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I. BEVEZETES

A civilizélt tarsadalmak nagy problémaja korunkban a
foként a helytelen ¢életmodbol kovetkezd kronikus
betegségek novekvd gyakorisaga. Ezen korképek kozos
patogenetikai tényezdje a reaktiv oxigén szarmazékok
fokozott termelddése ¢és elégtelen semlegesitése
kovetkeztében kialakuld oxidativ stressz. Bar szamos
antioxidans hatast gyogyszer és étrendkiegészité van
forgalomban, ezeknek a jotékony hatasa az emlitett
koérképekben nem bizonyitott. Az Gsztradiolrol és tobb
mas, a mellékvesekéregben, herében, petefészekben
termel6ddO szteroid szerkezeti hormonrol kimutattak,
hogy szintén antioxidans tulajdonsaggal bir.

A hormon kezelés — a hormonhidnyos allapotokban
szlikséges szupplementaci6 kivételével — szamos,
bizonyos esetekben kedvezdtlen anyagcsere hatdsa miatt
nem elfogadhato a kronikus betegségek kiegészitd
terapidgjaként. A  szteroid hormonok antioxidans
tulajdonsdganak ¢és hatéas-szerkezeti 0Osszefliggéseinek
pontosabb megismerésével azonban olyan molekulak
fejlesztése valhat lehetévé, amelyek a karos szteroid

hatasok  nélkiil  javijadk az  oxidativ  statuszt.



Kutatocsoportunk korabbi eredményeire tdmaszkodva
dolgozatomban néhany hormon in vivo antioxidans
hatasat, valamint egy szintetikus szteroid, az Osztrogén,
progesztagén ¢és androgén hatassal egyarant rendelkezd
tibolon és metabolitjainak ex vivo szuperoxid csokkentd
képességét vizsgaltam.

A Dbakterialis vérmérgezés (szepszis) sulyos formai a
korszerli antibiotikus kezelés mellett is magas
mortalitdssal jarnak. A sulyos szepszishez és szeptikus
sokkhoz gyakran tarsul kortikoszteroid elégtelenség,
melynek  hatterében  elégtelen kortizol  termelés,
megvaltozott kortizol metabolizmus, a kortizol hatasra
vald szdveti rezisztencia vagy mellékvese endothel
miikddészavar allhat. Az elégtelen intracelluléris kortizol
aktivitds eredménye a tulzott gyulladasos valasz vagy a
pro- és antiinflammatorikus mediatorok egyensulyanak
megbomlasa.  Ebben az dallapotban a kis doézisu
glukokortikoid poétlas jotékony hatasti lehet, €és olyan
betegeknél, akiknél a megfeleld folyadékpotlas és
vazopresszor terapia nem elegendd a hemodinamikai
stabilitds fenntartdsahoz, ajanlott is. Egyéb szteroid
hormonokat ilyen indikaciéval nem hasznal a klinikum,

azonban  tobbek  kozott az  Osztrogénnek  és
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tesztoszteronnak is ismert bizonyos immunmoduléns
hatdsa. Ezek a hormonok kozvetleniil hatnak az
immunrendszer tobb sejttipusara, valamint neutrofil
granulocitdkban fokozzak a mieloperoxidaz (MPO)
aktivitasat. A MPO elsddleges fiziologias szerepe a
granulocita aktivacidja sordn a szabad gyokok
termelésének katalizaldsa ¢és a fagocitalt baktérium
elpusztitasa, emellett kutatocsoportunk kordbbi munkéja
soran a MPO bizonyos antioxiddns hatasat is leirta. A
MPO gatlészerét, az indometacint gyulladasos eredetii
vazrendszeri  megbetegedésekben  alkalmazzdk a
klinkkumban. Kordbbi eredményeink szerint az
indometacin  felfiiggeszti az antioxidans szteroid
hormonok  szuperoxid csokkentd hatasat izolalt
granulocitdkon. Ez  szintén alatamasztja azt a
feltételezéstinket, hogy a szteroid hormonok antioxidans
hatasa legalabbis részben a MPO aktivitds fokozasan

keresztiil valosul meg.



Il. CELKITUZES

A szteroid szerkezetli hormonok pontosabb hatdsanak
megismerése €érdekében dolgozatomban a kovetkezo
kérdésekre kerestem a valaszt:

1. A posztmenopauzds hormonpotlasra  hasznalt
szintetikus szteroid, a tibolon és metabolitjai hogyan
befolyasoljak aktivalt humén neutrofil granulocitdk
szuperoxid termelését ex vivo?

2. Az izolalt granulocitdkon antioxidans hatast mutatd
kortizol és kortikoszteron ezen tulajdonsaga

megmutatkozik-e in vivo koriilmények kozott is?

A mieloperoxidazzal és ennek aktivitasara hato szteroid

hormonokkal ¢és indometacinnal végzett korabbi

kutatasok folytatdsaként az alabbi kérdések meriiltek fel:

3. Hogyan hatnak egyes antioxidans szteroid
hormonok, a MPO és az indometacin izolalt és
fert6zott granulocitak baktericid funkciojara?

4. Hogyan befolyasolja az indometacin, Osztradiol és
tesztoszteron kezelés a gyulladasos paramétereket és

bakteriémiat patkadny szepszis modellen?



111. MODSZEREK

A tibolon és szarmazékainak hatasa a szuperoxid
termelésre

Egészséges oOnkéntestdl vett vérbol izolalt neutrofil
granulocitakat két oran keresztiil inkubaltunk 37°C-on a
kovetkezd hatdéanyagok jelenlétében: tibolon, 3a-
hidroxitibolon, 3B-hidroxitibolon, A*-tibolon, 3a-tibolon-
szulfat, 3a-178B-tibolon-diszulfat, 3B-tibolon-szulfat, 3B-
17B-tibolon-diszulfat, valamint referenciaként Gsztradiol.
A sejtek  szuperoxid termelését fMLP-vel tortént
stimulacié utdn a hozzdadott citokrom-c redukciodjaval,
fotometrias ~ modszerrel — mértik. Az optikai
denzitasvaltozast  atszamitottuk ,,nmol szuperoxid/10°
sejt’-re, a kiilonb6zd  szteroidok esetén = mért
eredményeket a kontroll szdzalé¢kéban adtuk meg.

Az ex vivo eredmények alatamasztasara a vegylileteket
egy sejtmentes szuperoxid termeld rendszerben, a xantin
— Xantin-oxidaz reakcidban is vizsgaltuk.

Az egyes kezelések ¢€s a kontrollok 6sszehasonlitasat az

altalanos linearis modellel és Dunnett probaval végeztiik.



A kortikoszteron és kortizol gyokfogo hatasanak
vizsgalata

A kisérlethez 16 db feln6tt him Sprague-Dawley patkanyt
hasznaltunk. Az allatokat négy csoportra osztottuk:
kezeletlen kontroll, lipiddus tapon tartott kontroll,
kortizollal ill. kortikoszteronnal kezelt lipiddas tapon
tartott csoportok. A kezelés el6tt és a 28. napon vett
vérb6él meghatdrozuk a teljes gyokfogd kapacitdst
kemilumineszcencias modszerrel. A plazma mintak
relativ lumineszcenciajat egy vak kontrollhoz képest
hataroztuk meg, és relativ lumineszcencia (relative light
unit, RLU) egységben fejeztiik ki. Az alacsonyabb RLU
magasabb gyokfogo kapacitast jelent.

A csoportok 0. €és 28. napi plazma mintdjabol mért
atlagos RLU értekeit kétmintas, parositott t-probaval

hasonlitottam 6ssze (SPSS v. 12 szoftvercsomag).

Az indometacin és egyes szteroid hormonok hatasa az
intracellularis baktérium 6lésre

Egészséges onkéntesek vérébdl granulocitdkat izolaltunk,
majd a sejtszuszpenziokat 2 oran keresztiil, 37°C-on
inkubaltuk indometacin, MPO, 17B-6sztradiol vagy

kortizol jelenlétében. Ezt kdvetéen opszonizalt E.coli
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baktériummal hoztuk 6ssze a sejteket, és acridin narancs
festés utan UV  mikroszkop alatt vizsgaltuk az
intracellularis bakterialis killinget. Az UV fényben
fluoreszkalo elolt baktériumokat megszamléltuk, €s az

eredményt a kontroll szazalékaban adtuk meg.

Az indometacin, osztradiol és tesztoszteron hatasanak
vizsgalata P. multocida infekcio utan allatmodellen

A vizsgalathoz him Wistar patkanyokat hasznaltunk, és a
kovetkezo kezeléseket alkalmaztuk:

[i: indometacinnal kezelt és P. multocidaval fertézott
csoport

10 csoport: indometacinnal kezelt kontroll

Mi: az indometacin olddszerével kezelt, fertézott csoport
MO: az indometacin olddszerével kezelt kontroll

CT: kasztralt, tesztoszteronnal kezelt, fert6zott csoport
CE: kasztralt, 6sztradiollal kezelt, fert6zott csoport

CO0: kasztralt, a hormonok oldoészerével kezelt, fertozott
csoport

NT: tesztoszteronnal kezelt, fert6zott csoport

NO: a hormonok oldoszerével kezelt, fert6zott csoport



A fert6zés utani 2. (indometacinos kezelés), ill. 3.
(hormonalis kezelés) napon vett vérbol meghataroztuk a
vérképet és gyulladdsos paramétereket. A fertdzott
allatok majabol ¢és  szivvérébol  véres agaron
visszaizolaltuk a fert6z6 torzset.

A laboratoriumi  eredmények  Osszehasonlitasara
ANOVA-t ill. Kruskal-Wallis tesztet és LSD post hoc

tesztet alkalmaztunk (Statistica).



IV. EREDMENYEK

A tibolon és szarmazékainak hatasa a szuperoxid
termelésre

A granulocitdk  szuperoxid termelése a 107 M
koncentracioju szteroid kezelés utan nem tért el
szignifikdnsan a kontrolltél egyik szteroid vegyiilet
esetében sem. 10® M koncentracio esetén az dsztradiol
(80,9£2,5%, p<0,05), a 3p-tibolon-szulfat (83,3+4,7%,
p<0,05) és a 3B-17B-tibolon-diszulfat (81,0+4,2%,
p<0,05) csokkentette szignifikdnsan a szuperoxid
termelést a  kontrollhoz  viszonyitva. 107 M
koncentracional tobb metabolitnal figyeltink meg ilyen
hatast: Osztradiol  (76,4+4,2%, p<0,001), 3B-
hidroxitibolon (82,9+5,3%, p<0,05), 3a-tibolon-szulfat
(81,1£4,4%, p<0,05), 3pB-tibolon-szulfat (79,2+5,7%,
p<0,01), 3B-17p-tibolon-diszulfat (74,6+5,1%,
p<0,0001). A tobbi szteroid metabolit (tibolon, 3a-
hidroxitibolon, A*-tibolon, 3a-17p-tibolon-diszulfat) nem
csokkentette szignifikansan a granulocitak Szuperoxid
produkcidjat az emlitett koncentraciokban.

A xantin — xantin-oxidaz rendszerben a hormonokat csak

107 M  koncentraciéban vizsgaltuk.  Szignifikans

9



szuperoxid  csokkenést  észleltink az  Gsztradiol
(67,4£1,0%, p<0,05), 3a-tibolon-szulfat (85,8+5,3%,
p<0,05), 3a-17B-tibolon-diszulfat (71,9+2,5%, p<0,05),
3p-tibolon-szulfat  (73,9+5,0%, p<0,05) ¢és 3B-17B-
tibolon-diszulfat  (65,8+3,4%, p<0,05) esetében, a
kontrollhoz (100%) viszonyitva. A tobbi szteroid
metabolit nem  vezetett szignifikans  Sszuperoxid

csokkenéshez ebben a rendszerben.

Az indometacin és egyes szteroid hormonok hatasa az
intracellularis baktérium 6lésre

Indometacin kezelés hatasara nem valtozott a neutrofilek
baktériumold  képessége a  kontrollhoz  képest
(103,3+47,6%). Ezzel szemben a MPO, 0Osztradiol és
kortizol valtozd6 mértékben fokozta a baktériumold
kapacitast: leginkabb az E, (157,5+47,4%), majd a MPO
(127,8+39,9%), legkevésbé a kortizol (121,7+£52,3%). A
kis elemszadm miatt statisztikai analizist nem végeztiink,
igy csak tendencidkrol tudunk beszélni az eredmények

vizsgalatakor.
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A kortikoszteron és kortizol gyokfogo hatasanak
vizsgalata

A hagyomanyos tapon tartott, kezeletlen kontroll
csoportnal mért relativ lumineszcencia (RLU) nem
valtozott a 28 napos vizsgalati id6 alatt. A lipiddus diétas
kontroll csoportnal a 28. napon magasabb volt a RLU,
tehat rosszabb volt a gyokfogo kapacitas, mint a vizsgalat
kezdetén, bar ez a kiilonbség nem volt szignifikans. A
csokkent gyokfogd kapacités a lipidterhelés altal indukalt
oxidativ stressznek tulajdonithat6. Mind a kortizollal
(0,076+0,037 vs 0,11+0,021), mind a kortikoszteronnal
(0,084+0,066 vs 0,172+0,052) kezelt csoportnal a 28.
napon szignifikdnsan alacsonyabb RLU-t, tehat jobb

gyokfogd kapacitast mértlink, mint a 0. napon.

Az indometacin, o0sztradiol és tesztoszteron hatasanak
vizsgalata patkany szepszis modellen

Az infekciot kovetéen minden csoportban levertek,
bagyadtak voltak az allatok, leginkabb az indometacinnal
kezeltek (mind a fertézottek, mind a kontrollok).

A fehérvérsejtszam szignifikansan magasabb volt az li

csoportban, mint az 10 és Mi csoportokban. A 10 és Ii

11



csoportnal alacsonyabb volt a vorosvértest, hemoglobin,
hematokrit és szérum albumin az M0 és Mi csoportokhoz
képest. A CRP az Mi csoportban szignifikansan
magasabb volt, mint a tébbiben, és az Ii csoportban volt a
legalacsonyabb.

A hormonkezelésben részesiild 4llatok esetében a
fehérvérsejtszam az NT (nem kasztralt, teszoszteronnal
kezelt) csoportban alacsonyabb volt, mint az NO-ban
(nem kasztralt kontroll), valamint a CT ¢és CE
csoportokban alacsonyabb volt, mint a kontroll CO
csoportban. A CT csoportban enyhe anaemiat észleltiink,
itt a vordsvértest, hemoglobin és  hematokrit
szignifikansan alacsonyabb volt a nem kasztralt
csoportokéhoz (NO, NT) képest. A vérlemezkeszam a CE
csoportban volt a legalacsonyabb, az NT ¢és CO
csoportokhoz viszonyitva szignifikans eltéréssel. A
szérum fehérjék vonatkozasaban nem volt szignifikans
eltérés a csoportok kozott, de minden csoportban
alacsonyabb albumint meértiink, mint a nem fertézott
kontroll csoportban (M0). A CRP a CE csoportban
szignifikdnsan alacsonyabb volt az 0sszes tobbi

csoporthoz képest. A CT csoportban is alacsonyabb
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CRP-t mértink, mint a CO0-ban, de ez nem volt

szignifikans eltérés.

A szivvérb6l és majbol reizolalt P. multocida
tenyészeteket vizsgilva az li  csoport egyedeibdl
Osszességében tobb baktérium tenyészett ki, mint az Mi
csoportbol: 11 mintabol nétt ki szényegszeri
szintenyészet, és egy minta sem volt negativ. Ezzel
szemben az Mi csoportban harom minta adott
szOonyegszerl tenyészetet, és harom minta volt negativ.

Az NT csoportban kevesebb baktérium tenyészett ki,
mint a kontroll NO-ban. A kasztralt csoportok koziil a CT
csoportban tobb, a CE-ben kevesebb kérokozo nétt ki,
mint a CO-ban. A tesztoszteronnal kezelt csoportok koziil
a kasztralt CT-bol tobb baktériumot sikeriilt reizolalni,
mint a nem kasztralt NT-b6l. A kontroll (NO, CO0)

csoportok kozott nem volt ilyen kiilonbség.
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V. KOVETKEZTETESEK

Kutatocsoportunk  korabbi munkéja sordn szamos
természetes szteroid hormonrdl kimutatta, hogy gatolja
az aktivalt neutrofil granulocitak szuperoxid termelését.
Ennek mechanizmusa nem teljesen ismert, de részben a
MPO aktivitasanak fokozasan, és a kovetkezményes
negativ  feedback-szeri NADPH-oxiddz  gatlason
keresztiil valosul meg.

Munkénk soran a szintetikus tibolon, valamint a kortizol
¢s kortikoszteron antioxidans hatasat mértiik. Ezt
kovetéen a MPO, az aktivitasat fokozdé hormonok és a
MPO inhibitor indometacin neutrofil granulocitdk
baktériumolo képességére €s a szepszis kimenetelére valod
hatasat vizsgaltuk.

Eredményeinket az alabbi f6 pontokban foglalhatjuk

o0ssze:

1. Az Osztradiol ¢és a tibolon egyes metabolitjai — 303-
tibolon-szulfat, 3B-176-tibolon-diszulfat és magasabb
koncentracioban a 3B-hidroxitibolon és 3a-tibolon-szulfat
IS — csokkentik az aktivalt izolalt human neutrofil

granulocitak szuperoxid termelését.
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2. Az oOsztradiol és a tibolon szulfatalt metabolitjai (3a-
tibolon-szulfat, 3a-17B-tibolon-diszulfat, 3B-tibolon-
szulfat, 3B-178-tibolon-diszulfat) csokkentik a xantin —
xantin-oxidaz rendszer szuperoxid termelését. Ezek
alapjan  feltételezhetd, hogy a  tibolonnak a
posztmenopauzalis medicinaban ismert jotékony hatasai

részben a gyokfogo kapacitasanak kdszonhetdek.

3. Lipiddas tapon tartott patkdnyok plazmadjanak teljes
gyokfogd kapacitdsa csokken. A  hosszi  tavu
kortikoszteron ill. kortizol kezelés szignifikansan javitja a
gyokfogd kapacitast. A kortikoszteron és kortizol tehat
antioxidans hatdsu a vizsgéalati koriilmények kozott.
Ennek, valamint egyéb szteroid hormonok ilyen
hatasanak ismeretében lehetdség nyilik az antioxidans
tulajdonsdg hatterében 4allo szerkezeti Osszefliggések

vizsgélatara.
4. Az akut mieloperoxidaz, 6sztradiol €s kortizol kezelés

javitja, az indometacin nem befolydsolja izolalt humén

neutrofil granulocitdk baktériumdld képességét.
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5. Az indometacin kezelés és a kasztracid gyengiti a
szeptikus patkanyok immunvalaszat és klinikai allapotat.
Az indometacin feltehetdleg fokozza a bakteridlis

infekciok mortalitasat.

6. Ezzel szemben a tesztoszteron, ¢s még inkabb az
Osztradiol jotékony hatasti szeptikus patkdnyokban. A
tesztoszteronnal nem egyértelmiieck az eredmények,
azonban az Osztradiol hatasa kapcsan felmeriilhet, hogy a
rovid tavu 6sztrogén kezelést szeptikus allapotu betegek
adjuvans  terapidjanak  részeként vizsgaljak. Ezt

megeldzéen azonban tovabbi, nagyobb elemszamu

allatkisérletekre lenne sziikség.
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