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1. Bevezetés
A szabadgyokok (ROS) olyan molekulak Gsszessége, amelyek a kiilsé elektronhéjon

egy parositatlan elektront tartalmaznak. Nagy reaktivitdsuk miatt kdnnyen reakcioba
Iépnek a test barmely Osszetevojével (lipid, fehérje, nukleinsav), igy karositjdk az
egészséges sejteket. Az emldsok oxidativ anyageseréje soran keletkeznek. Normal
koriilmények kozott ennek kivédésére a szervezetben antioxidans enzimekb6l
(szuperoxid-dizmutaz, katalaz, glutation-peroxidaz és glutation-reduktaz) és biologiai
antioxidansokbol all6 rendszer milkodik. Oxidativ stressz akkor fordul el6, ha a
homeosztazis az oxidans €s antioxidans rendszerek kozott megbomlik, €s a redox
allapot az oxidacid iranyaba tolddik el. Ha az oxiddns kapacitas nagyobb az antioxidans
kapacitasnal, a ROS egy része kiszabadul az antioxidans rendszer ellenérzése alol.
Oxidativ stressz soran az egyes szOvetek és szervek biomolekulai karosodhatnak,
illetve transzkripcios faktorok aktivalodhatnak. Ezért egyre nagyobb szerepet kapnak az
antioxidans vegyiiletek a terapiaban és a betegségek megel6zésében. Az enzimatikus
védekezést kiegészitik az antioxidans, scavenger tulajdonsagu vitaminok, mint a C-
vitamin, E-vitamin, melyek eltéré hatasmechanizmussal képesek kozOombdsiteni a
szabadgyokoket, megakadalyozva az oxidativ stresszt.

Az utdbbi két évtized kutatasai szerint a szabadgyokok keletkezésének esszencidlis
szerepe van a fiziologias és patologias szignalfolyamatokban. Ennélfogva a reaktiv
oxigén intermedierek jelenléte nem feltétleniil okai a betegségeknek, de
kovetkezményei lehetnek, igy ezek a reakciok markerként hasznalhatoak. A G-protein
kapcsolt receptorok (GPCR) szabalyozzak a ROS termel6dését, ami befolyasolja a
jelatvitel id6tartamat és természetét. Kiilonboz6 GPCR-ok, mint a muszkarinos
acetilkolin, angiotenzin Il-1, dopamin, szerotonin receptorok stimulalasaval
megvaltozik a ROS koncentracio a sejtekben. Tehat, a G-proteinhez kapcsolt
receptorokon hatd vegyiiletekkel szabalyozni tudjuk a szervezet redox homeosztazisat.
Szivizmon kimutattdk, hogy oxidativ stressz soran P-receptor aktivacid torténik, ami
megemeli a ROS képzédését, ezzel fokozédik a Ca** bearamlas, ami nagyobb
kontrakciokat eredményez. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a szabadgyokok
masodlagos hirvivék a sejtekben. Mivel az antioxidansok hasznalata napjainkban
rendkiviil elterjedt, lehetséges, hogy az antioxidans hatas képes modositani a f-
adrenerg gyogyszerhatasokat. E kérdések tisztazasara célul tiztik ki, hogy
megvizsgaljuk a P-adrenerg agonista terbutalin simaizom relaxdldo hatasanak

befolyasolhatosagat limonén €s tokoferol jelenlétében.



2. Célkitiizés
Kisérleteink f6 célja volt megvizsgalni, hogyan valtozik a terbutalin simaizomra

gyakorolt béta-mimetikus hatdsa, antioxidansok jelenlétében.

1. El6szor is megvizsgaltuk, hogy az antioxidans vegyliletek, (tokoferol és limonén)
milyen hatast valtanak ki a kiilonb6z6 simaizom szoveteken. A vizsgalatokat izolalt
szervi rendszerben végeztiik, terhes miometriumon, cervixen és nem vemhes patkany

trachean.

2. Szivizmon kimutattdk, hogy oxidativ stressz sordn fB-receptor aktivacio torténik, ami
megemeli a ROS képzddését. Felmeriil a kérdés, hogy az antioxidans hatas képes-e
modositani a béta-adrenerg gyogyszerhatasokat. Ezért vizsgalni kivantuk a B-adrenerg
agonista terbutalin simaizom relaxald hatasanak befolyasolhatosagat limonén illetve

tokoferol jelenlétében.

3. Ismert, hogy a szexualszteroidok jelenléte befolyasolja a P,-receptor expressziot.
Mig a progeszteron a cervixben €s a miometriumban, addig az 6szrogén a trachedban
aktivalja a B-receptorokat. Ezért a kovetkez6 célunk az volt, hogy megvizsgaljuk a .-
receptoron medialt simaizom valaszt antioxidans jelenlétében, szexualhormon

elokezelést kovetden.

4. A kiilonb6zd simaizomszovetek eltérd mértékben termelnek szabadgyokot, illetve az
antioxidans védelem kapacitdsa is eltérhet. Utols6 célunk ennek tisztdzasa volt, a

szoveti CAMP szint és oxidativ stdtusz meghatarozasaval.

3. Kisérleti modszerek

3.1. Az allatok paroztatasa
Ivarérett ndstény (180-200 g) és him (240-260 g) Sprague-Dawley patkanyokat
paroztattunk. A paroztatas kezdetétdl szamitott 4-5 o6ran beliil a ndstény allatoktol
hiivelykenetet vettliink és mikroszkép alatt himivarsejteket kerestiink. Amennyiben a
keresés pozitiv eredménnyel zarult, akkor az allatot elkiilonitettiik, mint az 1. napos

vemhes ndstényt.

3.2. In vivo hormonkezelés
A progeszteront (P4) olivaolajban oldottuk és sc. injekcid formajaban adagoltuk

0,5mg/0.1ml-es dozisban. A kezelést a vemhesség 15. napjatol a 21. napig folytattuk. A
17B-6sztradiol-valeratot (E2) szintén olivaolajban oldottuk és sc. injekcié formajaban

adagoltuk. A kezelés 4 napon keresztiil 11g/200g dozisban tortént.



3.3. PCR és Western blot vizsgalatok
PCR
A nem vembhes, Osztuszban 1évé patkanybol vettiink trachea mintat és a 22 napos
vemhes miometriumot és cervixet eltavolitottuk és folyékony nitrogénbe helyeztiik,
RNS kivonasig -70 °C-on taroltuk.
Western bot analizis
Mintanként 50ug fehérjét 4-12%-0s NUPAGE Bis-Tris poliakrilamid gélen
elektroforézisnek vetettiink ala. A fehérjét nitrocelluldz membranra helyzetiik at,
félszaraz blottold eljarassal (iBlot Gel Transfer System, Life Technologies,
Magyarorszag). Mosas utan a membrant szobahdmérsékleten ,-adrenerg receptor és f3-
aktin poliklonalis antitestekkel (Santa Cruz Biotechnology, Kalifornia, 1:200), blokkold
pufferben 1 oran at inkubaltuk. Az immunreaktiv savokat WesternBreeze Chromogenic
Western blot immundetektalo kit (Life Technologies, Magyarorszag) segitségével
lathatova tettiikk, majd elektronikusan rogzitettiik az EDAS290 Imaging System
segitségével. Az optikai denzitds meghatarozasa Kodak 1D Images szoftverrel tortént.

Az optikai denzitast hattér kivonas utan onkényes egységben hataroztuk meg.

3.4. Izolalt szervi kisérletek

A kisérleteket izolalt szervi rendszeren végeztiik in vitro, ehhez 22 napos vemhes,
illetve 6sztruszban 1év6 ndstény Sprague-Dawley patkanyokat hasznaltunk. Az allatok
leGlése utan kivettiik az allatok tracheajat, cervixét, illetve uterus gytiriiket metszettiink
ki. A prepardtumokat karbogénnel ataramoltatott puffert tartalmazo, 37 °C-0s
szervfiirddbe helyeztiik. A cervix és az uterus gylirtik esetében de Jongh oldatot
hasznaltunk, mig a tracheakat Krebs oldatban tartottuk.

Az adatok rogzitését és értékelését ISOSYS Data Acquisition System (Experimenta
Kft., Magyarorszag) segitségével végeztiik.

3.5. Szoveti cAMP akkumulacié mérése
A szoveti mintakat (miometrium, cervix, trachea) szervfiirdoben inkubaltuk a fent leirt
médon. A ¢cAMP akkumuléciot meghataroztuk 6nalldan terbutalin (10™ M) vagy
tokoferol (107'M) jelenlétében, és kombinacidjuk esetén. A mintdk CAMP tartalmat
Enzim Immunoassay Kit (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Michigan, USA)

segitségével meghataroztuk, majd pmol/mg szdvet egységben fejeztiik ki.



3.6. Az antioxidans/oxidans kapacitas mérése

A total oxidans statusz (TOS) mérést immunoassay kit (RelAssay Diagnostics,
Gaziantep, Torokorszag) segitségével végeztilk. A mintaban jelenlevé szabadgyok a
vas—o0-dianizidin komplexet vas ionna oxidalja. A szinintenzitas spektrofotometriasan
mérheté, ami aranyos a mintaban 1évé oxidans vegyiiletek mennyiségével. Az
eredményt pmol H,O, equiv./L-ben fejeztiik ki. A total antioxidans statusz (TAS)
mérést szintén immunoassay kittel végeztilkk (RelAssay Diagnostics, Gaziantep,
Torokorszag). A kimutatasi reakcid6 az ABTS oxidacidjan alapszik. H,O, és
metmioglobin jelenlétében a sotétzold szini ABTS kation gyok keletkezik. Az
eredményt mmol Trolox ekvi/L-ben fejeztiik ki.

Az oxidativ stressz index (OSI) értékét a TOS és TAS értékek hanyadosa adja, melynek
képlete: OSI (6nkényes egység) = TOS (umol H,0, ekvi./L)/TAS (mmol Trolox
ekvi/L).

3.7. Statiszikai elemzés

Az adatokat Prism 4.0. szamitdogépes program segitségével értékeltiik ki, az
eredmények statisztikai értékelését parositatlan t-teszttel és ANOVA Dunnett teszttel

végeztik.

4. Eredmények

4.1. B, adrenerg receptor expresszié patkany simaizom szévetekben
A Western-blot analizis igazolta, hogy a P, adrenerg receptor kifejez6dése nem
egységes a kiilonboz6 simaizom szévetekben. A vemhes miometriumban a P4-kezelés
hatasara a Pa-receptor expresszid haromszorosara emelkedett, mig a cervix esetében
megduplazodott. A tracheaban az E2-kezelés négyszeres értékre emelte a receptorok

szamat (1.abra).
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1. abra: B, receptor expresszié patkany miometriumban, cervixben és tracheaban.
*: p<0,05, ***p<0.001
P4M: P4-kezelt miometrium, M: miometrium
P4C: P4-kezelt cervix, C: cervix

E2T: E2-kezelt trachea, T: trachea

4.2. 1zolalt szervi kisérletek eredményei
Miometrium. A terbutalin (10°-10° M) dozisfiiggden gatolta a spontan méh

kontrakciokat. A P4-kezelés kovetkeztében a terbutalin relaxacidt okozd hatasa

felerdsodott. A tokoferol (107 M) nem modositotta szignifikdnsan ezt a hatast sem a

nem-kezelt, sem pedig a P4-kezelt mintakban (2A. abra).

A terbutalin dozis-hatas gorbéje limonén (102 M) jelenlétében szignifikansan balra

tolodott, ugyanakkor a maximalis gatldo hatds nem valtozott. P4-kezelést kdvetden, a

limonén nem modositotta szignifikansan a terbutalin dozis-hatas gorbéjét (2B. abra).
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2. abra: A B, agonista terbutalin (10°~10° M) relaxal6 hatésa spontan kontrakcidkra 22 napos vemhes
nem kezelt illetve, P4 kezelt, patkany miometriumon 107 M tokoferol (A), 10™*M limonén jelenlétében
(szaggatott vonal) illetve 6nmagaban (B).
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Cervix. Vizsgalataink soran a 22. vemhességi napon a terbutalin (10° M) jelenlétében
megndvekedett a cervix rezisztencia, mely hatast sem a limonén (107*° M), sem a
tokoferol (107 M) nem befolyasolta (3A. abra). A P4-kezelés hatasara bekovetkezett
Bo-receptor stimuldcié miatt a terbutalin hatidsa fokozodott. Ebben az esetben a

terbutalin cervix-rezisztencia fokozo6 hatasat mindkét antioxidans vegyiilet kivédte (3B.

’
abra).
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3.4bra: A P,-agonista terbutalin hatdsa a cervix rezisztenciara 10”7 M tokoferol vagy 10> M limonén
jelenlétében nem kezelt (A), illetve P4 kezelt (B) cervixeken.
ns: nem szignifikans, *p<0.05; **p<0,01 ***p<0,001 a kontrollhoz viszonyitva

Trachea. 1zolalt szerven a terbutalin (10'9—10'4 M) dozisfiiggden csokkentette a trachea
tonusat. Limonénnel illetve tokoferollal tortént eldinkubaciot kovetdéen a terbutalin
bronchus relaxalo hatasa csokkent (4A. abra). E2-kezelést kovetden a terbutalin
tonuscsokkentd hatisa markansabba valt, amit mind a limonén (10™ M), mind a

tokoferol (107 M) jelenléte kivédett. (4.B. abra).
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4. abra: A terbutalin bronchus tonuscsokkenté hatdsa nmagaban, tokoferol (107 M) és limonén (10
M) jelenlétében nem kezelt (A), illetve E2-kezelt allaton (B). *p<0.05; **p<0.01; ***p<0,001 a
terbutalin 6nallé hatasdhoz viszonyitva.

4.3. Az oxidans és antioxidans statusz a patkiany simaizom szévetekben
A legalacsonyabb TOS érték a vemhes miometriumban, a legmagasabb pedig a
trachedban volt mérhetd. A vemhes cervixben magasabb oxidativ statuszt allapitottunk
meg, mint a vemhes miometriumban. Az antioxidans stitusz ennek pontosan az
ellenkezdjét mutatta. A legmagasabb értéket a vemhes miometriumban mértiik, mig a
legalacsonyabbat a tracheaban (5A. abra). A két érték hanyadosa (TOS/TAS), az
oxidativ stressz index (OSI) ennek megfelelden a vemhes miometriumban a

legalacsonyabb, a tracheaban pedig a legmagasabb (5B. abra).
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5. abra: Az antioxidans (lires oszlop) €és az oxidans statusz (csikozott oszlop) a vemhes miometriumban,
cervixben illetve nem vemhes trachea szovetben (A). Az oxidativ stressz index (OSI), mint a TOS ¢és
TAS értékek hanyadosa (B). *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 a vemhes miometriumhoz viszonyitva.

mi: miometrium, ce: cervix, tr: trachea

5. Diszkusszio

Az elmult két évtized kutatasai ravilagitottak arra, hogy a ROS fontos szignélrendszer
az intra- és intercellularis kommunikacios folyamatokban és a redox-homeosztazis
fenntartasaban. Feltételezziik, hogy a béta-mimetikus jelatvitel kozvetitésében fontos
szerepet jatszanak a szabadgyokok.

Mivel a B,-receptor agonista vegyiileteket alkalmazasa a korasziilés megel6zésében
illetve az asztma kezelésében széles korben elterjedt, ezért megvizsgaltuk, hogy az
antioxidans (limonén, tokoferol) hogyan hat a kiilonb6z6 simaizomszovetekre. A [3o-
AR agonista, terbutalin hatdsara a miometrium relaxal, a cervix rezisztencia fokozodik,
a trachea tonusa pedig csokken.

Antioxidans jelenlétében a terbutalin ezen hatasai kiillonb6z6 modon valtoztak.
Feltehetdleg a limonén a Ca**-csatorna gatlas kovetkeztében fokozza a terbutalin altal
kivaltott relaxaciét a vemhes miometriumban, mig a tokoferol nem mddositotta a
jelatvitelt. A cervix-rezisztenciara kifejtett terbutalin hatas valtozatlan maradt mind a
limonén mind a tokoferol jelenlétében. Eredményeink alapjan, ezen szdvettipusban
nem befolydsolja a simaizom miikddését. A trachea esetében a tonuscsokkenésbol
kovetkeztettiink a hatasra, mivel ez a szovettipus nem kontrahal jelentés mértekben. A
terbutalin koncentraciofiiggben gatolta a trachea ténusat, amit az antioxidansok
jelenléte mérsékelt. Az eltérd simaizom szoveti reakciok alapjan felmeriilt a lehetdsége
annak, hogy a kiilonbozoségek hatterében az egyes szdvetek mas-mas ROS tartalma
allhat.

10



A szexualhormonok szerepet jatszanak a G protein kapcsolt B-adrenerg jelatvitelben.
Az adrenerg rendszer a terhes uteruszban a szteroid hormonok szabalyozasa alatt all.
Gesztagén szubsztitiicio szignifikdnsan megnoveli a fB-agonista érzékenységet, azaz
fokozza a G-protein kapcsoltsagot. Tehat P4 kezeléssel a miometriumban ¢és a
cervixben B-receptor expresszid fokozoddas érhet6 el, mig mindez trachea esetében E2
kezeléssel valthato ki. Ha a jelatviteli mechanizmust fokozzuk, akkor valdsziniisitheto,
hogy ezzel parhuzamosan a ROS termelés is megemelkedik. A szigndlmechanizmus
hormonalis fokozasa kovetkeztében a terbutalin hatdsa a miometrium kontrakcidkra
kifejezettebb lett, azonban ezt nem befolyasolta szignifikansan az antioxidans jelenlét.
A cervix esetében azonban a rezisztenciafokozo hatast az antioxidans visszaszoritotta a
kontroll értékre. A terbutalin tracheatonus csokkentd hatasa antioxidans jelenlétében
visszaesett. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a kiilonbozé simaizomszdvetek eltérd
mértékben termelnek szabadgyokot, illetve az antioxidans védelem kapacitdsa is
eltérhet.

A szovetekben képzodott ROS és termékei szintjét az oxidativ statusszal jellemezziik,
amit az oxidans és antioxidans kapacitds hanyadosabol szamitunk ki. Az antioxidans
kapacitds a vizsgalt rendszerre vonatkozd Osszes antioxidans vegyiilet egyiittes
gyokfog6 hatasat jelenti, mig az oxidans kapacitas a szovetekben jelenlevd dsszes gyok
oxidativ hatasat. Méréseink alapjan a legmagasabb OSI értékkel a trachea rendelkezik,
mig a legalacsonyabbal a vemhes miometrium. A limonén és a tokoferol hatasa a f3-
jelatvitelre ott a legmarkansabb, ahol az OSI értéke a legmagasabb. Ahol viszont az
OSI értek alacsony, ott ez a hatas nem érvényesiil.

Mindezen eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a ROS szerepe a [,-adrenerg
lokalizaciojatol fliggden. A limonén és tokoferol esetében feltételezhetd, hogy gyengiti

az asztma kezelése soran alkalmazott B,-agonista szerekre adott terapias valaszt.
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