az inzulin-fiiggd relaxacio-
csokkenésében szerepet jatszo mechanizmusokat vizsgaltuk. A NO
hatast L-NAME-mel blokkolva a kontroll aortdk inzulin-
relaxacidja csokkent leginkabb, ami a DHT-al kezelt csoportokban
a NO-fiiggd jelatviteli utvonal sériilésére utal. A NO utvonal
blokkolasa utan fennmaradé relaxacidos kapacitds azonban azt
bizonyitja, hogy egyéb utvonalak is érintettek. L-NAME
inkubaciéra a D-vitaminnal kezelt erek voltak a legkevésbé
érzékenyek. Ebben a csoportban volt a legkisebb a relaxacio-
csokkenés az inkubacid eldttihez képest, ami arra utal, hogy a D-
vitamin-kezelés egyéb NO-fliggetlen inzulinfiiggé relaxacids
mechanizmusokat is felerdsit. A D-vitamin hatdsa a gracilis erek
elokezelés nélkiil, azt valoszinisiti, hogy ezek az NO-fiiggetlen
mechanizmusok inkabb a mikroerek szintjén jelentkeznek.

A korabbi kutatasokban a COX gatlok adasara enyhe
vazorelaxans hatast irtak le aortdban. Ezt a relaxacios hatast mi is
megfigyeltiik indometacin inkubaciot kovetden, minden kisérleti
csoportban. Erdekes modon, a DHT-vel kivéltott inzulin-fiiggd
relaxacio-kiesést indometacin jelenlétében a D-kezelés részben
kivédte. Ez alapjan feltételezziik, hogy a D-vitamin hatas hianya
relaxdcios mechanizmusok és a  konstriktor-prosztanoidok
hatasanak kiegyenlitddésébdl adodik. Osszességében,
eredményeink szerint a D-vitamin lokalisan részben NO-fiiggetlen
relaxdcios mechanizmusokat, részben a konstriktor prosztanoidok
hatasat erdsiti.



KOVETKEZTETESEK

A szisztémasan keringé TGF-B emelkedett szintje endotél-
diszfunkciét okozott APO-E-KO egérben, a NADPH-oxidaz
rendszer stimuldcioja révén fokozva az oxidativ stresszt. Tovabba
a magas keringé TGF-3 aortafal megvastagodast, fokozott plakk-
képzddést, hipertoniat, valamint miokardialis fibrozist okozott
hosszutavon. A keringd ~magas TGF-3 szint  tehat,
ateroszklerotikus kornyezetben, ami egy APO-E-KO 4allatra
jellemzd, eldsegiti az amugy is fennalldé endotél diszfunkcid és az
ateroszklerdzis progressziojat.

A PCOS modellben a D-vitamin potlas Kkivédte a
szisztémas inzulinrezisztenciat. Nem akadalyozta meg azonban az
aortaban az inzulinnal kivaltott vazorelaxacid beszlkiilését.
Eredményeink az androgén hatdsra kialakult vaszkularis-
reaktivitas valtozasanak részleges NO-fiiggését mutattdk. A D-
vitamin neutralis hatdsa az aortdban a lokalis vazokonstriktor
prosztanoidok, és az NO-fiiggetlen relaxans utvonalak egymast
semlegesitd hatasaval magyarazhato.
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viszont laborjaikban.

Koszonettel tartozom Dr. Maria-Luis Gross-nak, és a
Heidelbergi Pathologia Intézet munkatarsainak, hogy vendégiil
lattak, és hozzajarultak ahhoz, hogy kutatasunk tovabbi
eredményekkel boviiljon.

Ko6szonom Dr. Varbiro Szabolcsnak, hogy részt vehettem
a témavezetésével zajlo 2011-es kisérletsorozatban, melynek
koszonhetem, hogy eljutottam idaig.

Kosz6ném Cser Aginak, hogy mindig szamithattam ra,
tovabba Dr. Masszi Gabriellanak, Godo Marcsinak, Kécsan
Kamillanak, Dr. Novak Agnesnek, Tarszabé Robertnek, Dr.
Révész Csabanak, Dr. Sara Leventének, Dr. Kokény
Gabornak, Dr. Nadasy Gyorgynek, és a kutatasban résztvevd
O0sszes munkatarsamnak a munkam soran nyujtott személyes
segitséget, és kozremikodést.

Végiil, de nem utols6 sorban koszondm csaladomnak a
tiirelmet és biztatast, és hogy velem voltak a legnehezebb idékben.
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