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A kutatasi eredmények dsszefoglalasa

A./ A hem-oxigenaz és a nitrogén monoxid szintdz reakcioutak kolcsdnhatasai az agyi
vérkeringés szabalyozasaban

Célkitiizések/A.

Az endogén endogén szénmonoxid (CO) hembdl képzédik a hemoxigenaz (HO) altal
katalizalt reakcid soran. Az utobbi évek kutatdsai szdmos élettani és korélettani folyamatban
igazoltdk a CO szabalyozo, ill. mediator szerepét, az agyi vérkeringésre gyakorolt hatasait
azonban alig vizsgaltak. Kisérleteink célja az volt, hogy tisztazzuk a CO esetleges hatasait az
agyi erek tonusara és az agyszovet perfuzidjara. Mivel az egyébként is igen magas HO
aktivitast mutatd agyszoveten belul is a hypothalamusban viszonylag nagy mennyiségben
expresszalddik ezen enzim, elészor e régio veraramlasat vizsgaltuk. Ezutan megvizsgaltuk
HO-CO reakciout szerepét az agykérget ellato arteria cerebri media (MCA) ténuséra in vitro,
valamint az egykéreg perfazidjara in vivo. A CO kozvetlen hatasai mellett a nitrogén
monoxiddal (NO) val6 esetleges kdlcsonhatasaira is probaltunk fényt deriteni.

Eredmények/Al. (Hypothalamikus véraramlas)

Urethannal altatott spontan légz6 felnétt him Wistar patkanyokban hidrogén-clearance
technikaval vizsgaltuk a hypothalamus véraramlasat. A HO-gatl6szer zinc deuteroporphyrin
2,4-bis-glycol (ZnDPBG, 45 pumol/kg, ip.) nem befolyasolta sem az altalanos vérkeringési
paramétereket, sem pedig a hypothalamus véraramlasat, ill. érellenallasat a beadasat kdveto
15., 30., ill. 45. percben. Meglepé mddon azonban szignifikansan fokozta a hypothalamusban
az NO szintdz (NOS) aktivitasat. Mivel ezen utobbi hatds kdvetkeztében a vérdramlasnak
fokozodnia kellett volna, arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a ZnDPBG-nek volt egy
vazokonstriktor hatdsa a hypothalamusban, amit a fokoz6dd NO-szintézis miatt kialakulo
vazodilatacio kiegyenlitett. E hipotézislink tesztelésére megvizsgaltuk a ZnDPBG hatésat ugy
is, hogy elétte a NOS-t nitro-L-arginin-metil-észter (L-NAME) adéaséaval gatoltuk. Ebben az
esetben a ZnDPBG szignifikansan ndvelte az érellenallast és csokkentette a véraramlast.
Ezutan megvizsgaltuk a ZnDPBG hatésat ciklooxigenaz gatlas (10 mg/kg diclofenac iv.) utan
is, és azt tapasztaltuk, hogy ilyen kortilmények koézott a ZnDPBG szignifikans véraramlas-
fokozddast okoz. Diclofenac és L-NAME egyiittes jelenlétében a ZnDPBG nem befolyésolta
a hypothalamus véraramlasat. Eredményeink tehat arra utalnak, hogy az endogén
szénmonoxid kettds hatést fejt ki a hypothalamus véraramlésara. Egyfel6l prosztanoidok altal
kozvetitett vazodilataciot valt ki, masrészt viszont gatolja az NO szintézisét és igy
vazokonstrikciot okoz. Osszességében e két hatds ardnya hatdrozza meg, hogy miként
befolyasolja a CO a hypothalamus véraramlasat.

Eredmények/A2. (Agykérgi véraramlas)

Urethannal altatott spontan 1égz6 felnétt him Wistar patkdnyok parietalis agykérgében a
véraramlast (CBF) lézer-Doppler technikaval mértik, a parietalis cortexet ellatd MCA
simaizomténusanak valtozasait pedig in vitro miograf rendszerben vizsgaltuk. A HO-
gatloészer ZnDPBG (45 umol/kg, ip.) hataséra a CBF 17+5 %-kal fokozodott (p<0,001), mig
olddszere dnmagaban hatastalan volt (-2+3 %). A ZnDPBG aramlasnovel6 hatdsa NO szintaz
(NOS) gétlasa utan nem volt szignifikans (+516 %). Izolalt, prekontrahdlt MCA érgytrikon 1
UM ZnDPBG nem okozott tonusvaltozast (+1+3 %) noha 1 pM bradikininnel jelentos
dilataciot lehetett kivaltani (-72+5 %), igazolva az endothelium épségét.

Kiserleteink tovabbi szakaszaban azt vizsgaltuk, hogy HO-gatlas hatasara megvéltozik-e a
hypoxia és hypercapnia soran kialakul6 CBF-fokozddas. A belégzett gazkeverékek
valtoztatasaval létrehozott kozepes (PaO2~65Hgmm, PaCO2~85Hgmm) valamint sulyos
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(Pa02~50Hgmm, PaCO2~95Hgmm) hypoxia/hypercapnia hatasara a CBF 41+7, ill. 50+7 %-
kal fokozddott. Ezek az értékek ZnDPBG adasa utan sem valtoztak meg szignifikansan (46+9
%, ill. 5719 %).

Eredményeink szerint az agykéreg nyugalmi véraramlasat az endogén CO a NOS gatlasan
keresztll csokkenti, ugyanakkor a hypoxia és hypercapnia soran kialakul6 CBF-fokozodast
nem befolyasolja jelentésen. A ZnDPBG hatastalansaga izolalt MCA-n azt jelzi, hogy a
nyugalmi CBF-et befolyasoldé CO-NOS kélcsonhatéas legalabb egyik komponense neuronalis
eredeti.

B./ Az agyi vérkeringés alkalmazkodasi mechanizmusai a nitrogén monoxid hianyahoz
Célkitzizések/B.

A nyugalmi NO felszabadulas akut gatlasa az agyi értonus fokozodasadhoz és az agyi
veraramlas kifejezett csokkenéséhez vezet. Ezzel ellentétben korébbi vizsgélataink
eredményei szerint az NO szintézis kronikus gatlasakor az agyi véraramlas nem csokken.
Feltételezhet6 tehat, hogy valami kompenzalja az NO hianyat ebben az allapotban.

Célul taztuk ki annak vizsgalatat, hogy milyen kompenzacios mechanizmusok aktivalodnak
az agyi veérkeringés tertiletén a NOS kronikus gatlasakor. A NOS-gatlast az altalunk
kidolgozott modell szerint L-NAME oralis adagolasaval hoztuk létre, mégpedig gy, hogy az
allatok ivovizébe kevertik 1 mg/ml koncentracidban 1 héten keresztul. Kisérleteink soran
harom lehetseges kompenzacids mechanizmus szerepét vizsgaltuk:

B1./ Az agyi erek NO-val szembeni valaszkészségének fokozodésa

Irodalmi adatok és sajat kordbbi eredményeink szerint az agyi erek az endogén NO
felszabadulas csdkkenésekor fokozott érzékenységet mutatnak az NO irant. Mivel az altalunk
alkalmazott modellben a konstitutiv . NOS aktivitdsa csak mintegy 90 %-kal csokken,
elképzelhets, hogy a maradék NO fokozottabb érhatasa is hozzajarul a véraramlas
normalizalasahoz.

B2./ A prosztaciklin-felszabadulas fokozddasa

Korabbi vizsgalatainkban leirtuk, hogy akut NOS-gatlast kdvetéen a liquor cerebrospinalisban
szignifikansan fokozodik a prosztaciklin koncentracidja. Megvizsgaltuk, hogy a prosztaciklin,
vagy mas vazodilatator prosztanoid (PGD, vagy PGE;) hozzajarul-e az agyi véraramlas
normalizalddasahoz kronikus NOS-gatlés sorén.

B3./ Az endogén szénmonoxid szerepe

Korébbi kisérleteinkben (I. Eredmények/Al.) azt tapasztaltuk, hogy az endogén CO kett6s
hatast fejt ki a hypothalamus véraramlasara: egyrészt vazodilataciot okoz, masrészt viszont
csokkenti az NO szintézist. Ez alapjan elképzelheté, hogy NO hianyaban el6térbe keril az
endogen CO agyi értonust csokkent6 hatasa azaltal, hogy a NOS-gatlas altal okozott indirekt
konstriktor hatdsa nem érvenyesil. Raadasul a kronikus NOS gatlas soran indukalodhat a
hemoxigenaz-1 enzim expresszidja és ezaltal fokozodhat a CO-felszabadulés. igy a CO lehet
az egyik agyi véraramlast normalizal6 tényez6 kronikus NO-hianyos allapotban.

Eredmények/B.

Az L-NAME oldatot ivé allatok folyadékfogyasztasa (96+5 ml/kg/nap) nem kilénbdzott
szignifikansan a vizet ivé kontroll allatokétol (1017 ml/kg/nap). A krénikusan NOS-gatolt
allatok napi L-NAME fogyasztasa 965 mg/kg/nap volt. Egy hétig tarté L-NAME el6kezelést
kovetéen az allatok artérias kozepnyomasa (140+7 Hgmm) szignifikdnsan magasabb volt,
mint a vizet ivo kontroll &llatoké (98 +4 Hgmm). A hypothalamus véraramlasa (HBF) az L-



NAME oldatot illetve vizet ivo kisérleti csoportokban kozel azonos volt (0,87+0,04 vs. 0,85
+0,04) annak ellenére, hogy a hypothalamus NOS aktivitasa szignifikansan alacsonyabb volt
az L-NAME-val el6kezelt allatokban (1,19+0,16 pmol L-citrullin / mg protein / perc), mint a
kontrollokban (4,85+1,19 pmol L-citrullin / mg protein / perc). A nyugalmi artérias vérgaz-
tenziok valamint a pH nem kiilonbozétt szignifikdnsan a két csoport kdzott.

Intravénas L-arginin infGzio (10 mg/kg/perc, 40 percig) hatastalan volt a vizsgalt vérkeringési
paraméterekre. Ezzel szemben, L-arginin infuzié a krénikus L-NAME kezelésen &tesett
allatokban a hypothalamus hyperaemiajat okozta, mikdzben az artérias k6zépnyomast
lecsokkentette a fiziologias szintre. Ez a megfigyelés arra mutat, hogy a kronikus NOS-gatlas
soran aktivalodott kompenzaciés mechanizmus az NO termelés akut normalizéalasa utan is
aktiv maradt.

Feltételeztiik, hogy a kronikus NOS-gatlast kdvetéen fennmaradd alacsony intenzitasi NO-
képzédes hozzajarulhat a HBF normalizalodasahoz azéltal, hogy az agyi erek fokozottan
érzékenyekké valnak az NO-val szemben. Ezéert megvizsgaltuk, hogy 50 mg/kg i.v. dozisban
alkalmazott L-NAME hogyan befolyasolja a HBF-et a két kisérleti csoportban. A kontroll
allatokban akut L-NAME kezelés hatasara a HBF jelentésen lecsokkent. Ezzel szemben az L-
NAME oldatot ivo allatokban az intraveénasan adott L-NAME annak ellenére sem véltoztatta
meg a HBF-et, hogy tovabb csokkentette a hypothalamus NOS aktivitasat. Ez alapjan
valoszintitlen, hogy a kronikus NOS-gatlads sordn fennmaradd alacsony intenzitasi NO-
képzodés szignifikansan hozzajarulna a HBF normalizalddasahoz.

Ezutan megvizsgaltuk a vazodilatator prosztanoid vegylletek esetleges kompenzacios
szerepét. Azt tapasztaltuk, hogy az 1 hetes L-NAME elokezelés soran fokozodott a
prosztaciklin stabil anyagcseretermékének, a 6-keto-prosztaglandin F1,-nak a koncentracioja a
vizeletben. A liquor cerebrospinalisban azonban egyik vazodilatator prosztanoid metabolit
koncentracidja sem volt magasabb az L-NAME-val el6kezelt kisérleti csoportban, mint a
kontrollban. RT-PCR és Western blot vizsgalat igazolta mindharom ciklooxigendz (COX-1,
COX-2, COX-3) konstitutiv expresszidjat kontroll allatok hypothalamuséban, azonban egyik
izoforma sem mutatott fokozott expressziot a kronikus NOS-gatlason atesett allatokban.

Diclofenac (10 mg/kg, i.v.) egyik kiserleti csoportban sem befolydsolta a HBF-et. Ezzel
szemben indomethacin (5 mg/kg, i.v.) HBF csokkenést okozott, de hatasa nem kilonb6zott a
két kisérleti csoportban. Az indomethacin olddszere énmagaban hatéastalan volt.

Eredményeink szerint egy vagy tobb vazodilatator prosztanoid COX-1 altal torténé
termelédése hozzajarul a hypothalamus véraramlasanak fenntartdsdhoz nyugalmi
korilmények kozott és NO-hianyos allapotban. E vazodilatator prosztanoid mechanizmus
azonban nem erésodik fel kronikus NOS-géatlas sorén, igy nem jarulhat hozzd a HBF NO-
hianyhoz torténé alkalmazkodasahoz.

Végil megvizsgaltuk az endogén CO esetleges kompenzacios szerepét kronikus NOS-gatlas
soran. Mindkét HO izoenzim (HO-1 és HO-2) expressziojat sikerult igazolni a
hypothalamusban, azonban egyik izoforma sem mutatott fokozott expressziot a kronikus
NOS-gatlason atesett allatokban. Mivel a HO gatloszer ZnDPBG egyik kiserleti csoportban
sem valtoztatta meg szignifikdnsan a HBF-et, gyakorlatilag kiz&rhatd, hogy az endogén CO
hozzgjarulna a hypothalamus  vérkeringésenek  kronikus  NO-hianyhoz  torténd
alkalmazkodaséhoz.



C./ A NOS és COX reakcioutak koélcsonhatasainak vizsgalata az agy és a szivizom
vérellatasanak szabalyozasaban

C1./ A NOS és a prosztaglandin Hy/tromboxan A, reakcioutak kélcsénhatésai az agykérgi
verkeringés teriletén

Célkitzizések/C1.

Az NO szintézis gatlasakor két fontos valtozas tapasztalhatd az agyi vérkeringés tertletén.
Egyfel6l az érellendllds fokozddasa és a véraramlas csokkenése alakul ki, masfelél a
véraramlas idébeli mintadzata is megvaltozik: gyakran a szoveti véraramlas jelent6s
oszcillacioja tapasztalhatd. E jelenségek izolalt agyi artéridkon is vizsgalhatok, ugyanis az
NO-szintézis gatlasakor az erek kontrahadlnak és spontan tonusvaltozasokat, vazomaociot
mutatnak. Patkdny MCA érgytriikdn korabban leirtuk, hogy a nyugalmi NO felszabadulas a
vazokonstriktor prosztaglandin Hy/tromboxan A, (PGH./TXA,) reakciout gatlasan keresztil
szabélyozza az érténust. In vivo Kisérleteinkben azonban azt tapasztaltuk, hogy liquor
cerebrospinalis TXAj-koncentracioja nem valtozik meg az NO-szintézis gatlasakor. Ez
alapjan arra a koOvetkeztetésre jutottunk, hogy az NO valdszintileg nem a TXA;-
felszabadulast, hanem az érsimaizomzat tromboxannal szembeni valaszkészségét
befolyasolja. In vitro és in vivo kisérleteket végeztink annak elddntésére, hogy az NO-
szintézis  csokkenesekor fokozddik-e az  érsimaizomzat tromboxannal  szembeni
valaszkészsége, és ez a jelenség hozzajarulhat-e a vazomocié és az agyszoveti perfazio
ingadozéasainak (véraramlas-oszcillacid) kialakulasahoz.

Eredmények/C1.

El6szor him Wistar patkanyokbol izolalt MCA szegmenteken vizsgaltuk kis dézisu (100 nM)
tromboxan-receptor agonista (U-46619) hatasait. Kontroll erekben az U-46619 gyenge
kontrakciot okozott (21+9%, a 124 mM K+ hatasahoz viszonyitva), vazomaociot azonban nem
tapasztaltunk. A NO-szintézis 100 UM L-NAME-val tortén6 gatlasat kdvetéen az U-46619
kontrakcids hatasa jelentésen nagyobb volt (54+9%, p=0,02) és valamennyi érben vazomaociot
okozott. A vazomocio Fourier-spektrumanak csicsa 492 mHz-nél volt.

In vivo kisérleteinkben az MCA ellatasi terlletéhez tartozo parietélis agykéreg véraramlasat
(CBF) vizsgaltuk altatott patkadnyokban 1ézer-Doppler (LD) technikaval. Fiziologias
korialmények kozott 1 pg/kg iv. adott U-46619 sem kvantitativ, sem kvalitativ valtozast nem
okozott a CBF-ben, és az altalanos vérkeringési paramétereket sem véltoztatta meg. L-NAME
(100 mg/kg iv.) hatadsara a CBF oszcillalni kezdett, melynek Fourier-analizissel meghatarozott
cstcsa 144+10 mHz-nél volt. Ezt kdvetéen U-46619 adasara az oszcillacio jellemzé
frekvencidja nem valtozott (144+11 mHz), ugyanakkor amplitidoja 54+12%-kal fokozodott
(p<0,001). Eredményeink szerint az agyi érrendszer NO hianydban fokozott érzékenységet
mutat a tromboxan-receptorok aktivalédasara, és ez korosan fokozott vazomaociohoz ill.
vazospazmushoz vezethet.

- sz

NO szintézis gatlasat kdvetden
Célkitzizések/C2.

A prosztaciklin  szerepét vizsgaltuk a koronaria-keringés NO-hianyhoz  torténé
alkalmazkodasaban. Korabbi in vivo kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy az NO szintaz
gatlasat  kovetéen perceken beltl lecsdokkené  koronaria-véraramlas  valamelyest
normalizalodik a kovetkez6 40 percben. Megvizsgaltuk tehat, hogy van-e a prosztaciklinnek
kompenzacios szerepe a sziv vérkeringéseben.




Eredmények/C2.

Patkanyokbol izolalt sziveket vizsgaltunk allandd nyomast Langendorff perfzios
rendszerben. A koronaria-aramlas mellett regisztraltuk a bal kamrai pulzusnyomast és a
szivfrekvenciat, a szivbol tavozo perfazios folyadékban pedig CLIA modszerrel
meghatdroztuk a prosztaciklin  stabil metabolitjanak  (6-keto-prosztaglandin  Fy,)
koncentracidjat. A méréseket elvégeztiik a NOS inhibitor L-NA folyamatos adagolasa elétt,
majd 10 percenként 40 percig. A szivek egyik csoportjaban a perfizids folyadék indometacint
tartalmazott. Indometacin 6nmagaban egyik vizsgalt paramétert sem valtoztatta meg.
Indometacin jelenlétében azonban szignifikansan fokozodott az L-NA koronaria-aramlast
csokkentd hatasa a 10. percet kovetéen, és a szivmunka csokkenéshez vezetett. (Onmagaban
sem az L-NA sem pedig az indometacin nem befolyasolta szignifikansan a szivmunkat.) A
perfizids folyadékban a kezeletlen kontroll csoporthoz képest magasabb volt a prosztaciklin-
koncentracio azokban a szivekben, melyek L-NA-t kaptak. Ugy tiinik tehat, hogy az NO
hianyaban fokoz6dd prosztaciklin-felszabadulas hozzajarul a sziv perfaziojanak és pumpa-
funkcidjanak fenntartasahoz.

D./ Endothélium-fliggé érvélaszok vizsgalata egérben
D1./ Metodikai vizsgalatok
Célkitiizések/D1.

Eredeti munkaterviinkben az NO-hianyhoz tortén6 alkalmazkodas mechanizmusainak
vizsgalatara kizarolag a kronikus NOS-gatlas modelljét terveztik. Idékézben azonban
konnyen elérhetévé valt az endothelialis NOS (eNOS) deficiens egértérzs, melynek
segitségével szamos fontos kérdés vizsgalatara nyilik lehetéség. E célbdl elékisérleteket
végeztiink vad tipusi (C57BL/6J) valamint eNOS knockout (eNOS™) egerekbdl izolalt
thoracalis aortan (TA) azzal a céllal, hogy néh&ny metodikai kérdést tisztazzunk.

El6szor azt vizsgaltuk, hogy a vér eltavolitasa az érlumenbdl a kisérlet elétt javitja-e az in
vitro endothélium-fligg6 érvalaszokat. Tanulmanyoztuk tovabba a regiondlis kilonbségeket a
TA proximalis és disztalis szakasza kozott az endothélium-fliggé reaktivitds tekintetében. A
carbachol, ATP és thrombin altal kivéltott relaxéciokat eNOS™ egerekbdl preparalt TA-n is
vizsgaltuk annak elddntésére, hogy milyen mértékben vesz részt az endothéliumbol torténd
NO felszabadulas az érvalaszok kozvetitésében. Végul megvizsgaltuk, hogy jobb ex vivo
reaktivitdst mutatnak-e olyan allatokbdl szarmazo TA-k, akiket négy hétig futokerékkel
felszerelt ketrecben tartottunk.

Eredmeények/D1.

A Kisérleteket felnétt, him egereken végeztik. Kozillk egy csoportot a kisérlet kezdete elétt
négy héttel futokerékkel felszerelt ketrecbe helyeztiink, ahol szabadon futhattak. A kontroll
allatokat mély éter anesztéziaban elvéreztettiik, a tobbi egeret pedig — koztilk az eNOS™ és a
futokerekkel felszerelt ketrecben tartott allatokat is — heparinnal (100 IU, i.p.) elokezeltlk és
10 ml heprinos (10 1U/ml) Krebs-oldattal transzkardialisan perfundaltuk az elvéreztetés soran.
Mindegyik csoportban 3 mm hosszu, a disztalis és a proximalis TA szakaszbol szarmazé
érgyariket preparaltunk, amelyeken miograf segitségével mértiik az izometrias értdnust.
Carbachol, ATP, thrombin, valamint az NO donor natrium nitroprusszid relaxaciés hatasat
hataroztuk meg 10 uM PGF,, altal kivaltott prekontrakcio6 utan.

Mind a carbachol, mind az ATP, mind a thrombin hatdsa szignifikansan nagyobb volt a
perfundalt csoportban, mint a kontroll allatokban. Ezzel szemben a natrium nitroprusszid altal
kivaltott valaszok nem kilonboztek a perfundélt és nem perfundalt aortdkban, igy
megallapithato, hogy az NO-ra adott simaizom-valasz nem kiilénbdzott a két csoportban. A



carbachol szignifikansan nagyobb relaxacids valaszokat idézett el a disztalis TA-ban, mint a
proximalisban, mig a thrombin, ATP, natrium nitroprusszid esetében nem talaltunk ilyen
regiondlis kilénbséget. Thrombin, ATP és szubmikromolaris koncentracidéja carbachol nem
relaxalta az eNOS™ allatok TA-it, igy ezen érvalaszokat kizarélag az endothéliumbdl torténd
NO-felszabadulés kozvetiti. Ezzel szemben mikromolaris és annal nagyobb koncentracidban
adott carbachol ugyan csokkent, de mégis szignifikans relaxaciot okozott az eNOS™
aortdkban, ami 10 uM indomethacin alkalmazésaval sem volt gatolhatd, viszont eltiint az
endothélium levalasztasa utan. Ugy tiinik tehat, hogy ezen érvalasz kozvetitésében szerepet
jatszik az endothélium-fliggé hyperpolarizacios faktor is. A natrium nitroprusszid altal
kivaltott relaxacios valaszok nem kiilonboztek az eNOS™ allatokban jelezve a simaizom
normélis valaszkészségét NO-val szemben. Végul megéllapitottuk, hogy a futd egerekbdl
preparalt TA-k nem mutatnak jobb reaktivitast egyik vazorelaxans esetében sem, ami arra
utal, hogy a hagyomanyos ketrecekben tartott egerek mozgasszegény életmodja nem okoz
csokkent endothélium-fliggo ervalaszokat a thoracalis aortaban.

D2./ Gyulladdsos mediatorok érhatdsainak vizsgéalata
Célkitzizések/D?2.

A gyulladdsos folyamatok medidtorainak érhatasai fontos elemei az immunvélasznak. Az
utobbi évek Kkutatdsai azonban rairanyitottdk a figyelmet a gyulladasos folyamatok
pathogenetikai szerepére kuldnb6zé érrendszeri megbetegedésekben (pl. hypertonia,
atherosclerosis és diabetes). Az e betegségeket kiséro érelvaltozasok kialakulasaban és
progresszidjdban fontos szerepe van az érfalban zajlo gyulladasos folyamatoknak és a
kovetkezmenyes szabadgyok-képzodésnek. A gyulladasos mediatorok kozil a szfingozin-1-
foszfat (S1P) legfontosabb forrasai a vérlemezkék és a hizosejtek. Szintézise soran a
membran-szfingolipidek lebontasabol szarmazé szfingomielint a szfingomielindz enzim
ceramidda alakitja, majd a ceramid szfingozinon keresztil S1P-ta alakul. A S1P szintézisében
szereplé ceramid testszerte el6fordul és mint masodlagos hirvivé molekula a NADPH
oxidazokat aktivalva fokozhatja a szabadgyok-képzodést.

A szfingolipid mediatorok érhatasairdl viszonylag szegényesek az ismereteink. A S1P
receptorainak expresszidjat leirtdk az érsimaizomban és az endotheliumban is. A ceramid
pedig S1Pt4 alakulva, vagy a vaszkularis NADPH-oxidazok aktivalasa altal is hathat az
erekre. Ezért kisérleteinkben megvizsgaltuk e mediatorok direkt hatasait egér TA-ra, valamint
azt, hogy jelenlétikben megvaltozik-e az erek valaszkészsége.

Eredmények/D2.

Elséként a vizsgalt anyagok kodzvetlen érhatasait hataroztuk meg. A nyugalmi értonust sem
1 uM S1P, sem 10 uM ceramid nem befolyasolta. A ceramidnak prekontrahalt ereken sem
volt hatasa. Fenilefrinnel prekontrahalt erekben a S1P kifejezett, 76 %-o0s dilataciot okozott,
ez a vélasz hianyzott az eNOS™ egerekbdl szarmaz ereken.

Ezek utdn megvizsgaltuk milyen hatassal van a ceramid ill. S1P tartos jelenléte az
érvalaszokra. Az erek kontrakcids valaszkészségét 124 mM K*-mal, phenylephrinnel és
prosztaglandin Fy.-val szemben sem a ceramid (10 puM) sem pedig a S1P (1 uM) nem
valtoztatta meg szignifikdnsan. Ezzel szemben a ceramid szignifikdnsan csokkentette az
acetilkolin, a trombin és az ATP vazodilatator hatdsat, mig az NO donor Na-nitroprusszid
(SNP) hatasat nem befolyasolta. S1P jelenlétében egyik vazodilatator valasz sem valtozott
meg szignifikansan.

Igazoltuk tehat, hogy az S1P eNOS Aaltal kozvetitett vazodilataciot okoz, aminek fontos
élettani szerepe lehet gyulladasos folyamatokban. A ceramid endothelidlis diszfunkciot idéz
el6, melynek hatterében a vaszkularis NADPH oxidaz aktivécidja allhat. Mivel a S1P hatdsara



nem alakult ki az endotélium diszfunkcidja, kizarhatjuk, hogy a ceramid hatasat S1P
felszabadulas és az endothelialis S1P receptorok aktivacidja okozna.

E./ A nikotinsav érhatasainak mechanizmusa
Célkitiizések/E.

Evtizedek 6ta ismert, hogy nikotinsav adéasara csokken a plazméaban a koleszterin, a szabad
zsirsavak és a trigliceridek szintje amely hatasok alkalmasak diszlipidémia kezelésére. Az e
hatdsokat kozvetité nikotinsav-receptort (emberben: HM74A, egérben: PUMA-G) 2003-ban
azonositottak. E receptor aktivacioja adipocitdkban a CAMP szint csokkenése révén gatolja a
hormon-szenzitiv lipdz muikédését és ezzel a trigliceridek lebontasat. Ezzel dsszhangban
PUMA-G knock out (PUMA-G™) egerekben nem figyelhetd meg a szabad zsirsavak és
trigliceridek plazmakoncentracidjanak csokkenése nikotinsav adasa utan.

A nikotinsav terapias alkalmazésa sordn megfigyelték, hogy akut kardiovaszkularis hatésai is
vannak a vegyuletnek. Ezek kozul a legismertebb a flush-reakcio, amely féleg az arcra és a
torzs felso felére kiterjedé bérpirbol és égo érzéshol all, és bar artalmatlan, mégis sulyosan
rontja a betegek kooperacios készséget. Kiserleteinkben a nikotinsav akut vaszkularis
hatasainak mechanizmusat vizsgaltuk, kilonds tekintettel a PUMA-G receptor szerepére a
flush-reakcio kivaltasaban.

Eredmények/E.

A fllkagylét ellato arteria elsédleges dgaban mértiik a véraramlast l1ézer-Doppler technikaval
vad tipusu kontroll és transzgenikus egerekben. Megéllapitottuk, hogy nikotinsav-hatéséra
dozis-fliggo véraramlas-fokozddas jon letre, amely kb. 40 percig tart, és nem jar a vérnyomas
vagy a szivfrekvencia megvaltozasaval. A flush lezajlasa utan alkalmazott Gjabb nikotinsav-
injekcio nem okoz véraramlas-fokozddast, amely emlékeztet az emberben leirt tolerancia-
jelenségre. Egy nappal késébb adva a nikotinsav hatasara ismét teljes flush-reakciét
tapasztalunk.

Megaéllapitottuk, hogy a PUMA-G receptor expresszalodik a bérben, és a receptor mRNS-e
kimutathatd PUMA-G™ egerek bdrében is PUMA-G™* egerekbdl szarmazé csontveld
transzplantaciojat kovetéen. PUMA-G™ egerekben a nikotinsav nem okoz flush-t, azonban a
vélasz megjelenik PUMA-G** egerekbél szarmazo csontveld transzplantacidja utan. Hizésejt-
deficiens egerek a vad-tipusti kontrollokhoz hasonléan reagalnak nikotinsavra. COX-17"
egerekben azonban nem alakul ki a flush nikotinsav hatasara. A prosztaglandin D, és E,
receptorait nem expresszalé DP™, EP,” és EP,” egerek csokkent nikotinsav okozta flush-
valaszt mutatnak. Eredményeink szerint a nikotinsav okozta flush reakcio kozvetiteseért a
bérben taldlhatd, csontvelobdl szarmazé immunsejtek (valoszintileg makrofagok vagy
dendritikus sejtek) felelések. A vazodilatacio létrejottében kulcsszerepe van a PUMA-G
receptorok kozvetitésével létrejové COX-1 aktivacionak és a kovetkezményes prosztaglandin
D,- és E,-felszabadulasnak.



