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2. Roviditések jegyzéke

AF-1: Ligandfiiggetlen transzaktivaciés funkciéji domain
AF-2: Ligandfiiggd transzaktivacids funkcidji domain
AVP: Arginin vazopresszin

BMD: Bone Mineral Density

c¢GMP: Ciklikus guanozin-monofoszfat

CO: Szén-monoxid

DBD: DNS-k6té domain

DTT: Ditiotreitol

E;: Osztrogén

EGFR: Epidermalis novekedésifaktor-receptor
egr-1: Korai novekedési vélasz-1

ER: Osztrogénreceptor

ERE: Osztrogénvilasz-elem

ERK: Extracelluldrisan szabalyozott kindz

FSH: Follikulusstimuldlé hormon

GPCR: G protein-kotott receptor

Grb: Novekedésifaktor-receptor koto fehérje

GSH: Glutation

HDL: Magas denzit4su lipoprotein

HEPES: N-2-hidroxietilpiperazin-N’-2-etdnszulfonat
HERS: Heart and Estrogen/Progestin Replacement Study
HO: Hem-oxigendz

HPLC: High Performance Liquid Chromatography
HSF1: Hoésokkfaktor-1

Hsp 90, Hsp70, Hsp32: Hésokkfehérje 90, 70, 32
IGF: Inzulinszer(i novekedési faktor

IGFR: Inzulinszeri novekedésifaktor-receptor
IL-18: Interleukin-1-béta

IL-6: Interleukin-6

JNK: Jun N-termindlis kin4z

JNKK: Jun N-terminalis kindz (JNK) kinaz

Kca: Kalciumaktivalt kaliumcsatorna
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LAD: Bal oldali anterior leszallé

LBD: Ligandkoté domain

LCx: Bal oldali circumflex

LDL: Alcsony denzitdsu lipoprotein

LH: Luteinizal6 hormon

L-NAME: N(G)-nitro-L-arginin-metilészter

L-NNA: N(omega)-nitro-L-arginin

Lp a: Lipoprotein a

MAPK: Mitogénaktivalt protein kindz

MEK: Mitogénaktivalt extracellularisan szabalyozott kindz (ERK) kindz
MIP 1a: Makrofag gyulladasos fehérje-1-alfa
MORE: Multiple Outcomes of Raloxifene Evaluation
MPA: Medroxiprogeszteron-acetat

NADPH: Redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
B-NADPH: B-nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
NO: Nitrogén-monoxid

NOS: Nitrogénmonoxid-szintiz

cNOS, eNOS, iINOS, nNOS: Konstitutiv, Endotelidlis, Neuronalis, Indukalhat6
nitrogénmonoxid-szintaz

0*: Szuperoxid-anion

OVX: Ovariektémia

PDGF: Vérlemezke-eredetii novekedési faktor

P3K: Foszfatidil-inozitol-3’ kindz

PK: Protein kindz

PMSF: Fenil-metil-szulfonil-fluorid

R: Raloxifen

R 0,11: 0,11 mg/kg koncentracidju raloxifen

R 0,33: 0,33 mg/kg koncentraciéju raloxifen

R 1,0: 1,0 mg/kg koncentracidju raloxifen

RCA: Jobb oldali korondria artéria

RIA: Radio Immuno Assay

ROS: Reaktiv oxigéngyokok

RUTH: Raloxifene Use for the Heart

SERM: Szelektiv 0sztrogénreceptor-modulator
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sGC: Oldhat6 guanilat-ciklaz
SnPP: On-protoporfirin IX

Sos: ’Son of sevenless’

Src: Nem receptor tirozin kinaz
SRE: Szérumvailaszelem

SRF: Szérumvalaszfaktor

TAF: Transzkripcidaktival6 funkcio
TNF, TNFoa: Tumornekrézis-faktor, Tumornekrozis-faktor-alfa
VSMC: Vaszkularis simaizomsejt
WHI: Women’s Health Initiative
ZnPP-IX: Cink-protoporfirin IX
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3. Bevezetés

A varhat6 élettartam fokozatos kitolédasdval az egészségiigy szamdra az egyik legnagyobb
kihivéast az idOskord emberek betegségeinek elldtdsa jelenti. Mintegy szdz évvel ezeldtt a fejlett
ipari orszdgokban a ndk atlagos élettartama 50 év koriil volt, szemben a jelenlegi 75-80 évvel. Ez
azt jelenti, hogy — mivel a menopauza ideje koriilbeliil az 50 éves kor idejére esik — kordbban a
ndk gyakorlatilag nem élt€k meg a posztmenopauzdt, illetve annak kovetkezményeit. Ezzel
szemben ma egy nd atlagosan életének mintegy egyharmadét €éli le 6sztrogénhidnyos allapotban.
E tényekbdl adddik, hogy a menopauza utdni szexudlszteroid-hidnyallapot morbiditdsra és
mortalitdsra gyakorolt hatdsai az elmult évtizedekben keriiltek a kutatas eldterébe.

A posztmenopauzdlis hormonpo6tld kezelést kezdetben a szubjektiv peri- és posztmenopauzalis
panaszok enyhitésére vezették be. Késobb igazolddott, hogy az Osztrogén- illetve
progeszteronp6tlds hatékony védelmet jelenthet az oszteopordzis kialakuldsa ellen is. A
hormonp6tld kezelés Osszpopuldcids haldlozdsra gyakorolt egyik legjelentdsebb hatdsa, a
kardiovaszkuldris betegségek incidencidjanak befolydsoldsa mintegy 20 éve 4ll intenziv kutatés
alatt.

Eszak-Amerikdban és Eurépdban egyértelmilen a sziv-érrendszeri megbetegedések jelentik a
vezetd haldlokot. Az értekezés szempontjabol kitiintetett szubpopuldcié, a posztmenopauzalis
kord n&i lakossdg mortalitdsaban az Egyesiilt Allamokban kb. 45 %-os arianyban van jelen a
kardiovaszkularis haldlozds [1]. Sajndlatos, hogy Magyarorszigon e tekintetben sokkal
sulyosabb a helyzet, a klimaktérium utdni magyar néi lakossag 56 %-a hal meg sziv-érrendszeri
okok kovetkeztében. Ezen tilmenden, mig a néi sziv-érrendszeri haldlozds Nyugat-Eurépaban és
az Egyesiilt Allamokban csokkend tendenciat mutat, Magyarorszdgon éppen ellenkezé iranyid

trend figyelhet6 meg [2].
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4. Irodalmi attekintés

4.1. Az osztrogén szerepe a kardiovaszkuldris betegeségek nemi dimorfizmusdban

A reproduktiv iddszak alatt a kardiovaszkuldris betegségek eldforduldsanak valdszinilisége
alacsonyabb ndkben, mint férfiakban. A klinikumban j6l ismert, hogy 60 €v alatti n6k esetében
nem alakul ki gyakran miokardidlis infarktus és stroke. A természetes vagy bilateralis
ovariektomidbdl adédé mesterséges menopauzat kovetden osztrogénkezelés hidnydban viszont
kétszer nagyobb a korondridt érintd szivbetegségek kialakuldsdnak veszélye, mint azokban a
ndkben, akik Osztrogénkezelésben részesiiltek [3]. Mivel a sziv-érrendszeri megbetegedések
incidencidjanak novekedése szoros Osszefiiggést mutat a menopauza utdn eltelt idovel, igy
feltételezhetd volt, hogy a ndi szexudlszteroidok szérumszintjének csokkenése noveli a
kardiovaszkularis rizikét. Megéllapitottdk azt is, hogy normoténids és hypertonids egyéneknél a
kor eldrehaladtival az endotélfiiggd vazodilaticié fokozatos csokkenése jelenik meg mindkét
nemben. A ndknél azonban ez a progressziv csokkenés az Otvenes életkorszakaszig sokkal
lassabb iitemt, mint férfiak esetében. Menopauzédban viszont az endotél funkciéja meredeken
romlani kezd: a 60 éves kor feletti n6k endotélfiiggd vazodilaticidja eléri a férfiaknal észlelt
szintet [4]. Ma mdr jol ismert, hogy az érendotél csokkent vazodilatativ funkcidja, a hypertonia,
a hyperkoleszterinémia és az ateroszklerdzis kozott szoros kapcsolat van, amely fokozott
kardiovaszkularis kockazathoz vezet. Menopauzdban tehdt az emelkedd sziv- és érrendszeri
betegségekbdl adddd haldlozds hatterében az Osztrogénhidny kovetkezményeként kialakuld
érendotél-diszfunkcié fontos szerepet tolthet be. Mindezek alapjan kézenfekvonek tlinik, hogy
menopauzdban a hormonpdétld terdpia csokkenti a kardiovaszkuldris megbetegedések
eléforduldsi gyakorisdgat [5-7]. Az endometrium hiperpldzia és karcindéma kialakuldsanak
kockézatat csokkentendd [8] a hormonp6tld kezelés sordn ma a legtobb esetben kombindlt
Osztrogén-progesztogén-kezelést alkalmaznak. A progeszteronszarmazékokrdl azonban leirtak,
hogy az Osztrogén kedvezd lipidhatdsait ronthatjak (példaul az Osztrogén monoterapia altal
kivaltott HDL-koleszterinszint-emelkedést mérsékelve), antiateroszklerotikus, illetve kozvetlen
vazodilatativ hatdsat is gatolhatjdk [8-15]. Ezért felmeriilt, hogy az Osztrogénpotld kezelés
progesztogénekkel torténd sziikségszerl kiegészitése a hormonpo6tld kezelés sziv és érrendszeri
védOhatasat ronthatja, bar az epidemioldgiai adatok arra utalnak, hogy a kombindlt kezelés

kardiovaszkuldris szempontbdl még eldnyosebb is lehet, mint az 6sztrogén-monoterdpia [16]. A
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progeszteronszarmazékok erekre gyakorolt hatdsaira vonatkozoélag joval kevesebb adat all
rendelkezésiinkre az irodalomban, mint az Osztrogénkezelés esetében. Ez igaz mind a
metabolikus, mind a direkt érfali hatdsok tekintetében. A progeszteronszarmazékok koziil a
vildgon legelterjedtebben haszndlt medroxiprogeszteron acetat (MPA).

A varakozasokkal ellentétben azonban olyan jol ismert, széleskorli randomizalt klinikai
vizsgalatok, mint a Heart and Estrogen/Progestin Replacement Study (HERS) és a Women’s
Health Initiative (WHI) nem igazoltdk a hormonpétlds kedvezd hatdsat menopauzdban. Azt
tapasztaltdk, hogy a hormonpdétlds nem befolydsolta a korondriabetegség progresszidjat, illetve
nem csokkentette a kardiovaszkuldris események kockdazatat [17, 18].

A HERS vizsgélat az 6sztrogénpo6tlas szekunder preventiv hatasat elemezte, amelyben tobb mint
2500 menopauzdban 1évé ndé 4 éven keresztiil konjugdlt Osztrogént és MPA-ot vagy csak
placebot szedett. Meglepetésre a hormonpétld kezelés nem vezetett sem a nem fatdlis
infarktusok, sem a korondriaeredet{i mortalitds csokkenéséhez. Az egyébként gondosan tervezett
vizsgédlatot azonban megjelenése Ota szamos kritika érte. A két legfobb problémat a rovid
igazolt korondria betegség 4llt fenn, valamint életkoruk 65-70 év kozott volt, igy az eredmények
csak az ugynevezett szekunder prevenciora vonatkoznak.

A WHI tanulmény f6 célja a korondria megbetegedések primer prevencidjdnak vizsgdlata volt. A
tanulmanyba 16600 menopauzdban 1év0, intakt uterusszal rendelkez6, egészséges nét vontak be.
A besorolast kovetden a nok egyik csoportja a HERS-hez hasonléan konjugélt 6sztrogén és MPA
kezelésben részesiilt, mig a mdsik csoport placebot kapott. A vizsgélat befejezését 2005-re
tervezték, amely 8,5 év nyomon kovetési idoszaknak felelt meg. A WHI tanulmanyt azonban
atlagosan 5,2 éves kovetés utan ido elott felfiiggesztették. Az addig eltelt id0szak alatt ugyanis a
hormonp6tlasban részesiilok korében a placebo csoporthoz viszonyitva szignifikdnsan megndtt a
szivinfarktus (29 %), a stroke (41 %), a thromboembolids események (111 %) és a sziv- és
érrendszeri torténések Osszes (22 %) gyakorisdga. Az eredmények abszolit kockazatat
figyelembe véve ez azt jelenti, hogy 10000 n6 koziil évente 7-tel tobb szivinfarktus (30 helyett
37) és 8-al tobb stroke (21 helyet 29) jelentkezett [19]. A vizsgdlatokban azt tapasztaltak, hogy a
hormonpétlasra kijelolt nék korében a kezelés hatdsdra a kardiovaszkuldris mortalitds

szignifikdnsan megnott a terdpia elsd évében.
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4.2. Szelektiv osztrogénreceptor-moduldtorok (SERM vegyiiletek)

Az 0Osztrogénpdtldsnak szdmos egyéb jotékony hatdsa is van, mint példaul a csontidllomény
megorzése €és az Alzheimer-kor kialakuldsi valoszinliségének csokkentése [20]. Viszont a hosszi
tava Osztrogénkezelés noveli az emld- és endometrium karcindmdk kialakuldsdnak kockézatéat
[21, 22]. Ezért nagyszabdsi kutatomunka kezdddott annak érdekében, hogy olyan dj
vegyiileteket taldljanak, amelyek rendelkeznek az Osztrogén jotékony tulajdonsigaival, viszont
nem szerepelnek a rdkos megbetegedések rizikofaktoraiként.

A szelektiv 0sztrogénreceptor-moduldcié modern elképzelése igéretes, mivel olyan hatéanyagok
tervezése valik lehetové, amelyek megorzik Osztrogénagonista hatdsukat a célzott szovetekben,
mint a csontok, a keringési rendszer vagy a kozponti idegrendszer, de nem stimuldlnak olyan
szoveteket, mint az endometrium vagy az emlok, ahol az dsztrogének onkogénhatdsiak lehetnek.
Mivel ezen vegyliletek Osztrogénagonista €s —antagonista hatdsa is az Osztrogénreceptorokon
(ER) keresztiil érvényesiil, az ilyen szoOvetspecifikus tulajdonsigi anyagokat SERM
vegyiileteknek nevezték el [23]. Az utobbi évek farmakoldgiai kutatdsai erdményeként szamos
hatéanyag keriilt be a SERM vegyiiletek csoportjaba.

A tamoxifen volt az elsé hatéanyag, aminek posztmenopauzds ndk csontdsvanyianyag tartalmara
(Bone Mineral Density- BMD) és szérumlipidjeire gyakorolt j6tékony hatdséat bizonyitottak [24],
ezen tul hatékonynak mutatkozott az elOrehaladott &dllapotd mellrdk kezelésében is [25].
Sajndlatos médon az endometriumra kifejtett hatdsa vitatott, mivel tobb megfigyelés tulajdonit
neki onkogén, 0sztrogénszerti hatast [26].

A tovabbi szelektiv vegyiilet utdn torténd kutatds vezetett el a raloxifen kifejlesztéséhez, ami egy
nem szteroidtermészetli benzotiofén vegyiilet, és hatdsit tekintve az emlOkben és a méhben
Osztrogénantagonista, mig a csontokban és a kardiovaszkulédris rendszerben —agonistaként
viselkedik [27-32]. A raloxifent évek oOta alkalmazzdk az oszteopordzis gyogyitdsara és
profilaxisdra posztmenopauzds ndkben.

A tamoxifenrdl leirtdk, hogy véddhatast gyakorolnak a him dllatok csontjaira [33-36], valamint
him és ovariektomizalt ndstény patkanyok megnovekedett csontmineralizacidjan keresztiil a
raloxifen vézrenszerre kifejtett pozitiv hatdsat is bizonyitottdk (kialakuldé Osztrogénhidny-
indukalta osteopenia) [37].

Ovariektomizélt patkdnyokon végzett kisérletekben a raloxifenkezelés az uterusz epitelidlis
sejtjeinek magassdga, a miometrium vastagsdga €s a sztromaexpanzié vonatkozdsiban hasonld

eredményt hozott, mint a kezeletlen intakt ndstény allatok esetében [23, 27].
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Két 1997-ben kozolt tanulmany szerint a raloxifen nem rendelkezik endometridlis aktivitdssal
posztmenopauzds nokben. 208 posztmenopauzds nd bevonasdval végzett kisérletben a raloxifen
hatdsat 0,625 mg/nap dozisu, konjugalt 6sztrogénnel és placeboval hasonlitottdk 0ssze. Mig az
Osztrogénkezelésen atesett nok 77 %-édnak €s a placebokezeltek 15 %-anak endometrium-
biopszidja mutatott ki szignifikdns Osztrogénhatdst, a raloxifenel kezelt ndk egyikénél sem
véltozott az endometrium [38]. A mdsodik tanulmédny 444 eurdpai nd részvételével zajlott, akiket
transzvagindlis ultraszonogréfidval vizsgaltak, legalabb egyszer egy 24 hénapos raloxifen- vagy
placebokezelés utdan. Nem mutattak ki kiilonbséget a két csoport kozott endometrium-vastagsag
vonatkozasban [30].

1999-ben, 3 éves kutatds utdn kozolték a Multiple Outcomes of Raloxifene Evaluation (MORE)
vizsgdlat eredményeit. A kettOsvak, placebokontrolldlt vizsgdlatban 7705 ndét kezeltek
raloxifennel vagy placeboval, és az eredmények szintén megerdsitik, hogy a raloxifen nem
noveli az az endometrium karcindma kockazatat, mi tobb, az endometridlis biopszidn atesettek
eredményei alapjan az endometridlis hiperplaziat sem [39].

A raloxifen az uterusz szovetére gyakorolt hatdsdban kiilonbozik a tamoxifentdl. A tamoxifen
sajatsdgos stimuldlé hatdsdval szemben a raloxifenrdl kisérleti és klinikai adatok bizonyitjdk,
hogy nem befolyésolja sem az endometriumot, sem a miometriumot.

Nyilvanval6 a kiilonbség trifenil-etilén- (tamoxifen) és a benzotiofén-szarmazékok (raloxifen)
molekulaszerkezete kozott, ami a ligand-receptor komplex eltéré komformdacidvaltozasat

feltételezi, mikor a két vegyiilet 6sztrogén receptorhoz (ER) kot.

4.3. Osztrogénreceptorok (ER) és a SERM vegyiiletek hatdsmechanizmusa

A SERM vegyiiletek szerkezeti alapja az 0sztrogének szteroidstruktirdja, amelyek harmadlagos
szerkezetiikkel az ER-okhoz képesek kotddni. Ezen vegyiiletek szdmos tagja mér évtizedek 6ta
ismert, a szovetspecifikus hatdsmechanizmusukat mégis csak nemrég sikeriilt tisztdzni. Az
Osztrogének hatdsmechanizmusanak klasszikus modellje alapjan a szabad ER a célsejt magjaban
inaktiv formaban helyezkedik el. Egy agonista, mint pl. az 0Osztradiol kapcsolodasa
megvéltoztatja az ER fiziokémiai tulajdonsédgait, amelyen keresztiil lehetévé valik, hogy a
receptordimer interakcidéba 1épjen egy specifikus ER-specifikus DNS-szakasszal [40]. A
meghatdrozott DNS-régi6 és az ER 0sszekapcsolddasa serkentd vagy gatlé hatdssal van az adott
génszakasz transzkripcigjaira. A SERM vegyiiletek szovetspecifikus, kevert agonista és

antagonista hatdsa azonban arra a felismerésre vezetett, hogy ezen klasszikus modell nem
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egészen teljes, és az Osztrogének hatdsmechanizmusa sokkal Osszetettebb, mint ahogy azt
kordbban feltételezték [41, 42]. Habar a SERM-ek hatdsmechanizmusa még csak részben ismert,
fokozatosan vildgossa valt, hogy ezen kivételes vegyiiletek hatdsa harom utvonalon keresztiil

val6sulhat meg:

4.3.1. Eltéro ER-expresszio

A célsejtekben eltéré koncentracioban taldlhaté meg az ER két izoformdja — 0sztrogénreceptor o
(ERa) és B (ERB) — d4ltal alkotott homodimerek, valamint az ERa és ERB daltal képzett
heterodimer. Genetikailag médositott Era- vagy Erf3-hidnyos egereket vizsgdlva kimutattak,
hogy a két receptor egymastdl eltéré hatdssal rendelkezik [43, 44]. Az ERa tobbnyire
aktivatorként mukodik, viszont az ERB gatolhatja az ERa hatdsiat, amennyiben heterodimert
alkot vele. Tovdbba microarray-analizissel kimutattdk, hogy egerekben az ERB 46 %-kal gitolja
mintegy 240 Osztrogénérzékeny gén transzkripcidjat [45]. Ezen két receptor-izoforma
mennyisége hatdrozza meg a sejt Osztrogénérzékenységét [46, 47]. A raloxifen mindkét
receptorhoz képes kapcsolddni, igy antagonista hatdst fejt ki, ha ERB-hoz kotédik, de parcidlis

agonistaként viselkedik az ERa-4n keresztiil [46].

4.3.2. Kiilonbozé ER-komformdcio

Fehérje-krisztallografidval kimutattdk, hogy mind az Osztradiol, mind a SERM vegyiiletek, mint
pl. a tamoxifen €s a raloxifen, az ER egyediilallé konformaciévéltozasat okozzdk a receptor-

ligand kapcsolddast kovetden [48-50].

4.3.3. A koreguldtor fehérjék eltérd mennyisége és kapcsoloddsa az ER-hoz

Mir tobb mint 20 koregulator fehérjét ismernek, melyek az ER-hoz kapcsolddva befolydsoljak
annak funkcigjat. Ezen anyagok serkentik (koaktivator) vagy gétoljdk (korepresszor) a
transzkripcié folyamatat [51-54]. A receptor-ligand kapcsolédds kovetkeztében kialakult
komforméciétdl fiiggéen az ER-hoz a koreguldtor fehérjék igen valtozatos kombindcioi

kotodhetnek, és ennek hatasara kiillonb6z6 modon fejthetik ki a hatasukat. A koregulator fehérjék
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expresszidjdnak szintje igen eltéré az Osztrogénérzékeny sejtekben [52]. Kimutattdk, hogy a
tamoxifen és a raloxifen, melyek az emlOkben antagonistaként viselkednek, az emldszovet
sejtjeiben a korepresszor fehérjék szintjét novelik. Ezzel ellentétben a tamoxifen méhben
parcidlis agonistaként hat, és a koaktivatorok mennyiségét novelve endometrium hyperplasiit
okoz, szemben a raloxifennel, amely semleges hatdssal van a méhre [55]. Az ER 8 exon 4ltal
koédolt 6 funkciondlis domainbdl all (1. dbra). Az A/B domain, amit reguldtor domainnek is
hivnak, magéban foglalja a transzkripcidaktival6 funkcié-1-et (TAF-1), ami az agonista kotddése
hidnydban is képes stimuldlni a transzkripciét. A C régié tartalmazza a DNS-k6td domaint
(DBD), ami lényegében 2 zinc finger motivumbdl tevodik Ossze. A csuklonak is nevezett D
régid a rotacié helyszine, mig az E régi6 tartalmazza a ligandk6td domaint (LBD). Az E régid
része még a transzkripcidaktivalé funkcié-2 (TAF-2), a dimeriziciés domain és egy 90-es
hésokkfehérje- (Hsp 90) kotd funkcié. Végiil az F régié6 vagy C termindlis szegmens
feltételezhetéen a transzkripci6 moduldldsdban jatszik szerepet az agonistdkkal ¢és
antagonistdkkal egyiittmiikodve. A TAF-1-gyel ellentétben, ami konstitutivan aktiv, a TAF-2-t a

ligand receptorhoz kotédése aktivalja.

LBD
TAF-1 DBD TAF-2
4 AW 4
ER fehérje  H,N A/B C D E F |COOH
Hormonkotés
DNS-kotés —
AF-1 I
AF-2
Dimerizacio
Hsp90-kotés
Caveolin-1-kotés ——
Koaktivator-kotés
Helyspecifikus foszforilacié 0
serl]8 ser167 ser537

1. abra: Az ERa funkcionalis régioéi

Az ER 8 exonrdl atirt 6 funkciondlis domainbdl 4ll. Ezek tartalmaznak egy ligandfiiggetlen
transzaktivaciés funkcidji (AF-1), egy DNS-kotd, egy hormonkotd, és egy ligandfiiggd
transzaktivacids funkciéji domaint (AF-2). A mds fehérjékkel torténd interakcid, valamint
a kiilonbozd kindzok altal torténd foszforilacio feltételezett helyei szintén lathatok.
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A trifenil-etilén- és benzotiofén-csalddok tagjai az ER LBD domainjéhez kotnek. A kotohelyhez
csatlakozva az Osztradiol az A-gylrijén at kozvetlen H-hidat 1étesit a 353-as poziciéju
glutaminsav karboxil- (1), a 394-es arginin guanidincsoportjaval (2), és egy vizmolekuldval (3),
valamint a D-gylirijén keresztiil az 524-es pozicidban taldlhaté hisztidinnel(4). A raloxifen az
osztradiolhoz hasonldéan szintén az emlitett 3 aminosavhoz kotodik kozvetlen H-kotéssel, de

kapcsolatot 1étesit a 351-es pozicidban levo aszparaginsavval (5) is (2. A, B dbra) [56].

2. abra: Az osztradiol és a raloxifen kotédése az ER-hoz

Az osztradiol (A) és a raloxifen (B) megfeleld aminosavakkal torténd interakcidjanak részletes bemutatdsa
az ER ligandko6td helyén

A raloxifen kotohelyen torténd végleges elhelyezkedését az ER 12-es hélixszerkezetli oldallanca
hatdrozza meg. Az Osztradiol LBD-be torténd inszercidjdnak kovetkezményeképp az ER nagy
12-es hélixe a szteroidmolekula koré tekeredik, igy szabadda vélik 3, az 540-es, 543-es és 547-es
poziciéban taldlhaté specifikus aminosav, amelyek a koaktivatorok megkotéséért felelosek a
TAF-2 régidban [57]. A raloxifen esetében a 12-es hélix reorientalddik, igy nem képes a ligandot
tartalmazé kotohely lezdrdsdra [58]. A megvaltozott helyzeti TAF-2 régié gétolja a
koaktiviatorok segitségével kialakulé transzkripcids komplex 1étrejottét, igy a szignal
transzdukcié megszakad. A tamoxifen a raloxifenhez hasonléan TAF-2 antagonista, mégis
részleges antagonistaként viselkedik az uteruszban, ami a raloxifen hatdsdval ellentétes.
Val6szintisithetd, hogy az endometriumban a két vegyiilet éltal kivéltott ellenkezd hatas a TAF-
2-ben vagy mas domainben a ligand-receptor komplex éltal indukélt valtozdsok kovetkezménye.

Krisztallografids vizsgalatokkal bizonyitottdk, hogy a raloxifen antidsztrogén-hatdsa az

alkilaminoetoxi oldalldnc és a 351-es poziciéban taldlhaté aszparaginsav interakci6jabdl adodik.
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Az endometridlis aktivitds hidnydért a raloxifenmolekula ezen oldalldncanak specialis

elhelyezkedését, mint az antiosztrogén tulajdonsdgok meghatdrozoéjat tartjak felelosnek [59].

4.4. Az osztrogén sejtmagon kiviili hatdsai

A transzkripcidfiiggd oOsztrogénhatdsok, mint azok is, amelyek az organogenezisben és a
szaporitoszerv-rendszer milkodésében jatszanak szerepet, 6rdkkal a stimulus utdn jelentkeznek.
Ezekkel szemben a sejmagon kiviili, méds néven nem-transzkripciés vagy nem-genomi
Osztrogénhatdsok szamos sejttipusban mar néhany perccel a stimulust kovetden kimutathatok.
Tovabbi jellemzok a transzkripcié vagy a fehérjeszintézis inhibitoraival (aktinomycin D vagy
cikloheximid) szembeni rezisztencia, €s a membrdnban vagy a citoszolban taldlhaté
szignalizaciés komponensek mennyiségének novelése. llyenek példdul a méasodlagos hirvivoként
funkciondlé kalcium és nitrogén-monoxid (NO); receptor tirozin kindzok, tobbek kozott az
epidermadlis novekedésifaktor-receptor (EGFR), az inzulinszerti novekedési faktor-1 (IGF-1) és
receptora (IGF1R), a G protein-kapcsolt receptorok (GPCR) és protein kindzok, mint a
foszfatidilinozitol-3' kindz (PI3K), a szerin-treonin kindz Akt, a mitogénaktivélt protein kindz
(MAPK) csalad tagjai, a nem-receptor tirozin kindz Src, tovabba a protein kindz A és C (PKA és

PKC) (3. dbra) [60-62].

-
Plazmamembran D D

Sejtmag
Do e — [,
AN ™
Pkl /Y—\,_/

3. abra: Az ERo néhany sejtmagi és magon Kkiviili funkcioja

Roviditések: endotelidlis nitrogénmonoxid-szintdz (eNOS), nitrogén-monoxid (NO), 90-es hdsokkfehérje (hsp90),
foszfatidil-inozitol-3' kindz (PI3K), son of sevenless (Sos), novekedésifaktor-receptor kot fehérje 2 (Grb2), G
protein-kapcsolt receptor (GPCR), protein kindz A (PKA), protein kindz C (PKC), extracelluldrisan szabdlyzott

kindz 1 és 2 (ERK1/2), Jun N-terminélis kindz (JNK), a MAPK 38-kDa-os izoformédja (p38), 6sztrogénvalasz-elem
(ERE).
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4.5. Osztrogén dltal aktivdlt szignalizdcios kaszkddok

A PI3K-Akt szignalizacids kaszkdd a sejtmagon kiviili 6sztrogénszignalizacié egyik célpontja.
Az érrendszerben a rovid idejli 6sztrogén (E,) —kitettség NO-fiiggd vazodilaticiét eredményez.
Az  egészséges véredények  dltal szekretdlt NO  simaizom-relaxdciét, valamint
trombocitaaktivaci6 gatlast okoz ciklikus guanozin-monofoszfat (cGMP)-fiiggé mechanizmuson
keresztiil. Endotélsejt-tenyészetben az E, néhdny perc alatt megemeli a NO-felszabadulas
mértékét anélkiil, hogy az endotelidlis nitrogénmonoxid-szintiz (eNOS) expresszidja
megvaltozna. Az E, két fazisban, MAPK és PI3K-Akt dtvonalakon keresztiil emeli meg az
eNOS aktivitdsiat, ami megnovekedett NO-felszabaduldst eredményez. Az ischemia-reperfizid
alatti, nagy doézisu kortikoszteroidokkal torténd miokardidlis védelem szintén a PI3K-Akt dltal
medialt folyamat. Mindkét esetben az ER gliikokortikoid-receptorok aktivaljdk a PI3K-t egy
ligandfiiggd mechanizmussal azaltal, hogy kapcsolatot 1étesitenek a p85 szabdlyozé alegységgel.
Ezen til a 90-kDa hdsokkfehérje (Hsp90) interakcidba 1ép mind az eNOS-zal, mind az Akt-tal,
€s azdltal moduldlja az eNOS aktivitist, hogy scaffoldként viselkedik az enzim Akt-fiiggd
foszforilacigjanak szabdlyozasaban.

A MAPK csaldd tagjai kozismert célpontjai a sejtmagon kiviili E;-szignalizacionak. A MAPK
inhibitor PD98059 gétolja szivizomsejtekben az eNOS indukciéjit és az indukdlhaté6 NOS
(INOS) expresszigjat. Ez a klinikum szempontjdbdl fontos lehet, mivel a NO gétolja a kaszpidzok
aktivaciojat Az E, szintén aktivdlja az extracelluldrisan szabdlyozott 1-es és 2-es tipusu
kinazokat (ERK1/2) szivizomsejtekben, vastagbél- €s mellrdk esetében, valamint csontokban,
viszont vaszkuléris simaizomsejtekben (VSMC) és a tiid0 miofibroblasztjaiban gatlolag hat
rijuk. A szivben az ER szelektiven aktivdlja a MAPK 38 kDa-os izoformdjat (p38), igy
moduldlja a hipertrofia kialakuldsat. Endotelidlis sejtekben az E, meggatolja az aktin
citoszkeleton iszkémia alatti degraddcidjat, a sejthalalt, és eldsegiti a sériilésfiiggd angiogenezist
azaltal, hogy gyorsan és szelektiven aktivilja a p38 antiapoptotikus B izoformajat (p388), és
gitolja a a proapoptotikus p38-at, ami a MAPK-aktivalt protein kindz-2 (MAPKAP-2)
megnovekedett expresszidjat és a Hsp27 foszforilacidjat eredményezi. A downstream hatdsok
kozé tartozik a stress fiber-képzO0dés €és a membranintegritds fenntartdsa, a hipoxia-indukalt
apoptozis megelézése, valamint az endotelidlis sejtek migracidjanak és a kezdetleges
kapillariscsovek  kialakuldsdnak indukdldsa. Az ER valészinlileg irdnyitja tobb
plazmamembranban lokalizélt receptor-proximaélis szignalizaciés komplex aktivicigjat. Ha a
sejtekben tultermelddik, a ligandot kotott ER indukalja az IGF1R gyors foszforilaciéjat és az

ERK1/2 aktivacigjat. Mivel ezek a receptorok ligandfiiggé médon koimmunoprecipitdlédnak, az
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ER és az IGFIR kozti kozvetlen fizikaikapcsolat vélhetden képes medidlni az ERKI1/2
aktivaciojat. Mellrak-sejtvonalakban a ligandot kotott ER eldsegiti az Src és She fehérjék gyors
foszforilacidjat, ami a Shc-Grb2 (novekedésifaktor-receptor kotd fehérje 2)-Sos (son of

sevenless) komplex képzddését eredményezi, és ez a Ras, Raf, és MAPK downstream

activaciojahoz vezet. Hasonldképpen, az E;-kezelés az ER foszfo—Tyr537 és az Src SH2 (Src
homology 2) domain asszocidcidjat indukdlja mellrdk- és prosztatardk-setjekben, ami az Src-
Ras-ERK ttvonal indukcidjdhoz €és a sejtciklus elorehaladdsdhoz vezet. Ezen tul
mellrdksejtekben az Src egy reverzibilis crosstalk-mechanizmuson keresztiil modulalja a PI3K-
Akt szignalizicidjat, ami altal a ligandot kotott ER a PI3K-val és az Src-vel egy hdrmas

komplexet alkot.

A sejtmagon kiviili szignalizaci6 képes az ER sejtmagi, transzkripciondlis aktivitdsdnak
novelésére is. Példaul laktotréf sejtekben az E, gyorsan aktivédlja az ERK1/2-t, kovetkezésképpen
megnd a prolaktin gén transzkripcidja, komplementédlva a prolaktin transzkripcidjanak kozvetlen,
ER altali, ERE-fiiggé aktivacigjat. A sejtmagon kiviili ER-aktivitds képes az ERE-fiiggetlen
transzkripciondlis aktivacio kivéltdsara is. Szivizomsejtekben az E, gyorsan megnoveli az early
growth response-1 gén (egr-1) ERKI1/2-fiiggd expresszidjat azaltal, hogy indukdlja a
szérumvélaszfaktor (SRF) szérumvailaszelemekké (SREs) torténd felépiilését az egr-1

promoterben.

Egyes novekedési faktorok, mint az EGF az IGF-1 egy sejtmagon kiviili, E,-fiiggetlen
mechanizmussal képesek stimuldlni az ER sejtmagi aktivitasat. Molekuldris hdlézatok cross-talk-
jan keresztiil az extracellularis mitogén szignalok a sejtciklus tovdbbhaladésat, vagy rdkos sejtek
hormonfiiggetlen osztédasat eredményezik. A MAP kindzok EGF- és IGF-1-mediélta

stimuldcidja az ER Serllg—jének kozvetlen foszforilacidjat okozza, ami fokozza a p68 RNS-

helikdz kotodését, és segiti az AF-1-fliggd transzkripciondlis aktivitdst az uterusz és a
petefészkek adenokarcindma sejtjeiben. Az ERKI1/2 szintén képes foszforildlni a sejtmagi

koregulator fehérjéket, ami a transzkripcids aktivitds novekedését eredményezi.

Végiil az Src fokozhatja az ER AF-1 funkci6jat egy Src, Raf-1, mitogénaktivalt ERK kinédz

(MEK) és ERK utvonalon, ami a Ser! 18 fosztorilaci6jat okozza, vagy pedig egy Src-bol, MEK
kindzb6l (MEKK), Jun N-termindlis kindz (JNK) kindzbol (JNKK) és az AF-1-asszocidlt
koaktivatookat szabdlyoz6 JNK-bdl 4116 uton [63].
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4.6. Az E, és a SERM vegyiiletek hatdsa a kardiovaszkuldris rizikofaktorokra

Az E, és raloxifen kardiovaszkuldris védOhatdsa részben azon alapul, hogy kedvezden
befolyasoljdk a sziv- és érrendszeri megbetegedésekben szerepet jatszé rizikéfaktorokat. A
kardiovaszkuldris kockazati tényezok tekintetében kimutattdk, hogy a raloxifenkezelés mellett
jelentkez6 kedvezd hatdsok hasonldak, de nem teljesen azonosak az E,-p6tlo kezeléshez tarsuld
véaltozasokkal. A kiilonb6z0 mintazati véltozds egyrészt megmagyardzhatja az Ej-nel és a

raloxifennel kapcsolatos klinikai vizsgalatok eltéré eredményeit.

A raloxifen és az E, lipoproteinszintekre gyakorolt kedvezd hatdsa fontos tényezd a
kardioprotektiv mechanizmusok kozoétt. A lipoprotein-profil azonban a kardiovaszkularis
valtozasok csak 25-50 %-éaért felel6s [5]. Az E, kedvezd hatast gyakorol a lipid-, lipoprotein- €s
szénhidrit-anyagcserére, csokkenti a szérum 0Ossz-koleszterin és az alacsony denzitasu
lipoprotein (LDL-koleszterin), noveli a nagy denzitdsu lipoprotein (HDL-koleszterin) szintjét,
gatolja az inzulin-rezisztencia és az annak kovetkezményeként megjelend hiperglikémia, illetve
hiperinzulinémia kialakuldsat [64, 65]. Gatolja az érfali lipidperoxidaciét és lipoprotein-
lerakédést, a trombocitaaggregaciot, valamint a miointimdlis proliferaciét [66-71], igy
végeredményben az arterioszklerotikus folyamat kialakuldsat [72-77], viszont a triglicerid
szérumszintjét noveli. Az LDL-lel szemben a HDL-koleszterin protektiv hatast fejt ki az érfal
karosodédsdval szemben. Hormonp6tl kezelés alkalmazasa utdn a HDL (ezen beliil a leginkabb
eldnyos HDL-2 szubfrakcid) szintek emelkedését igazoltdk a vizsgdlatok [31, 78]. A raloxifen
szintén csokkenti az LDL-koleszterin szintet, de nem emeli a HDL-koleszterint, tovabba nem
fokozza a trigilicerid szérumszintjét. Kimutattdk, hogy mind az E,, mind a raloxifenkezelés
csOkkenti a kardiovaszkuldris rizikét szintén fokozé lipoprotein(a) szérum szintjét, amely értéke
a menopauza utidn megnd [79]. A lipoprotein(a) emelkedett szintje az arterioszklerdzis onélld
rizik6faktora, mivel egyrészt fokozza az LDL-kolszterin lerakdddsat az artéridk faldban,
masrészt gitolja az endotélsejtek felszinén a lokélis trombolizist, amivel eldsegiti az erekben a
plakkok kialakuldsat [80, 81]. Allatkisérletes modellben megfigyelték, hogy majmokban
petefészekirtast kovetden a korondridk faldban a meszesedés fokozddik, amely az E, potldsaval
gatolhat6 [82]. Tovabbi vizsgélatokkal tisztaztak, hogy az E, -pétlds kovetkeztében csokken az
LDL-koleszterin lerakéddsa igy a korondridkban, mint més artéridkban [83]. A raloxifenrdl is
bebizonyosodott, hogy az Ej-hez hasonléan gitolta a koleszterin felszaporodasat
ovariektomizalt, bé koleszterindiétan tartott nyulakban [84]. A lipoproteinek mellett kimutattak

azt is, hogy az E, és a raloxifen hatdsara kedvezOen alakul, szignifikdnsan csokken a szérum
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homocisztein szintje, ezéltal csokken a vaszkuldris megbetegedések kockdazata [80, 81]. Az E,
szubsztitucidval ellentétben azonban a raloxifenkezelés csokkenti a szérumfibrinogén-szintet,
amely a szivinfarktus kialakuldsdnak onéllé kockazati tényezdje [80, 81]. Emellett a C-reaktiv
protein gyulladasi faktor tekintetében is kiillonbséget taldltak a két kezelés hatasa kozott, az E; -
potlo kezelés szignifikdnsan emeli, amig a raloxifenkezelés nem befolydsolja a koncentricidjit
[80, 81]. Az E, kezelés soran megemelkedett C-reaktiv protein szintje ugyanis fontos szerepet
jatszhat a mar karosodott korondriafal talajan kialakult elzar6dasban [80, 81] (4. dbra).

Egy vizsgalatban (RUTH: Raloxifene Use for the Heart), amelyet posztmenopauzaban 1évé ndk
bevondsdval végeztek, akik bizonyitottan koronaria-betegségben szenvedtek vagy fennallt naluk
a korondria-betegség fokozott kockdzata, a raloxifen nem befolydsolta a miokardidlis infarktus,
az akut korondria szindréma kovetkeztében torténd hospitalizacid, az 6sszmortalitds vagy stroke

incidencidjat a placebo csoporthoz képest.

Az osztrogén és a SERM raloxifen hatasa a szérumlipidekre,
a véralvadasi és a gyulladasi faktorokra
osztrogén raloxifen
LDL-koleszterin -12* -12*
HDL-koleszterin 7* 0
Triglicerid 18* -4
Apolipoprotein Al 13* 3
Apolipoprotein B -4 -9*
Lp(a) lipoprotein -19%* ok
Fibrinogén -1 -10*
1-es tipusu plazminogénaktivator-inhibitor -19* 8
Homocisztein -T* -8*
C-reaktiv protein 84* -7
Tumornekrdzis-faktor o -11* -5%
Interleukin-6 11 1

4. abra: Az E,- és raloxifenkezelés hatasa a szérumlipidekre, a gyulladasi és véralvadasi
faktorokra A * p <0,05 szignifikdns kiilonbséget jel6l kontroll csoporthoz viszonyitva

4.7. Hem-oxigendz és nitrogénmonoxid-szintdz enzimrendszer

A hem-oxigendz (HO) egy mikroszémaenzim, ami tobb fizioldgiai €s patofizioldgiai folyamat,

mint az endotelidlis sejtek integritdsa és az oxidativ stressz szabdlyozdsdban is részt vesz. HO-
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aktivitdst szamos szovetben, példaul a szivben €s a vaszkuldris endotéliumban is megfigyeltek.
Tobb enzim is tartalmaz hemet prosztetikus csoportként, ami a szolubilis guanilat-cikldz (sGC),
NOS, citokrom P450, monooxigendzok, ciklooxigendzok és a kataldz aktivitdsdnak
szabdlyozéasan keresztiil fontos szerepet jatszik az endotelidlis sejtek miikodésében [85].

A HO enzimrendszer tagjai a konstitutiv HO-2 és HO-3, valamint az indukélhaté izoforma, a
HO-1 (Hsp32) [86], amit valdszinlileg nagymértékben indukal az oxidativ stressz [87]. A HO-1
indukciéja gyulladdsgatlé hatdssal bir [88], de az enzim citoprotektivnek bizonyult
ateroszklerézis [89, 90] szepszis [91], diabétesz [92], tiidOsériilés [93], vaszkularis
megbetegedések és iszkémia esetén. A HO-1 enzim kiilonb6zd stimulusok hatdsdra képes
expresszalddni. Ilyenek példaul a hem, vagy annak oxidécids terméke, a vas, illetve a hemin, a
NO, a reaktiv oxigéngyokok valamint a nehézfémek [94-96].

A HO-1 tulajdonképpen egy antioxiddns enzim [97], mivel csokkenti a kifejezetten prooxiddns
hatast hem képzodését ugy, hogy ezaltal emeli a biliverdin- €s bilirubinszintet. Ezen hatdsa miatt
képes csokkenteni a lipidperoxidacié mértékét [98-101].

A HO-2 enzim expresszidjat intrakardidlis neuronokban is kimutattdk [102]. Megfigyelték, hogy
a HO-2 révén felszabadul6 bilirubin védi a neuronokat az oxidativ stressztol [103], és valdszin,
hogy az endotéliumban, illetve a neuronokban taldlhaté HO-2 aktivitasa szerepet jatszik az erek
érendotélium-fiiggd fizioldgids relaxacidjaban [104].

A HO-3 szintén konstitutiv izoforma, melyet szdmos szovetben leirtak mar — méj, sziv, vese,
agy, here [105, 106], de a pontos bioldgiai funkciéja ismeretlen [107]. Amellett, hogy a HO-3 90
%-0s homoldgiat mutat a HO-2 enzimmel, a katalitikus aktivitdsa alacsonyabb [108].

Mind a HO-1, mind a HO-2 fontos szerepet jatszik a hem lebontdsdban, és hasonléak a
hemoxidacié mechanizmusa, kofaktorok, szubsztratspecifitds, valamint a gatlé hatdsu szintetikus
metalloporfirinekkel szembeni érzékenységiik tekintetében, melyekben a kozponti vasatomot
cink, 6n vagy mds elemek helyettesitik. A HO enzimek lebontjdk a porfiringytlirtit, ami
ekvimoléris mennyiségli biliverdint, szabad vasat (Fe3+) €s szén-monoxidot (CO) eredményez
[94, 95, 98] (5. dbra).

sGC —» Vazorelaxacio
HO-1; HO-2; HO-3

+0, 0//3/> MAPK
Hem » Biliverdin + CO+ Fe °* + H,0O

NADPH

Biliverdin- NADPH
reduktaz

Bilirubin Apoferritin

5. abra: A HO enzimek feltételezett hatasmecmanizmusa
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A folyamat egyik meghataroz6 1épése a hem biliverdinné torténd degradacidja. A biliverdint
viszont a citoszolban taldlhaté biliverdin-reduktdz NADPH felhasznaldsaval bilirubinna alakitja.
A biliverdin és a bilirubin redukdlé gyokok, igy potencidlisan antioxiddns hatdssal birnak. A
bilirubin bioldgiai hatdsai valdsziniileg nagy jelentdségliek a tumornekrozis-faktor (TNF) és az
angiotenzin II oxiddnsmediélt vazokonstriktiv hatdsainak kivédésében [109, 110]. A bilirubin kis
koncentracioban elimindlja a reaktiv oxigéngyokoket (ROS) in vitro, mérsékli a sejtek oxidansok
hatdsara bekovetkezett karosoddsat, valamint enyhiti az oxidativ stresszt in vivo [111], ezeken tul
pedig részt vesz a kisérletes diabéteszben kialakulé oxidativ stressz mérséklésében részben
azéltal, hogy noveli az endotelidlis sejtek integritisdhoz sziikséges NO bioldgiai
hozzaférhetoségét.

In vivo szinte az Osszes CO a lebontds sordn keletkezik, és képes az antioxiddns gének
indukdlésdra: szintén csokkenti a szuperoxid gyokok (O;) mennyiségét [112], noveli a GSH-
szintet [113], és antiapoptotikus hatdssal bir [114]. A CO gyulladdscsokkentd és antiapoptotikus
hatdsai a p38 mitogénaktivélt protein kindz (MAPK) szignaliziciés utvonal modulédcidjanak

eredménye [115, 116] (6. dbra).

co = » Guanilit-cikldz
MAPK utvonal< ............................................ cGMP

_l-

ERK1/2
JNK1/2 F]‘:!T..“ p38

- HSP70
| o | | TNFo. IL-16. MIP1a |/ -
-\ - v v

Gyulladascsokkentés Antlapopt021s Antlprohferacw Antitrombdzis

GSKBB

6. abra A CO feltételezett szerepe a szoveti karosodas kivédésében.

A protektiv hatdst eddig két f6 vonalon feltételezik. Az egyik sordn a cGMP serkentése révén
szabdlyozza a NO hatdsait, a masik révén pedig a MAPK szigndlon keresztiil csokkenti a
gyulladaskelto citokinek hatdsat.

cGMP: ciklikus guanozin-monofoszfiat, MAPK: mitogénaktivalt protein kindzok (p38, INK1/2,
ERK1/2), JNK: Jun N-termindlis kindz, ERK: extracelluldris szigndl altal reguldlt kindzok,
HSF1: hésokk transzkripciés faktor 1, HSP70: 70-es hésokkfehérje, IL-6: interleukin 6, TNFa:
tumor nekroézis-faktor alfa, IL-1f: interleukin 1B, MIP1a: makrofag gyulladasos fehérje 1a.
GSK3B:elikogén szintdz kinaz 3B.
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A CO ezen tdl vazodilatator hatdssal rendelkezik, ami fontos szerepet jatszik az erekben a bazalis
€s a konstriktorindukdlt vaszkularis tonus szabdlyozasdban [117]. Mind a CO, mind a HO képes
a vérerek vazodilaticion keresztiili relaxdcidjanak indukdldsidra, valamint a VSMC
proliferacidjanak gatlasara [85].

A NO-renszerrdl leirtdk, hogy kolcsonhat a HO-rendszerrel [118]. A NO L-argininbdl keletkezik
NOS enzim 4ltal katalizalt reakcidéban [119]. A NOS csalad tagjai a konstitutiv endotelidlis NOS
(eNOS, NOS 3) és neurondlis NOS (nNOS, NOS 1), amelyek Ca2+—fﬁgg6 enzimek (cNOS),
valamint az indukalhat6 (iNOS, NOS 2) [120]. Megfigyelték , hogy a megnovekedett NO-szint
serkentdleg hat a HO expresszidra, a HO-rendszer inhibitorai pedig gitoljak a NOS-aktivitdst. A
NOS/NO és a HO/CO ttvonalak kozti kapcsolatot, valamint a kiilonb6z6 bioldgiai funkcidkhoz
torténd hozzdjarulasukrdl kevés irodalmi adat all rendelkezésre [121]. Egyre nyilvanvalébb,
hogy a két gdz nem minden esetben hat egymastdl fiiggetleniil, hanem inkdbb moduldljak
egymds aktivitdsit. A CO és az NO kozti ,,parbeszéd” arra enged kovetkeztetni, hogy ,,adott
rendszerben a CO és az NO kozosen fejti ki hatdsat egy komplex, dinamikus és alkalmazkodésra
képes egyiittmiikodésben”. Hartsfield 0sszegezte a CO-r6l és az NO-16l eddig rendelkezésre allo
ismereteket. Hasonlé tulajdonsdgokkal birnak, mindkettd hirvivoként és jelmolekulaként
viselkedik. Az NO-hoz hasonléan a HO miikodésének eredményeképp megjelend CO is hatdssal
van a sGC és a cGMP utvonalakra, melyek a vérnyomds és a vaszkularis kontraktilitds
szabdlyozasaban jatszanak szerepet. A sGC a cGMP mennyiségét emeli, ami vazodilatatorként
csokkenti a vérnyomadst. Megfigyelték, hogy a HO-rendszer miikodésének serkentésének
eredményeképp az sGC és a cGMP szintje novekszik, ami a vérnyomads jelentds csokkenéséhez
vezet [122]. A HO-1 aktivitdst gatolva viszont patkdnyokban a vérnyomds jelentds emelkedését
tapasztaltak [123].

Kisérletes koriilmények kozott az endogén vagy exogén E, megnovelte a Ca’*-fiiggé cNOS
aktivitast a vaszkuldris szovetekben [124, 125]. SERM vegyiiletek, mint a raloxifen hatdsara
nagyobb mértékli NO-felszabaduldst tapasztaltak patkdny aortdjaban [126]. A vaszkuléris
endotéliumban és a neurondlis elemekben a cNOS altal folyamatosan termelt NO fontos szerepet
jatszik a vaszkuldris integritds megoOrzésében. A cNOS gatldsa a vérnyomds emelkedését, a
vérlemezkék aggregicidjat és a neutrofil granulocitdk vaszkuldris endotéliumhoz torténd
tapadasat eredményezi [127]. Ezen tul kimutattak, hogy az E, képes moduldlni az AVP-t zaltal

részt vesz a kardiovaszkularis rendszer reguldcidjdban [128].
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4.8. A paclitaxel és a HO-1-indukcio

A vaszkuldris simaizomsejtek proliferdcidja kozponti esemény a vaszkuldris 1€zidk
patogenezisében, ami magédban foglalja a posztangioplasztia resztendzist és az arterioszklerézist
[129]. A stenttel torténd lokélis hatéanyag-bejuttatds az egyik legigéretesebb mddszer az érfal
kronikus gyulladdsanak (resztendzis) korai (neointimdlis hiperplazia) kezelésében, de
alkalmazasit jelentOsen korldtozza a citosztatikus €s citotoxikus vegyliletek hosszantartd
felszabaditasa, a késoi reendotelializdcié €s a hatramaradd hatéanyag-hordozé polimermatrix,
ami trombdzist és gyulladast okozhat [130, 131].

Az antiproliferativ hatéanyagok nem stenttel torténd lokalis bejuttatdsa (kontrasztanyagban oldva
vagy hatéanyag-eludld ballonnal) a koronaria 1éziok kezelésének vonzé modja lehet, amit a
hatéanyag-eludl6 stentek ,,off-label” hasznélatdra fejlesztettek ki bifurkdcids 1éziokhoz vagy in-
stent resztendzishoz [132, 133]. A paclitaxel egy lipofil vegyiilet, ezért képes atjutni az artétidk
falan, és a szoveti elemek hidroféb részeihez kotddni, igy elkeriilhetd a hatéanyag artériafalon
keresziili mozgésa, ami az atrérids sériilést kovetden a migrdlé simaizomsejtekre gyakorolt
koncentralt antiproliferativ hatdst eredményez. A paclitaxel azdltal, hogy stabilizdlja az 0szt6d6
simaizomsejtek polimerizalt mikrotubulusait, a sejtciklust leginkdbb a G2/M féazisban megallitva
mérsékli a neointimadlis hiperplaziat [134]. Scheller és munkatérsai kontrasztanyagbanban oldott
paclitaxelt alkalmazott korondria intervencidhoz, €s a dilatdlt korondria artériaszegmensekben
antiproliferativ hatdst és a neointimélis hiperpldzia 1ényeges mérséklodését tapasztaltak [131].
Az artéria paxlitaxellel torténd rovid idejii kezelése elegenddének bizonyult ahhoz, hogy a
hatéanyag a véredény faldba diffunddljon, amit megerdsitett a szoveti paclitaxelkoncentracié
mérése is. Speck €s munkatdrsai neointimdlis hiperplazia jelentds redukcidjat figyelték meg
sertés korondria stent modellben, miutdn a stenteket paclitaxellel bevont ballonba helyezték
[135]. Ezt a tanulmédnyt kovette a paclitaxellel bevont ballon elsd sikeres human alkalmazésa,
megdllapitva ezen moddszer korondria in-stent resztendzisban torténd alkalmazdsanak
biztonsagossagat és hatékonysagat [132].

Az effajta hatéanyag-bejuttatdssal szembeni legfontosabb kovetelmény a lokdlisan bevitt
paclitaxel novekedésgatlds érdekében torténd gyors felvétele a véredény faldn keresztiil. A
hat6anyag-eludlé stentekkel ellentétben a gydgyszerrel bevont ballon haszndlatakor a vegyiilet
bejuttatisa nem korlatozodik a stenttel dilatdlt teriiletre, ami a kezelt 1€zi6t6]l proximadlis €s
disztdlis irdnyban elhelyezkedd szegmensek megndvekedett védelmét is eredményezi.

A paclitaxelt szamos elonyos tulajdonsdga teszi a ballon-angioplasztiat vagy stentbeiiltetést

kovetd resztendzisban torténd tulzott artérids simaizomsejt-proliferaciéo elleni lokalis
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hatéanyagterdpia igértes jeloltjévé. Ezen tulajdonsdgokat in vitro [136], dllatmodellekben [137]
és a klinikai kisérletekben [138] is tanulmanyoztdk. A paclitaxel vaszkularis sejtekre gyakorolt
antiproliferativ hatdsat in vitro VSMC-eken és in vivo arteria carotis sériilés modellben
tanulmanyoztdk patkanyokon [139]. A paclitaxel in vitro nanomdlos mennyiségben is
befolydsolta a VSMC-ek proliferaciéjat és migracidjat, és in vivo megelOzte a neointimalis
VSMC akkumuléciét az arteria carotisban [140]. Annak lehetOségét is vizsgéltdk, hogy a
paclitaxel antiproliferativ hatdsai kozott szerepel-e a HO-1-indukcié. A paclitaxel indukélja a
HO-1 gén expresszidjat €s a CO-felszabaduldst a VSMC-ekben, és a HO-aktivitds paclitaxel altal
medidlt emelkedése hozzdjarul a vegyiilet antiproliferativ hatdsdhoz. A HO-1 utvonal
antiproliferativ hatasidt patkany VSMC-ekben irtdk le in vitro [141, 142], majd in vivo
allatmodellekben is megerdsitették a ballonsériilést kovetd vaszkuldris tjjdalakulds sordn [143].
A HO-1 altal katalizdlt CO-felszabadulds fontos adaptiv mechanizmust is biztosithat a
homeosztazis fenntartdsdhoz a vaszkuléris sériilés helyszinén. Bizonyit4st nyert, hogy a HO-1
kozrejatszik a paclitaxel VSMC-proliferdcidra gyakorolt szuppressziv hatdsaban. Ezen hatist a
HO-inhibitor ZnPP-IX (cink-protoporfirin IX) semlegesiti, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a
paclitaxel altal indukalt HO medidlja a paclitaxel PDGF (Platelet Derived Growth Factor)-fiiggd
VSMC-proliferaciéra gyakorolt gitld hatasit. A VSMC-proliferaciét a CO gatolja [142, 144].
Egyéb eredmények szintén aldtdmasztjak €s kiszélesitik a HO-1 mlikodésébdl szarmazé CO-nak
a paclitaxelkezelés eredményeképpen bekovetkezd, VSMC-proliferdciora gyakorolt gatld
hatasat. Kovetkeztetésképpen megallapitottdk, hogy a paclitaxel indukélja a HO expresszidjat, és

val6szintileg ez a felelds a hatéanyag VSMC-ekre kifejtett antiproliferativ hatdsat [145].

4.9. Aginin-vazopresszin (AVP)

Az AVP egy neurohipofizisben termelddd nonapeptidhormon, ami szdmos stimulus hatdsara
bekeriilhet a keringésbe; és antidiuretikus, illetve vazopresszor hatdssal bir [146, 147]. Az
antidiuretikus (V) receptorok aktivacidjan keresztill a viz vesetubulussejtekbe torténd
reabszorpcigjat segiti eld [148]. Az AVP tovéabbi, vazokonstrikcidra, vérlemezke-adhézidra és
korondria simaizomsejt-proliferdcidra gyakorolt hatdsai a presszor (V) receptorokon keresztiil
érvényesiil.

A posztmenopauzds nOk korében el6fordulé kardiovaszkuldris morbiditds €s mortalitds
kovetkezményeképp a raloxifen, mint az egyik legigéretesebb SERM vaszkuldris protektiv

hatdsa az érdeklddés kozéppontjdba keriilt. Munkdnkban a raloxifen altal kifejtett

24



Az dsztrogén és raloxifen kozvetitette kardiovaszkuldris protektiv mechanizmusok

kardiovaszkularis protekcié mechanizmusét tanulmanyoztuk a 17-B-6sztradiol-kezelés megfeleld
hatdsdval 0sszehasonlitva. A menopauzdhoz hasonlé allapotot bilaterdlis ovariektomidval idéztiik
eld patkdnyokban. Mivel az E; és a raloxifen képes a vazoaktiv hormonok vaszkuldris hatdsainak
befolyasoldsara [149], és a kiilonb6z6 hormonok kardiovaszkularis hatdsai AVP-specifikusak
[150], az E,, a raloxifen és az AVP kozti interakcidkat vizsgéltuk a kardiovaszkuléris

szabdlyozds tekintetében.
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5. Célkitiizések

Az Ej-hidnyos 4allapot és a hatékony E,-p6tlds a menopauza kezelésének sokat vitatott, nagy
érdeklodésre szamot tartd aktualis kérdése. Az uj generdcios SERM vegyiiletek meg0rizték az
E»-ek kedvez6 hatasat a csont-, sziv- €s érrendszerre, viszont kikiiszobolik az emlore és a méhre
kifejtett kedvezdtlen hatdsokat. Ebbdl az kovetkezik, hogy klinikai alkalmazdsuk, mint a
hormonp6tlé kezelés alternativdja, szoba jon a menopauza bizonyos dllapotaiban. A SERM
vegyiiletek hosszutavu alkalmazasédnak feltétele, hogy biztonsdgosak legyenek a menopauza utdn
egyre gyakrabban jelentkezd betegségekben, mint pl. a II. tipusd diabétesz melituszban,

iszkémids szivbetegségben, valamint egyes kozponti idegrendszeri elvéaltozdsokban.

Vizsgdlataink sordn a szexudlszteroid-hidny, illetve az E,-, valamint a raloxifenkezelés hatdsait
elemeztiik. Tisztazni kivantuk, hogy:

1. E; hidny kardiovaszkuléris hatdsa

1.1. Hogyan befolyasolja a hormonhidnyos éllapot a plazma AVP szintet, a bazalis vérnyomast,
illetve a szivizomiszkémidra val6 hajlamot? Hogyan valtozik az AVP-re adott vérnyomasvalasz,
érkontrakcid €s szivperflizié hormonhidnyos allapotban?

1.2. A hormonhidnyos éllapothoz viszonyitva az 0Osztradiol-monoterdpia valamint raloxifen-
szubsztiticié hogyan befolydsolja a plazma AVP szintet, a bazdlis vérnyomadst, illetve a
szivizomiszkémidra valé hajlamot, az AVP-re adott vérnyomdsvélaszt, aortakontrakciot és
szivperfuziot?

1.3. Kisérleteink sordan vizsgéltuk a HO enzim 0sztrogén-kozvetitette kardiovaszkuléris szerepét.
2. Kardiovaszkuldris betegségek helyi gydgyszeres kezelése

2.1. A dilatdlt artériafal és a kornyezd szegmensek szoveti paclitaxelkoncentracigjat
meghatarozva ald kivantuk tdmasztani a korondria artéria faldba torténd paclitaxel-felvételt
hat6anyageludl6 ballonnal véghezvitt, egyes korondria artériaszegmenseket illetve bifurkaciokat

érint6 kezelést kovetden.
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6. Anvagok és modszerek

6.1. E, hidny kardiovaszkuldris hatdsai

6.1.1. Vizsgdlt dllatcsoportok

A vizsgdlatainkhoz azonos kord (10-12 hetes) 230-250g tomegli him és ndstény Wistar
patkanyokat haszndltunk. Az é&llatokat standard koriilmények (homérséklet, vildgitds) kozott
tartottuk. A patkdnyok csapvizet ad libitum kaptak és standard granulalt patkanytapot (LATI,
Godollo) fogyasztottak. Minden vizsgdlati csoport legaldbb 7 random mddon kivalasztott
egyedet tartalmazott. A ndstényeket az Osztusz fazisuk reggelén és didsztrusz fazisban
vizsgaltuk. A ndstények adott csoportjain bilaterdlis ovariektomidt hajtottunk végre
éteraltatdsban, majd egy honapig hagytuk Oket regenerdlédni. Az ovariektomizalt dllatok egyes
csoportjait két hetes osztradiol- (E,: 0,10 mg/kg/nap, per os, naponta egyszer) illetve raloxifen-
(RO,11: 0,11 mg/kg/nap; R0O,33: 0,33 mg/kg/nap; R1: 1,0 mg/kg/nap, per os, naponta egyszer)
kezelésnek vetettiik ald. A HO enzimek aktivitdsat on-protoporfirin IX-cel gatoltuk le (SnPP:
30,0 pg/kg, s.c., pH 7,40, 24 és 1 orés el6kezelés). A kisérlet sordn az dllatok gondozdsa és
laboratériumi felhaszndldsa az EU szabvanyaival 0sszhangban €s az intézet etikai bizottsdganak
jovahagydasaval végeztiik.

Csoportok:

e Him

e Osztruszos néstény

e Didsztruszos ndstény

e Ovariektomizalt ndstény (OVX)

e 17-B-0sztradiol-kezelt ovariektomizalt ndstény (E,)

¢ 0,11 mg/kg raloxifennel kezelt ovariektomizalt ndstény (RO,11)
¢ 0,33 mg/kg raloxifennel kezelt ovariektomizalt ndstény (R0,33)

¢ 1,0 mg/kg raloxifennel kezelt ovariektomizalt ndstény (R1)
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6.1.2. A reproduktiv fazis meghatdrozdsa Giemsa-festéssel

A néstény patkdnyok reproduktiv ciklusa prodsztrusz, Osztrusz, metosztrusz és diosztrusz
fazisokbdl all. Az ovuldcié a prodsztrusz kezdetétdl az Osztrusz végéig tart. Az ivarérettség
elérésétol 12 honapos korig a ciklus atlagos hossza négy nap. Az Osztrusz ciklus alatt a prolactin,
az LH és az FSH alacsony szintet mutat, de a prodsztrusz fazis délutanjan megemelkedik. Az
Osztradiolszint a metosztruszban kezd novekedni, a proosztrusz alatt €s az 6sztrusz reggelén eléri
maximumat, majd az Osztrusz estéjén alapszintre tér vissza. A progeszeronszekrécié szintén
emelkedést mutat a metosztrusz és a didsztrusz alatt, ezutdn lecsokken, majd egy masodik
maximumot ér el a prodsztrusz vége felé. Az egyes fazisok a hiivelykenetben taldlhaté hdrom
sejttipus: epithelidlis sejtek, elszarusodott sejtek és leukocitdk ardnyaval jellemezhetéek. A
proosztruszban a sejtmaggal rendelkezd epithelidlis sejtek dominancidja a jellemzo, az
Osztruszos kenet leginkdbb sejtmag nélkiili Osszetapadt elszarusodott sejteket tartalmaz, a
metdsztrusz fazisban egyenld ardnyban taldlhatok a leukocitdk, elszarusodott és sejtmaggal
rendelkezd epithelidlis sejtek, mig a diosztruszban vett kenetben a leukocitdk domindlnak [151].
A mintavételezés fiziologids sdoldattal atitatott, majd a ndstény patkdny vaginijiaba helyezett
vattaval tortént, mellyel targylemezen kenetet készitettiink. A ldnggal rogzitett mintdn Giemsa-

festést alkalmaztunk, majd fénymikroszkdppal vizsgéltuk.

6.1.3. A plazma AVP szintjének meghatdrozdsa

A plazma AVP szintjét a kordbban leirt [152] majd mddositott [153, 154] radioimmunoassay
(RIA) moédszerrel mértilk. Az antitesttermelés és a radiojelolés referencidjaként szintetikus
arginin-8-vazopresszint (Organon, Oss, Hollandia, antidiuretikus aktivitds: 408 IU/mg)
alkalmaztdk. A vazopresszin antitestet a vazopresszin-(€-aminocaproicsav)-thyroglobulin
konjugatummal szemben juhban termeltették. Immunizalaskor az allatok 1,0 mg, 1,0 ml Freund
adjuvénsban emulgedlt immonogént kaptak, az emulziét intradermélisan injektédltdk az &4llatok
hatdba a lehetd legtobb helyen. Az immunizédldst 12 héten keresztiil 2 hetente, majd havonta
végezték. Az antiszérumokat nagyjabol 50,0 % jédozott vazopresszin megkotéséig titraltak.
1:350000-es antitesthigitdst alkalmaztak. [Lysg]—vazopresszinnel (Organon, Oss, Hollandia) 23,3
%-0s, des—Gly—NHzg—[Argg]— vazopresszinnel (Organon, Oss, Hollandia) 0,12 %-os, oxitocinnal
(Gedeon Richter, Budapest, Magyarorszag) kevesebb, mint 0,01 %-os, adrenocorticotrop

hormonnal (1-24) (Organon, Oss, Hollandia) 0,03 %-o0s, és 1-deamino-8-D-arginin-

28



Az dsztrogén és raloxifen kozvetitette kardiovaszkuldris protektiv mechanizmusok

vazopresszinnel (Per Melin altal biztositva, Ferring Research Laboratory, Malmo, Svédorszag)
10,7 %-os keresztreakciot tapasztaltunk. A vazopresszin 125I—jelblését chloramine T mddszerrel
[155] hajtottdk végre, és a jelolt hormont reverz fazisi kromatografidval [156] tisztitottdk. Az
['*1] vazopresszin specifikus aktivitdsa a kiilonbozé kisérletekben 49,90 és 61,10 TBg/mmol
kozé esett. A vérmintdkat dekapitdlast kovetden vettiik le, €s 1,0-1,0 ml-es mennyiségeket hiitott,
1,40 mg Na,EDTA és 30,0 ul izoténids NaCl-ot tartalmazé polisztirén csovekbe tettiink [157],
majd 10 percen beliil lecentrifugdltuk (1000 g, 10 perc, 4 °C), és a plazmamintédkat felhasznéldsig
-20 °C-on tdroltuk. A RIA kisérleteket a mintavételt koveté 72 6ran beliil végeztik el. A
vazopresszint a plazmamintdkb6l Amprep C8 minicolumnnal (RPN 1902, Amersham,
Buckinghamshire, Egyesiilt Kirdlysadg) vontuk ki, a standard gorbék a csovenkénti 1,0-128,0 pg-
os tartomdnyba estek. A referencidkat homozigéta, diabetes insipidusban szenvedd patkanyok
(CPB-TNO, Zeist, Hollandia) 1,0 ml vazopreszinmentes plazmdjabdl készitettiik. Az extrakciot
két parhuzamosban hajtottuk végre, a liofizatumot 125,0 ul RIA pufferben oldottuk fel, és a RIA
kisérletekben 50,0 pl-es mennyiségeket hasznéltunk, két parhuzamosban végezve a
vizsgalatokat. A RIA érzékenysége csovenként 1,0 pg volt, a plazma AVP szintek pg/ml-ben

vannak feltiintetve.

6.1.4. Tulélo patkdny aortagyiirii-kontrakcio mérése

Dekapitaléast kovetden az allatok hasi aortdjat kipreparaltuk, Krebs-Henseleit bikarbonét oldatba
(37 °C, 95,0 % O, /5,0 % CO,) (118 mM NaCl; 25 mM NaHCOs3; 1,18 mM KH,POy; 4,7 mM
KCI; 1,18 mM MgSOy; 2,5 mM CaCl,; 5,5 mM gliikéz; pH 7.4) [158] helyeztiik, majd a zsir- és
kotdszoveti elemek eltdvolitisa utdn az aortagyliri tomegét lemértiik és két rozsdamentes
acélhorogra tettilk. Az als6 horog egy rogzitett rozsdamentes acélridhoz csatlakozott, a felso
pedig egy transducerrel allt Osszekottetésben az izometrids nyomds mérése céljabol. Az
aortafesziilés folyamatos mérése érdekében a transducer ISOSYS szdmitégépes programhoz
(Experimetria, London, Egyesiilt Kirdlysag) volt csatlakoztatva. A felhelyezést kovetden a
gytlriiket azonnal 15,0 ml 37 °C-o0s, 95,0 % O, — 5,0 % CO,-dal dusitottt inkubécidés oldatot
tartalmazé szervedényben inkubdltuk 20-30 percig, 2,50 g passziv nyomdson, majd 2,0 ug/ml
AVP-t adtunk az inkubdciés elegyhez. A kisérletek el6tt fokozatosan novekvo
vazopresszinmennyiségek hozzdadasaval kiszdmitottuk az AVP-re adott optimélis kontrakcids

vdalaszt, amit az aortagylirli nyomdsaval fejeztiink ki (g/mg aortagytrii).
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6.1.5. Fehérjemeghatdrozds

Kereskedelmi forgalomban kaphaté protein assay kitet alkalmaztunk, és desztillalt vizzel a 25-
illetve 50-szeresre higitott mintdkbdl 20,0 pl-es mennyiségeket kevertiink 980,0 pl desztillalt
vizbe, majd 20 pl Bradford reagenst adtunk az elegyekhez. Keverés és 10 perc inkubdcié utdn a
mintdkat spektrofotometridsan vizsgaltuk 595 nm-es hulldmhosszon, a proteinszinteket mg

protein/ml-ben adtuk meg.
6.1.6. HO-aktivitds meghatdrozdsa

Az allatokon cervikdlis diszlokdciét végeztiink, majd az eltdvolitott bal kamra és aorta
abdominalis szoveteket jégen tartott pH 7.4 -es, 10,0 mM N-2-hidroxietilpiperazin-N’-2-
etanszulfonat (HEPES), 32,0 mM szacharéz, 1,0 mM dithiotreitol (DTT), 0,10 mM EDTA, 10,0
pg/ml tripszin inhibitor, 10,0 pg/ml leupeptin és 2,0 pg/ml aprotinin tartalmd elegyben

homogenizaltuk (Ultra Turrax T25; 13500 min'l; 2x30 s). A 1,5 ml végtérfogatd, 2,0 mM
gliik6z-6-foszfatot, 0,14 U/ml gliik6z-6-foszfat-dehidrogenazt, 15,0 uM hemint, biliverdin-
reduktdz forrasként 120,0 ug/ml patkanymdj-citoszolt, 2,0 mM MgCl,x6H,O-ot és 100,0 mM

KH,PO,—ot tartalmazo reakcidelegyhez 150,0 ul-nyi, centrifugéldssal (20 perc, 15000 g, 4 °C)

nyert feliiliszot adtunk. A reakcié elinditdsdhoz 100,0 pl B-nikotinamid-adenin-dinukleotid-
foszfatot (B-NADPH; 150.0 uM) adtunk a mintdkhoz, majd sotétben, 37 °C-on inkubaltuk 6ket
60 percen keresztiil. A reakcio ledllitdsa érdekében a mintdkat jégre tettiik. Standardként
bilirubin oldatot (58,47 pug/ml; 10,0 uM) alkalmaztunk, és a képzddott bilirubin mennyiségét a
464 és 530 nm-en mért optikai denzitdsok kiillonbsége alapjdn szamitottuk ki. A fehérjetartalmat
spektrofotometridsan hatdroztuk meg (Bio-Rad Protein Assay). A HO aktivitds egységét a
kovetkezOképpen adtuk meg: képzddott bilirubin (nmol)/h/mg fehérje) [159].

6.1.7. HO-1- és HO-2-expresszio meghatdrozdsa

Az allatokon cervikdlis diszlokaciot hajtottunk végre, majd a HO-1 és HO-2 enzimek
expresszidjat Western blot médszerrel vizsgaltuk [160, 161], [162]. Az eltavolitott bal kamra és
aorta abdominalis szoveteket jégen tartott Tris-mannitol puffer (2,0 mM Tris 7-9, 50,0 mM
mannitol, 100,0 uM fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF), 2,0 uM leupeptin, 0,50 mU/ml
aprotinin, 0,50 % Triton X-100 tartalmud elegyben homogenizéltuk (Ultra Turrax T25; 13.500
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min'l; 2 x 30 s), majd a kapott homogenizatumokat lecentrifugéltuk (20 perc, 12000 g, 4 °C). A
fehérjetartalmat spektrofotometridsan mértilkk (Bio-Rad Protein Assay). A feliilliszot 1:1
ardnyban higitottuk (20 mM Tris 7-9; 3 mM EDTA; 2 % SDS; 10 % B-merkaptoetanol; 20 %
glicerol), majd denaturaltunk (100 °C-os vizfiirdd, 3 perc). A 50 pg fehérjét tartalmazé mintdkat
ezt kovetden 10 %-os SDS-poliakrilamid gélen megfutattuk (100 V, 50 mA/gél), és nitrocelluléz
memranra (Hybond ECL Nitrocellulose membrdn, Amersham, Pharmacia Biotech.,
Buckinghamshire, UK) transzferdltuk 4t (100 V, 100 mA/gél, 2 6ra). A 2 6ras blokkoldst (PBS
pH 7.4; 0,25%-0s Tween 20, 5%-o0s sovany tejpor) kovetden egér anti-HO-1 (1/10000; 2 h)
illetve anti-HO-2 monoklondlis antitestet (1/1000; 2 h) (StressGen Biotechnologies Corp.,
Victoria, Kanada) alkalmaztunk. Az inkubicié utin PBS-tween 20-as oldattal mostuk a
membrént (3x15 perc). Ezt kdvetden torma-peroxiddzzal kapcsolt egér antitesttel (1/2000; 1 dra;
25 °C Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, Ca, USA) végeztiink inkubdciét. Ismételt
mosds utdn a membranokat egy kemilumineszcens rendszer (ECL+Plus, Amersham Pharmacia
Biotech., Buckinghamshire, UK) segitségével lathatova tettiik és Hyperfilmre (Biomax light-1,
Eastman Kodak Comp. Rochester, New York) expondltuk. A filmeket Uvisoft Software-rel
(Iconix, Toronto, Kanada) torténd scannelést kovetden UviproChemi (Egyesiilt Kirdlysag)

segitségével elemeztiik.

6.1.8. A bazdlis vérnyomads és az AVP-re adott vdalasz mérése

A éllatokat 30 % uretdnnal torténd anesztézia (0,50 ml/100 g, i.p.) utdn fentolaminnal (10,0
mg/kg, 1.p.) kezeltilk, majd a vérnyomads stabilizalodasit kovetéen AVP injekciot (0,02; 0,06;
0,18 pg/kg, i.v.) adtunk a laterdlis farovéndba [163-165]. A preparélds elsd 1épéseként a nyak
kozépvonaldban hosszanti metszést végeztiink, az izmokat tompan szétvalasztottuk, majd a
nervus vagust €s a szimpatikus idegkotegeket kiilonvélasztottuk. Az arteria carotist a fej feldli
végen elkotottiik, az alsé részen a masik fondlbdl kis hurkot készitettiink. Az alsé részen egy
ércsipesszel a carotist elszoritottuk. A két elszoritas kozott az eret érolloval bemetszettiik, a résbe
polietilén kaniilt vezettiink és fondl lekotéssel rogzitettilk. A kaniilt csatlakoztattuk a Statten
fejhez, melynek érzékel6 membrianja a vérnyomadsvaltozdst elektromos jellé alakitja. A
véralvadds megakadélyozasa végett 10 %-os heparinnal toltottilk meg a kaniilt. A vérnyomds-
emelkedést (a maximalis %-os emelkedés a bazdlis értékhez viszonyitva) a jobb oldali arteria
carotisban mértilk A vérnyomdasmérés eredményeit a HAEMOSYS program (Experimetria, UK,

London) segitségével értékeltiik. Az allatok testhomérsékletét 37 °C-on tartottuk.
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6.1.9. Szivperfiizio mérése Langendorff szerint

Az allatoknak a cervikdlis diszlokédciét megel6zden 10-20 perccel heparin injekciét adtunk (500
IU, i.p.), majd a sziviiket gyorsan izoldltuk (perfizidig eltelt id6 dtlagosan 2 perc), €s
Langendorff perfuzids oszlopra helyeztilk. A sziveket az aortdn keresztiil perfundéltuk a
Langendorff-mdédszer alapjan, 70 Hgmm &llandé nyomdson, 37 °C hOmérsékleten. Perfuzids
elegyként 118 mM NaCl, 4,70 mM KCl, 2,50 mM CaCl,, 1,18 mM MgSOy, 25 mM NaHCOs;,
1,18 mM KH;POy, és 5,50 mM gliik6z tartalmi Krebs-Henseleit puffert hasznaltunk. A perfizids
elegyet 95 % O,/5 % CO,-dal karbondtositotttuk, és a pH-jat 7.4 -re allitottuk be. Az AVP-re
(1,0; 3,0; 10,0 pg) adott véilaszként megjelend szivperfuziét 15 perces stabilizaciés periddus

elteltével mértiik, €s % -ban fejeztiik ki a bazalis értékkel dsszehasonlitva.

6.1.10. Adrenalin és fentolamin dltal kivdltott experimentdlis angina modell

Az kisérleti dallatokat uretdnnal (30 %, 0,50 ml/100g, i.p.) altattuk el. Az Aallatok
testhdmérsékletét 37 °C-on tartottuk. Kaniilt helyeztiink a trachedba, hogy biztositsuk a spontdn
1égzést, és az arteria carotisba, amelyen keresztiil mértiik az artérids vérnyomdst. 15 perc
stabilizaci6 utdn a HEMOSYS szamitogépes mérd és analizdl6 rendszer segitségével
regisztraltuk az artérids kozépvérnyomast é€s a testfelszini II. EKG-t. A sziviszkémia
meghatdrozasdhoz az ST valtozasat hasznéltuk fel. ST szegmens értékként az S hulldm csicsa
utdn 13 ms-mal mért dtlagos ECG fesziiltséget definidltuk [166, 167]. Kiszamoltuk az anginét
kivalt6 d4gensek alkalmazdsa eldtti és utdni, ST szegmens amplitidokban tapasztalt
kiilonbségeket, és mV-ban fejeztiik ki az ST szegmens depreszidjaként. Az epinefrin-fentolamin
modellben egyetlen dézisnyi epinefrin (10,0 pg/kg) majd 30 s elteltével a-adrenoceptor
antagonista fentolamint (15,0 mg/kg) adtunk az allatok farki véndjaba. Az egyes dgenseket 0,20
ml fiziol6gids séoldatban oldottuk fel. Az ECG és vérnyomds véltozdsait parhuzamosan

kovettiik.

6.1.11. Vegyszerek
Raloxifen (R; Eli Lilly and Company USA), Arginin-vazopresszin (AVP; Organon, Hollandia),

17-B-6sztradiol (Osztradiol, E,; Novo Nordisc, Ddnia), Uretin (Reanal, Magyarorszag),
Fentolamin (Regitin, P; Ciba- Geigy, Svdjc) és on-protoporfirin IX (SnPP; Frontier Scientific
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Europe, Egyesiilt Kirdlysag). Az itt fel nem sorolt vegysezereket a Sigma International

biztositotta.

6.1.12. Statisztikai analizis

Az adatok datlag+S.E.M.-ként vannak kifejezve. A Western-blot kisérletek eredményeit
reprezentativ fényképeken mutatjuk be. A statisztikai szignifikancidt Mann W. féle teszttel

allapitottuk meg, és az eltéréseket p< 0,05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak.

6.2. Kardiovaszkuldris betegségek helyi gyogyszeres kezelése

6.2.1. A kisérleti dllatok elokésziése

12 6ras é€heztetés utdn nyolc 18-30 kg tomegli ndstény hazi sertésnek 12,0 mg/kg ketamin-
hidrokloridot, 1,0 mg/kg xylazint és 0,04 mg/kg atropint adtunk, és 24 6raval a beavatkozas elott
az allatok clopidogrelt (300 mg per os) és aszpirint (250 mg per os) kaptak. Intratrachedlis
intubéciét kovetden steril koriilmények kozott elvégeztik a jobb oldali femoralis artéridk
arteriotémidit [168]. 200 IU/kg heparin-néatrium beaddsa utdn végrehajtottuk a jobb és bal oldali
korondria artéridk szelektiv angiografidjat, €s guide wire-t vezettiink a bal oldali leszall6 (LAD),
bal oldali circumflex (LCx) és jobb oldali korondria artéridk (RCA) disztilis részébe. A
proximadlis RCA, illetve a els6 nagy diagondlis ledgazddésai utan egy 2,75-3,0 mm atmérdji, 15
mm hosszi Dior-ballon katétert (Eurocor, Bonn, Németorszag) helyeztiink a LAD-ba és az LCx-
be. A ballont felfujtuk, és 30 s-on keresztiil 6 atm nyomadson tartottuk, utana leengedtiik, és tGjra
felfajtuk (30 s, 6 atm). A korondria angiogréfia aldtdmasztotta, hogy a ballon minden dilaticid
esetében teljes mértékben érintkezett az érfallal. Ezen tdl 6 artéridn bifurkacids intervencidkat
végeztiink el a kovetkez6 moddon: elsoként az elsé f6, majd az oldaldgat tagitottuk ki a Dior-
ballonnal (6 atm, 2x30), amit kissing ballon dilaticié kovetett. Az utolsé kissing ballon
dilatatdciét megelozden 4 artéria f0 4dgdba 3,0 mm atmérdjli, 15 mm hosszi stente(ke)t
helyeztiink. A Dior-ballon-inflaciék utdn 1,5, 12, 24 vagy 48 utdn az allatokon telitett KCl-dal
eutanaziat végeztiink, a szivet eltavolitottuk, és a dilatdlt (és stent-tel kezelt) LAD, LCx és RCA
korondria artériaszegmenseket kipreparaltuk, proximadlis, kozépsO és disztdlis részekre vagtuk
tovdbbi proximadlis €s disztalis referenciaszegmensekkel egyiitt (a dilatdlt résztol proximalis ill.

disztdlis irdnyban legalabb 10 mm tavolsiagra), majd folyékony nitrogénnel fagyasztottuk le a
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szoveti paclitaxel koncentraciok meghatarozasdhoz. A szovetek elokészitése eldtt a stent-eket
eltavolitottuk a f6 dgakbdl.

A kisérleteket a Kaposvari Egyetemen, Diagnosztikai és Onkoradioldgiai Intézetében végeztiik a
“Principle of laboratory animal care” (NIH publication No. 86-23, revised 1985) és a vonatkozd

magyar torvények betartasaval (7. abra).

6.2.2. Lokalis hatoanyag-bejuttatds

A Dior-ballon egy korondria dilatdciés ballon, aminek a felszinét a huméin gydégydszatban
paclitaxellel vonjak be (3,0 pg/mm?, effektiv bejuttatott dézis: 2,0 pg/mm?). A vegyiiletet a

mikropor6zus ballon felszinére viszik fel.

6.2.3. Paclitaxelkoncentrdcio meghatdrozds

A plazma, LAD, LCx, és RCA paclitaxel koncentriciéit high-performance liquid
chromatography (HPLC) (AnaKat Institut fiir Biotechnologie GmbH, Berlin, Németorszag)
modszerrel hatdroztuk meg. Felolvasztds utdn a szovetmintdk tomegét lemértiik ambient
homérsékleten, €s a tomegiiknek megfeleld mennyiségli etanolt adtunk hozzijuk. Ezutin a
mintdkat 40 perces ultrahangkezelésnek vetettik ald, és 200 pl-es mennyiségeket
lecentrifugdltunk. A kalibraciés egyenest 50 és 5000 ng/ml kozott vettik fel, melynek
elkészitéséhez a mintdkat 1000 pg/ml-es torzsoldatbdl higitottuk. A szovetekbdl szarmazé és a
kalibraciés egyenes felvételéhez haszndlt mintdkathoz megegyezd térfogati 0,1 %-os
hangyasavat adtunk. A HPLC rendszer flow rate-je az ODS Hypersil oszlopon
(részecskenagysdg: 5 pm, pérusméret: 120 A ThermoElectron Corporation) keresztiil 0,2 ml/min
volt, a mobil fazis 70 % metanolt és 30 % desztilalt vizet 0,1 %-os €s hangyasavat tartalmazott.
A paclitaxelt tomegspektrometridsan mutattuk ki, és a szoveti paclitaxel koncentraciot pM/L-

ben fejeztiik ki.
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>

Alapfelvétel 1. Dior-ballon-dilatécié 2. Dior-ballon-dilatéci6
LAD 30s LAD 30s

Alapfelvétel 1. Dior-ballon-dilatacié 2. Dior-ballon-dilataci6é
LCx 30s LCx 30s

1 hénapos follow-up resztendzis nélkiil

7. abra . Dior-ballonnal Kivitelezett koronariadilatacié hazi sertésben

6.2.4. Statisztika

A csoportok folytonos paramétereit atlag + SD-vel adtuk meg. Az egyes artériaszegmensekben
(proximadlis, kozépso €s disztalis) mért szoveti paclitaxel koncentracidkat csoportositottuk, és a
csoportositott atlagértékeket hasonlitotuk ©ssze pdratlan t-teszttel. A kiillonbségeket p<0,05
esetén tekintettiik szignifikdnsnak. A statisztikai elemzést az SPSS for Windows version 11.5.

programmal végeztiik.
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7. Eredmények

7.1. Nemi dimorfizmus

7.1.1. Him és ndstény patkdanyok plazma AVP szintje

A plazma AVP szinteket RIA modszerrel tanulmanyoztuk, és him &llatokban szignifikdnsan
magasabb értékeket figyeltiink meg, mint ndstényekben (7,20+0,60 vs 2,30+0,53 pg/ml). Az

eredményeket a 8. dbran tiintettiik fel.

8. abra: Him és néstény patkidnyok plazma AVP_ szintje
(pg/ml)

A himek (H) plazma AVP szintje jelentdsen magasabb a
— néstényekénél (L)
Az adatokat atlag + S.E.M.-ben adtuk meg. Minden csoport
legaldbb 10 4llatbol 4llt, a statisztikai szignifikancia *p<0,05
volt a néstényekkel 6sszehasonlitva.

AVP (pg/ml)

Nostény

7.1.2. AVP dltal kivaltott aortagyiirii-kontrakcié him és nostény patkdanyokban

A taléld patkany aortagylrii-kontrakcié eredményeket a 9. dbran mutatjuk be. Az AVP (2.0
pg/ml) hatdsara bekovetkez0 vazokonstrikcié jéval magasabb himekben, mint ndstényekben

(2,80£0,37 vs 0,70+0,18 g/mg gylriitomeg).

9. abra: AVP altal indukalt aortagyiirii-kontrakcié (g/mg
gyliriitomeg) him és néstény patkanyokban

A himekben () lényegesen magasabb aortagylri-
kontrakciét tapasztaltunk, mint néstényekben .
B — Az adatok atlag + S.E.M.-ben vannak feltiintetve, n=7-11
dllat minden csoportban, a statisztikai szignificania “p<0,05 a
néstény csoporthoz képest.

Tenzi6 (g/mg gylrlitomeg)

Nostény
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7.1.3. Him és nostény patkdnyok bazdlis vérnyomdsa

Az arteria carotisban mért bazalis vérnyomads értékek az 10. dbran lathatok. A him allatok értékei

joval magasabbak a ndstényekéinél (100,80+6,49 vs 78,80+2,19 Hgmm).

Bazalis vérnyomds (Hgmm)

1107
100-

90-
80-
701
601

50-

Him

Nostény

10. abra: Him és ngstény allatok bazalis vérnyomas

A himek bazilis vérnyomdsa (.) a ndstényekénél (D)
magasabb értéket mutat

Az adatok 4atlag * S.E.M.-ben lettek megadva,
csoportonként legalabb 10 4allat felhasznaldsdval, a
statisztikai szignificania *p<0,05 a néstény csoporthoz
viszonyitva.

7.1.4. Szoveti HO-2- és HO-1-expresszio him és nostény patkdnyok bal szivkamrdjaban és

aortdjaban

A HO-1 és HO-2 fehérjék szoveti expresszidjat him és ndstény patkdnyok bal szivkamrijaban és

aortdjaban Western blot mddszerrel vizsgaltuk. Az 11. (A, B) és 12. (A, B) dbrdkon lathat6, hogy a

konstitutiv HO-2 izoenzim szintje a him dllatok bal szivkamra és aorta abdominalis szdveteiben

szignifikdnsan alacsonyabb, mint a ndstények esetében (bal szivkamra: 33,86+5,16 vs 93,14+1,79

%; aorta abdominalis 44,14+3,11 vs 87,29+4,03 %). Az induktiv izoenzim (HO-1) jelenlétét

szintén kimutattuk. Az 13. (A, B) és 14. (A, B) azt mutatjdk, hogy himekben a HO-1 enzim

expresszidja, hasonléan a HO-2-hez, szintén jelentésen alulmarad a néstényekhez viszonyitva (bal

szivkamra: 39,0+5,11 vs 87,43+3,02 %; aorta abdominalis: 40,29+3,79 vs

85,29+£5,13 %). A

nostény patkanyokat az 0sztrusz fazisuk reggelén vizsgaltuk.
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HO-2
SZIVBEN

100+

80+
60

40

HO-2-expresszi6 (%)

201

Nostény

36 kDa -
HO-2

HO-2
A AORTABAN

100+

80+
60

40

HO-2-expresszi6 (%)

20+

N§stény

10100 | ——
HO-2

11. abra: HO-2-expresszié (%-ban) him és néstény
patkanyok bal szivkamrajaban

Az édbra ,,A” része a denzitometrikus értéket mutatja
(atlag = S.E.M. %-ban, a maximdlis expressziét 100 %-
nak vettik). A HO-2 enzim expresszi6ja magasabb
néstényekben (L), mint himekben ().

A ,,B” részen a reprezentativ kép lathato.

n=7, statisztikai szignifikancia: “p<0,001 a ndstény
csoporthoz viszonyitva.

12. abra: HO-2-expresszié (%-ban) him és néstény
patkanyok aorta abdominalisaban

Az édbra ,,A” része a denzitometrikus értéket mutatja
(atlag £ S.E.M. %-ban, 100 %-nak vettiilk a maximalis
expressziot ). A HO-2 enzim expresszidja magasabbnak
bizonyult ndstények (3), mint himek (H) esetében.

A ,B” részen a reprezentativ kép lathato.

n=7, statisztikai szignifikancia: “p<0,001 a ndstény
csoporttal dsszevetve.
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HO-1
SZIVBEN
A
100 13. abra: HO-1-expresszio (%-ban) him és
s %0 i ngstény patkanyok bal szivkamrajaban
©
N Az dbra ,,A” része a denzitometrikus értéket mutatja
8 (4tlag + S.E.M. %-ban, A maximilis expressziét 100
%‘ %-nak  vettik). Magasabb  HO-1-expresszi6t
- mutattunk ki ndstények allatokban ), mint
S himekben (H).
A ,,B” részen a reprezentativ kép lathato.
n=7, statisztikai szignifikancia: *p<0,001 a nOstény
Néstény csoporthoz képest.
B
32kDa —pl | -

HO-1
AORTABAN
A
1004 14. abra: HO-1-expresszio (%-ban) him és
S %0 ] néstény patkanyok aorta abdominalisiban
0
S i Az abra ,,A” része a denzitometrikus értéket mutatja
§ 60 (atlag £ S.E.M. %-ban, 100 %-nak a maximadlis
% 1 expressziot tekintettiik). A HO-1 enzim expresszidja
- 404 magasabb néstényekben (&)), mint himekben ().
% 1 A ,,B” részen a reprezentativ kép lathato.
20 n=7, statisztikai szignifikancia: *p<0,001 a nOstény
0 | csoporttal 0sszehasonlitva.
Nostény
B
32 kDa —p

HO-1 ST -——
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7.1.5. HO-aktivitds him és ndstény patkdnyok bal szivkamrdjaban és aortdjaban

A HO-aktivitdsra a képzddott bilirubin mennyiségébdl kovetkeztettiink. A kapott eredmények
megerdsitették a HO-2 és HO-1 izoenzim esetében tapasztaltakat, ugyanis a ndstény éallatokban a
himekhez képest szignifikdnsan magasabb HO-aktivitdst figyeltiink meg a bal szivkamraban (15.
abra) és az aorta abdominalisban (16. dbra) egyardnt (sziv: 2,65+0,29 vs 1,88+0,37 nmol
bilirubin/h/mg fehérje; aorta: 9,71+2,20 vs 5,05+0,80 nmol bilirubin/h/mg fehérje). A ndstényeket

az Osztrusz fazisuk reggelén vizsgaltuk.

SZiv
3.0 . )
_ | 15. abra: HO-aktivitas (nmol/bilirubin/h/mg
2 954 fehérje) him és néstény patkdnyok bal
< ] a szivkamrajaban
[T
& o 2.04
‘g % i A him (.) és ndstény csoport (D) eredményeit
% T 1.5- nmol bilirubin/h/mg fehérjeként fejeztiik ki, és
S g | atlag + S E.M.-ként tiintettiik fel (n=9-11),
an Li 1.0- *p < 0,05 a ndstényekkel dsszehasonlitva.
e}
= |
g 0.5+
0.0- Nostény
AORTA
12.01 _

16. abra: HO-aktivitas (nmol/bilirubin/h/mg
10.51 fehérje) him és néstény  patkanyok
aortajaban

A him (H) és ndstény csoport () eredményeit
nmol bilirubin/h/mg fehérjeként fejeztiik ki, és
atlag + SEM.-ként adtuk meg (n=10-11),
*p< 0,05 a néstényekkel sszevetve.

HO-aktivitds
(nmol bilirubin/h/mg fehérje)

Nostény
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7.1.6. HO-gdtlds hatdsa him és nostény patkdnyok AVP-re adott vérnyomdsvdlaszdra

A jobb oldali arteria carotisban mért vérnyomads intravéndsan adott AVP (0,02-0,18 ug/kg)
hatdsara bekovetkezd véltozasat kovettik nyomon him és ndstény patkanyoban. Az AVP
dozisfiiggben novelte az artérids vérnyomdst mind a him, mind a ndstény &llatokban, de a
himekben a vérnyomads-emelkedés szignifikdnsan magasabb volt a ndstényekhez képest
(21,60+1,19-54,0+1,29 % vs 9,30£1,62-24,0+£2,12 %). A HO enzimrendszer gatlasa (SnPP, 30,0
ng/kg, 24 illetve 1 o6rdval a mérés el6tt) mindkét csoportban a vérnyomads-emelkedés
novekedéséhez vezetett (him: 24,90+1,21-61,10+£1,53 %; ndstény: 33,10+2,23-49,50+2,76%).

Az eredmények az 17. dbran lathatok.

i I Him
1 N6stény
E +SnPP

Vérnyomas-emelkedés (%)

0,02 ug’kg 0,06 pg/kg 0,18 pg/lkg  AVP

17. abra: HO-gatlas hatasa him és nistény patkanyok AVP-re adott vérnyomasvalaszara

AVP hatésara bekovetkezd joval nagyobb vérnyomas-emelkedést tapasztaltunk a himekben (),
mint a néstény allatokban (L. A HO enzimrendszer SnPP-vel t6rténd gétlasa (E) megnovelte az
AVP adltal indukdlt vérnyomds-emelkedés mértékét mindkét nemben. Az eredmények %-ban
vannak kifejezve, és dtlag + S.E.M.formdban tiintettik fel 6ket (n=10-11), *p<0,05 a
néstényekhez viszonyitva. °p<0,05 szignifikéns kiilonbséget jeldl az SnPP kezeletlen és az SnPP-
vel kezelt csoportok kozott.

7.1.7. HO-gdtlds hatdsa him és nostény patkdnyok sziviszkémiddjdra (ST depresszio)

Intravéndsan epinefrin- (A; 10,0 pg/kg), majd 30 s elteltével fentolamin (P; 15,0 mg/kg)-kezelést
kovetéen az ST szegmens valtozésait standard felszini ECG IlI-vel tanulmédnyoztuk him és
nostény patkdnyokban. A beavatkozds csak a him éllatokndl okozott szignifikdns ST szegmens

depressziot (-0,10+0,028 mV), a néstényekben (-0,0012+0,025 mV) ezt nem tapasztaltuk. SnPP-
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vel torténd eldkezelés (30,0 ng/kg, 24 illetve 1 6rdaval a mérés eldtt) a ndstény patkanyokban is
ST depressziét eredményezett (-0,20+0,030 mV), mig a himekben novelte a valtozds mértékét (-

0,28+0,055 mV). Az eredmények az 18. dbran vannak feltiintetve.

] 18. abra: HO-inhibitor 6n-protoporfirin
-0.057 (SnPP) hatésa az ST szegmens valtozasaira
g 015 a Az SnPP kezelés (H]]]]]]]) mind himek, mind
s néstények esetében jelentdsen novelte az ST
b szegmens valtozdsat a nem kezelt csoporthoz
§ -0.254 b @ viszonyitva. Az eredmények mV-ban
= M0 +SoPP - értendBk, és  4tlag + S.E.M.-ként  vannak
s megadva, (n=10), “p<0,05 a nstény
0357 b csoporttal Osszehasonlitva. bp<0,05
szignifikdns kiilonbséget mutat az SnPP-vel

2045 kezelt és a kezeletlen csoportok kozott.

Him Néstény

7.1.8. HO-gdtlds hatdsa him és ndstény patkdnyok AVP-re adott izoldlt sziv perfiiziora

Az i1zolalt sziv perfizidjat Langendorff szerint vizsgéltuk. Az inkubdacios kozeghez adott AVP
(1,0-10,0 pg) himekben és ndstényekben is a perfiizid csokkenését okozta, €s a hatds
dozisfiiggdnek bizonyult mindkét vizsgélt csoportban. Himekben a csokkenés szignifikdnsan
erdteljesebb volt (9,30+1,11-26,70+1,71 %), mint a ndstények kozott (3,30+0,72-11,70+£2,61 %).
A HO enzimrendszer SnPP-vel torténd gatldsa mindkét csoportban a hatds erdsodéséhez vezetett
(him: 15,10+1,88-38,10+2,72 %; ndstéy: 5,10+0,83-15,00+1,90 %). Az eredményeket az 19.

abra mutatja.
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50 )
I Him
S I N6stény
3 E=+SnPP
[=]
Q
%
3
©
N
=
Q
5
N
wn
10,0 ug AVP

19. abra: HO-gatlas hatasa az izolalt sziv perfiiziojara

Himek esetében (H joval jelentésebb AVP-indukalta szivperfizid-csokkenést tapasztaltunk, mint a
ndstény allatok kozott (B). Az  SnPP-vel torténd HO gatlas (%) erOsitette a hatast himek és
ndstények kozott egyardnt. Az eredmények %-ban értendok, és dtlag + S.E.M.-ként vannak
feltiintetve, (n = 9-10), °p < 0,05 a ndstény csoporttal dsszevetve. °p<0,05 szignifikans kiilonbséget
mutat az SnPP-kezelt és a kontroll csoportok kozott.

43



Az dsztrogén €s raloxifen kozvetitette kardiovaszkuldris protektiv mechanizmusok

7.2. Osztrusz ciklus

7.2.1. HO-2- és HO-I-expresszio ndstény patkdnyok bal szivkamrdjaban és aorta

abdominalisaban kiilonbozé E-telitettségi dllapotokban

A HO-2 és HO-1 fehérjék szoveti expresszidjat ndstény patkdnyok bal szivkamrijiaban és aorta
abdominalisdban Western blot moddszerrel vizsgaltuk. A dllatokat kiilonb6zo E,-telitettségi
allapotaikban tanulmanyoztuk. Az E,-szint maximumat a prodsztruszban €s az Osztrusz reggelén
éri el és a didsztrusz fazisban a legalacsonyabb. Az 20. (A, B) dbra azt mutatja, hogy a konstitutiv
izoenzim (HO-2) szintje az Osztrusz fazisban levé ndstények bal szivkamrijaban szignifikdnsan
magasabb, mint a diosztrusz fazisban levo éllatok esetében (96,12+4,46 vs 47,44+7,47 %). Az
enzim induktiv formdjanak expressziéjat szintén kimutattuk. Ahogy az a 21. (A, B) dbran lathato, a
HO-2-hez hasonléan a HO-1 enzim szintén lényegesen magasabb szinten expresszdlédott az
Osztrusz fazisu noOstények bal szivkamrdjidban, mint a didsztrusz fazisiakéban (94,66+3,46 vs
23,46£8,99 %) (22. abra). Az aorta abdominalisban tapasztalt eredmények az el6zdekkel
ellentétesek: A HO-2 és a HO-1 expresszidja is alacsonyabb szintli az Osztrusz fazisban, mint a

diosztruszban (HO-2: 49,44+7.41 vs 94,34+4,12 %; HO-1: 54,77+8,23 vs 95,45+3,17 %) (23. 4bra)

HO-2
SZIVBEN

A
& 100+ 20. abra:  Szoveti HO-2-expresszié _ (%-ban)
= 1 kiilonboz6 E,-telitettségii néstény patkidnyok bal
‘] 80 szivkamrajaban

8 i

é 60_ Az édbra ,,A” része a denzitometrikus értéket mutatja
(“\.)l 404 (atlag = S.EM. %-ban, 100% a maximalis expressziot
) i jelenti). Az Osztrusz fazisban levé ndstényekben (Et)
T 204 magasabb HO-2-expressziét tapasztaltunk, mint a

- diosztrusz fazisiak esetén (.).
0 _ A ,,B” részen a reprezentativ kép lathato.
Osztrusz Didsztrusz 1,3: osztrusz fazistd néstények HO-2-szintje
2,4 didsztrusz fazisd ndstények HO-2-szintje
B n=7, statisztikai szignifikancia: *p<0,001 az 0Osztrusz
fazisu csoporttal 0sszevetve.
36 kDa _p ‘. u -
HO-2
1 2 3 4
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HO-1
SZIVBEN
A 21. _abra:  Szoveti HO-1-expresszié _ (%-ban)
kiilonb6z6 _E,-telitettségii néstény patkanyok bal
szivkamrajaban
100+ —
§ ] Az dbra ,,A” része a denzitometrikus értéket mutatja
S 807 (itlag + S.E.M. %-ban, 100% a maximdlis expresszi6t
S 1 jelenti). Az 0Osztrusz fazisban levé ndstényekben (D)
8 607 kifejezettebb volt a HO-1-expresszié, mint didsztrusz
g fazisban ().
~: 40 a A ,,B” részen a reprezentativ kép lathato.
o i 1,3: 6sztrusz fazisu néstények HO-1-szintje
T 201 2,4 divsztrusz fizisd ndstények HO-1-szintje
A n=7, statisztikai szignifikancia: *p<0,001 az Osztrusz
0 Osztrusz Didsztrusz fazisu csoporttal 6sszehasonlitva.

HO-2
AORTABAN
A
22. abra: Szoveti  HO-2-expresszié  (%-ban)

1004 Kiilonboz6 __E,-telitettségii néstény  patkanyok
s 80' aortajaban
?8 E Az édbra ,,A” része a denzitometrikus értéket mutatja
2 60 (dtlag + S.E.M. %-ban, 100% a maximilis expressziGt
E- . jelenti). Az Osztrusz fazisban levé ndstényekben (ﬁ)
®  40A alacsonyabb szintli HO-2-expressziét figyeltiink meg,
N . -
S . mint didsztrusz fazisban (.).
T 204 A ,,B” részen a reprezentativ kép lathato.

- 1, 2, 3: 0sztrusz fazisu néstények HO-2-szintje
0 . 4,5, 6: divsztrusz fazisd ndstények HO-2-szintje
Osztrusz Didsztrusz

n=7, statisztikai szignifikancia: *p<0,001 az 0Osztrusz
fazisu csoporthoz viszonyitva.

1 2 3 4
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HO-1
AORTABAN
A
23. abra: Szoveti HO-1-expresszio  (%-ban)

100+ kiilonb6z6 __E,-telitettségii néstény  patkanyok
S %0 1 aortajaban
0
5 ] Az édbra ,,A” része a denzitometrikus értéket mutatja
8 60+ (atlag + S.EM. %-ban, 100% a maximalis expressziot
& ] jelenti). Az Osztrusz fazisi ndstényekben (D)
i-’ 40+ alacsonyabb szintli HO-1-expressziét mutattunk ki, mint
o 1 a diosztrusz fazisban levok esetében (.).
T 204 A ,B” részen a reprezentativ kép lathato.

. 1, 2, 3: sztrusz fazisd néstények HO-1-szintje
0 4,5, 6: didsztrusz fazisd ndstények HO-1-szintje

B Osztrusz Didsztrusz n=7, statisztikai szignifikancia: *p<0,001 az 0Osztrusz

fazisu allatokhoz viszonyitva.

34kDa” > |- - “.
HO-1

1 2 3 4 5 6

7.2.2. HO-aktivitds kiilonbozo E-telitettségi dllapotokban levé ndstény patkdnyok bal

szivkamrdjdban és aorta abdominalisdban

A HO-aktivitast a képzodott bilirubin mennyisége alapjan hataroztuk meg. Nem figyeltiink meg
szignifikdns kiilonbséget a prodsztrusz/0sztrusz fazisu nOstényekbdl és €s a didsztrusz fazisban
levokbol szarmazé bal szivkamra és aorta abdominalis szovetek kozott (bal szivkamra: 2,65+0,29
vs 3,5240,34 nmol bilirubin/h/mg fehérje; aorta abdominalis: 9,71+£2,20 vs 10,02+4,97 nmol
bilirubin/h/mg fehérje).
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SZiv
4.5+
4.0+
35 24. abra: Kiilonbo6z6 E,-telitettségi allapotok hatisa a
] szivizom __HOQ-aktivitdsara __ (nmol/bilirubin/h/mg
3.0 —T— fehérje)
2.5

i Tendencidlisan magasabb HO-aktivitdst figyeltiink meg
2.0+ PR . .

. a diosztrusz fazisu ndstényekben (@), mint az Ssztrusz
1-5'_ fazisiak esetében (D), de a kiilonbség nem volt
1.0 szignifikdns. Az eredmények nmol bilirubin/h/mg
0 5_' fehérje formdban vannak megadva, és atlag + S.E.M.-

o ben tiintettiik fel 6ket, (n = 9-10).
0.0
Osztrusz Di6sztrusz
AORTA
15.0-_
13.51 25. abra: Kiilonb6zé E,-telitettségi dllapotok hatisa
12.0 _ a aorta abdominalis HO-aktivitasara
10.5- (nmol/bilirubin/h/mg fehérje)
9.0
] Nem tapasztaltunk kiilonbséget HO-aktivitdsban a
7.5 ) - .. L.
. diosztrusz (.) és a proosztrusz/osztrusz fazisd
6.0 ndstények h  kozott. Az eredményeket nmol
4.57 bilirubin/h/mg fehérje formdban fejeztik ki, és
3.0- atlag + S.E.M.-ben tiintettiik fel éket, (n = 9-10).
1.5-_
0.0
Osztrusz Didsztrusz
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7.3. Ovariektomia (OVX) és E;- illetve raloxifenkezelés

7.3.1. Az E; és raloxifen hatdasa OVX patkdnyok plazma AVP szintjére

Az OVX dllatokban szignifikdnsan magasabb plazma AVP szintet mutattunk ki, mint
néstényekben (6,25+0,33 vs 2,3+0,53 pg/ml) (26. dbra). Harom kiilonb6z6 dézisu raloxifennel
(0,11 mg/kg; 0,33 mg/kg; 1,0 mg/kg, 2 héten at, per os, naponta egyszer) (5,20+1,55 pg/ml;
4,00+0,26 pg/ml; 3,16+0,38 pg/ml) vagy osztradiollal (0,1 mg/kg, 2 héten at, per os, naponta
egyszer) (2,33+0,30 pg/ml) torténd kezelés meggatolta a plazma AVP szintjének novekedését
OVX patkanyokban. A raloxifenkezelés a plazma AVP szintjét dézistiiggden csokkentette.

81 26. dbra: Osztradiol- és raloxifenkezelés hatisa az OVX
7] a néstény patkianyok plazma A VP szintjére (pg/ml)
= 1 -
% 6] — A kezeletlen OVX dllatok plazma AVP szintje
= 5] b megndvekedett (L), mig 3 kiilonboz8 dézisi raloxifennel
> 4 = (RO,11 L, R0,33 E, rR1 W), vagy osztradiollal (E, [,
< 3] b b torténd kezelés meggatolta az AVP szint novekedését.
2] L Az adatok pg/ml-ben értenddk, és atlag + S.E.M.-ként
. vannak feltiintetve. Minden csoport legaldbb 10 dallatot
1] tartalmazott, a statisztikai szignifikancia “p<0,05 a
0 E, RO,11R0,33 RI néstényekhez, és °p<0,05 kezeletlen OVX csoporthoz

| viszonyitva.

(00%:¢

7.3.2. Az E; és raloxifen hatdsa az OVX patkanyok AVP-indukdlta aortagyiirii-

kontrakciojdra

A tiléld patkany aortagytirii-kontrakcié eredmények a 27. dbran vannak feltiintetve. Az AVP
hatdsara bekovetkez0 vazokonstrikcié joval nagyobb mértékiinek bizonyult az OVX
ndstényekben, mint a nem operalt allatokban (2,90+0,20 vs 0,70+0,18 g/mg aortagyliri-tdomeg).
Kisebb dézisokban adott raloxifen (0,11 mg/kg és 0,33 mg/kg, 2 héten at, per os, naponta
egyszer) (2,00+£0,26 g/mg aortagylri-tomeg és 2,00+0,16 g/mg aortagylri-tomeg) enyhén
csokkentette az AVP-indukalta aortagytirii-kontrakciét OVX éllatokban, de a tenzié még igy is
magasabb volt, mint a nem operdlt kontroll csoport esetében. Nagyobb dézisd raloxifen (1,0

mg/kg, 2 héten at, per os, naponta egyszer) (0,60+0,25 g/mg aortagylirii-tomeg) illetve dsztradiol
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(0,1 mg/kg, 2 héten at, per os, naponta egyszer) (1,20+£0,17 g/mg aortagyliri-tdmeg) viszont

meggatolta OVX ndstényekben az AVP hatasdra bekovetkez6 aortagylrii-kontrakcidt (27. dbra).

3.5
3.01
25
2.0
151
1.0-

Tenzi6 (g/mg gytirtitdmeg)

0.5

0.0

E, RO0,11R0,33 RI

OovX

27. abra: Osztradiol- és raloxifenkezelés hatdsa az
AVP-indukalta talélé aortagyiirii-kontrakciora
(g/mg gyiiriitomeg) OVX patkanyokban

A vazokonstrikcié a kezeletlen OVX csoportban (D) volt
a legnagyobb mértékii. Harom kiilonbozd doézisu
raloxifen (RO,11: L1, R0,33: E R1: W) ill. 6sztradiol (E,
() meggatolta az AVP-indukdlta aortagytiri-kontrakciot
OVX illatokban.

Az adatok atlag + S.E.M.-ként vannak megadva, n=11-
12 minden csoportban, a statisztikai szignifikancia
p<0,05 a kontroll néstényekhez, és bp<0,05 kezeletlen
OVX allatokhoz viszonyitva.

7.3.3. Osztradiol és raloxifen hatdsa OVX patkdnyok bazdlis vérnyomdsdra

A vérnyomds valtozdsai az 28. dbran lathatok. A kezeletlen OVX ndstényekben magasabb

vérnyomast figyeltiink meg (89,89+3,93 Hgmm), mig a raloxifennel (0,33 mg/kg, ill. 1,0 mg/kg,

2 héten &t, per os, naponta egyszer) (82,37+4,20 ill. 75,11+£3,54 Hgmm), vagy az Osztradiollal

(0,1 mg/kg, 2 héten at, per os, naponta egyszer) (73,03+3,20 Hgmm) torténd kezelés a

vérnyomast a kontroll néstények szintjére allitotta vissza.

100+
90+
801

70+

Bazilis vérnyomds (Hgmm)

60

50

E, RO0,33

R1

OovXx

28. abra: Osztradiol- és raloxifenkezelés hatéisa

OVX patkinyok vérnyomasara (Hgmm)

A kezeletlen OVX csoportban (D) magasabb
vérnyomadst mértiink, de az érték a kontroll csoport
szintjére allt vissza az osztradiol- () ill. mindkét
dé6zist raloxifenkezelés (R 0,33 E; R1 M) hatdsara .
Az adatok atlag + S.E.M.-ként vannak feltiintetve,
minden csoport 12-14 A4llatb6l 4llt, a statisztikai
szignifikancia “p<0,05 a kontroll néstényekhez, és
®p<0,05 kezeletlen OVX csoporthoz viszonyitva.
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7.3.4. Raloxifen és osztradiol hatdasa a HO-2 és a HO-1 expressziojara OVX patkdnyok bal

szivkamrdjdban

A HO-2 és HO-1 fehérjék mennyiségét Western-blot analizissel hataroztuk meg. Eredményeink
szerint az OVX jelentdsen lecsokkentette a HO enzimek expresszidjat a szivben (HO-2:
48,0+2,76 %; HO-1: 39,86+4,79 %), mig E,- (0,1 mg/kg, 2 héten ét, per os, naponta egyszer)
(HO-2: 100,14+4,02 %; HO-1: 95,14+4,11 %) illetve raloxifenkezelés (1,0 mg/kg, 2 héten at, per
os, naponta egyszer) (HO-2: 95,86+4,03 %; HO-1: 90,29+4,43 %) hatdsdra az expresszid az
ndstényekben tapasztalt szintre llt vissza. Az eredményeket az 29. (A;B) és 30. (A;B) dbra

szemlélteti.
HO-Z
A SZIVBEN

1009 b b 29. abra: OVX hatasa a HO-2 expresszidjara (%)
s , szivben

g 751 . . .
2 Az édbra ,,A” része a denzitometrikus értéket mutatja
% 504 a (atlag £ S.E.M. %-ban, 100% a maximalis expressziot
$ jelenti). Az intakt, Osztrusz fazisi néstényekben D, és
. az Osztradiol- (E, ill. raloxifen-kezelt

Q diol- (E, [M) i1. raloxifen-kezelt (R1 M)
% 25+ csoportokban magasabb HO-2-expessziét figyeltiink

meg, mint a kezeletlen, OVX dllatok esetében (D).

0 A ,,B” részen a reprezentativ kép lathato.

n=7, statisztikai szignifikancia: “p<0,001 a kontrol
ndstény; €s bp<0,001 a kezeletlen OVX csoporthoz
viszonyitva.

=
Osztrusz

34kDa —p “.
HO-2

A HO-1
SZIVBEN

100+ 30. abra: OVX hatasa a HO-1 expressziéjara (%)

szivben

754

Az dbra ,,A” része a denzitometrikus értéket mutatja

(atlag + S.EM. %-ban, 100% a maximalis

expressziét jelenti). Magasabb HO-1-expressziét

mutattunk ki az 6sztrusz fazisu ndstény allatokban

(), és az osztradiol- (E, M) ill. raloxifen-kezelt

(R1 .) csoportokban, mint mint a kezeletlen, OVX

ndéstényekben (D).

A ,,B” részen a reprezentativ kép lathato.

n=7, statisztikai szignifikancia: “p<0,001 a kontroll
néstény; és "p<0,001 a kezeletlen OVX csoporttal

ovX .. .

Osszehasonlitva.

504 a

HO-1-expresszi6 (%)

25+

Osztrusz

32kDa —p

HO-1 — o -

50



Az 0sztrogén €s raloxifen kozvetitette kardiovaszkuldris protektiv mechanizmusok

7.3.5. Raloxifen és osztradiol HO-aktivitasra gyakorolt hatdisa az OVX patkdnyok bal

szivkamrdjdban és aortdjaban

A HO aktivitast a képzddott bilirubin mennyiségébdl hataroztuk meg. OVX kovetkeztében az
enzimaktivitds jelentdsen lecsokkent a bal szivkamrédban (0,78+0,12 nmol bilirubin/h/mg fehérje)
€s az aorta abdominalisban (3,31£0,46 nmol bilirubin/h/mg fehérje). Ezzel szemben E,-nel
(6sztradiol: 0,10 mg/kg, 2 héten at, per os, naponta egyszer) (bal szivkamra: 1,99+0,56 nmol
bilirubin/h/mg fehérje; aorta abdominalis: 7,06+1,51 nmol bilirubin/h/mg fehérje) vagy mindkét
dozisu raloxifennel (0,33 ill. 1.0 mg/kg, 2 héten &t, per os, naponta egyszer) (sziv: 1,65+0,23
nmol bilirubin/h/mg fehérje, aorta: 9,54+1,78 nmol bilirubin/h/mg fehérje; ill. sziv: 1,85+0,21
nmol bilirubin/h/mg fehérje, aorta: 6,12+1,74 nmol bilirubin/h/mg fehérje) torténd kezelés
hatdsdra az OVX dllatok sziv bal kamrdjaban és aortijdban a HO-aktivitds a ndstényekben

tapasztalt szintre tért vissza. Az eredmények a 31. és 32. dbran l4thatéak.

SZivV 31. abra: Raloxifen- és dsztradiolkezelés hatasa a
3.5+ HO-aktivitasra (nmol/bilirubin/h/mg fehérje)
1 b OVX patkanyok szivizomszovetében
<o 3.04
l§ 5 5_‘ il Az OVX dllatokban (L)) csokkent HO-aktivitdst
.S ] tapasztaltunk, mig mindkét doézisi raloxifennel
S 2 50 b b (RO,33: @ ; R1: W) i1l. 6sztradiollal (E, [y t6rténd
2 % 1 T kezelés novelte a HO-aktivitdst. Az eredmények
%,é 5 1.54 nmol bilirubin/h/mg  fehérjében értenddk, és
_% § 1 atlag + S.E.M.-ként vannak feltiintetve (n=9-10).
B 1'0'_ —?— p < 0,05 az osztruszos néstényekhez, és °p < 0,05
g 0.5- az OVX csoporttal 6sszehasonlitva.
0.0 N E, RO0,33 RI
=]
R |
S OVX
AORTA
14+ . . P . ) .
@ - 32. abra: Raloxifen- és osztradiolkezelés hatasa
§ 124 a HO-aktivitadsra (nmol/bilirubin/h/mg fehérje)
4 d’ojn 10_‘ ‘T OVX patkanyok aortaszévetében
2 g 8- b A kezeletlen OVX ndstényekben (b csokkent
%; _Ea . HO-aktivitdst figyeltink meg, de az érték
% 2 6 novekedett mindkét dézisd raloxifennel (R0,33: H;
B 4] a R1: W), ill. 6sztradiollal (B torténd kezelés
< | — hatdsdra Az eredmények nmol bilirubin/h/mg
é 24 fehérjében értenddk, és atlag + S.E.M.-ként vannak
] feltiintetve (n=8-9), 'p<0,05 az 0Osztruszos
0 E, R033 RI nostényekhez, é&s bp<0,05 az OVX csoporttal
Osszehasonlitva.

Osztrusz

OvVX
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7.3.6. HO-gdtlds hatdsa az AVP-re adott vdlszként kialakulo vérnyomdsra

Fentolaminnal (fentolamin: P, 10,0 mg/kg i.p.) kezelt ndstény patkdnyok jobb oldali arteria
carotisban mért vérnyomdsdban dozisfiiggd novekedést figyeltiink meg intravéndsan adott AVP
(0,02-0,18 pg/kg) hatdsdra OVX és intakt dallatokban egyarant. Az OVX csoportban a
vérnyomas-emelkedés szignifikdnsan nagyobb mértékiinek bizonyult (24,3+1,42-53,6+3,48 %),
mint az intakt ndstényekben (9,3+1,62-24,0+2,12 %). E,-kezelés (Osztradiol, 0,10 mg/kg, 2
héten 4t, per os, naponta egyszer) utdn a tapasztalt fokozott vérnyomdsvédlasz elmaradt
(10,204£2,07-27,60+2,50 %), raloxifen (1,0 mg/kg, 2 héten at, per os, naponta egyszer) hatdsara
pedig enyhiilt az AVP-indukdlta vérnyomdsemelkedés (12,10+£1,60-26,80+£3,45 %) az OVX
allatokban. A HO enzimrendszer gatldsa szignifikdns novekedéshez vezetett minden vizsgalt
csoportban (intakt: 33,10+2,23-49,50+£2,76 %; OVX: 29,30+0,56-66,10+1,07 %; Osztradiol-
kezelt: 22,60+1,46-54,50+4,50 %; raloxifen-kezelt: 23,40+1,60-55,60+£3,45 %). Az

eredményeket az 33. dbran tiintettiik fel.

—intakt
Eintakt+SnPP
C—Jovx
E=ovx+SnPP

yomas-emelkedés (%)

€rm

E=R1+Snpp

Vi

< [T
o
o
=
0q
~
~
[
— |

0,02 ng/kg 8 ug/kg AVP

)

33. abra: HO-gatlas hatasa OVX patkanyok artérias vérnyomasara

Az OVX csoportban () jéval nagyobb mértéki AVP-indukalta vérnyomas-emelkedést tapasztaltunk, mint az
intakt néstényekben (d).Raloxifene (R1:I) ill. 17-B-6sztradiol (E,: [l hatdsdra az emelkedés enyhiilt. A HO
enzimrendszer SnPP-vel torténd gatlisa (E E E ) az AVP-re adott vérnyomésvilasz er8sodéséhez vezetett.
Az adatok %-ban értenddk, és dtlag + S.E.M.-ként vannak kifejezve; (n=6-8), "p <0,05 a ndstényekhez
viszonyitva. "p<0,05 szignifikans kiilonbséget jelez az SnPP-kezelt és a kezeletlen csoportok kozott.
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7.3.7. HO-gdtlds sziviszkémidra gyakorolt hatdsa

Az ST szegmens valtozasait ndstény patkdnyokban lead II standard felszini ECG-vel mértiik
intravénds epinefrininjekcié (A: 10,0 ug/kg), majd 30 masodperccel késébb fentolamin (P: 15,0
mg/kg) beaddsat kovetden. A beavatkozds csak az OVX dllatokban okozott szignifikdns ST
szegmens depressziot (-0,13+0,038 mV), az intakt ndstényekben és az E,- (0,1 mg/kg, 2 héten at,
per os, naponta egyszer) illetve raloxifen-kezelt (1,0 mg/kg, 2 héten &t, per os, naponta egyszer)
ovariektomizalt csoportokban az ST szegmens depresszié nem jott 1étre. SnPP-vel torténd
elokezelés (30 pg/kg, 24 ill. 1 oraval a mérés eldtt) viszont ST depresszio 1étrejottéhez vezetett
az intakt (-0,20+0,030 mV) és az 0Osztradiollal (-0,16+0,040 mV), valamint raloxifennel (-
0,17£0,040 mV) kezelt csoportokban is, tovabbd novelte az ST depresszié mértékét az OVX
néstényekben (ST szegmens véltozas: -0,34+0,045 mV). Az adatokat az 34. 4bran mutatjuk be.

34. abra: HO-inhibitor 6n-protoporfirin
-0.051 (SnPP) hatasa az ST szegmens valtozasaira

OVX kontroll csoport (.), SnPP hatdsa az ST
szegmens véaltozdsaira . Az eredmények
mV-ban vannak megadva, és dtlag + S.E.M.-ként
025 b tintettiik fel &ket, n=10, “p<0,05 a
mm +SoPP - ngstényekkel — Osszehasonlitva. *p<0,05
szignifikans kiilonbséget jelez a kontroll és
-0.357 SnPP-kezelt csoportok kozott.

-0.15q

ST depresszié (mV)
o
o

-0.45

Intakt E, RI

OvVX

7.3.8. HO-gatlds hatdsa az izoldlt sziv AVP-re adott perfiiziovdlaszdra

Az atrérids vérnyomdst Langendorff szerint mértiik. Az AVP (1,0-10,0 pg) minden vizsgélt
csoportban doézisfiiggben befolydsolta a szivperfiziot. Az OVX ndstényekben az AVP
szignifikdnsan erdsebb szivperfuzio-csokkenést okozott (8,60+0,71-16,6+0,91 %), mint az intakt
csoportban (3,3+0,72-11,7£2,61%). E;-nel (Osztradiol, 0,1 mg/kg, 2 héten at, per os, naponta
egyszer) (3,70+0,62-8,404+0,61 %) illetve raloxifennel (1,0 mg/kg, 2 héten 4t, per os, naponta
egyszer) (3,90+0,45-7,80+£0,90 %) torténd kezelést kovetden a szivperfizid-csokkenés kisebb
mértéki lett. A HO enzimrendszer gatlasa (SnPP, 30 pug/kg, 24 ill. 1 6raval a mérés el6tt) minden
csoportban a hatds szignifikdns erdsodéséhez vezetett (intakt: 5,10+£0,83-15,0+1,90%; OVX
kontroll: 11,70+0,70-18,40+1,07 %; 0Osztradiol-kezelt: 8,20+0,69-12,60+1,16 %; raloxifen-
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kezelt:5,20 + 0,35-11,20+0,57) Az eredmények az 35. dbrin lathatok.

CJintakt
@ E=intakt+SnPP
N CJovx
é Eovx+SnPP
2 (I E »
e ] 2+SnPP
b e R1
E=R1+Snpp
3

AVP

s zez

Az AVP-indukalta perfiziécsokkenés joval kifejezettebb volt az OVX (), mint az intakt néstényekben
() .Raloxifen- (R1: ) ill. 17B-6sztradiolkezelés (B, ) a szivperfiziét kontroll szintre allitotta vissza.
SnPP-vel torténé HO gatlas (B B W) hatisira kifejezettebb AVP-indukalta perfiziévalaszt
figyeltiink meg. Az eredmények %-ban értenddk, és atlag + S.E.M.-ként vannak feltiintetve; n = 6-8,
“p < 0,05 a néstényekhez viszonyitva. "p<0,05 szignifikans kiilsnbséget mutat a kontroll és SnPP-kezelt
csoportok kozott.
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7.4. Paclitaxelkoncentrdcio sertés korondridban

7.4.1. Paclitaxelszint sertés korondria artéridjiban paclitaxellel bevont Dior-ballonnal torténd

lokalis hatoanyag-bejuttatdst kovetioen

A Dior-ballon egyes artéridk és bifurkaciok dilatacidjat célz6 alkalmazdsa sordn és azt kovetden
komplikéciok nem léptek fel.

A Dbeavatkozds utdn 1,5 Ordval az egyes dilatalt artéridkban 1,82+1,60 uM/L szoveti
paclitaxelkoncentraciét mértiink, ami 12, 24 és 48 ora elteltével szignifikdnsan lecsokkent
(0,73+£0,27 (p=0,032), 0,62+0,34 és 0,44+0,31 uM/L). A szegmensek proximadlis, k6zépsO és
disztdlis részei kozti paclitaxel-eloszlasban a LAD, LCx és RCA kozott nem tapasztaltunk
kiillonbséget, a hatéanyag szoveti koncentricidja a dilatdlt szegmensek kozépsod részén volt a
legmagasabb. A referencia szegmensek atlagos paclitaxelkoncentracidéja fokozatosan csokkent
0,84+0,99-r61 0,34+0,36 uM/L-re (p=0,09), késébb pedig 0,28+0,16 és 0,19+0,18 uM/L-re (1,5,

12, 24 és 48 oraval a beavatkozas utan) (36. abra).

Disztélis Disztélis dilatdlt Ko6zépsé dilatdlt Proximalis dilatdlt  proximalis

referens szegmens szegmens szegmens $2€gmens  referens szegmens

I,5h 12h

24 h 48 h

36. abra: A Dior-ballon-inflacié hatasa a paclitaxelkoncentraciora a koronaria artériakban

Az eredmények pM/ml-ben értenddk, és atlag + S.D.-ként vannak feltiintetve.
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A bifurkéciés intervencié 5,10+1,80 uM/L szdveti paclitaxelkoncentraciot eredményezett a
féagban, ami 12 o6ra elteltével 1,41+1,23 uM/L-re csokkent (p=0,004). A bifurkéciés oldaldgban
a paclitaxel szoveti koncentracidja 7,00+4,80 uM/L volt 1,5 6éraval a dilatdcié utdn, ami
2,7240,40 uM/L-re csokkent (p=0,034). A legmagasabb paclitaxelkoncentraciét az oldalag és a
fodg interszekcids pontjdban mértiik, ami a fé4ag disztélis része felé haladva csokkent (38. dbra).
A referenciaszegmensekben hasonld paclitaxelkoncentriciét figyeltiink meg, mint az egyes
szegmensdilatidcioban. A periférias vérben 10, 20, 30 perccel, illetve 1, 2, 12, 24 és 48 oraval a

Dior-ballonnal elvégzett dilataciét kovetden sem mutattunk ki paclitaxelt.

Proximalis dilatdlt Proxima4lis
szegmens referens

Ko6z4ps6 dilatalt
szegmens

Disztalis dilatalt

szegmens )
Carina
o szegmens
Disztalis
referens ) o
Disztalis dilatalt
szegmens
Disztalis
referens

I,5h 12h

37. abra: A Dior-ballon-inflacié hatasa a paclitaxelkoncentraciora a koronaria artériakban

Az eredmények uM/ml-ben értenddk, és dtlag + S.D. -ként vannak feltiintetve
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8. Diszkusszio

Eredményeink 0sszhangban édllnak azokkal a megfigyelésekkel, melyek szerint a vazokonstrikcid
fokozddik a kiilonboz6 erekben OVX utdn, amit E,- vagy raloxifenkezeléssel ki lehet védeni
[169, 170]. Kisérletes menopauzit kovetden az endogén E, hidnya emelkedett plazma AVP
szintet, megnovekedett bazdlis vérnyomadst és ST depressziot eredményezett, amiket
hormonpé6tlé vagy raloxifenkezeléssel normalizdlni tudtunk. Osztradiol- és raloxifenkezelés
helyredllitotta az AVP-re adott valaszkészséget mind a szivben mind aortdban, szignifikdnsan
csokkentve az E, hidnyban észlelt emelkedett aortakontrakciot, illetve novelte szivperfiziédt. E
valtozas azt jelenti, hogy E, hidnydban novekszik a hipertonia kockdzata, valamint hogy az E; -
potlo kezelés utdn a vérnyomds normalizalédik. A tilélo patkdnyaorta kontrakcidjanak mérése
azt mutatja, hogy az AVP-re adott vaszkularis vélasz egyik oka az E, és raloxifen direkt hatdsa
az erek simaizomzatdra.

Szamos vizsgalat adatai vetették fel, hogy az érfal tonusdnak adrenerg reguldcidja valtozik E,-
kezelés utan. Néhany kisérletben igazoltdk, hogy a 17-B-0sztradiol csokkenti a noradrenalinra
adott presszor valaszt [171-174]. Zsigeri arterioldkon is bizonyitottdk az 6sztradiol vazorelaxdns
aktivitasat [175], a mezenteridlis artéridk B adrenoceptor altal medidlt relaxaciéjat pedig az E,
szintén fokozhatja [176].

Munkacsoportunk az AVP valamint E, és raloxifen kozotti interakciét vizsgalta. Eredményeink
teljes Osszhangban dllnak a noradrenalin esetében tapasztaltakkal [177], miszerint az endogén
AVP szerepet jatszhat a menopauza sordn tapasztalt fokozott érkontraktilitisban. Az E, és a
raloxifen a vazodilaticionak kedvez azzal, hogy egyrészt fokozza a NOS és HO enzimek
expresszigjat és aktivitdsit, valamint mds vazodilatitorok felszabadulédsat, emellett csokkenti a
vazokonstriktorok szintézisét és szekrécidjat [149]. Ezen megfigyeléseket aldtdmasztva azt
talaltuk, hogy az endogén E; hidnya visszaszoritja az erekben taldlhat6 NOS és HO enzimeket,
ami kovetkeztetéseink szerint megmagyardzza az érrendszer AVP-el szembeni megnovekedett
érzékenységét. Ez a hatds megfordithat6 E, vagy raloxifen adagoldsaval [165].

Szamos kutatdsnak volt célpontja az E, endotéliumra €és vaszkuldris sejtek proliferacidjara
gyakorolt kozvetlen hatdsa [178, 179]. Az E, és a raloxifen szignifikdansan gatolja a PDGF altal
stimulélt proliferaciot az erek simaizomsejtjeiben [180]. Ezek alapjan az E, és a raloxifen gatlé
hatdsa feltehetéen ER- okon keresztiil valésul meg. Egy mésik alternativa lehet, hogy az E,

képes befolydsolni a vazoaktiv hormonok vaszkularis hatdsat [149].
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Ebben a tekintetben fontos megemliteni a szexudlis dimorfizmust a kardiovaszkuléris
eseményekben. Kiilonbozd kutatisok adatai szerint az egyes nemi hormonok specifikusak a
vazopresszinre. Bryant irta le eldoszor [181], hogy az AVP dltal okozott vazokonstrikciora
hatdssal vannak a gonadalis szteroidhormonok. Az iszkémids 1ézidk sulyossdgat a vese kérgi
részében a nagy dozisi vazopresszin okozta, amit az Ej-ek befolydsolnak. Hasonl6
eredményeket kaptak tovabbi kisérletekben is: nagy dézisu vazopresszin adagoldsaval kétoldali
vesekéreg-nekrozist idéztek elé E,-nel elOkezelt patkdnyokon. Az E, novelte a veseartéridk
érzékenységét a vazopresszinre nézve [182, 183].

A legtobb tanulmény in vitro prepardtumokat alkalmazott. A vazopresszinre valé érzékenység
szignifikdnsan magasabb volt az OVX ndstények €s a himek aortagyiiriijében [184]. Crofton és
mtsai [150, 185] leirtdk, hogy a vazopresszininflizié hatdsara bekovetkezett presszor vélasz az
Osztruszban akkor volt nagyobb, amikor a keringd 0sztrogén szintje a legalacsonyabb volt.

A mi jelenlegi eredményeink 0szhangban allnak Crofton konlizidjaval. OVX patkanyokban a
plazma AVP szintje és az artérids vérnyomds nd, a taléld patkanyaorta-ring kontrakcidjanak
novekedése €s a Langendorff szivperfuzio-csokkenés sokkal kifejezettebb, mint intakt
néstényekben. Az E, potlas vagy raloxifenkezelés megsziinteti az emelkedett vérnyomast €s az
AVP-re adott nagyobb presszor vilaszt OVX patkdnyokban. Eredményeink alapjan tdmogatjuk a
korabbi megallapitasokat [27-32, 165], melyek szerint a raloxifen vaszkularis protektiv hatas
tekintetében E, agonista karakterrel bir.

Az E, kardioprotektiv hatdsa részben metabolikus aktivitdsainak kovetkezménye, kozvetlen
érfali hatdsai jelent6sen hozzdjarulnak a sziv-érrendszeri megbetegedések kockazatanak
csokkenéséhez [186, 187]. Az E, endotélfiiggd, illetve az endotéltdl fiiggetlen mddon is vélthat
ki vazodilataciot [188-192]. Kozvetlen érfali hatdsainak egyik legjelentdsebb medidtora a NO
szintézisének és felszabaduldsdnak potencirozdsa [193-196]. Az E, -rdl igazoltdk, hogy a
vaszkuldris simaizomzaton direkt Ca®*-antagonista hatdst fejt ki [197, 198], ezenkiviil a K*-
csatorndk nyitdsdval, a PgH (prosztaglandin-szintdz H) -dependens vazokonstrikcié gétlasaval és
a neuromuszkuldris junkcion kifejtett hatdsa utjan is vazodilaticiét okoz [199-201]. Az E;-p6tld
kezelés részben antiateroszklerotikus, részben direkt érfali hatdsai révén a vérnyomads enyhe
csokkenését eredményezi [202, 203]. Mind az akut, mind a krénikus E, -kezelés befolyassal van
az értonusra €s a vaszkuldris reaktivitdsra, amint azt szamos klinikai vizsgélat is igazolta [204-
208].

A vazodilatator és vazokonstriktor anyagok felszabaduldsanak szintén fontos szerepe van az E,

és a raloxifen altal kozvetitett vaszkularis védelemben.
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Ugy tiinik, hogy az 6sztradiol hatdsa a miogén ténusra endotélfiiggd, egyrészt NO-szintézis dltal
medialt valasz [209], mésrészt erdmenyeink alapjdn elmondhatd, hogy az E, és a raloxifen a HO
enzimek up-reguldcidja révén is részt vesz a kardiovaszkuldris rendszer védelmi
mechanizmusaiban. A HO enzimek expresszidja €s aktivitdsa is szignifikdnsan kisebb az OVX
patkanyok bal szivkamrijiaban, mint az intakt E, képzéssel rendelkezd kontroll ndstényekben.
Mig az E, hidnyos dallapot a HO enzim szintjét lecsokkenti, a két hétig tarté E,- vagy
raloxifenkezelés a HO enzimek aktivitdsat és expresszidjat visszadllitotta az intakt E, képzéssel
rendelkezd kontroll patkdnyokban tapasztalt szintre. Megfigyelésiink alapjan a SERM raloxifen
E, agonistaként viselkedett a HO enzimrenszer szabdlyozdsaban. Kisérleteink szivizomra
vonatkozé adatai alapjdn a HO enzim expresszidja szexudlis dimorfizmust és ciklusdependenciat
is mutatott. Himekben szintén alacsonyabb aktivitast és expressziodt tapasztaltunk dsszehasolitva
az Osztruszos ndstényekkel. Az Osztruszos €s diosztruszos allatokat vizsgdlva azonban meglepd
eredményeket kaptunk. Bar szivben magasabb HO-1 és HO-2 expresszidkat mértiink, azonban az
aktivitds értékek nem kiilonboztek. Még érdekesebb eredményeket kaptunk az aortdk esetében.
Itt az enzimek (HO-1 és HO-2) expresszidja kisebb volt az 6sztruszos dllatok aortdjédban, viszont
az aktivitas értékek itt sem kiilonboztek. A fentiek oka valdsziniileg tobb oka lehet. Az egyik, az
eltéré szoveti Osszetétel lehet, a masik pedig, hogy Osztrusz és didsztrusz kozott nem olyan
jelentds az Osztrogén szint kiilonbség, mint a menopauza és az Osztruszos allatok hormonja
szintje kozott van.

Kutatécsoportunk kordbbi kisérletei az E, és raloxifen NOS rendszerre kifejtett hatdsaira
irdnyultak. A cNOS reverzibilis médon, Ca’ jelenlétében kotédik a kalmodulinhoz (38. dbra), és
két szovetspecifikus izoformdja 1étezik: eNOS, amelyet az ér endotheliumsejtjeiben fedeztek fel,
€s a nNOS, amit idegi elemekben {irtak le [127, 210]. Kimutattdk, hogy mindkét izoformédnak
egymastol fiiggetlen, ondll6 hatdsa van a kardidlis funkcidkra [211], tovdbba hogy az E,

szelektiven fokozza mindkét izoenzim aktivitasat [212, 213].
Dimerizcié &

HZN—C.:

FMN

NADPH

Hem
Kalmodulin

38. abra A NOS egy hipotetikus modellje, és a miikodése alatt feltételezett elektrontranszport.

A domain tartalmaz NADPH, FMN, FAD és val6sziniileg citolrém P-450 reduktdzt (hem-kotShely)
is. A szabéalyozé domain magdba foglalja a Kalmodulin kdtéhelyet is.
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Ezen megéllapitasok alapjan kutatécsoportunk arra a kovetkeztetésre jutott, hogy az OVX
patkanyok szivében az NO-szint E,- vagy raloxifenkezelést kovetd Ca2+—fiigg6 cNOS-aktivitds
fokozddéasanak hatdsara jelentkezd novekedésében az eNOS és nNOS izoenzimek egyiittesen
jatszanak szerepet. Az eNOS és a nNOS 4ltal szintetizalt NO fontos szerepet jatszik a vaszkularis
integritds fenntartdsdban [127, 210, 212, 214, 215]. Az eNOS Altal kifejtett kardiovaszkularis
védohatas igen jellemzd. Egyrészt az altala el6allitott NO az ér simaizomsejtjeinek elernyedését
okozza, masrészt gitolja a trombocytaaktivaciot, valamint a trombocyta- és leukocytaadhéziot,

valamint -aggregicidt a vaszkuldris endotélhez [127, 210] (39. dbra).

Erlumen Endotél sejt Simaizom sejt

L-arginin
~ GTP
Nyiréfesziiltség | ======> Ca2+ 1 ‘ eNOS NO- | 4 NO --GCJ

o |

Acetil- kolin

Bradykinin L-citrullin cGMP
ONOO-
|
Vazodilaticié
ﬁ Vérlemezke aggregécio |
NO-inaktivici6 Simaizom novekedés |

39. abra Az endotéliumfiiggé relxacio folyamatabraja. Az endothelinmembranon levé receptor
hatasira novekszik a Ca**-bearamlas.

A megnétt Ca**-szint a Kalmodulinnal egyiitt aktivdlja a NOS-t. A keletkezett NO atdiffundal a
simaizomsejtekbe, és aktivdlja a GC-at, s ennek eredményeképpen megné a cGMP-szint, ami
relaxacidt valt ki. Az L-NNA és az L-NAME gatolja a NOS miikodését.

Szamos megfigyelés utal arra, hogy a cNOS enzimek miikodését a nemi hormonok befolydsoljdk
[124]. Kimutattdk, hogy az érfalak tonusa csokken a terhesség soran, amikor a plazma E, szintje
magas [216]. A kiilséleg adagolt E, -rél tudjuk, hogy noveli az erek endotéliumfiiggd
relaxdciéjat [217]. Nostény nyulakbol, egerekbdl vagy patkdnyokbdl izoldlt aortagylriikbol
nagyobb mennyiségii NO szabadul fel, mint az OVX n0stény vagy him tdrsaikébdl [218-220].
Sejttenyészeteket vizsgélva azt talaltak, hogy az E, adagolésa receptorkozvetitett médon fokozza
az eNOS aktivitasat [221]. A 17-B-0sztradiol fiziolégids koncentricidban alkalmazva olyan
szintre emeli az endotélsejtek bazdlis NO termelését, amely az el6zetesen kontrahalt
korondriaerek atmérdjének novelésére képes patkdnyban [222]. Humdn vizsgélatokban azt is
kimutattdk, hogy a cNOS enzimek mukodésének gétldsa nagyobb vazokonstrikciét okoz
szabdlyos menstrudciés ciklusi ndkben, mint azonos kord férfiakban [223]. Menopauza utan
1évd ndkben pedig az Osztradiolkezelés javitotta a vazodilataciot, feltehetéen a magasabb NO-

szint kialakit4sa révén [224]. Végiil, kronikus E,- és raloxifenkezelés hatdsédra fokozddott az NO
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felszabaduldsa patkdny aortagylirli endotéliumabdl, és ndtt a ctNOS mRNS expresszidja [126,
225].

Ezen ismeretek alapjan nagy valdszintiséggel megallapithatd, hogy vizsgdlatunkban az intakt
endogén E, képzéssel rendelkezd kontroll ndstény, valamint a 17-B-0sztadiol- vagy
raloxifenkezelt OVX patkdnyokban a szivizom iszkémidra vald hajlamdnak csokkentésében
mindkét, az E, kozvetitett médon up-regulalt enzim, a NOS és HO egyardnt szerepet jatszik. A
nem szelektiv NOS-gitlo6 L-NAME kezelést kovetden, valamint HO-inhibitor (SnPP) kezelést
alkalmazva a szivizom-iszkémia szignifikdnsan stlyosbodott az E, patkdnyokban, valamint
megjelent az intakt ndstényekben, illetve a 17-B-6sztradiol- vagy raloxifenkezelt ovariektomizalt
patkanyokban, amely eredmények alatdmasztjak az E, éltal kozvetitett NOS, valamint HO enzim
szabdlyozds szerepét a kardiovaszkuléris védelemben. Megfigyeléseink a raloxifen E, agonista
hatdsat igazoltdk, tovdbb4, hogy az NO-szabdlyozds mellett egyéb, NO-tél fiiggetlen
mechanizmusok is szerepet jatszanak az E-kozvetitette kardidlis védelemben. Ilyen folyamatok
példaul az oxidativ stressz elleni védelem [226, 227] , érsimaizomsejt-proliferdcié gatlasa [180],
Ca”*-fiiggé K* csatorndk nyitésa [228], és a renin-angiotenzin rendszer befolydsoldsa [229].

Az eredmények alapjan valészintsithetd, hogy a NOS mellett a HO enzimek és reakcidtermékeik
is szerepet jatszanak a keringési rendszer védelmi mechanizmusaiban. A HO enzimek
expresszidjdnak nemek kozotti kiilonbségeivel, és ezen rendszeren beliil az E, szabdlyozé
szerepével azonban nagyon kevesen foglalkoztak. A témaval kapcsolatban eddig mindossze két
tanulmany jelent meg: Veltman és mtsai ndstény patkanyok mellékveséjében kétszer akkora HO-
aktivitdst mért, mint a himekében [230]; Tschugguel és munkacsoportja pedig human mintdkon
in vitro végzett kisérleteiben nemrég mutatta ki, hogy az E, receptorkdzvetitett tton serkenti a
HO-2 expresszidjat, valamint fokozza a CO felszabaduldsat az endotéliumbdl és a CO-indukalta

cGMP képzddést [231].

A 40. abra a HO és a NOS rendszer egyik feltételezett kapcsolatat szemlélteti.
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40. abra: A HO és a NOS rendszer egymasrahatasa

Kisérleteink sordn alapvetd célunk volt, hogy kimutassuk az E, és a raloxifen HO-aktivitast
szabdlyoz szerepét a kardiovaszkuléris rendszerben.

Eddigi eredményeinken és az irodalomban leirtakon alapuld hipotézisiink, hogy az E, noveli a
HO és cNOS expresszidjat, valamint aktivitdsdt a kardiovaszkuldris szovetekben, és ez a
fokozott enzimmiikodés kulcsfontossdgu szerepet jatszik az E, keringési rendszerben kifejtett
védo hatasaban, ahol a raloxifen E, agonistaként viselkedik.

Adataink alapjan feltételezziik, hogy E,- valamint raloxifenpétlas hatdsara nd mind az NO-szint,
mind a HO reakciétermékeinek mennyisége, €s ezek a medidtorok erdsitik egymds kedvezd
hatasat. Tehat a sziv iszkémidval szembeni védelmét ez a két f6 mechanizmus képviseli. Tovabbi
kisérleteinkben igazoltuk hogy egy klinikumban is alkalmazott antiproliferativ hatdsu vegyiilet a
paclitaxel rovid id6 alatt képes olyan koncentraciéban beépiilni a korondridkba, hogy kifejtse
antiproliferativ hatdsat [232] Irodalmi adarok szerint a paclitaxel hatékonyan indukélja a HO-1
gén expresszidjait VSMC-ekben. Choi €s munkatirsai azt tapasztaltidk, hogy VSMC-ekben
paclitaxelkezelés hatdsara megemelkedik mind a HO-1 mRNS, mind a HO-1 fehérje
mennyisége, ami az enzimaktivitds megfeleld novekedésével jar egyiitt. A stressz hatdsara

bekovetkez6 HO-1 indukcidra irdnyulé kutatdsok kimutattdk, hogy a génexpresszid
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iniciacidjdhoz sziikséges szigndlok transzdukcidja MAPK-kat magukba foglalé ttvonalakon
torténik [233-235]. Chen és Maines [235] kimutattdk, hogy HeLa sejtekben NO hatdsdra ERK és
p38 dtvonalakon keresztiil emelkedik meg a HO-1 mRNS mennyisége, de a SAPK/JNK ttvonal
nem érintett a folyamatban. Egy masik humdn sejtvonalban, a HepG2-ben a MEKKI
taltermelése a HO-1 fehérje expresszidjanak indukcidjat eredményezte [236]. A HO-1 utvonal
simaizomsejtekre kifejtett antiproliferativ hatdsat in vitro patkany VSMC-kben irtdk le [142],
majd in vivo allatmodellekben igazoltdk [143]. A HO-1 4ltal katalizalt CO-felszabadulds szintén
fontos adaptiv mechanizmust biztosithat a homeosztdzis fenntartdsaban a vaszkuléris sériilés
helyén. A paclitaxelrdl szintén leirtdk, hogy nanomodlos mennyiségben is gatolja a VSMC -
proliferdcidt és —migriciot in vitro, valamint hogy megeldzi a neointimdlis VSMC -akkumul4ciot
az arteria carotisban in vivo [140]. A HO-1 feltehetéleg kozrejatszik a paclitaxel VSMC-
proliferacidra gyakorolt szuppressziv hatdsaban. Ezen hatdsok a HO-gétl6 ZnPP IX jelenlétében
nem mutatkoztak, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a paclitaxel dltal indukalt HO mediélja a
vegyiilet PDGF-fiiggé VSMC-proliferaciora kifejtett gatldhatasat. Tovabba kordbbi vizsgdlatok
soran bizonyitottdk, hogy a VSMC-proliferaciét a CO gatolja [142, 144].

A jelen tanulmdnyban az artériafal paclitaxelkoncentracidjat sertés korondria artéridjanak egyes,
illetve bifurkédcids szegmenseiben 1,5, 12, 24 és 48 6raval a dilaticiét kovetden meghatirozva
megerdsitettiilk a paclitaxel Dior-ballonnal torténd bejuttatdsdnak hatékonysagit. Kimutattuk a
paclitaxel dilatacié helyével érintkezd artériaszegmensekbe torténd diffuzidjat, de a vegyiilet
koncentraciéja itt joval alacsonyabbnak bizonyult, mint a dilatilt szegmensben. A két Dior-
ballonnal kivitelezett bifurkédcids intervencié mintegy 2-3-szoros szoveti paclitaxelkoncentraciot
eredményezett mind a f6-, mind a mellékdgakban, ami a hat6anyag elegend6 mennyiségben
torténd jelenlétét mutatja a bifurkdciés 1€ziok legérzékenyebb pontjain. A mért szoveti
paclitaxelkoncentracié a sejtkultirdkkal kapcsolatban kozoltekkel azonos effektiv tartomanyba
esett, és a korondria artéria simaizom- €s endotelidlis sejtjeinek migracidjara és proliferacidjara
kifejtett gatlohatas is azonos volt (effektiv dozis: 56 nM - 50 uM, toxikus hatds 100 uM felett)
[140]. Eredményeink 0Osszhangban dllnak Speck és Scheller kutatécsoportjainak
megfigyeléseivel atéren, hogy 15 perccel, illetve 2 6raval 100-200 pg, kontraszt anyagban
feloldott paclitaxellel torténd kezelés utdn a LAD-ban és az LCx-ben 2,89-5,28 uM és 2,0 uM/L
szoveti paclitaxelkoncentraciét mértek, ami idoben fokozatosan csokkent, de hatékonyan gatolta
a neointimélis novekedést 28 nappal a stent beiiltetése utdan is [131, 237]. Kisérleteinkben a
paclitaxelkoncentracié jelentds csokkenését figyeltilk meg az egyes és dupla ballonnal torténd

kezelés utani elsé 12 éraban is. Axel és munkatdrsai kimutattdk, hogy a paclitaxel hosszitavi
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hatdssal bir mindossze néhdny perces kezelés utdn is, ami a resztendzis lokdlis antiproliferativ
kezelésének igéretes jeloltjévé teszi e lipofil vegyiiletet [140]. A ballon eloénye, hogy bifurkacids
1éziok  esetében is  alkalmazhat6. Vizsgdlatainkban  2-3-szor magasabb  szoveti
paclitaxelkoncentraciét figyeltiink meg, mint egyszeres ballondilaticié utdn, és az érték 12 ora
miltdn csokkent az egyszeres dilatdcié esetében tapasztalt szintre. Erdekes médon a dilatalt
résztol proximadlisan és disztdlisan elhelyezkedd szegmensekben is kimutattuk a paclitaxel
jelenlétét mind egyes szegmensek, mind bifurkdcidk esetében. Ez a vegyiilet artéridban torténd
longitudindlis diffizidjara utal, ami jétékony hatést fejthet ki a sz€li reszten6zis mérséklésében.
Mis kutatécsoportok megfigyeléseivel ellentétben mi kisérleteink sordn a plazmédban nem
mutattunk ki paclitaxelt, ami a médszer biztonsdgossdgat timasztja al4.

Osszegezve, a korondria artéridba a vegyiilettel bevont ballonnal torténd rovid idejii, lokdlis
paclitaxelbejuttatds a hatéanyag megfeleld szoveti koncentracidjat képes biztositani, ami
alkalmas a korondria artéridk neointimdlis novekedésének hatékony gatldsara. A paclitaxel
feltételezhetéen a HO rendszeren keresztiil fejti ki antiproliferativ hatasat ezért tdvlati céljaink
kozott szerepel ezen enzimrendszerrel valé in vivo kapcsolat igazoldsa, tovdabbd az E,

kozvetitette hatds vizsgalata hazi sertés allatmodelben
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9. Kovetkeztetések

A Célkitlizések fejezetben feltett kérdésekre vizsgalataink alapjan az aldbbi vélaszokat

kaptuk:

1. E; hidny kardiovaszkuléris hatdsai

1.1. Him patkdnyokban és Osztrogén hidnyos ndstény éllatokban a vérplazma AVP szintje
emelkedett, a bazélis vérnyomds €s a szivizom iszkémidra valé hajlama, valamint az AVP-re
adott aorta abdominalis kontrakcié fokozddott, tovdbbd az AVP-re csokkent szivperfizids
vdalaszt tapasztaltunk a megtartott ovariumu 0sztrusz fazisd néstény csoporthoz viszonyitva.

1.2. Az OVX néstényeken alkalmazott E,- vagy raloxifen-monoterdpia utan ezek a paraméterek
normalizilédtak.

3. A HO enzimek expresszidja €s aktivitdsa csokkent a him, valamint OVX ndstények bal
szivkamrdjaban és aortdjaban. Az enzimblokkol6 alkalmazédsaval silyosbodott ST depressziobdl,
AVP-re adott vérnyomdasbdl és szivperfiziobdl arra kovetkeztethetiink, hogy a HO is 1ényeges
szerepet jatszik az E,-kozvetitette védOmechanizmusokban.

Nostény patkanyok kiilonbozd E,-telitettségi dllapotdt vizsgdlva aktivitds tekintetében nem
talaltunk kiilonbséget sem aortdban sem szivizomban. A HO-expresszié vonatkozdsdban az
Osztruszos allatok szivizom szovetében magasabb HO-1 és HO-2 volt mérhetd azonban az
aortdban pont ellenkezd irdnyd valtozds volt megfigyelhetd, ami a szovettani kiilonbozdségre
vezethetd vissza.

2. Kardiovaszkuldris betegségek helyi gydgyszeres kezelése

2.1. Sertés modellben a korondria artéridk rovid idejli, hatéanyaggal bevont ballonnal torténd
lokalis paclitaxelkezelése elegendd a vegyiilet megfeleld szoveti koncentracidjanak
biztositasdhoz, ami hatékonyan serkentheti a koronaris artéridk HO enzimrendszer altal medialt

antiproliferativ hatasat.
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10. Osszefoglalé

Hattér: A hipertenziv- és korondria érbetegség el6forduldsdban, az ateroszklerdzis
kialakuldsdban mutatkozé nemek kozti kiilonbségek az 6sztrogén (E;) miokardiumra, vaszkularis
simaizomra €s endotéliumra kifejtett kozvetlen hatdsanak tulajdonithaték. Mivel a hormonpétlas
kardiovaszkuldris események kockdzatira gyakorolt hatdsai vitatottak, és a nagy doézisu E,-nel
torténd  kezelés emlo- és endometrialis rak kialakulasahoz vezethet, a szelektiv
Osztrogénreceptor-modulatorok (SERM) a figyelem kozéppontjdba keriiltek. A raloxifen egy
madsodik generdciés SERM a kardiovaszkularis rendszerben E; agonistaként, mig az emldkben €s
az endometriumban antagonistaként viselkedik. A nitrogén-monoxid (NO) valamint a HO (hem-
oxigendz) enzimrendszer daltal termelt CO részt vesz az E,-kOzvetitette kardiovaszkularis
védelemben. A paclitaxelt szdmos tulajdonsédga teszi a ballon-angioplasztiat vagy stentbeiiltetést
kovetd resztendzisban eléforduld kiterjedt arteridlis simaizomsejt-proliferacié elleni lokalis
hatéanyagterdpia igéretes jeloltjévé. Annak lehetOségét szintén vizsgdljdk, hogy ezen
antiproliferativ hatdsokban a HO indukcidja is szerepel-e.

Célok: 1. Munkdnk soran az E, és a raloxifen HO-1 és HO-2 enzimek 4altal modulélt hatdsait
kivantuk tisztdzni patkdny kardiovaszkuléris rendszerében. 2. A HO rendszert szdmos anyag
befolydsolja, és az egyik ilyen vegyiilet a paclitaxel, ami a HO-indukcién keresztiil
antiproliferativ hatdssal bir. Ezért célunk a dilatalt artériafal és a kornyezd szegmensek szoveti
paclitaxelkoncentraciéjat 1,5, 12, 24 és 48 ordval a dilaticié utdn meghatiarozva a
hat6anyageludl6 ballonnal véghezvitt, egyes korondria artériaszegmenseket illetve bifurkaciokat
érint6 kezelést kovetden a korondria artéria falaba torténd paclitaxel-felvétel bebizonyitdsa volt.
Modszerek: Az E, HO enzimrendszerre gyakorolt hatdsanak vizsgalatara intakt Osztrusz és
diosztrusz fazisd, ovariektomizalt (OVX), raloxifennel, illetve 17-8-0sztradiollal kezelt OVX
ndstény, valamint him Wistar patkdnyokat hasznéltunk. Meghataroztuk a plazma AVP (arginin-
vazopresszin) szintjét, a bazdlis vérnyomadst, az ST depresszié mértékét, a HO-aktivitast,
valamint a HO-1 és HO-2 expresszidjat szivkamra- €s aortaszovetekben, az AVP-re adott
vérnyomdasemelkedést, az aortakontrakciot, €s a szivperfuziot.

Nyolc hézi sertésen végeztiik el a koz€psd bal anteror leszallo, bal circumflex és proximalis jobb
koronaris artéridk 2x30 mdésodperces, Dior-ballonnal torténd dilaticidjat €s meghataroztuk a
szoveti paclitaxelkoncentracidt. A szovetekbdl 1,5, 12, 24 és 48 oraval a dilataciét kovetden, mig
a plazmabdl kiilonbozd idOpontokban vettiink mintat.

Eredmények: E, hianydban csokkent a HO-aktivitds, valamint a HO-1 és HO-2 expresszidja,

emelkedett a sziviszkéma el6forduldsi gyakorisdga €s az AVP-indukélta vérnyomadsvalasz és
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aortakontrakcid, mig a szivperfiizi6 csokkent az intakt ndstényekkel Osszehasonlitva. A 17-B-
Osztradiol-, illetve raloxifenp6tlds intakt ndstényekben tapasztalt szintre allitotta vissza az OVX
altal indukalt eltéréseket. Az SnPP (HO inhibitor)-kezelés hatdsara intenzivebbé valt az AVP-
indukalta vérnyomdsvélasz €s szivperfizio.

Az egyes dilatdlt szegmensben mért szoveti paclitaxelkoncentracid szignifikdns csokkenést
mutatott 12, 24 és 48 6ra utan.

Diszkusszio: Az E, és a raloxifen a HO-szintézis serkentésén keresztiil is részt vesz a
kardiovaszkularis rendszer védelmében. Az daltalunk vizsgdlt rendszerben a raloxifen E,-
agonistaként viselkedett. A korondria artéria rovid idejii, paclitaxellel bevont ballonnal térténd
kezelése elegendd a vegyiilet megfeleld szoveti koncentracidjanak biztositdsdhoz, ami
hatékonyan gatolja neointimélis novekedését.

Tavlati célok: Annak igazolasa, hogy a paclitaxel a HO enzimrendszerre kifejtett indukci6 altal
fejti ki antiploriferativ hatdsat tovabba az E, kozvetitette mechanizmus szerepének vizsgalata

hazi sertés modellben.
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11. Summary

Background. Gender-based differences in the incidence of hypertensive and coronary artery
disease, the development of atherosclerosis are attributable to the direct effect of estrogen on the
myocardium, vascular smooth muscle and endothelium. Since the effects of hormone
replacement therapy on the risk of cardiovascular events are controversial, and treatment with
estrogen in high dose can cause breast and endometrial carcinoma, selective estrogen receptor
modulators (SERMs) have come to the focus of attention. Raloxifene, a second generation
selective estrogen receptor modulator (SERM), acts as an estrogen agonist in cardiovascular
system but as an estrogen antagonist in breast and endometrium. Nitric oxide (NO), as well as
CO produced by the HO (heme-oxygenase) enzime system are involved in estrogen mediated
vasoprotection. Paclitaxel has several properties that make it a promising candidate for local
drug therapy of excessive arterial smooth muscle cell proliferation in restenosis after balloon
angioplasty or stent implantation. The possibility of the anti-proliferative effects of paclitaxel
may include the induction of HO-1 has also been examined.

Aims: The aim of our work was to clarify the effects of the estrogen and raloxifene modulated
by HO-1 and HO-2 enzymes in rat cardiovascular system. HO system is influenced by several
materials, including paclitaxel, which possess antiproliferative effects via HO induction.
Therefore the aim of our study was to confirm the uptake of paclitaxel in the coronary arterial
wall after usage of a paclitaxel-eluting balloon in the porcine single coronary arterial segments
and bifurcations, by measurement of the tissue paclitaxel concentrations in the dilated arterial
wall and the adjacent segments at 1.5, 12, 24 and 48 hours post-dilation.

Methods: In order to study the effect of estrogen on HO enzyme system we examined intact
female Wistar rats in estrus phase, as well as ovariectomized (OVX), raloxifene or 17-B-estradiol
treated OVX female and male animals. We determined the plasma arginine-vasopressin (AVP)
level, the basal blood pressure, the activity of HO and expression of HO-1 and HO-2 in the
ventricle and aortic tissues, the ST depression, the increase in blood pressure and heart perfusion
induced by AVP.

Eight domestic pigs were subjected to 2x30 sec Dior balloon dilatation of the mid left anterior
descending, left circumflex and proximal right coronary arteries and tissue paclitaxel
concentrations were measured. Tissue samples were harvested at mean 1.5, 12, 24 and 48 h after

balloon dilatation and plasma samples were taken at various time points[237].
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Results: The lack of estrogen decreased HO activity, as well as HO-1 and HO-2 expression, the
tendency of heart ischemia, the response of blood pressure and aorta contraction as response to
AVP was elevated, while, heart perfusion was lowered as compared to intact females. 17-B-
estradiol and raloxifene replacement restored the differences induced by OVX to the level
observed in the ovary-intact females. SnPP (inhibitor of HO) treatment intensified the response
of blood pressure and heart perfusion to AVP. The tissue paclitaxel concentration of the single
dilated segment decreased significantly at 1.5 12, 24 and 48 h post-dilatation.

Discussion: E, and raloxifene were found to be involved in the protection of cardiovascular
system via the augmentation of HO synthesis. In the system applied, raloxifene had estrogen
agonistic effect. Short exposure of the coronary artery to paclitaxel with a coated balloon is
sufficient for the attainment of an adequate tissue concentration of paclitaxel, which efficiently
inhibits neointimal growth.

Further plans: We are intending to prove that the anti-proliferative effect of paclitaxel is
achieved via the induction of HO enzyme system, as well as to examine the role of E,-mediated

mechanism in domestic pig model.
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