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Bevezetés

Az 1922-es felfedezése ota ismert, hogy az E-vitamin nagymértékben hozzéjarul az élettani
folyamatok fenntartdsahoz. Habar a természetben kiilonb6z6 analogok: a-, B-, y-, d-tokoferol
¢s tokotrienol elegyeként van jelen, vizsgalatok bizonyitjak, hogy ezen vegyliletek aktivitasa
eltér6. Az emberi szervezetben az o-tokoferol képes elérmi a legmagasabb plazma
koncentréciot, igy ez bizonyult a leghatdsosabb vegyiiletnek vitaminhidny kezelésében.

Az E-vitamin hatdsmechanizmusa rendkiviil dsszetett, egyrészt erds antioxidans vegyiiletként
része a szervezet antioxidans védelmi rendszerének, megkoti a biologiai folyamatok soran
felszabaduld szabadgyokoket, igy védve a sejteket az oxidativ karosoddssal szemben.
Tovabba a redoxifolyamatok altal szabalyozott enzimek és transzkripcids faktorok mitkodését
is befolyasolni képes antioxidans hatasa révén.

Az elmult évtized kutatasai ravilagitottak arra, hogy az a-tokoferol nemcsak egy antioxidans
vegyiilet. Kimutattak, hogy erds lipidoldékony tulajdonsdga miatt konnyen atjut a
sejtmembranon, kotddhet szamos enzimhez, receptorhoz és fehérjéhez, ezzel megvaltoztatva
mikodésiiket.

Az E-vitaminnak kiemelkedd szerepe van a terhességben. A terhesség alatt megemelkedett
tokoferol plazmaszint védi a magzatot és az uterust az oxidativ kdrosodéssal szemben. Az a-
tokoferolnak ismert gyulladascsokkentd hatdsa is, mind az in vitro és in vivo vizsgalatok
kimutattak, hogy szignifikdnsan csokkentheti az asztma kialakuldsanak valosziniiségét és
tiineteit.

A ciklooxigenaz enzimek (COX) az arachidonsav atalakulasat katalizaljak. A transzformécio
végén prosztaglandinok (PG), prosztaciklin és tromboxanok keletkeznek, ugyanakkor a COX
mikodése reaktiv szabadgyokok felszabadulasat is eredményezi. A  keletkezd
prosztaglandinok fontos szerepet toltenek be a simaizom kontrakcidkban és a cervix érésében
a terhesség soran. A COX gatlo vegyiiletek nagyrészt az un. nem-szteroid gyulladascsokkentd
gyogyszerek (NSAID) csaladjaba tartoznak, melyek hasznalata igen elterjedt vilagszerte. Az
NSAID-ok a COX enzimek gatlasan keresztiil csokkentik a PG felszabadulast, igy képesek a
ezeket a szereket a terhesség 35. hetéig.

Az irodalmi adatok alapjan kevés informacio all rendelkezésiinkre arrél, hogy az a-tokoferol
képes-e befolyasolni a COX enzimek mikodését. Az eddigi vizsgalatokat foként

sejtvonalakon végezték és a kapott eredmények meglehetdsen ellentmondasosak.



Célkitiizések

Mind az E-vitamin, mind a nem-szteroid gyulladdscsokkenték hasznalta igen elterjedt

napjainkban és kevés informacié all rendelkezésiinkre arrol, hogy az a-tokoferol hogyan

befolyasolhatja a COX enzimeket és igy akar a COX gatld gydgyszerek hatésait.

Ennek tisztazasra az alabbi célokat tiiztik ki:

1.

Mivel a COX enzimek altal felszabadult PG-ok fontos szerepet jatszanak az uterus és
a légzdrendszer simaizom kontrakcidinak kialakuldsiban, ezért az elsd célunk volt a
kiilonbozoé szelektivitasi COX gatlok o6nalldo és a-tokoferollal kombinalt hatasat

megvizsgalni vemhes €s nem vemhes patkdny uteruson és trachean in vitro.

A PG-ok, a cervix érésében is kitiintetett jelentdséggel birnak a terhesség soran. Igy a
kovetkezd célunk a COX gatlok és a-tokoferol cervix rezisztenciara gyakorolt

hatasanak vizsgalata volt vemhes és nem vemhes patkanyban in vitro.

Az E-vitamin COX aktivitadsara vonatkoz6 irodalmi adatok meglehetdsen hidnyosak és
ellentmondasosak. Ez alapjan harmadik célunk volt megvizsgélni, hogyan valtozik a
COX-1 ¢és 2 aktivitas a-tokoferol hatasara, az emlitett szovetekben (uterus, trachea,

Cervix).

Mivel feltételezziik, hogy az a-tokoferol modosithatja a COX gatlok hatasat, igy a
simaizom kontrakcidkat is befolyasolhatja, ezért in vivo koriilmények kozott is
megvizsgaltuk, hogy az a-tokoferol a COX-gatlok, valamint ezek kombindcioja

hatassal lehet-e a sziilés idopontjara.



Anyagok és modszerek

Az éllatkisérleteket Csongrad Megyei Kormanyhivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi és
Allategészségiigyi Osztaly (engedélyszam: IV/198/2013) engedélyével végeztiik. Az ivarérett
Sprague-Dawley patkanyokat (néstények: 180-200g ¢és himek: 240-260g) specialis ketrecben
paroztattuk. A paroztatastol szadmitott 4-5 ordn beliil a ndéstény allatokbol hiivelykenetet
vettiink. Pozitiv minta esetén a ndstény patkanyokat elkiilonitettiik, mint 1. napos vemhes
allatok.

In vitro kisérletek

In vitro kisérleteinkben Osztrusz fazisban 1évé nem vemhes és 22 napos vemhes Sprague-
Dawley patkanyokat hasznéaltunk. Az éllatokat CO> gézzal terminaltuk, majd a preparalt
szoveteket minden esetben 37 °C-ra melegitett karbogénnel ataramoltatott szervfiirdé kadba
helyeztiik. A cervix feszitést, az uterus kontrakciot és a trachea tonusvaltozasat SPEL
Advanced ISOSYS Data Acquisition System (MDE Ltd., Budapest, Hungary) segitségével
regisztraltuk és dolgoztuk fel. A szdveteket, 1 6ran keresztiil, majd tovabbi 60 percen at
inkubaltuk a puffer negyed 6rankénti lecserélése mellett. A kezelt szovetek inkubdlasa a 2.

oraban a-tokoferol szukcinat (10”7 M) jelenlétében tortént.

Uterus kisérletek

Az allatok terminéldsa utan 5 mm hossza uterus gyliriikket metszettiink. A szdveteket de Jong
puffert tartalmazo szervfiird6 kadba helyeztiik, 1,5 g-os eldofeszitést alkalmaztunk, majd a fent
emlitett modon inkubaltuk. Az inkubalési id6 utan, a szovetek szabalyos kontrakcidjat 25 mM
KCl-al valtottuk ki, majd felvettiik a nem szelektiv COX gatlo diklofenak (10~ °—107> M) és
COX-2 szelektiv rofecoxib (10~ '°-10" > M) kumulativ dézis-hatas gorbéjét. A COX gatlok
hatasat a KCI altal kivaltott kontrakcidhoz viszonyitottuk és a kontrakcios gorbék alatti

tertiletet vizsgaltuk a kontroll AUC-hez viszonyitva.

Trachea kisérletek

Trachea kisérleteinkben nem vemhes patkanyokat hasznéltunk. A terminélds utan a tracheat
kipreparaltuk ¢és 5 mm-es gylirtiket vagtunk. A mintdkat Krebs puffert tartalmazo
szervfiirdokadba helyeztiik, majd specialis kampd segitségével rogzitettilk. Az inkubalast a
fent emlitett mddon végeztiik. A trachea eldfeszitését 2,0 g-ra allitottuk €s a tonus csokkenését
figyeltiik diklofenak (10~ °—~1075 M) és rofecoxib (10~ '°~10" 3 M) kumulativ dézissor beaddsa

utan.



Cervix kisérletek

A cervix prepardldsa utdn, a cervix gytriiket ¢éles pengével kettévagtuk és de Jong puffert
tartalmazd szervfiirdékadba helyeztiik. Az inkubacios id0 letelte utdn a COX gatlokat egy
dézisban alkalmaztuk: diklofendk (10°® M), rofecoxib (10°® M), SC-560 (10°¢ M), majd 1-12
g-ig feszitettiik a szoveteket, minden feszités utan 5 percig hagytuk a szoveteket relaxalni. Az
eredményeket koordinata rendszerben abrazolva egy egyenest kaptunk, melynek meredeksége

megadja a cervix rezisztenciat.
COX enzim aktivitas mérése

A COX enzimek aktivitdsanak mérését 22 napos vemhes uterus, cervix valamint nem vemhes
uterus, cervix €s trachea mintdkon végeztiik el. A szoveteket az izolalt szervi kisérleteknél
emlitett moédon prepardltuk és inkubdltuk a-tokoferol jelenlétében, illetve nélkiile. Ezt
kovetden hideg Tris pufferrel mostuk a mintédkat, majd folyékony nitrogénben fagyasztottuk
¢s -80°C-on taroltuk a mérés idejéig. A vizsgalat napjan a fagyasztott szoveteket hideg 1mM
EDTA-t tartalmaz6 0,1 M TrisHCI pufferrel homogenizaltuk és centrifugaltuk (10 000 xg 15
percig, 4 °C). Az igy keletkezd feliiluszo folyadékban mértiik a COX enzimek aktivitasat egy
kolorimetrids elven miikoddé mérd kit (COX Activity Assay Kit (Cayman Chemicals, Ann
Arbor, MI) segitségével. E modszer soran COX enzimek peroxidaz aktivitasat hataroztuk meg
N,N,N',N’-tetrametil-p-feniléndiamin (TMPD) hozzdadasaval 590 nm-en. Az eredményeket
U/ml egységben adtuk meg.

In vivo kisérletek

A terhes SD patkdnyokat 4 csoportba osztottuk (n=8/csoport): (1) kontroll, (2) a-tokoferol
kezelt, (3) rofecoxib kezelt, (4) a-tokoferol és rofecoxib kezelt. Az éallatokat a vemhesség 21.
napjan 16:00 orakor gyomorszonda segitségévek per os kezeltiik. A vizsgélat soran a kezelés
¢s az ellés megindulasa kozott eltelt 1id6t hasonlitottuk Gssze a csoportokban. Az ellés

kezdetének a vér megjelenését €s/vagy az els6 magzat vilagra jottét tekintettiik.

Statisztikai analizis

A kisérleti adatokat Prism 5.01 szadmitdgépes program segitségével értékeltiik ki, az
eredmények statisztikai elemzését parositatlan t-préba valamint ANOVA Tukey teszttel

végeztik.



Eredmények

In vitro eredmények

A KCI altal kivaltott kontrakciok gorbe alatti teriiletének Osszehasonlitdsa soran a 22 napos
vemhes kontrakciok szignifikansan erésebbnek bizonyultak, mint nem vemhes uterusban. Az
a-tokoferol (107M) jelenlétében a nem vemhes szdvet kontraktilitdisa nem valtozott,

ugyanakkor a vemhes szoveté nagymértékben fokozodott. (1. abra)
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1. abra: KClI altal kivaltott uterus kontrakciok gorbe alatti teriileteinek Gsszehasonlitadsa nem vemhes
(iires oszlop) és 22 napos vemhes (csikozott oszlop) patkanyban. (ns > 0,05; *** p < 0,001)

Mind a nem szelektiv COX gatlé diklofenak (10~°—107> M) (2/a 4bra), mind pedig a szelektiv
COX-2 gatlo rofecoxib (107'°-107° M) (2/b 4bra) dozisfiiggden gatolta a nem vemhes

miomterium kontrakciokat. Az a-tokoferol (107 M) eldkezelés nem befolyasolta ezt a

relaxalo hatast.
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2. abra: Diklofenak és rofecoxib dozis-hatas gérbéje nem vemhes miometriumon, a-tokoferol
jelenlétében és nélkiile.
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22-napos vemhes uterus szovetekben a rofecoxib Emax értéke 3,5-szer volt nagyobb, mint a

diklofendké. Az o-tokoferol kezelés mindkét vegylilet simaizom relaxdldo hatdsat

szignifikansan fokozta. (3. 4bra)
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3. abra: Diklofenak és rofecoxib dozis-hatas gérbéje 22 napos vemhes miometriumon, a-tokoferol
jelenlétében és nélkiile. (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001)

Ha a nem szelektiv diklofendk kumulativ dézissor beadésa el6tt egy dézis rofecoxibbal (107
M) legatoltuk a COX-2 enzimeket, akkor a diklofenak (107°—107> M) uterus relaxal hatdsa

megsziint, ezen a tokoferol jelenléte sem valtoztatott. (4. abra)
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4. abra: Diklofenak simaizom relaxalo hatasanak valtozasa 22 napos vemhes patkany uteruson,
szelektiv COX-2 gatlo rofecoxib (folytonos vonal) valamint rofecoxib és a-tokoferol (szaggatott
vonal) el6kezelés utan.



Ha a COX-1 enzimeket gatoltuk szelektiv COX-1 gatlo SC-560 vegyiilettel (10”7 M), akkor a

rofecoxib kumulativ dozis-hatas gorbéje felfel¢ tolodott.. Az a-tokoferollal kezelt

szovetekben a relaxald hatés szignifikdnsan tovabb fokozott. (5. abra)
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5. abra: Rofecoxib simaizom relaxald hatdsanak valtozasa 22 napos vemhes patkany uteruson, szelektiv
COX-1 gatlé SC-560 (folytonos vonal) valamint SC-560 és a-tokoferol elokezelés utan (szaggatott
vonal). (ns >0,05; * p <0,05; **p <0,01; *** p <0,001)

A trachea mintdkban a diklofendk (6/a abra) és a rofecoxib (6/b abra) egyarant csokkentette

a trachea tonusat, a tokoferol kezelés ugyan kis mértékben fokozta a tonuscsokkentd hatast, de

ez csak alacsony koncentracioban volt szamottevo.
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6. abra: Diklofenak (a) és rofecoxib (b) trachea tonuscsokkentd hatasanak valtozasa a-tokoferol kezelés

hatasara.
(ns > 0,05; * p <0,05)

A cervix rezisztencia vizsgalata soran nem vemhes cervixen a tokoferol, a COX inhibitorok:

(diklofendk, rofecoxib, SC-560) sem onmagukban, sem kombinicioban nem valtoztattak a

rezisztencia értékén a kontroll szovetekhez viszonyitva. (7. abra)
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7. abra: Az a-tokoferol, COX inhibitorok (diklofenak, SC-560 és rofecoxib) és kombinaciojuk
hatasanak vizsgalatat nem vemhes cervixen.

22 napos vemhes cervix rezisztenciaja csokkent a nem vemhes kontrollhoz viszonyitva. A
tokoferol, a diklofendk ¢és a rofecoxib Onmagukban is szignifikdnsan csokkentették a
rezisztenciat, ugyanakkor SC-560 adéasakor nem mértiink jelentds valtozast. Ha a COX
gatlokat a-tokoferol kezelés utan vizsgaltuk, a cervix rezisztencia minden esetben

szignifikansan csokkent. (8. abra)
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8. abra: Az a-tokoferol, COX inhibitorok (diklofenak, SC-560 és rofecoxib) és kombinaciojuk
hatasanak vizsgalata 22 napos vemhes cervixen.
(ns >0,05; # p < 0,05; ***## 5 < (,001)



Megvizsgaltuk, hogy az o-tokoferol milyen hatassal van a COX enzimek aktivitasara. Erdekes

moédon legmagasabb COX aktivitast a tracheaban, mig legalacsonyabbat a nem vemhes uterus

szovetekben taldltuk. o-tokoferol kezelés hatasdra, a COX aktivitds valtozasa kizarolag a

vemhes uterus ¢és cervix szovetekben volt mérhetd. 22 napos vemhes uterusban a COX-2

aktivitas fokozodott, mig cervix szovetekben csokkent. (9. abra)
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9. abra: o-tokoferol (107 M) kezelés COX enzim aktivitasra kifejtett hatdsa nem vemhes uterusban,
trachean és cervixen, valamint 22 napos vemhes uterusban és cervixen.
(a): teljes COX aktivitas; (b): COX-1 aktivitas; (c): COX-2 aktivitas.
(nv: nem vemhes; v: 22 napos vemhes)
(ns > 0,05; * p <0,05; ** p<0,01; ***p <0,001)



In vivo eredmények

A hatdéanyaggal nem kezelt kontroll esetében az ellés atlagosan 40 ora elteltével indult meg.
Sem az a-tokoferol, sem a rofecoxib kezelés Onmagaban nem modositott az ellés
bekovetkezésének iddpontjan. Ellenben kombinacidoban vald alkalmazéasuk hatdsara az ellés

kezdete 16 6raval hamarabb valosult meg. (10. abra)
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10. abra: A sziilés idejének valtozasa a-tokoferol, rofecoxib és a-tokoferol-rofecoxib per os
kezelés hatasara. (ns > 0,05; ***p < 0,001)

Diszkusszio

Korabbi kisérletek bizonyitottdk, hogy az E-vitamin az antioxidans hatdsa mellett szdmos
enzim ¢s receptor miikodését is befolyasolhatja, ugyanakkor a pontos hatdsmechanizmus a
szamos esetben ismeretlen. A nem-szteroid gyulladasgatlo gyogyszerek hasznalata igen
elterjedt vilagszerte, a COX enzim gatlasa révén csokkentik a PG-ok felszabadulasat, igy a
simaizom kontrakci6 és a cervix érési folyamatara is hatdssal vannak a terhesség folyaman.
Az irodalomban elenyész0 adat all rendelkezésiinkre arr6l, hogy az E-vitamin hogyan
befolyasolja a COX enzimek mikodését, valamint arrdl sincs informacio, hogyan
modosithatjak a COX gatld gydgyszerek hatasait patkdny simaizomban és cervixben.

A terhesség soran a ndi reprodukcids rendszer drasztikus atalakuldson megy keresztiil, amit
Osszetett bioldgiai mechanizmusok szabalyoznak. A prosztaglandinok kulcsszerepet jatszanak
mind a miometrium kontraktilitdsaban, mind a cervix érésében egyarant.

A terhesség végére megemelkedett PG szint hatdsara a cervix szerkezete megvaltozik,

felpuhul, kollagén szintje lecsokken, ezt nevezik a cervix érési folyamatanak. Koénnyen
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belathato, hogy a sziilés elotti cervix rezisztencidja kisebb, mint a nem terhes cervixé, ezt a
nem vemhes és vemhes kontroll szoveteken mért értékeink teljes mértékben aldtdmasztjak.
Ezek alapjan azt vartuk, hogy a vizsgalt COX inhibitorok a PG szint csdokkenése miatt
gatoljak a cervix érését €s igy novelik a cervix rezisztenciat a kontroll mintdkhoz képest.
Ezzel szemben kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a szelektiv COX-1 gatlo SC-560
kivételével, a tobbi COX gatld szignifikdnsan csokkentette a rezisztencia értékét vemhes
patkanyban. Az elmult évtizedekben a cervix miikodésének vizsgélatai soran foként a cervix
kollagén tartalmara fokuszaltak a kutatok, simaizom tartalméat nem tartottdk fontosnak. Az
utobbi par évben ismerték fel, hogy a cervikalis simaizom fontos jelentdséggel bir a cervix
atalakuldséaban, a sziilés alatti dilatacidban és az uterus kontrakcidkban is. Mig az érés sordn a
kollagén lebomlik a cervikalis simaizom valtozatlan marad. A patkdnyok varhaté ellése a
vemhesség 22. napjan kovetkezik be, az izolalt szervi kisérleteket kozvetleniil a varhato ellés
elott végeztilk. Igy feltételezzikk, hogy a COX inhibitorok okozta cervix rezisztencia
csokkenés hatterében a cervikalis simaizomban létrejovo dilatacio all.

Az a-tokoferol kezelés egyértelmiien fokozta az 6sszehtizédast vemhes uterusban. Ez azzal
magyarazhato, hogy tokoferol kezelés hatasara a COX-1/COX-2 arany eltolodott a COX-2
enzim aktivitas felé. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy COX-2 enzim altal katalizalt PG-ok
dominansabb szerepet jatszanak az uterus simaizom kontrakciok 1étrejottében. Ezt tdmasztja
ala az is, hogy amikor a COX-2 enzimeket legatoltuk, a nem szelektiv diklofendk simaizom
relaxalo hatasa szinte teljesen megsziint, ugyanakkor, ha a COX-1 enzim gatlds utan
vizsgéltuk a szelektiv COX-2 gatld rofecoxib hatdsat, a relaxald effektus még tovabb
fokozodott.

A cervix esetében az a-tokoferol kezelés Onmagéban is szdmottevden csokkentette a a
rezisztenciat. Erdekes modon, ellentétben az uterusban tapasztaltakkal, a vemhes cervixben a
tokoferol csokkentette a COX-2 enzim aktivitasat. Mivel a cervix vizsgalata kozvetleniil az
ellés elott tortént, feltételezhetd, hogy mar atesett az érési folyamaton, kollagén tartalma
lecsokkent, simaizom tartalma azonban megmaradt. igy, a tokoferol Gnmagaban is a PG szint
csokkenését eredményezheti a COX-2 enzim aktivitasanak gatldsa révén, hasonléan a COX-2
gatld inhibitor vegyiiletekhez. Ezért lehetséges, hogy az a-tokoferol ¢s COX inhibitorok
kombinacioban valo alkalmazdsa minden esetben a rezisztencia nagyfokil csokkenését
eredményezte.

Az in vivo kezelés sordn kizarolag a szelektiv COX-2 gatlo rofecoxib a a-tokoferollal
kombinalva okozott szignifikans eltérést. Az ellés idOpontja 16 oOraval hamarabb

bekovetkezett, mint a kontroll csoportban. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a rofecoxib és
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tokoferol cervix rezisztenciacsokkentd hatdsa jobban érvényesiil, mint simaizom relaxalo
hatéasa patkanyban.

Trachea esetében a COX-1 és COX-2 enzimek szintje kozel azonos volt, ez korreldl az
irodalmi adatokkal. Mivel a diklofenak trachea-tonuscsokkenté hatasa kedvezobb, mint a
rofecoxibé, ez azt mutatja, hogy a COX-1 altal katalizalt PG-ok nagyobb szerepet jatszanak a
légzdérendszer simaizom miikddésében. A tokoferol kezelés csak kis koncentracidban volt
képes fokozni a trachea tonus csokkentd hatast. Ennek hatterében valdszintisithetden az all,
hogy a trachea sokkal gyengébb antioxidans kapacitassal rendelkezik, mint a vemhes uterus

vagy Cervix.

Konklazié

Eredményeink fényében megallapithatjuk, hogy az a-tokoferol szdvetspecifikusan
befolyasolja COX enzimek aktivitadsat és igy befolydsolja a COX gatld vegyiiletek hatasat.
Vemhes patkany uterusban ndveli a COX-2 enzim aktivitasat, amivel fokozza a szelektiv
COX-2 gatlok relaxalod hatasat. Ezzel szemben vemhes cervixben géatolja a COX-2 enzimek
aktivitasat és erdsiti a COX-2 gatlo vegyiiletek rezisztencia csokkentd effektusat. Az in vivo
eredmények azt mutatjak, hogy a szinergista hatas a rofecoxib €s az a-tokoferol k6zott jobban

érvényesiil a cervixben mint a miometriumban.
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