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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AA — hasi aorta (abdominal aorta)
AC — adenilat-ciklaz

ACh — acetilkolin

aCSF — mesterséges (arteficialis) cerebrospinalis folyadék
AMF — autokrin motilitasi faktor
ANOVA — varianciaanalizis

ApoB — apolipoprotein B

ApoE — apolipoprotein E

ATP — adenozin-trifoszfat

ATX — autotaxin

BAEC — borjt aorta endotélsejt

BSA — borjl szérum albumin

CaM — kalmodulin

cAMP — ciklikus-adenil-monofoszfat
COX — ciklooxigendz

cPA — ciklikus foszfatidsav

DAG — diacilglicerol

DAG-kinaz - diacilglicerol-kinaz

DAPI —4' 6-diamidino-2-fenilindol

DMEM — Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO — dimetil-szulfoxid

EDG/edg — endotelialis differenciacios gén
EDRF — endotélium eredetti relaxalo faktor
EDTA — etiléndiamin-tetraacetat
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ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay

eNOS — endotelialis nitrogén-monoxid szintaz
ENPP — ektonukleotid pirofoszfatdz/foszfodié¢szteraz
FBS — borju szérum (fetal bovine serum)

GAPDH — gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz

GPAT — glicerol-3-foszfat-aciltranszferaz

GPR/GPCR - G-fehérje kapcsolt receptor (G protein coupled receptor)

GWAS — genome-wide association study

HAEC — human aorta endotélsejtek

HCAEC — human koronéria artéria endotélse;jt

HIF1 — hipoxiaindukalt faktor 1

HUVEC — human ko6ldokzsinorvéna endotélsejt

ICAM-1 — intracellularis adhézids molekula-1

IL — interleukin

IP; — inozitol-trifoszfat

IUPHAR — International Union of Basic and Clinical Pharmacology
KO — génkilitott (knock-out)

LCAT — lecitin-koleszterin-aciltranszferaz

LDL — alacsony denzitasu lipoprotein (low density lipoprotein)
LFABP — maj zsirsavkoto fehérje (liver fatty acid binding protein)
LIPH —lipaz H

LIPI —lipaz |

lizoPLD — lizofoszfolipaz D

LPA — lizofoszfatidsav (lysophosphatidic acid)

LPA1-6 — lizofoszfatidsav receptor

LPAAT — lizofoszfatidsav-aciltranszferaz
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LPC — lizofoszfatidil-kolin

LPP — lipid-foszfat-foszfataz

LpPLA2 — lipoprotein-asszocialt foszfolipaz A2

LYPLA-I — lizofoszfolipaz A-I

MAG — monoacilglicerol

MAPK — mitogén-aktivalt protein kinaz

MCP-1 — monocita kemoattraktans protein-1

mmLDL — minimalisan médositott alacsony denzitasu lipoprotein
moxLDL — enyhén oxidalt (mildly oxidized) alacsony denzitasu lipoprotein
NO — nitrogén-monoxid

NUC —nukleédz

PA — foszfatidsav

PAFR — trombocita-aktivalt receptor (platelet-activating factor receptor)

PAP/PPAP  — foszfatidsav-foszfataz

PBS — foszfat puffer oldat (phosphate-buffered saline)
PDE — foszfodiészteraz

PE — fenilefrin

pGSN — plazma gelsolin

PI3K — foszfatidil-inozitol-3-kinaz

PIP2 — foszfatidil-inozitol 4,5-biszfoszfat

PIP3 — foszfatidil-inozitol 1,4,5-triszfoszfat

PKB — protein-kinaz B

PLA — foszfolipaz A

PLC — foszfolipaz C

PLD — foszfolipaz D

PPARYy — peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor y
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PTX — pertussis toxin

S1P — szfingozin-1-foszfat

SMB — szomatomedin B

sn — sztereospecifikus szamozas (stereospecifically numbered)

SNP — nitroprusszid-natrium

SPC — szfingozil-foszforil-kolin

TA — mellkasi aorta (thoracic aorta)

tr — transzgén

TRIP6 — thyroid receptor-interacting protein 6

TXA2 — tromboxan A2

VCAM-1 — vaszkularis sejtadhézios molekula-1 (vascular cell adhesion molecule-
1)

VEGF — vascularis endotelialis ndvekedési faktor (vascular endothelial growth
factor)

\4 — ventrikularis zona
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2. BEVEZETES

A lizofoszfatidsav (LPA) kémiai szerkezetét tekintve a legegyszeriibb foszfolipid.
Ez azonban egyaltalan nem jelenti azt, hogy biologiai szempontbol egyszeriinek
nevezhetnénk. A felfedezése oOta eltelt nagyjabol 50 évben rendkiviili tudasmennyiség

halmozoddott fel ezen medidtor molekula igen fontos bioldgiai szerepeivel kapcsolatban.

Az els6 publikacid, amely a lizofoszfatidsav bioldgiai hataséval foglalkozott,
1957-ben sziiletett. Vogt 16 vékonybelébdl izolalt egy tobb komponensti, lipid
természet, altala Darmstoff-nak nevezett anyagot, ami nyulbél kontrakciojat valtotta ki.
A hatasért valamilyen savas foszfolipidet tett feleldssé, ami valdszintileg LPA volt (1).
20 év telt el ezutdn, mig Akira Tokumura — akit nyugodtan nevezhetiink akar a
lizofoszfatidsav kutatds atyjanak is — munkatarsaival szojabab lecitinbdl izolalt egy
polaris savas foszfolipidet, amely atmeneti, szimpatikus aktivaciotol fiiggetlen
vérnyomasemelkedést valtott ki altatott patkanyokban (2). Kémiai természete alapjan
beazonositottdk, hogy ez a lipid a lizofoszfatidsav, legnagyobb ardnyban linoleoil-LPA
(3). Az ezt kovetd években egyre csak szaporodtak az LPA-val kapcsolatos kutatasok,
de egy igen fontos kérdés megvalaszolasara még sokaig varni kellett: az LPA hatasa
vajon specifikus receptorokon keresztiil jon 1étre, vagy a lipid természetébdl adéddan
valamilyen detergens-szerli tulajdonsdga miatt? Az els6é kdzlemény, amelyik arra utalt,
hogy sejtfelszini receptor kozvetiti az LPA hatasait, Wouter Moolenaar
laboratoriuméaban sziiletett a 80-as évek végén (4). Megfigyelték, hogy az LPA
sejtszaporodast stimulald hatdsa pertussis-toxin fiiggd, tehat valoszintileg sejtfelszini,
G-fehérjéhez kapcsolt receptor (GPCR) kozvetiti. A kovetkezd mérfoldkéd az elsé LPA
GPCR beazonositasa volt 1996-ban (5). A kés6bbi évek kutatdsi eredményei alapjan
mar tudjuk, hogy a lizofoszfatidsav legaldbb 6 sejtfeszini, G fehérjéhez kapcsolt
receptorral rendelkezik, de sejtmagi receptort is képes aktivalni. Egyre bdvebbek
ismereteink az LPA termelddésének €s lebontasanak folyamatairdl, valamint arrél, hogy
az LPA szamtalan élettani és korélettani folyamatban tolt be szerepet, aminek irodalma
mara akkorara boviilt, hogy a kdvetkezo felsorolas minden bizonnyal hianyos. Az LPA-
nak ismert szerepe a férfi és ndi reproduktiv mitkodések szabalyozasaban, az embrid
beagyazddasaban, az idegrendszer ¢és az érrendszer megfeleld fejlodésében, az

ateroszklerdzisban, a csontanyagcsere szabalyozdsaban, kiilonféle szervek fibrotikus

8
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atalakuldsédban, a neuropatias fajdalom kialakuldsédban, a haj megfeleld fejlddésében,
szamos ponton beavatkozik az immunfunkcidkba, és vitathatatlan szerepe van tobbféle

tumor terjedésében és progresszidjaban (6, 7).

Munkacsoportunk a kétezres évek végén kezdett el foglalkozni a lizofoszfolipid
mediatorok vaszkularis hatdsaival; eleinte a lizofoszfatidsavval rokon szfingozin-1-
foszfat értonusra kifejtett hatdsat vizsgaltuk. Erdekes, hogy bér a lizofoszfatidsav elsé
megismert hatdsai épp a simaizom-tonussal és az értonushoz szorosan kapcsolodd
vérnyomas-szabalyozassal —kapcsolatban sziilettek, késébb az LPA  értonus
szabalyozasban betdltott szerepének vizsgdlata soran ellentmondd irodalmi adatok
sziilettek (1. 2.4.5 fejezet). Ezen ellentmondasok tisztazasa érdekében kezdtiik meg
kutatasainkat 2011-ben. El6szor azt figyeltiik meg, hogy az LPA izolalt éren kettds —
vazorelaxans €és vazokonstriktor — hatdssal rendelkezhet. Célunkként tiiztiik ki az LPA
értonusra kifejtett kettds hatasanak részletes megismerését, €s a hatas létrejotte mogott

allo szignaltranszdukcios utak feltarasat.
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2.1. A lizofoszfatidsav kémiai szerkezete és elofordulasa a
szervezetben

A szervezetben a lipid tipust vegyliletek funkcionalisan hdrom nagy csalddot
alkotnak: a strukturalis lipideket, amik a bioldgiai membranok felépitésében jatszanak
szerepet, a tdpanyagraktarakat alkoto lipideket, és olyan lipideket, amelyeknek jelatvivo
folyamatokban van szerepe. Ez utobbiak daltalaban extracellularisan kotdédnek
valamilyen receptorhoz, és jelatviteli folyamatok széles spektrumat indithatjak el. Az
eikozanoidok és a szabad zsirsavak mellett a lizofoszfolipidek egy igen fontos csoportja
a jelatvivo lipideknek. Ebbe a csoportba tartoznak a lizofoszfatidsav kiilonbozé tipusai

¢s a szfingozin-1-foszfat, de tagabb értelemben az endokannabinoid tipusu vegyiiletek is

(8).

2.1.1. A lizofoszfatidsav kémiaja

A lizofoszfatidsav (LPA) az egyik legegyszeriibb glicerofoszfolipid. Valdjdban
nem is egy vegylilet, hanem egy egész vegyiiletcsalad, melynek tagjaiban k6zos, hogy
szerkezetileg harom alegységbdl épililnek fel: glicerinvazbol, egy foszfatcsoportbol
(hidrofil fej) és egy zsirsavlancbol (hidrofob farok). Az LPA a membranokat felépitd
foszfatidsavtol eltéréen csak egy hidrofob zsirsavlancot tartalmaz, innen ered nevében a
,l1izo”- eldtag, vagyis olyan foszfatidsav, amirél az egyik oldallanc hidrolizissel
eltavolitasra keriilt. Az LPA csalad szamos taggal rendelkezik, amik kiilonbozdsége
harom f6 tényezdbdl ered: milyen zsirsavlanc, melyik pozicidban, milyen kotéssel
kapcsolodik a glicerinvazhoz. Néhany, természetben gyakran eléfordulo LPA

szerkezetét €s neveit az 1. dbra mutatja.

A kapcsolodo zsirsavlanc két fo tulajdonsidga a lanc hosszisaga, és annak
telitettsége. A lanchosszusag a természetben eléforduldé LPA-k esetében tobbnyire
hosszl, 12-22 szénatom kozott valtozd, paros szami. Leggyakrabban a 16, 18 és 20
szénatomot tartalmaz6 zsirsav oldalldncok fordulnak eld (7). Lehet telitett, vagy
telitetlen, ez utdbbi esetben egyszeresen, illetve tobbszordsen telitetlen. A telitetlen
LPA-kban a kettds kotések cisz-konfiguracioval rendelkeznek, mert a természetben

transz-zsirsavak ritkan fordulnak el6.

10
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A 0 D
1l
2H(|: -0=C=R,
HO- (I:H 5 R Nevek
|
il — = '|D =§ Palmitinsav 16:0 LPA, palmitoil-LPA
O_
B Palmitolajsav 16:1 LPA, palmitoleoil-LPA
2H(|: - 0—L—R:
HO- |CH 0 Sztearinsav 18:0 LPA, sztearoil-LPA
I
,HC-0 - IID -0 Olajsav 18:1 LPA, oleoil-LPA
O,
C 9 Linolsav 18:2 LPA, linoleil-LPA
|
zH(I: —Q=l =R Linolénsav 18:3 LPA, linolenoil-LPA
I P Arachidonsav 20:4 LPA, arachidonoil-LPA

1. abra A lizofoszfatidsav (LPA) és analdogjainak szerkezete és leggyakrabban
eléforduldé tipusai. Az A panelen acil-LPA, a B panelen alkil-glicerofoszfat, a C
panelen pedig ciklikus foszfatidsav szerkezete lathato. Fekete szin jeloli a glicerin vazat,
piros az apolaris farkat alkoto zsirsav oldallancot — mely az A és C paneleken észter-, a
B panelen éterkotéssel kapesolddik a glicerin vaz snl szénatomjahoz — z6ld szin pedig a
poléris fejet alkotd foszfatcsoportot. A D panel példain lathatd, hogy acil-LPA-k
esetében az R betlivel jelolt zsirsavlancok (hossz:kettds kotések szdma) alapjan milyen
nevet kap az adott LPA tipus.

A kiilonbozd LPA-k esetében fontos a régio-izoméria kérdése, mivel a
glicerinvazon két lehetséges helyre is kapcsoldodhat a zsirsav oldallanc. A lipidek
nemzetkozileg elfogadott nevezéktana alapjdn a glicerinvdz hdrom szénatomja
sztereospecifikus szdmozassal (sn, ,,stereospecifically numbered”) rendelkezik (9). A
foszfatcsoport az un. sn3 pozicioban taldlhato, a zsirsavlanc pedig lehet akar az snl,
akdr az sn2 pozicioban. Mindkét konfiguracid eléfordul a természetben, de az sn2
izomer joval kevésbé stabil, mert a funkcios csoport atvandorol az snl pozicidba, amig
be nem all egy olyan egyensuly, amikor 9:1 aranyban fordul elé az snl forma. Ennek

ellenére kiilondsen érdekesek az sn2 LPA-k is, mert pl. az LPA3 receptor preferalja dket

(6).

A zsirsav oldallanc kapcsolddasi modja szerint megkiilonboztethetiink észter- és

éterkotéssel kapcesolodd LPA-kat. Elébbieket acil-LPA-knak nevezziik, ¢és joval

11
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gyakrabban fordulnak eld a természetben. Léteznek ugyanakkor alkil- és alkenil-éter
analogok is (10, 11) — mas néven alkil- és alkenil-glicerofoszfatok — amik &ltalaban
gyengébb agonistdk az LPA receptorokon. Kivételt képeznek ez aldl az LPAs és a
PPARYy receptorok, melyek preferaljak oket az acil-szdrmazékokkal szemben (12, 13).

Az eredetileg nyalkagombakban felfedezett ciklikus foszfatidsav (cPA) szintén
egy természetes LPA analdég, amely emldssejtekben is termelddik. Benne az sn2

crer

gyenge agonista hatasu, mig intracellularisan képzddve a PPARy-t gatolja (6).

2.1.2. A lizofoszfatidsav elofordulasa a szervezetben

A lizofoszfatidsav az Osszes eddig vizsgalt eukaridta szovetben eléfordul (14).
¢lettani, mind korélettani koriilmények kozott. A legmagasabb LPA koncentracié az
egyes bioldgiai folyadékok koziil a vérszérumban mérhetd (15), ahol koncentracioja
akar a 10 uM-os értéket is elérheti (16). Emellett kisebb koncentracioban megtalalhato a
vérplazméaban (alacsony mikromoldaris), nyalban, follikularis folyadékban, hastri
folyadékban, konnyben, cerebrospinalis folyadékban, csarnokvizben, valamint az

aktivalt vérlemezkékben, az agyban és a gerincvel6ben (17).

Az LPA plazmakoncentracidja szamos modszerrel mérhetd, amik koziil tobb (pl. a
kiilonféle kromatografids/spektrometrias eljarasok) alkalmas az egyes LPA specieszek
elkiilonitésére is (18). Igy tudjuk, hogy a plazmaban legnagyobb aranyban a linoleoil-
LPA (18:2 LPA) talalhat6, ¢és ebben az egyes szerzok nagyjabodl egyetértenek (19, 20).
A plazmaban tovabbi, gyakran el6forduld LPA specieszek az arachidonoil- (20:4 LPA),
palmitoil- (16:0 LPA), dokozahexaenoil- (22:6 LPA), sztearoil- (18:0 LPA) és oleoil-
LPA (18:1 LPA) (19, 20). A szérumban némileg megvaltozik az egyes LPA tipusok
megoszlasa, de legnagyobb ez esetben is a linoleoil- €s arachidonoil-LPA-k részesedése
(20). Ugy tiinik, mind a plazma, mind a szérum esetében elsGsorban a telitetlen LPA
szarmazékok vannak tobbségben. Vérlemezkék aktivalasa soran az éltaluk termelt LPA
tipusok elsésorban telitettek — palmitoil- és sztearoil-LPA (21) — igy nem valoszin{,
hogy a szérum képzdédésekor az LPA az aktivalt vérlemezkékbdl szdrmazna. Ennek

részleteire még tobbszor visszatérek a dolgozat soran.
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Az LPA koncentracioja mérhet6 kiilonféle assay-k segitségével is, amelyek ugyan
nem tudjédk elkiiloniteni egymastol az egyes LPA specieszeket, de a fenti mddszereknél
joval egyszeribben kivitelezhetéek. Ez kiilonosen azért fontos, mert szamos
LPA mint e betegségek biomarkere is szerepet kaphat. Az egyes kolorimetrias,
fluorimetrids LPA assay-k, vagy LPA ELISA-k igy akar a klinikai gyakorlatban is
hasznosak lehetnek (18, 22). Hosogaya és munkatarsai egészséges emberek plazmajat
vizsgaltdk. Eredményeik szerint az LPA plazmakoncentracidja valamivel a pM-os

tartomany alatt van, nékben szignifikansan magasabb (23).

A fenti vizsgaldomoddszereket hasznalva azt talaltak, emelkedik a plazma LPA
szintje terhességben (24), akut ¢és kronikus madajkarosodasban (25, 26),
petefészektumorban (27), koszoruér betegségben (28), akut miokardidlis infarktusban
(28-31) és iszkémids stroke-ban szenveddkben (32) valamint pitvarfibrillalé betegek
tiinetmentes agyi infarktusdban (33). Magasabb az LPA szintje tiid6fibrézisos betegek
bronchoalveolaris lavage-folyadékaban, mint egészségesekében (34), €s igen magas az
LPA koncentracioja petefészek- és hasnyalmirigy-tumoros betegek hasiiri folyadékaban
is (35, 36). LPA felhalmozddasat figyelték meg érelmeszesedés soran elsOsorban a
plakkok lipidben gazdag magjaban (37), ami elérehaladott stddiumban akar 40-szeres is

lehet, és elsdsorban a hosszu, telitetlen zsirsavlancu formak megjelenésével jar (38).

Hidrofob karakterének koszonhetéen a lizofoszfatidsav hajlamos egyéb
lipidekkel, vagy fehérjékkel 6sszekapcsoldédni mind bioldgiai folyadékokban, mind a
sejteken belill. A vérplazmédban az LPA els6sorban albuminhoz kotddik, annak
zsirsavkotd helyéhez (39). Az LPA kotddése az albuminhoz limitdlhatja az LPA hatésat
a receptorain. Ez magyarazhatja azt a jelenséget, hogy miért van sziikség kb. 1000-szer
mint anélkiil (40). Az albumin mellett az LPA a plazméban egy gelsolin nevii fehérjéhez
is kotodhet. A gelsolint eredetileg egy intracelluldris aktin-kotd fehérjeként irtdk le, de
van egy szekretalt izoformadja is, amit plazma gelsolinnak (pGSN) neveznek. Ez a forma
meg tudja kotni a sejtek sériilésekor a vérplazmaba kijut6 aktint, képes azonban LPA ¢és
egyéb bioaktiv mediatorok (pl. lipopoliszacharid) kotésére is. Feltételezett szerepe

abban all, hogy lokalis szovetsériiléskor a plazmaba keriild aktin leszoritja a gelsolinrol
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az LPA-t és a tobbi kotott mediatort, igy azok kifejthetik hatasukat a védekezésre (host
defense) és a szdveti regeneraciora. Jelentds szovetkarosodaskor azonban a gelsolin
szintje kritikusan lecsdkkenhet, ilyenkor a nem pufferelt medidtorok tavoli szervek

masodlagos karosodésat okozhatjak (41).

Sejteken beliil az LPA megkotésére az tin. m4j zsirsavkotd fehérje (LFABP, liver
fatty acid binding protein) képes, ami a majon kiviil a vékonybélben és a vesében is
eléfordul. Ennek a fehérjének a szerepe a zsirsavak sejten beliili elosztasa, dontden a
membranbdl az oxidacios utak, vagy a tarolas felé, kisebb mértékben a sejtmag
receptoraihoz vald iranyitasa (42). A zsirsavakhoz hasonloan az LPA ¢és a
lizofoszfolipidek is kotddhetnek hozza, bar a zsirsavaknal lényegesen gyengébb
affinitassal (39). Ennek ellenére, mivel az LFABP koncentracidja az emlitett
szovetekben rendkiviil magas, szerepe lehet a sejtmembranban foszfolipdzok hatasara
képz6ddé LPA pufferelésében, ¢és esetleg a sejtmagi LPA receptor aktivacidjanak
befolyasolasaban (43). Ujabban leirtak a sziv-tipusi FABP szerepét humén koronaria
endotélsejtekben, ahol valosziniileg a PPARy aktivaciot befolydsolja azzal, hogy a

kiviilrdl érkezé LPA-t a sejtmagba iranyitja (44).
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2.2. A lizofoszfatidsav metabolizmusa

A lizofoszfatidsav koncentracidja mind az egyes testfolyadékokban, mind a
sejteken beliill egy olyan egyensulyi allapotot mutat, ami a képzddésében ¢és
lebontasaban részt vevO enzimek Osszehangolt miikodésébol fakad. Ezek az
enzimkészletek kiilonboznek aszerint, hogy az LPA mint extracellularis hirvivo
molekula, esetleg a sejten beliili anyagcserefolyamatok intermedier terméke, vagy
szamos korallapottal 0sszefiiggésbe hozhato, a termelésében és lebontasaban szerepld

tényezOk megismerése alapvetd jelentdségii.

LPA a szervezetben dontden két f6 utvonalon képzdédik (45). A kiindulasi
vegylilet mindkét esetben valamilyen foszfolipid — foszfatidil-kolin, foszfatidil-szerin
vagy foszfatidil-etanolamin — amelyekbdl a 2. dbra lathat6 moddokon, degradacioval
képzédik az LPA. Bioldgiai folyadékokban mint a szérum, vagy a plazma, és
zsirsejtekben az LPA lizofoszfolipidekbdl (pl. lizofoszfatidil-kolinbol) képzddik a 2.
abra bal oldalan bemutatott 1épések soran. Ebben a reakcioutban elsé 1épésként egy A
tipusu foszfolipaz (PLA) lehasit a foszfolipid molekulardl egy acil-csoportot;
amennyiben ez a PLA; enzim, az sn2 pozicidban 1év0 zsirsavlanc hasad le, snl
lizofoszfolipidet eredményezve (ez a példa szerepel a 2. abra), forditott esetben, PLA;
enzim hatasara sn2 lizofoszfolipidek képzddnek. Az igy képzddott lizofoszfolipidrdl a
polaris fejet a lizofoszfolipaz D-nek, vagy autotaxinnak (lizoPLD, ATX) nevezett enzim
hasitja le, aminek részleteit ezen enzim kiemelt jelentdsége miatt a 2.2.1 fejezetben
kiilon ismertetem. A 2. dbra jobb oldalan lathato ttvonal leginkabb sejtekben/sejtek
felszinén jatszodik le: a foszfolipidekbdl a polaris fej eltdvolitasat a foszfolipaz D (PLD)
enzim végzi, majd a zsirsavlancot a mar emlitett PLA> enzim hasitja le. Ilyen mdédon
termelddik LPA pl. a vérlemezkékben vagy tumorsejtekben. Emellett a sejten beliili
LPA képzbédésnek legalabb két tovabbi utvonala is ismert: a glicerol-3-foszfat-
aciltranszferaz enzim (GPAT) glicerol-3-foszfatot acildlja acil-CoA-bdl szarmazo
zsirsavlanccal, illetve a monoacil-glicerol-kinaz (MAG-kinaz), amely monoacil-glicerol
foszforilalasaval képez lizofoszfatidsavat. E két utvonal sordn az LPA elsdsorban mint a

glicerolipid szintézis koztes terméke szerepel (46).
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A lizofoszfatidsav lebontdsdban szintén tobb enzim vesz részt. Az LPA
visszaalakulhat  foszfatidsavvd  LPA-aciltranszferiz ~ (LPAAT)  segitségével,
defoszforilalhatjdk  kiilonb6z6  lipid-foszfat-foszfatdzok (LPP) monoacil-glicerolt
eredményezve, vagy lizofoszfolipazok lehasithatjadk réla a zsirsavat, igy glicerol-3-
foszfat képzodik (43). Mivel az LPP csalad egyes tipusainak kiemelt szerepe van az
extracellularisan képz6dé LPA elimindldsdban, igy ezzel kiilon foglalkozom a 2.2.3
fejezetben. Az LPA keringésbol valo eltavolitasdban nagy szerepe lehet a majnak. Az
intravénasan, kiviilrol bevitt LPA-nak akar a 90 szazaléka mar az elso athaladas soran

felvételre keriilhet a majsejtekbe (first pass metabolizmus) (47).

Foszfolipidek
0

I

1| kolin
,HC-0 - P—O—: szerin

I

1

O- etanolamin
Lizofoszfolipidek PLNA Foszfatldsav
HC-0-C-R, oleCOCRl
I
HO - CH 0 | kolin R—C—:O §H 0
1l
2HC 0- P O - szerin IZHC—O—EID—O’
O’ I| etanolamin : -
I

ATX 0 PLA,

HC-0-C-R,

HO — CH 0

2Hc 0- P o
L

Lizofoszfatidsav

2. abra A lizofoszfatidsav képzédésének két legjelentosebb utvonala. PLA, —
foszfolipaz Az, PLD — foszfolipdz D, ATX — autotaxin, lizofoszfolipaz D, R és Ry —
zsirsav oldallancok snl illetve sn2 pozicioban. A példaban bemutatott PLA> helyett
PLA, is szerepelhet, ekkor az snl pozicidban 1évé zsirsav hasitodik le és 2-acil-LPA
képzddik. Piros szinnel a zsirsav oldallancok (jelen esetben észterek), zold szinnel pedig
a fosztat csoport és a hozzé kapcsolodo funkcios csoportok keriiltek megjeldlésre.
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2.2.1. A lizofoszfatidsav extracellularis képzodése — az autotaxin

A 2. 4bra bal oldalan lathato utvonal kiemelt jelentdségli az egyes biologiai
folyadékokban megtalalhato lizofoszfatidsav kialakuldsa szempontjabol. Az autotaxin
miikodéséhez két fo uton keriilhet lizofoszfolipid szubsztrat a szérumba: az aktivalt
vérlemezkék membranjabol a szekretoros PLA», vagy a foszfatidil-szerin specifikus
PLA: hatasara, vagy a lipoproteinekben talalhatdo foszfatidil-kolin alakulhat
lizofoszfatidil-kolinna (LPC) a lecitin-koleszterin-aciltranszferdz (LCAT) enzim
hatdsara. Az eldbbi folyamat vérlemezke aktivaciot igényel, igy elsdsorban sériilés,
gyulladas vagy ateroszklerdzis kornyezetében jatszodik le, mig a masodik folyamat

egészséges koriilmények kozott is szolgaltat szubsztratot az LPA képzdédéséhez (48).

2.2.1.1. Az autotaxin felfedezése

Lance Liotta és mtsai. az 1980-as években tumorsejtek médiumabdl olyan
faktorokat izolaltak, amik ugyanezen tumorsejtek invazivitasat és motilitasat fokozzak
¢s ezen hatds miatt autokrin motilitdsi faktoroknak nevezték (AMF) el Oket (49).
Késébb ugyanez a munkacsoport human melandémasejtek médiumabol izolalt és részben
szekvenalt egy AMF-et, ami pertussis-toxin fliggé modon fokozta tumoros sejttipusok
motilitasat (50), és az autotaxin nevet adtadk neki. 1994-ben aztan szekvenaltak az
autotaxint, ¢és  rajottek, nagyon hasonlit a PC-1 nevli nukleotid-
pirofoszfataz/foszfodiészteraz enzimre, ami aktivalt fehérvérsejtek felszinén talalhatod
(51). Valoban, az autotaxinnak van ATP-4z ¢s ATP-pirofoszfataz aktivitasa, de ez nem
magyarazta meg akkoriban, hogy az extracellularis nukleotid és nukleozid képzddés
hogyan is tudna fokozni a sejtek motilitasat, hiszen a fent emlitett anyagoknak nem volt

ilyen jellegii ismert hatésa.

Mindekozben az 1980-as években Tokumura munkacsoportja azt kezdte
vizsgalni, hogyan keletkezik az éaltaluk kordbban vérnyomasemeld anyagként
azonositott lizofoszfatidsav (1. 8. oldal). Azt talaltak, hogy patkény vérplazmat 37 °C-on
inkubélva fokozddik annak vérnyomasemeld hatdsa, és a hatast az LPA okozza (52). A
plazméban talalhatd foszfolipidek alapos vizsgalata soran telitetlen, elsdsorban

tobbszordsen telitetlen oleoil-, linoleoil- és arachidonoil-LPA felszaporodasat észlelték,

17



DOI:10.14753/SE.2018.2139

mikozben ezzel parhuzamosan a lizofoszfatidil-kolin szintje lecsdkkent. A folyamatért
felelds enzimet lizofoszfolipaz D-nek nevezték el (lizoPLD). Ezt kdvetden egy masik
munkacsoport igazolta, hogy hasonld folyamat jatszodik le szérum preparalasakor, mert
a plazmahoz képest a szérum LPA tartalma jelentdsen nagyobb, vagyis az a véralvadas
folyamata sordan szabadul fel (53). Ekkor még azt gondoltdk, az LPA az aktivalt
vérlemezkékbdl szarmazik. 2002-ben végiil két kutatdcsoportcsoport is bebizonyitotta,
hogy a lizoPLD megfelel az autotaxinnak (54, 55), és az ATX valdjdban egy LPA-t
termeld enzim, megmagyarazva ezzel az enzim eddig érthetelen motilitasfokoz6 hatasat.
Az ATX tehat egy olyan specialis ektonukleotid pirofoszfataz/foszfodiészteraz tipusu
enzim (ENPP), ami lizofoszfolipaz D aktivitassal rendelkezik. 2011-ben végiil ismertté
valt az enzim kristalyszerkezete is (56), aminek segitségével mar egészen jol lehet

ismerni miikodési sajatossagait is.

2.2.1.2. Az autotaxin szerkezete és miikodési sajatossdagai

Az ATX-nak jelenleg 5 izoform4jat ismerjiik (o-¢), amik az ATX mRNS-ének
alternativ splicing-ja soran képzddnek. Az eredetileg plazmaban beazonositott izoforma
az ATXP volt, szinte minden autotaxinnal kapcsolatos ismeretiink a béta izoformaval

végzett kutatdsokbol szarmazik (57).

Az ATX szerkezetileg tobb részbdl all: két szomatomedin B-szerti domént (SMB1
¢s SMB2) a kozponti katalitikus foszfodiészterdz domén (PDE) és a nukleazszeri
domén (NUC) koveti, ez utobbi kettdt egy lasszo hurok vélasztja el egymastol (1 3. abra
A panel). A domének egy meglehetdsen merev struktiraba rendezOdnek, amit tobb

intramolekularis kolcsonhatés tart fenn (58).
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A ATX-re jellemz6 18 nukleotidos delécié

SMB1 “SMBZQ PDE domén (_asszé( NUC domén O

B C

4 Alagut ki- és/vagy bejarat
SMB1 domén Integrin kdtéhely g /vagy bej

LPC

Hidrofdéb zseb

3. dbra Az autotaxin szerkezete. A panel: az autotaxin (ATX) enzim doménjeinek
elrendezddése. B panel: sematikus abra az aktiv hely, a hidrofob zseb és a csatorna
feltlintetésével, lizofoszfatidil-kolint kotott allapotban. C panel: az ATX felszinének
abrazolésa a lizofoszfatidil-kolin (LPC) gémbmodelljével; ebbdl a nézetbdl jol latszik a
lapos felszin és az alaglt nyilasa. Moolenaar és Perrakis abrdjanak felhasznaldsaval
késziilt (58).

A katalitikus domén az enzimaktivitas mellett két struktara kialakitasaban jatszik
dontd szerepet. Egyrészt kialakit egy lipidkotd zsebet kozvetleniil az aktiv hely mellett
(1. 3. abra B és C panelek). A tobbi ENPP-tdl eltéréen az ATX-bol az evolucid soran
elveszett egy 18 aminosav hosszusagu részlet, aminek kovetkeztében kialakul egy mély
hidroféob {ireg az enzimen belil. Ide pontosan be tud illeszkedni néhany
lizofoszfolipid/lizofoszfatidsav zsirsavlanca, de kizarolag lizo- szarmazékoké, mert a
két zsirsavlancot tartalmazo diacil foszfolipidek mar nem szubsztratjai az enzimnek. A
zseb hossza alapjan legkényelmesebben a mirisztoil-LPC/mirisztoil-LPA fér a zsebbe, a
hosszabb zsirsavlanc csak akkor, ha egy vagy tobb kettdskotés mentén a lanc
kanyarodik ¢és ezzel rovidiil (58, 59). Ez magyarazza az enzim korabbrdl mar ismert
preferencidjat a rovid oldallancu és/vagy telitetlen LPC és a neki megfeleld LPA irant.
Az ATX egyébként a fejcsoportok kozott nem diszkriminal, st nem meglepé mdédon
szfingozin-1-foszfatot (S1P) is tud képezni az LPC-vel nagyon hasonl6 szerkezetii, de

szfingoid vazat tartalmazo szfingozil-foszforil-kolinbdl (SPC) (60), ez pedig arra utal,
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hogy a glicerin vaz sem dontd a szubsztratspecificitds szempontjabol. A zseb mellett
egy masik fontos sajatossdga az ATX-nak egy alagut kialakuldsa a zseb és az egyik —
egészen lapos — felszin kozott (1. 3. dbra B és C panelek). A katalitikus domén mellett az
SMB1 domén is részt vesz ennek kialakitdsaban. Az alaglt legvaloszinliibb (bar még
nem eléggé bizonyitott) funkcidja az, hogy atalakitds utan a képzddott LPA a nyilason
keresztiil kozvetleniil a sejtmembranhoz iranyitodik. Erre utal az, hogy a nyilds az
enzim lapos oldaldra vezet, ugyanis az ehhez hasonlo lapos felszin mas enzimeknél
abban segit, hogy az enzim rasimulhasson a sejtmembranra, ¢s oda masodlagos
kotésekkel szorosan kapcsolodjon. Eszerint az elképzelés szerint az ATX egy
kiilonleges enzim, ami prezentdlja is termékét a megfeleld receptoroknak, igy

lokalizalva az LPA hatésat (58).

Az SMB domének altalaban arrdl ismertek, hogy fehérje-fehérje kolcsonhatasokat
tudnak kialakitani. Az autotaxin esetében az SMB doméneknek ugy tlinik, két fontos
feladata van. Egyrészt az SMB1 szamos fehérjén beliili kolcsonhatassal szorosan
kapcsolodik a PDE alegységhez, és valoszinlileg szabalyozza a katalitikus aktivitast.
Emellett egy masik jelentés funkcio, hogy az SMB2-n keresztiil az autotaxin integrin
receptorokhoz kapcsolddik. Ezéltal ugyanis az ATX vérlemezkék, vagy limfocitdk
felszinéhez tud kotddni, tovabb segitve a felszabadulo LPA célba irdnyitasat,
vérlemezkék esetében pl. a sebgyogyulas helyére (58, 61). Az ATX kinetikajat tekintve
ugy tlnik, lassan koti a szubsztratot, ¢és lassan engedi el a képzddott terméket. Ezt a
folyamatot gyorsithatja az enzim integrinekhez kotddése, ilyenkor ugyanis az SMB
domén elmozdul, ami csokkenti az LPA affinitdsat az enzimhez, vagyis konnyebben

valik le az ATX-rol (58).

2.2.1.3. Az autotaxin eloforduldsa a szervezetben és élettani jelentosége

Az autotaxin pre-pro-enzimként szintetizalodik, majd glikozilacidt és proteolitikus
érést kovetden a klasszikus szekretoros uton jut ki a sejtbdl mint aktiv lizofoszfolipaz.
Bar az ATX dontden lokalisan hat6 enzim (1. fent), tobb testfolyadékban és szdvetben is
kimutathaté koncentracidban van jelen. Boségesen megtalalhatd tobbek kozott a
cerebrospinalis folyadékban, a vizeletben, nyalban és a vérben (vérplazméaban, még

inkabb a szérumban). A keringd ATX legvaldszinlibb forrasa a limfoid szovetek magas
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endotélll venulai és a zsirszovet, mert ezekben a szovetekben lehetett kiilonosen magas
ATX expressziot kimutatni. Ugyanakkor féléletideje rovid, mert a maj igen gyorsan
lebontja (57). A szervek koziil kimutathatdé az agyban, a tiidében, a vesében, a

méhlepényben ¢€s a petefészekben is (59).

Az autotaxin jelentdsége akkor valt nyilvanvalova, amikor megprobaltak
létrehozni az ATX knock out egértdrzset, de nem jartak sikerrel, mert a homozigota KO
egér ¢letképtelennek bizonyult (részletesen 1. a 2.4.3.2 fejezetben). A klasszikus KO
egerek tobbszords fejlodési rendellenessége és életképtelensége (59, 62, 63)
hangsulyozza az ATX nélkiilozhetetlen szerepét az egyedfejlodésben. Azt, hogy a
fejlédési rendellenességek kialakulasaért az altala termelt LPA hianya felelds, leginkabb
az mutatja, hogy mar az olyan mutaci6 is halalos, ami csak a katalitikus aktivitasért
felelOs régio egyetlen aminosavat érinti (64). Az ATX sziiletés utan betdltott €lettani
szerepét a klasszikus KO hidnya miatt nehezen lehet vizsgalni. Katsifa ¢és
munkacsoportja a kozelmtltban minden sejtben kialakuld, de csak tamoxifen kezeléssel
indukalhat6 ATX deléciot hordozo egeret hozott 1étre, igy meg tudtak vizsgalni az ATX
hidnyanak hatasat felndtt egerekben (65). Azt tapasztaltak, hogy sem a vérplazma ATX
aktivitdsanak akar 80%-os csokkenése, és az ennek kovetkeztében jelentOsen
lecsokkend LPA-szint, sem az altaluk vizsgalt szovetek ATX expresszidjanak
minimalisra csokkenése nem eredményezett jol lathatdo fenotipust felndtt koru
egyedekben. Ez azonban nem jelenti azt, hogy ne lenne szerepe sziiletés utan is.
Igazoltdk jelentOségét a sebgyogyulds folyamataban, a szoveti atépiilésben, szdmos
szovetféleség érésében (pl. csont, csontveld, hajhagyma), az oxidativ stresszel szembeni
invazivitasdban ¢és attétképzésében (59, 66). Az ATX expresszidjanak, illetve
aktivitdsanak fokozddasat szamos allapotban kimutattdk mar, aminek 0sszefoglalasat az
1. tablazat tartalmazza. Ugyan tovabbi kutatdsokat igényel még, de a késdbbiekben az

ATX hasznos biomarkere lehet a felsoroltak koziil tobb betegségnek is.
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1. tablazat Az autotaxin koncentracidojanak, illetve expressziojanak emelkedése
néhany (kor)allapotban. Yukiura és Aoki Osszefoglald kdzleménye alapjan (59),
kiegészitve.

Szovet vagy

Allapot/kérallapot testfolyadék Hivatkozas
Terhesség Szérum Tokumura és mtsai. 2002 (24)
Epepangas/viszketés Szérum Bolier és mtsai. 2016 (67)
Krénikus majgyulladas Szérum Watanabe és mtsai. 2007 (26)
Akut majelégtelenség Plazma Watanabe és mtsai. 2007 (25)
Meszes aortasztendzis Plazma Nsaibia és mtsai. 2016 (68)
2-es tipust diabétesz Zsirsejtek Boucher és mtsai. 2005 (69)
Elhizas Zsirsejtek Ferry és mtsai. 2003 (70)
[ziileti gyulladas [ziileti nedv Nikitopoulou és mtsai. 2012 (71)
Gyulladasos bélbetegség Bélnyalkahartya Hozumi és mtsai. 2013 (72)
Vizholyag Vizholyag nedve Mazereeuw-Hautier és mtsai.
2005 (73)
Szamos tumor (pl. emld, vese, Tumorszovet Osszefoglalva: Aoki és mtsai.
maj, glioblastoma, lymphoma) 2008 (45)

Nogyogyaszati tumorok (pl. Hastiri folyadék  Tokumura és mtsai. 2007 (74)
petefészekrak, méh midma)

2.2.2. A lizofoszfatidsav képzodésének sejtmembranhoz kotott itvonala

A 2. abra jobb oldalan lathat6é utvonal sordn LPA foszfatidsavbol (PA) képzddik
specifikus lipdzok kozremiikodésével. A szubsztratul szolgalo foszfatidsav képzddhet az
abran jelolt moédon PLD enzim hatdsara foszfolipidekbdl, vagy diacil-glicerolok
foszforildlasaval, amit a diacilglicerol-kindz enzim (DAG-kindz) végez. A PA
képzddésének legvaldszinlibb helye a sejtmembran, itt aztdn membran-kotott, PA-ra
szelektiv PLA; enzimek alakitjak tovabb (az enzimek masik neve LIPH és LIPI) sn2
tipusu LPA-va (45). Ennek az utvonalanak a szerepe 1ényegesen kevésbé vizsgalt, mint
az autotaxinhoz kapcsolt utvonalé. A LIPH genetikai defektusat kimutattak a
hipotrichozis egyik formdjadban, ahol az 4altala termelt LPA valosziniileg LPAs¢
receptoron keresztiil kifejtett hatasa esik ki (75). A LIPH talprodukcidja kimutathato

kiilonb6z6é tumorokban, ahol érdekes modon inkabb a jobb tuléléssel korrelal a szintje
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(76, 77). Egy korai elképzelés szerint véralvadaskor az aktivalt vérlemezkékben PA
képzddik, majd a PA-szelektiv foszfolipazok hatdsara LPA keriil a vérbe. Méra azonban
az az elfogadott nézet, hogy a szérumban taldlhaté LPA-nak csak kis része szarmazik a
vérlemezkékbol. Az aktivalt vérlemezkék ugyanakkor lizofoszfolipideket szabaditanak

fel, amit a szérumban talalhat6 lizoPLD, vagyis autotaxin alakit LPA-va (59, 78).

2.2.3. A lizofoszfatidsav lebontasa — lipid foszfat foszfatazok

1991-ben Jamal ¢és munkatarsai azonositottak egy 2-es tipust foszfatidsav-
foszfataz (PAP2) enzimet patkany mdj plazmamembranban (79). A foszfatidsav-
foszfatazok (PAP) a sejtek lipidhdztartdsanak kulcsszerepldi, a foszfatidsavrol
eltavolitva a foszfatcsoportot DAG képzddik, ami megnyitja az utat a komplex
foszfolipidek ¢és a trigliceridek szintézisének iranyaba. Mivel a 2-es tipusi PAP a
sejtmembranban talalhaté, mar koran feltételezték rola, hogy esetleg valamilyen
szignaltranszdukcioés folyamat szabalyozdsdban lehet szerepe. A fent emlitett
foszfatazrol késobb valdban kideriilt, hogy képes szdmos jelatvitelben fontos lipid
foszfat, tobbek kozott a lizofoszfatidsav (MAG képzddik beldle), a szfingozin-1-foszfat
(szfingozin képzddik beldle) és a ceramid-1-foszfat (ceramid képzddik beldle)
hidrolizisére is, ezért atnevezték lipid foszfat foszfatdzra (LPP) (80). A ma ismert 3 féle
LPP izoforma mindegyike membrankotott, 6 transzmembran szakasszal rendelkezik, és
mindkét vége a citoplazma felé irdanyul. A katalitikus aktivitasért felelés rész
ugyanakkor — nem meglepé modon — a sejten kiviilre néz, lehetdvé téve az
extracellularis lizofoszfolipid hidrolizist (66). Szerencsétlen modon az Oket kodold
gének a régi nomenklatarat kovetve PPAP2A, B és C jelolést kaptak. Az LPP enzimek
extracellularis katalitikus aktivitasuknak koszonhetben részt vesznek mind a vérben,
mind a sejtek mikrokornyezetében 1étrejovéo LPA lebontasaban, igy segitve egy
egyensulyi koncentracié kialakuldsat. Ezt bizonyitja, hogy LPP1 fokozott expresszidja
fibroblasztokban megndvelte az LPA, S1P és tobb mdés szubsztrat lebontdsanak
mértékét (81), valamint LPP csdkkent expresszidja LPP1 hipomorf egérben (Ppap2a™™)
magasabb plazma LPA koncentracioval jar. Ezekben az egerekben az LPA féléletideje a
plazméban a normalis 3 percrél 12 percre ndvekedett (82). Bar az LPP-k a
lizofoszfatidsavat MAG-ra bontva az LPA szignalizacidt megszakitjdk, van ezalol egy

¢érdekes elméleti kivétel: arachidonoil-LPA hidrolizise soran 2-arachidonoil-glicerol

23



DOI:10.14753/SE.2018.2139

képzddik, ami egy endokannabinoid, ami aztan arachidonsavva is tovabbalakulhat, utat
nyitva az eikozanoidok képzdédésének. Jelenleg még teljesen ismeretlen, hogy az LPP-
knek van-e valoban hatdsa az endokannabinoid és prosztanoid anyagcserére (83). Egy
tovabbi aspektusa az extracellularis foszfataz aktivitasnak, hogy az igy képz6dé MAG
mar szabadon bejut a sejtbe, €s ott esetleg a MAG-kinaz kozremiikodésével ujra LPA

képzddhet beldle, ami agonistdja lehet a PPARY receptornak (83).

Az LPP enzimekre nézve genetikailag modositott egerek vizsgalata soran kidertilt,
hogy az egyes izoformak mas-mas jelatviteli folyamatok szervezésében miikddnek
kozre. Az LPP1 a vérben 1évé LPA turnoverért felelds, az LPP2 hidnya nem jar
semmilyen egyértelmii fenotipussal, az LPP3 ellenben nélkiilozhetetlen, hidnya méhen
beliili elhalashoz vezet (1. 2.4.3.2 fejezet). Az LPP1 izoforma csokkent kifejezddését
szamos tumorban megfigyelték, igy petefészekrak, veserak, melanoma, tiidorak,
vastagbélrak és leukémia esetében is (84), ami az ATX tilmiikddéshez hasonldan (1.
2.2.1.3 fejezet) megbontja az LPA termelése ¢és lebontasa kozotti érzékeny egyensulyt a

termelés javara.
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2.3. A lizofoszfatidsav receptorai

A lizofoszfolipideket felismerd receptorok nomenklaturaja zlirzavarosnak tiinhet a
veliik vald elsO talalkozaskor. Ebben a témaban kivald oOsszefoglald kozlemények
sziilettek, amik attekintik e receptorok felfedezésének torténetét, és elmagyarazzak,

miért lehet az irodalomban ennyiféle lizofoszfolipid receptor névvel talalkozni (90, 91).

Evtizedekkel ezel6tt, amikor a lizofoszfatidsavat el8szor izolaltdk szdjababbol és
leirtdk hatasat a vérnyomasra (2, 3, 85), még nagyon messze alltak attol, hogy
megértsék, milyen mechanizmussal fejti ki hatasait. Ne felejtsiik el, hogy ekkor még
joval az elsé G-fehérjékhez kapcsolt receptorok (GPCR) klonozasa el6tt jarunk (86)! Az
elkovetkezd években tehat sorra sziilettek elméletek az LPA hatdsmechanizmuséaval
kapcsolatban (membran perturbacio, Ca®*-kelacio, intracellularis receptor, masodlagos
hirvive, stb.), féleg abbol indulva ki, hogy a klasszikus, akkor mar ismert jelatvivo
anyagokkal szemben a lipidek szabadon diffundalnak a sejtmembranban. 1989-ben van
Corven ¢és munkatarsai publikaltak el6szor eredményeket arrol, hogy az LPA hatdsat G-
fehérje kozvetiti (4). Végiil 1996-ban Jerold Chun laboratériumaban kloénoztdk a ma
LPA-nek nevezett receptort (5). Deorfanizaciojat (,,arvatlanitas”, ismeretlen endogén
ligandt GPCR ligandjanak beazonositasa, vagyis a GPCR innentdl kezdve nem arva)
megel6zden ezt a GPCR-t korabban a kddold génjének expresszids mintazata alapjan
,ventrikularis zona (VZ) gén-1"-nek nevezték. A ventrikularis zéna — a gerincesek
embrionalis fejléddése sordn az agykamrak felszinét hataroldo szovetréteg — a
neurogenezis szintere, ahonnan az ,,0jsziilott” idegsejtek radialis lefutast glia sejteket
mintegy létranak haszndlva vandorolnak végsd helylik felé¢, majd alakitjak ki az
agykérget (87). Az elsé lizofoszfolipid receptor beazonositasat tovabbi lehetséges
receptorok deorfanizacioja kovette a szekvencidjuk homologiaja alapjan. Mielétt ez
megtortént volna, ezeket az egymaéssal nagyfoki hasonlosidgot mutatd géneket
sokféleképpen nevezték (88), legismertebb az EDG, vagyis endotelidlis differenciacios
gén csalad név volt. Az elsoként felfedezett génje ennek a csaladnak az EDG1 — ma mar
tudjuk — a szfingozin-1-foszfat 1-es receptorat kodolo génnek felel meg, az akkor még
arva receptor pedig az edg-1 elnevezést kapta. Az EDG nevet még 1990-ben adta neki
Hla és Maciag (89), amikor megfigyelték, hogy éatirdsa nagymértékben fokozodik
HUVEC sejtekben egy endotél differencidciot indukaldé anyagra, igy arra
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kiviil arra is rajottek, hogy a kodolt fehérje valdszintileg egy GPCR. Ezt kdvetden par
¢v alatt a receptorcsalad uj tagokkal boviilt, amiket edg és egy szam jeldlt (pl. edg2,
edg3), bar a sorrend nem feltétleniil kovetkezetes, mert nem egyértelmiien a
beazonositas sorrendjében ndvekednek a szamok. Ebbe a lancolatba illik idében Chunék
1996-ban tett felfedezése, miszerint az addig vzg-1 és edg2 névvel illetett receptor
valojaban megegyezik, és a lizofoszfatidsav receptora. Ezt k&vetden hamarosan
azonositottak, hogy az edgl ¢és az edg3 viszont szfingozin-1-foszfatot ismer fel (90, 91).
Az ezredfordulora 8 edg-tipusu receptort ismertek meg, amik koziil 6t S1P-t, 3 pedig
LPA-t kot. Az LPA ¢és az S1P receptorain beliil 50-60%-nyi homoldgia van, mig a két
csoport kozott kb. 35%. Hogy a nomenklatiraban rendet tegyenek, a kétezres évek
elején a receptorok neveit az IUPHAR (International Union of Basic and Clinical
Pharmacology) ajanlasanak megfeleléen atalakitottdk, mégpedig wgy, hogy a
legnagyobb hatdsti agonista nevének harom betlis roviditését egy felfedezés
sorrendjében novekvd szdm koveti. Az egyes LPA ¢és SIP receptorok kozotti
hasonlosagot a 4. dbra A panelje mutatja, az LPA receptorok neveit pedig a B panel

tartalmazza.

Human Egér

Receptor e e Korabbi nevek
LPA1 LPARI1 Lparl Edg2, vzg-1, Lpal, recl.3
LPA2 LPAR2 Lpar2  Edg4, Lpa2
LPA3 LPAR3 Lpar3  Edg7, Lpa3
LyPS1
LPA4 LPAR4 Lpar4  Lpad, P2y9, Gpr23
LPAS LPARS Lpar5  Lpa$, Gpr92
A4
LPAS LPA6 LPARG6 Lpar6  P2y5

LPIH

4. abra A ma ismert sejtfelszini lizofoszfolipid receptorok filogenetikai faja és a ma
ismert lizofoszfatidsav receptorok nomenklatiraja. Az A panel a lipid GPCR-ok
rokonsagi fokat abrazolja, kiilon kiemelve a lizofoszfolipidek receptorait. Jol lathato,
hogy az edg- ¢és nem-edg tipusii receptorok csak igen tavoli rokonsdgban allnak
egymassal. Az dbra Kihara és munkatarsainak 6sszefoglald kdzleményébdl szarmazik,
modositas nélkiil (92). A B panel a lizofoszfatidsav ma ismert receptorait, az 6ket
kodold human illetve egér gének elnevezéseit, €s a jelenleg elfogadott nomenklatarat
megeldzd neveiket tartalmazza.
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Az edg receptorok azonositasa utdn voltak arra utal6 jelek, hogy léteznek tovéabbi
LPA receptorok is. Amig az edg csaladba tartozd LPA receptorok elényben részesitik az
acyl-LPA szarmazékokat, addig pl. a vérlemezkék LPA-fliggd aggregacidja sokkal
erdteljesebb, ha ugyanazon LPA tipusbol az alkil szarmazékot alkalmazzak (93) (1. 41.
oldal). Vagy egy masik esetben, amikor LPA hatasok voltak megfigyelheték olyan
fibroblastokban, amik egyik edg LPA receptort sem expresszaltadk (94). Az elmult
évtizedben ennek megfelelden tovabbi harom, a P2Y purinerg csaladba tartozé6 GPCR-
rol deriilt ki, hogy endogén ligandjuk szintén a lizofoszfatidsav (95-97). A purinerg
(vagy nem-edg) tipusi LPA receptorok kozotti homologia 35-55%-0s, mig az edg
receptorokhoz minddssze 20-25%-ban hasonlitanak. Nagyon érdekes, hogy bar az edg
¢és a purinerg receptorcsalad kozott ilyen kicsi a hasonldsag, mégis ugyanazt a ligandot

ismerik fel.

Az LPA receptorai négy G fehérje csaldd (Gg11, Gi213, Gs, Giro) tagjai koziil akar
tobbhoz is kapcsolodhatnak, igy igen valtozatos jelatviteli mechanizmusokat indithatnak
el (5. abra). Az LPA ¢és receptorainak tér- €s idobeli eloszlasa a szervezetben — vagyis
az, hogy az egyes sejttipusok az élet egyes szakaszaiban milyen LPA receptor
mintdzattal rendelkeznek — képezi az alapjat az LPA eddig megismert szadmtalan élettani

¢s korélettani hatasanak (17).

Vannak tovabbi lehetséges receptorai is az LPA-nak, bar IUPHAR konszenzus
ezekrél még nem sziiletett. Ilyen lenne a P2Y5 mint LPA7, a P2Y10 mint LPAg ¢és a
GPR35 mint LPA9 (6). Ezek a receptorok mind a purinerg csaladba tartoznak.
Amennyiben elegendd fliggetlen eredmény fogja a jovében igazolni, hogy e receptorok
legfébb természetes ligandja az LPA, hivatalos [UPHAR jovahagyast kovetden ujra
bdviilhet az LPA receptorok csaladja.

A lipid GPCR-ok felfedezésének érajaban némileg hattérbe szorultak azok a korai
kutatasi eredmények, amik az LPA hatdsa mogott intracellularis folyamatokat sejttettek
(6). Pedig LPA tobb modon is szintetizalodhat a sejten beliil (1. 2.2.2 fejezet). A szabad
zsirsavat felvenni képes sejtekben a GPAT enzim miikddése folyaman képzddd LPA a
zsirsav metabolizmus egyik kulcs intermediere, mind foszfolipidekké, mind a

lipidraktarakat feltoltd trigliceridekké képes tovabb alakulni. A peroxiszoéma proliferator
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aktivalt receptor y — roviditve PPARy — egy sejtmagi receptor, melynek egyebek mellett

jelentds szerepe van a zsirsavraktarozas és a gliikéz anyagcsere szabalyozasaban. Nem

meglepd tehat, hogy az LPA-rdl kideriilt, képes kotdédni hozza és aktivalni a PPARy-t
(98).

LPAs LPA,
N e

A4

Rho, PLC PLC Rho
2 g : RhO, PLC, 1 Rhoi
Ras/PI3K Ras/PI3K Ras/PI3K AC
v v i v v

y
v } y v

Migracio, Tulélés, Tulélés, Adhézio, ||Morfoldgia
Tulélés, Proliferacio Proliferacio, ||Immun- :
Proliferacio, Aggregacid, ||valasz :
Immunvalasz l Adhézié l Y

v l v g

v v ! v
Tumor invazio, Termékenység, |[Er-, Neuropatias ||Haj
Autoimmun Szaporodas nyirokér- fajdalom novekedés
betegségek, szabalyozasa |[|és
Neuropatias csont fejlédés
fajdalom

5. abra A lizofoszfatidsav sejtfelszini receptoraihoz kapcsolédé intracellularis
jelatviteli utvonalak. Stoddard ¢s Chun munkdjabol, magyarra forditva (99). Ggi1,
G213, Gs, Giro — G-fehérje csalddok; Rho, Ras — kis GTP-azok; PLC — foszfolipaz C;
PI3K — foszfatidil-inozitol-3-kinaz; AC — adenil-ciklaz.
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2.3.1. Az edg receptorcsaladba tartozo LPA receptorok

2.3.1.1. LPA; receptor

Az elsoként felfedezett LPA receptor egyben a legtobbet tanulméanyozott is. Mint
az 5. abra lathatd, harom féle G-protein, a Gg/11, Gi2/13 €s a Gip 1s kapcsolddhat hozza,
igy képes beinditani tobbek kozott a mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK),
foszfolipaz C (PLC), Akt és Rho jelatviteli utvonalakat is. Ennek kovetkeztében
biologiai hatasok széles spektrumanak kialakitasdra képes, mint pl. sejt-sejt
kapcsolatok, sejtproliferacio és tlélés, sejtmigracid, Ca** mobilizacid vagy adenilciklaz
gatldas (17). Az LPA sejtfelszini receptorainak kifejez6dését megfeleld antitestek
hianyaban nehéz vizualizalni, ezért 4ltalanosan elfogadott, hogy kimutatasukat a koédolo
gének expresszids mintazata alapjan végzik. Mind az Lparl, mind az LPAR1 gének (1.
4. abra B panel) kiterjedt expresszios mintazattal rendelkeznek felndtt egérben, illetve
emberben, szinte az dsszes szervrendszerben kimutattak mar atirédasukat (pl. agy, tiido,
sziv, vese, gyomor, vékonybél, ivarszervek, vazizom, stb.). Az idegrendszer embrionalis
kifejlodésében betdltott szerepére utaltam mar korabban (1. 25. oldal), hiszen eredetileg
a ventrikularis zéndban azonositottak expressziojat, ami az egykéreg fejlodésének
bolcsdje (5). Amikor létrehoztdk az Lparl KO egereket, egyértelmii defektusokat
talaltak a kozponti idegrendszer és a koponya fejlédésében. Kb. 50%-uk perinatalisan
elpusztul, ami annak tudhatdé be, hogy az agykéreg és/vagy a bulbus olfactorius,
valamint az arc és agykoponya fejlodési zavarai miatt (mindkettd érintheti a szaglasi
funkciot) az Gjsziilottek nem szopnak megfeleléen. Testi fejlodésiik igy jelentdsen
elmarad tdrsaikétol, ami sulyosabb esetben elhullashoz vezet, az életben maradok
mérete pedig messze elmarad vad tipusu és heterozigdta testvéreikétdl (94, 100). Az
LPA; receptor szerepét emiatt talan leginkabb a kozponti idegrendszerben térképezték
fel. Szerepe van mind a neuronalis, mind a glia tipusu sejtekben, és ennek
kovetkeztében érintett szamtalan idegrendszeri folyamatban. Emellett olyan neurologiai
korképekben is feltételezik szerepét, mint a hidrokefalusz, a neuropatids fajdalom, a
periférias neuropatia, vagy kiilonb6z6 neuropszichiatriai betegségek mint a szkizofrénia
vagy az Alzheimer kor (101). Az LPA; receptornak azonban nem csak a kdzponti
idegrendszerben igazolt a jelentdsége, hanem az elhizds kortandban, tiidé és vese

fibrozisban, szdmos tumor kialakuldsaban és invazivitdsdban (pl. petefészek, emlo,
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hasnyalmirigy) (17), vagy a kardiovaszkularis rendszerben az érrendszer kifejlédése
soran (1. késobb részletesen a 2.4.3 fejezetben), az érelmeszesedés kialakuldasaban (1.
késobb a 2.4.4 fejezetben), az érpermeabilitas €s az értonus szabalyozasaban (1. késobb
a 2.4.5 fejezetben). Az LPA receptort a legtobb természetes LPA tipus képes aktivalni,

aminek az oldallanc hosszusaga legalabb 16 szénatomos (102).

2.3.1.2. LPA; receptor

Az LPA> receptort kodolo Lpar2/LPAR2 gének expresszids mintdzata alapjan ez a
receptor kevésbé elterjedt a szervezetben, mint az LPA;. Emberben els6sorban a
herében ¢és a fehérvérsejtekben, kisebb mértékben egyéb szervekben (pl. prosztata, 1ép,
hasnyalmirigy) is expresszalodik; egérben az expresszids mintazat alapjan e receptor
részben mas szovetekben fejezddik ki (17). G-fehérje szelektivitdsa az LPA;
receptoréhoz hasonlo (1. 5. dbra), de meglepd mdédon néhany tanulmany szerint az LPA»
receptor G-fehérjétdl fliggetlen intracellularis jelatviteli utakat is elindithat. Ilyen a
TRIP6 roviditésii (thyroid receptor-interacting protein 6) fokalis adhézids molekula.
Megjegyzendd azonban, hogy az 0sszes ezzel kapcsolatos eredmény egy kutatocsoport
munkdjahoz kothetd (103, 104). Az LPA» hianya egérben nem jar semmilyen latvanyos
fenotipussal (94). Ugyanakkor az LPA; és LPA; receptorok egyiittes kiiitése igen fontos
adatokat szolgaltatott az LPA érelmeszesedésben betoltott szerepérdl (1. 2.4.4 fejezet).
Ugy tiinik, ez a két LPA receptor bizonyos folyamatokban hasonléan funkcional. Ilyen
redundancia lathat6 pl. az idegrendszer, és az érrendszer kialakuldsa soran betdltott
szerepiikben (1. részletesen a 2.4.3.1 fejezetet). Ugyanakkor mas folyamatokban — mint
pl. az éreredetli simaizomsejtek migracioja, ahol az LPA| negativ, mig az LPA> pozitiv
kemotaktikus hatast kdzvetit — inkabb ellentétes hatasokat kozvetitenek (105). Az LPA>
receptor expresszidjanak novekedését szamos tumoros sejttipusban is igazoltak,
Ligandspecificitasat tekintve az LPA> receptoron ugy tiinik a legtdbb természetes acil-
LPA képes hatni akar telitett, akar telitetlen oldallancot tartalmaz, amennyiben a lanc

legalabb 14 szénatom hosszusagu (102).

30



DOI:10.14753/SE.2018.2139

2.3.1.3. LPA; receptor

Az LPA; receptort az LPA»-h6z hasonléan az LPA| receptorral valé homologidja
alapjan sikeriilt azonositani az addig arva GPCR-ok koziil. Emberben foleg a szivben,
herében, prosztatdban, kisebb mértékben a tiidében, agyban és az ovariumban, mig
egérben fOleg a tiidében, vesében, méhben, herében, kisebb mértékben pedig a
vékonybélben, agyban, szivben expresszalodik (17). Jelatvitelét tekintve a Gg/11 és a Gipo
utvonalakat képes beinditani (I. 5. dbra). Bar heterozigota tenyésztésbol az elvarhatd
frekvenciaval sziiletnek LPA3 KO egerek, a KO ndstények egyértelmiien reprodukcios
zavarban szenvednek. Ez az embridik hibas beagyazddasaban nyilvanul meg, ami végso
soron a magzatok elhaldsat okozza. Azt is megfigyelték, hogy egér uterusban az LPA3
expresszioja a korai terhesség soran térben ¢€s idOben szabalyozott folyamat, és
szexualszteroidok befolyasa alatt all (106). Az LPA3 receptor valoszinlileg az a. uterina
¢s az a. arcuata erek megfeleld kifejlodésében jatszik szerepet, aminek hidnydban a
decidua ¢s a placenta bevérzik, immunsejtek infiltraljak, a szovetek végiil szétesnek, az
embrid pedig felszivodik (107). Az LPA3 receptor ligand specificitasaban is kiilonbozik
a masik két edg tipusu receptortol: nem a szokvanyos 1-acil, hanem a kettes pozicidoban
észterifikalt, azon beliil is a telitetlen zsirsavlancot tartalmazé LPA-k (2-oleoil-, 2-
linoleoil-, 2-linolenoil-, 2-arachidonoil-LPA) irant a legérzékenyebb. A receptor
szubsztratfelismerésében ezen kiviil kritikus a A9-pozicidban 1évo kettdskotés megléte

(102).

2.3.2. A nem-edg csaladba tartozo receptorok

2.3.2.1. LPA4 receptor

Az LPA negyedik receptorara tigy talaltak 2003-ban Noguchi és munkatarsai (95),
hogy feltint nekik a P2Y9/GPR23, akkor még arva purinerg receptor hasonlosaga a
trombocita-aktivalt faktor receptordhoz (PAFR, a 4. abra A panelének bal oldalan
lathato), igy arra gondoltak, érdemes lehet ellendrizni, aktivalhato-e ez a receptor lipid
tipusu vegyiiletekkel. 198 lipidet teszteltek, és azt talaltak, ezek koziil az LPA hasonlo
affinitassal tud kotédni ehhez az 0j receptorhoz, mint az LPA; és LPA; receptorokhoz,

valamint Ca**-szignalt és cAMP-szint novekedést is ki tud valtani. Mar ezekbdl a
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kezdeti eredményekbdl latszott, hogy ez a receptor tud kapcsolodni mind a Gg/11, mind a
G; fehérjékkel, de azdta bizonyitott, hogy a masik két G fehérjét is képes aktivalni (I. 5.
abra) (108). LPAs KO egerek vizsgéalata soran kideriilt, hogy szerepe van az
2.4.3.1 fejezetben). Expresszidos mintdzata alapjan megtaldlhaté szamos szovetben,
koztiik a petefészekben (foleg terhesség alatt), a méhben (f6leg az embrid bedgyazddasa
teriiletén) €s a placentaban, az agyban ¢és a vérlemezkékben (1. 41. oldal). Az egyes LPA
fajtak koziil leginkabb az oleoil-LPA-ra érzékeny, de kisebb mértékben a telitett
sztearoil- és palmitoil-LPA is képes aktivalni (6, 95).

2.3.2.2. LPA;s receptor

2006-0s felfedezése ota (96) az LPAs receptorrol is igen nagy ismeretanyag gyult
0ssze. Emberben foleg a 1épben, kisebb mértékben a szivben, vékony- és vastagbélben,
méhlepényben ¢és a majban, mig egérben elsdsorban a vékonybélben, kisebb mértékben
pedig szamos egyéb szdvetben kimutattdk. Ggi11 €s Gions jelatviteli utak beinditasaval
szerepet jatszik a sejtek aktin-filamentumait érintd valtozasokban és az intracellularis
Ca’"-szint valtozasokkal jaro folyamatokban (17). Ligandpreferenciaja kiilonleges
abban a tekintetben, hogy az éteresitett, alkil-glicerfoszfatokra nagyjabol 10-szer
érzékenyebb, mint a hasonl6 zsirsavlanccal acilalt LPA-kra (6). Felmeriilt szerepe a
kozponti idegrendszer fejlodésében és a vérlemezke aktivacioban is (6, 17) (1. 2.4.2
fejezet), Gjabb eredmények alapjan pedig jelentésége lehet az immunrendszer
tumorellenes funkcionak szabdlyozasaban (110). Emellett szerepe van a neuropathias

fajdalom feldolgozasaban és a vastagbélben a viz visszaszivasdban (6, 17).

2.3.2.3. LPAg receptor

Az eddig igazolt LPA GPCR-ok koziil a sorban utols6t Yanagida ¢&s
munkacsoportja azonositotta 2009-ben (97). Ez a receptor preferalja az sn2 pozicidban
¢észteresitett LPA szdrmazékokat az snl szarmazékokhoz képest. Mivel viszonylag
Ujonnan azonositott receptorrdl van szo, szerepe még nem teljes korlien tisztdzott. Az
LPAs receptor kristalyszerkezete a kozelmultban keriilt kozlésre (111), ami feltehetéen

nagy lendiiletet ad majd a mikdédésének pontosabb megismerésére iranyuld
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kutatasokhoz. Eddig leginkdbb egy hajvesztéssel jard ritka genetikai betegség, a
familiaris hipotrichozis kapcsan vizsgaltak szerepét. mRNS-e kifejezédik a
hajhagymaban, ahol az itt szintén expresszalodé LIPH enzim altal termelt sn2-LPA
autokrin/parakrin modon befolyasolhatja e receptoron keresztiil a haj ndvekedését (112).
Ezen kiviil ismert expresszidja endotélsejtekben, ahol az érpermeabilitds

szabalyozasaban ¢s a limfocita migracidban lehet szerepe (113, 114).

2.3.3. A PPARYy receptor

A peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor csalad (réviden PPAR) a sejtmagi
hormonreceptorok nagy csalddjaba tartozik, annak II-es tipusaba. Jelenleg harom
altipusa ismert, az a, a /0 és a vy, melyek kiillonboznek mind ligandspecificitasukban,
mind szdveti eloszlasukban (115). Ezek koziil a leginkabb tanulmédnyozott a PPARY,
ami jelentds szereppel bir a sejtek lipid anyagceseréjének kontrolljaban, a gliikoz
homeosztazisban, a sejtdifferenciacié és -motilitds szabalyozasdban. A PPARy két
izoformaja koziil az 1-es minden szdvetben kifejezddik, és hianya osszeegyeztethetetlen
az ¢lettel, mig a 2-es izoforma csak a zsirszovetre jellemzd, igy hidnya a lipid
anyagcserét befolyéasolja (115). Mint a tobbi rokon II-es tipusi magi receptor,
heterodimer forméban (retinoid X receptorral) kotdédik a DNS-hez a célgének promoter
régidjanal. Ligand hidnyadban korepresszorok akadalyozzdk a promoter mogotti
génszakasz atirdsat. Amikor a ligand bekot, konformaciovaltozas hatasara a
korepresszorok koaktivatorokra cserélddnek, ¢és lehetdvé valik a szabalyozott
génszakasz atirasa. A PPARy-nak tobb fizioldgids agonistdja is ismert, amik kozott
talalhatok kiilonb6z6 LPA szarmazékok, mint a telitetlen LPA-k és az alkil-
gliceroszfatok (98, 116). Erdekes, hogy a PPARy-nak nem csak fiziologias aktivatorai,
hanem gatldi is lehetnek a lizofoszfolipidek. A ciklikus foszfatidsav, ami PLD; hatasara
képzddik lizofoszfatidil-kolinbol transzfoszfatidilacidval, intracellularis hirvivéként a
sejtmagban stabilizdlja a PPARy-korepresszor komplexet (117), igy képes gatolni a
PPARYy altal szabalyozott folyamatokat. A PPARy szamos bioldgiai folyamatban t6lt be
valamilyen ¢lettani vagy korélettani szerepet, ezek nagy része valamilyen anyagcsere-
folyamat (tobbnyire lipidraktarozas) szabdlyozasahoz kotott, mas része pedig az
immunrendszer funkcidihoz. Szabalyozza a fehér és barna zsirszovet lipidanyageseré;jét,

a maj, hasnyalmirigy ¢€s izomszdvet zsir-, gliikoz- és inzulinanyagcseréjét (118).
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Fokozza az inzulinszekréciot és az inzulinérzékenységet, ami miatt mesterséges
agonistdit a diabétesz kezelésében alkalmazzak (pl. rosiglitazon). Ugyanakkor a
zsirraktarozas fokozasa elhizashoz, zsirma4j kialakuldsahoz vezet, és a PPARy teremtheti
meg a kapcsolatot az elhizas és olyan betegségek kozott, mint a diabétesz, vastagbélrak,
vagy az ateroszklerdzis (115). Az LPA és a cPA a PPARy-ra gyakorolt hatasuk miatt
kiemelt szerepet jatszanak az ateroszkler6zis és a neointima képzddés folyamataban, igy

erre dolgozatom soran késdbb még visszatérek.
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2.4. A lizofoszfatidsav élettani és Kkorélettani jelentdosége az

érrendszerben

Az értekezés elején mar emlitésre keriilt, hogy a lizofoszfatidsavat éppen az
érrendszeri hatasai kapcsan fedezte fel Tokumura és munkacsoportja. Bar akkoriban ez
a felfedezés nem valtott ki nagy visszhangot, mara mar senki nem vitatja, hogy az LPA
a kardiovaszkularis rendszer egyik igen jelentds lipid mediatora. Az LPA termelddik és
degradalodik az érrendszerben, €s a legtobb vér- és érsejtre fejt ki valamilyen hatast.
Ezek koziil messze legtobbet tanulméanyozott, és oridsi klinikai relevanciaju teriilet az
LPA szerepe az ateroszklerdzis €s a trombozis kialakulasaban, de nem elhanyagolhat6
az ATX-LPA tengely szerepe az <érrendszer kifejlédése kapcsan, a tumor

angiogenezisben, az érpermeabilitas- és az értonus szabalyozasaban sem.

2.4.1. Lizofoszfatidsav metabolizmus az érrendszerben, kiilonosen az

ateroszklerotikus teriileteken

Az LPA a keringési rendszerbe a sejtek felszinén és a vérplazmaban jelenlévo
ektoenzim, az autotaxin kozremiikddésével keriil. Erre tobb adat is egyértelmiien utal:
egészséges emberek plazma LPA szintje korrelal a lizofoszfolipaz D (ATX) aktivitassal
(23), ATX heterozigota egerekben a plazma LPA szintje fele a kontroll egerekének (63),
ATX depletalt szérumban jelentésen lecsokken az LPA szintje (63), ATX
taltermelddése esetén pedig megemelkedik (61). A vérplazméaval keringé LPA szerepe
azonban kérdéses. Ugyan tobb forrds alapjan is koncentracidja az alacsony
mikromoldris tartomanyba esik (17), ami messze meghaladja az LPA receptorainak
érzékenységét, hatdsanak kifejlodését ugyanakkor gatolhatja egyrészt az albuminhoz
valo kotédése, masrészt az allandd agonista expozicid a receptorokat hamar
deszenzitizalja. Sokkal wvalésziniibb, hogy az LPA a keringési rendszerben
autokrin/parakrin mediatorként funkciondl, vagyis csak sziikség esetén, lokalisan

termelddik, lokalisan fejti ki hatasat, majd ezt kdvetden gyorsan elbomlik.

Az egyik LPA-szintézist indukal6 esemény az erek sériilése lehet. Tobbszor szoba
keriilt mar a dolgozat soran, hogy vérlemezkék aktivaciojakor jelentés LPA
felszabadulas figyelhetd meg. Ez a folyamat régota izgatja a kutatokat, és az évek soran

tobb elmélet is sziiletett a vérlemezkék LPA felszabaditd szerepével kapcsolatban.
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Eleinte azt gondoltdk, az LPA az aktivalt vérlemezkékben termelddik foszfatidsavbol,
¢s onnan szabadul fel. Ezzel szemben a ma elfogadott modell Bolen és munkacsoportja
publikacidja alapjan a kovetkezd (78):

1. az aktivalt vérlemezkék (kisérleteikben ezt thrombinnal valtottak ki) egy tjonnan
azonositott foszfolipazt szecerndlnak, a lizofoszfolipadz A-I-et (LYPLA-I);

2. ez az enzim PLA; tipust, igy a plazméban taladlhatd foszfolipidekbdl egy sn2
pozicioban észteresitett lizofoszfolipid poolt hoz Iétre, elsésorban linoleoil- és
arachidonoil-lizofoszfolipideket;

3. a termodinamikailag instabil sn2 lizofoszfolipidekben az acilcsoport atvandorol az
snl pozicidba (in. acilmigracio);

4. az snl telitetlen lizofoszfolipidek szubsztratjai az autotaxinnak, igy képez beldliik
dontden linoleoil- és arachidonoil-LPA-t.

Pamuklar és mtsai. eredményei alapjan az ATX enzim integrineken keresztiil

kapcsolddik a vérlemezkék felszinéhez (61), de ehhez az integrinek elézetes aktivacioja

sziikséges. Ez tovabbi biztositék arra, hogy nagy mennyiségii LPA csak akkor johessen
1étre, ha a vérlemezkék aktivacidja hatdsara egyrészt LYPLA-I szekrécid torténik, ami
szubsztratot szolgaltat az ATX-nak, masrészt az aktivalt integrinek ,,befogjak” az ATX-

t a vérlemezkék felszinére. A vérlemezkék felszinén 1évé LPA receptorok aktivalasa

pozitiv feedback mechanizmussal tovabbi LPA felszabadulashoz vezet (bar ez a

lehetéség vitatott (119)). Ez a folyamat az érsériilés kovetkezményeként létrejovo

fiziologias reakcio, szerepe a vérzéscsillapitas €s a sebgyogyulas beinditasa. Koros
koriilmények kozott azonban ugyanez a folyamat fontos szerepet jatszhat pl.

ateroszklerotikus plakk ruptaraja, vagy stentbeiiltetés soran.

Az ATX miikodéséhez sziikséges szubsztrat azonban nem csak vérlemezkék
segitségével képzOdhet. Tobben is megfigyelték, hogy hiperlipidémia emelkedett
lizofoszfolipid szintekkel jar (119), emberben pedig az LPA plazmaszintje korrelal az
alacsony denzitast lipoprotein (LDL) szintjével (28). Az LDL pedig kulcsszerepld az
érelmeszesedés szempontjabdl, ez mara mar a kéztudatban is €1 (laikusok szdmara ,,j6”
és ,rossz” koleszterinként ismert). Erelmeszesedéskor az egyik elsé 1épés az LDL
akkumulacidja ¢és modosulasa (oxidacid, enzimatikus konverzié) az érfal
szubendotelidlis terében, amire valaszul az endotélsejtek fokozottan fejeznek ki

adhézios molekulakat és kemoattraktansokat. Az erre odavandorld6 monocitak
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makrofaggd differencidlodnak és a modosult LDL-t bekebelezve habos sejtekké
»hiznak”, majd elpusztulnak. Az igy megjelend zsiros lerakddas és az elhald sejtek
gyulladasos kaszkadot inditanak be. A betegség progressziojakor egyre tobb immunse;jt
vandorol a 1ézidba. Simaizomsejtek proliferalnak, migralnak a szubendotéliumba, ahol
részben maguk is habos sejtekké valnak, részben kialakitanak egy fibrozus tokot, ami
elzarja a zsiros, nekrotikus lerakddast az ér lumenétdl. Az igy képzd6dd stabil plakkban
anti-inflammatorikus citokinek visszafogjak a sejtek elhaldsat, csak egy kis nekrotikus,
zsiros mag van a vastag tok alatt. A plakk azonban instabilla vélhat, ha a kontrollalatlan
gyulladds miatt a makrofagok ¢és simaizomsejtek fokozottan pusztulnak, a nekrotikus
mag egyre nd, a fibrozus tok pedig elvékonyodik. Az instabil plakk kdnnyen ruptural, és

a felszinre keriilo szovettormelék hatdsara beindul a véralvadasi kaszkad (120).

A szklerotikus plakkokban, €s ott is elssorban a lipidgazdag, nekrotikus magban
LPA halmozédik fel (37). Ennek pontos mechanizmusa még nem teljesen ismert,
valdsziniileg tobb, egymassal parhuzamosan lejatszodo folyamat is hozzajarul. Az LDL
tobb modon is képes lizofoszfolipid szubsztratot szolgaltatni az ATX szamara. A
szekretoros PLA», ami egyben egy akut fazis fehérje, képes az LDL egyik legnagyobb
aranyban eldéfordulod foszfolipid Osszetevdjébdl, a foszfatidilkolinbol LPC-t képezni.
Ezzel nemcsak szubsztratot szolgaltat az ATX szdmdara, hanem olyan valtozasokat is
elindit az LDL-ben, amik segitik annak kitapadasat az érfalhoz, és fogékonyabba teszik
az oxidacid irant (121). Az LDL kiilonb6z6 fok oxidacioja — ami mar enyhébb esetben
is (un. minimally modified, vagy mildly oxidized LDL, mmLDL ¢és moxLDL) lipid
peroxidok ¢és egyéb degradacios lipidek képzddéséhez vezet (122) — a nativ LDL-hez
képest még inkabb alkalmassa teszi LPC képzddésére. Ugyan Siess ¢s munkatarsai
eredményei alapjan LPA akar kozvetleniil, ATX-tol fiiggetlen modon is képzddhet
moxLDL-b6l (37), ennél tisztazottabb Utja az oxidalt LDL ¢és az LPA kozotti
kapcsolatnak az LpPLA: (lipoprotein-asszocialt foszfolipdiz A, vagy PAF-
acilhidrolaznak is nevezett) enzimhez kotddik. Ezt a specialis foszfolipazt gyulladasos
sejtek, pl. makrofagok és az ateroszklerotikus plakkok habos sejtjei szecernaljak.
Emberben nagyrészt a keringd LDL-ben taldlhato ApoB fehérjéhez kotve (123). Az
LDL oxidacidja sordn képzddd oxidalt foszfolipideket ez az enzim LPC-vé alakitja
(124), és kulcsszerepet tulajdonitanak neki a szklerotikus plakkokban torténé LPC
képzddésben (125). Az LDL LPC tartalménak novekedését nem csak az LDL
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oxidacioval, hanem egyéb moddosulasaival kapcsolatban is megfigyelték (126). LPA
forrdsként szolgalhatnak az elhald sejtekrél levaldé mikropartikulumok  és
mikrovezikulak is. A szekretoros PLA, Fourcade ¢és mtsai. kisérletei alapjan ezekbdl

LPA-t szabadit fel, mig intakt sejtek membranjabol nem (79).

Az erekben 1évé autotaxin forrdsa nem teljesen tisztazott. Az endotélsejtek
tobbnyire képesek autotaxin expresszidra (72, 127-129), és akar az igy termel6dé ATX-
t, akar a keringésben levot meg tudjak kotni integrin receptoraikkal (130). Az érfalban
egészséges koriilmények kozott is van ATX, de érsériilés hatdsara szintje a
tobbszordsére novekedhet (105). Gu és munkatirsai explantalt szivekbdl izolalt
koszoruereket vizsgalva ATX festddést talaltak mind ép erekben, mind stabil és instabil
plakkokban. Az ATX festddés a plakk instabilla valasaval parhuzamosan fokozddott a
nekrotikus magban ¢és fibrozus tokban (29). Kiilondsen magas az ATX expresszid a
nyirokszervek magas endotélii venuldinak endotél sejtjeiben (131), ahol az igy nagy
mennyiségben felszabaduld6 LPA elengedhetetlen a limfocitdk endotélen keresztiili
kivandorlasahoz (128). Tobb endotélsejt tipusban is kimutattdk, hogy az egyik
legfontosabb angiogenetikus faktor, a VEGF fokozza az ATX expresszidjat, és ennek

szerepe lehet pl. tumor angiogenezis soran (1. 2.4.3.3 fejezet) (132).

Az erekben képz6dd LPA hatasanak lokalizalasaért és a vérplazmaban 1évé LPA
lebontasaért a lipid foszfat foszfatdz enzimek felelések (bar ez utobbi folyamatban in
vivo koriilmények kozott a majba torténd felvétel is jelentds (47)). Mind mRNS, mind
fehérje-szinten kimutathat6 LPP az endotélsejtekben, vaszkuldris simaizomsejtekben,
vérlemezkékben ¢és limfocitdkban is (133). Az LPP aktivitds ndvekedése, vagy
csokkenése az ATX/LPA/LPA receptor tengelyt kibillenti egyenstlyabol, amit az
elmult években tobb vaszkuléaris korallapottal is Osszefiiggésbe hoztak. Yukiura és
munkatarsai eredményei arra utalnak, hogy az endotélsejtek felszinén nem egyenletesen
helyezkedik el az LPP3 enzim, hanem a sejt-sejt kapcsolatok teriiletre koncentralodik.
Ez azért fontos, mert az LPA szignalizacid ezeken a teriileteken egyébként
destabilizalnd az endotéliumot, fokoznéa az érpermeabilitast (134). Ezzel egybehangzo
az a megfigyelés, hogy az LPP3-at kodolé6 PPAP2B gén indukalhato6, endotélspecifikus
kititése esetén gyulladasos stimulusra jobban fokozodik az érpermeabilitas, mint

kontroll egerekben (135). Az LPP aktivitdsnak szerepe lehet az LPA
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proateroszklerotikus hatdsainak kivédésében is (1. 2.4.4.2 fejezet). Wu és mtsai. azt a
hipotézist vizsgaltdk, hogy aterogén hemodinamikai viszonyok kozott — vagyis
turbulens aramlas esetén — megvaltozik-e az LPP expresszio. Azt talaltdk, hogy a
turbulens dramlas mind in vivo (az aortaivben, az a. carotis bifurkacioban, illetve az a.
carotisban részleges lekotésre), mind in vitro koriilmények koézott (HAEC sejtekben)
csokkenti az endotélium PPAP2B mRNS expresszidjat (136). Carotis lekotés utan a
neointima simaizom eredetli sejtjeiben az LPP3 expresszidja fokozodik, ami csokkenti a
simaizomspecifikus kiiitése fokozza az intima hiperplaziat és az érsériilésre 1étrejovo
gyulladasos valaszt (137). Reschen és mtsai. makrofagokat vizsgalva azt talaltdk, az
oxLDL fokozza human makrofagok LPP3 expressziojat. A makrofagokbol a
plakkokban kialakul6 habos sejtekben a PPAP2B az egyik leginkabb upregulalodo gén,
a habos sejtek nagy mennyiségben expresszaljadk az LPP3-at, és ennek védd szerepe

lehet ateroszklerdzisban, mert gatolhatja az LPA pro-inflammatérikus hatasait (138).

2.4.2. A lizofoszfatidsav hatasa a vér és az erek sejtjeire

Az érrendszer majdnem minden sejttipusa — legyen az primer izolalt sejt, vagy
tenyésztett — reagal valamilyen modon a lizofoszfatidsavra. A 2. tablazat 6sszefoglalja,
milyen celluléris hatdsok figyelhetok meg az érfal legfobb sejtjeiben, és néhany tovabbi,
vérben eléforduld sejttipusban LPA hatasara. Ezek a hatdsok azonban nagyon sokszor
fliggenek a kisérletek soran alkalmazott LPA fajtajatol, tovabba attdl, hogy a kisérletben
hasznalt sejtek milyen fajbol szarmaznak, illetve még ezen beliil is szamithat, milyen
érszakaszbol, hiszen pl. az endotéliumsejtek igen markans regiondlis kiilonbségekkel

rendelkezhetnek (139).

Jo példa a fent emlitett kiilonbségekre a vérlemezkék reakcidja a
lizofoszfatidsavra. Az LPA izolélt sejteken megfigyelhetd hatdsai kozil az egyik
elsének megismert a vérlemezke aktivacid, alakvaltozas és aggregacidé volt (140),
azonban ez csak human és macska vérlemezkékben volt megfigyelhetd. Erdekes modon
az egér vérlemezkéket gatolja az LPA (61). Pamuklar és szerzodtarsai arrol szamoltak be,
hogy egészséges emberekbdl izolalt vérlemezkék az alanyok egy részében nem

aktivalodtak LPA adasra, €és ezeket az alanyokat LPA ,,nonreszponzivnak™ nevezték el.
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Osszefoglald kozleménye alapjan (141), kiegészitve.

Sejttipus  LPA hatasa Hivatkozas
Endotél adhézios molekula expresszio (E-szelektingy VCAM-1, (142-144)
ICAM-1)
gyulladasos citokin szekrécid (IL-8, MCP-1, pentraxin-3) (145, 146)
érpermeabilitas csokkenése (147-149)
fokozddasa (150, 151)
migracio, proliferacié  fokozoddasa (152, 153)
apoptozis csokkentése (154)
fokozésa (155)
NO-termelés csokkentése (156)
fokozasa (157-159)
Simaizom fenotipus modosulas kontraktilisrél szekretorosra (160)
gyulladésos citokin szekrécio (MCP-1, IL-6) (161, 162)
migracio, proliferacié fokozodasa (163, 164)
szoveti faktor expresszid (165)
integrin aktivacio (166)
kontraktilis funkci6 fokozasa (167)
Monocita/  migracio (168)
makrofag Iladésos citokin szekrécié (IL-1B) (169)
aktivacio (170)
proteaztermelés fokozasa (29)
oxLDL felvétel fokozasa, habos sejtté alakulas (171)
apoptozis gatlasa (172)
Aktivalt T-  migracid, proliferacio fokozésa (35)
limfocita  1ladasos citokin szekrécié (IL-2, IL-13) (173, 174)
apoptozis gatlasa (175)
Vérlemezke fajtol és vizsgalt LPA tipustdl fligg — tobbnyire aktivacio (119)

Alanyaikat 2-3 éven keresztiil kovetve a vérlemezkék valaszkészsége nem valtozott,
tehat amelyik ember vérlemezkéi reszponzivak voltak, azok is maradtak €s vice versa.
Nagyon érdekes, hogy mig egészséges emberekben ez az arany kb. 20% volt, addig

stabil angindval rendelkez6 betegeknek csak alig masfél szazaléka volt nonreszponziv.
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Eredményeik alapjan a reszponzivitds a vérlemezkék LPA receptorainak expresszids
profiljatol fligg, és a nonreszponziv vérlemezkéknek magasabb az LPA4 és PPARy
mRNS szintjiik (176). Tokumura és munkacsoportja szamos LPA speciesz vérlemezke-
aggregald hatasat Osszevetve azt tapasztalta, hogy a legpotensebbek az alkil-
szarmazékok, mig az acil-LPA-k kevésbé aktivak, koziilikk leginkabb a hossza lancu,
tobbszorosen telitetlen LPA-k okoznak vérlemezke-aggregaciot (93). Korabban mar
utaltam ra, hogy az LPA-altali vérlemezke aktivacionak specidlis ligandfiiggése van,
amit a kezdetben megismert edg-tipusu receptorok ligandfiiggése sehogy sem tudott
megmagyarazni. Ma mar tudjuk, hogy épp a nem edg-tipusit LPAs receptorra jellemzd,
hogy alkil szdrmazékokra hasonld aktivacidt mutat, igy ezt a receptort szoktdk is

vérlemezke tipusu LPA receptornak nevezni (113, 177).

A 2. tablazatban Osszefoglalt cellularis LPA hatdsok attanulmanyozasa soran
korvonalazodik, milyen f6 in vivo hatdsokat varhatunk az LPA-t6l az érrendszerben.
Sejthetd, hogy szerepe van angiogenetikus folyamatokban, az érpermeabilitas
szabalyozasaban, hogy hatidssal van olyan koros érreakcidokra, mint a neointima
képzddése, gyulladasos érvalaszok kialakuldsa, aterotrombotikus folyamatok
befolyasoldsa. Az endotél- és simaizomhatidsok alapjan pedig varhatd, hogy szerepe

lehet az értoénus szabalyozasaban is.

2.4.3. A lizofoszfatidsav szerepe az érrendszer fejlodésében

Az embrionalis fejlodés soran az érrendszer az egyik legkorabban kialakul6 szerv,
hiszen a tobbi szerv novekedéséhez és fejlodéséhez biztositani kell a megfeleld oxigén-
¢s tapanyagellatast, valamint a keletkezd bomlastermékek elszallitasat. Az erek
fejlodése az egyedfejlodés soran harom folyamatot olel fel, ezek a vaszkulogenezis, az
angiogenezis €s az erek érése. A vaszkulogenezis elsO 1épéseként mezodermalis sejtek
hemangioblasztokkd differencialodnak. A hemangioblasztok tigynevezett vérszigetekbe
tomoriilnek, melynek belsé sejtjei hemopoetikus Ossejtekké, majd vérsejtekké
differencidlodnak, kiils6 sejtjei pedig angioblasztokkd, amikbdl endotélsejtek fejlodnek.
Mas szoval a vérszigetek kis, zart endotélzsakocskak, amiket vér tolt ki. Kovetkezod
1épésben a zsakok Osszeolvadva haldzatot alakitanak ki. Az igy kifejlodott primitiv

erekbdl aztan az angiogenezis folyamata soran 0j adgak fejlddnek, ami angiogenetikus
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faktorok szabalyzasa alatt 4ll. A meglévd érfal meghatarozott pontokon megbomlik, az
endotélsejtek szaporodnak, és kivandorolva 0j agakat képeznek. Végiil az ujonnan
kifejlodott erek fala érik, ami azt jelenti, pericitdk és érsimaizom sejtek gylilnek az
endotélsejtek koré (ezt a folyamatot recruitmentnek nevezik), hogy beburkoljak és
stabilizaljak az érfalat. A kovetkezd fejezetben azt foglalom Ossze, mit lehet tudni az

LPA szerepérdl az egyes érfejlédési folyamatokban.

2.4.3.1. LPA receptor KO egerek érfejlodési rendellenességei

Az LPA receptorok érfejléddésben betdltott esetleges szerepérdl génkilitott egerek
vizsgalataval lehet a legegyszeriibben képet kapni. Mind a hat, eddig felfedezett LPA
receptor szerepének vizsgélatdhoz rendelkezésre allnak mar megfeleld KO egerek. Az
edg csaladba tartozd LPA receptorokra génkiiitott egereket mar nem csak egyszeres,
hanem kétszeres ¢s haromszoros kombindlt KO forméban is létrehoztak. Sok egyéb,
korabban mar emlitett rendellenességiik mellett az LPA; KO egerek érrendszeri
eltérésekkel is rendelkezhetnek: ugyan nem tul gyakran, de megfigyelhetdk benniik
bevérzések a koponya eliilsé felében (Un. frontdlis hematomak), mig ez az eltérés
heterozigota testvéreikben nem alakul ki (100). Bar 6nmagéaban sem az LPA,, sem az
LPA3 receptor hidnya nem okoz fejlédési rendellenességet az érrendszerben, az LPA| és
LPA> receptor kettds génkilités kozepesen, az LPAi, LPA> és LPA3 receptorok
haromszoros kilitése pedig jelentdsen fokozza az emlitett koponya bevérzések
eléfordulasi gyakorisagat (94, 178). Ezek a megfigyelések, egylitt azzal a ténnyel, hogy
az LPA; és LPAj3 receptor kétszeres KO-kban nem fejlédnek ki hematomak (178) arra
utalnak, hogy a bevérzések kialakuldsaért elsésorban az LPA; hidnya felelds, a masik

két edg receptor szerepe redundans.

A nem edg csaladba tartozd6 LPAs4 receptor kilitésének vaszkularis
kovetkezményei ellentmondasosak az irodalomban. Sumida és mtsai. azt talaltak, hogy
az LPA4 KO embridk nagyjabol 30%-a mar méhen beliil elhal, és ezekben a karosodott
embridkban testszerte bevérzések alakulnak ki. Az érintett embriok erei tagabbak,
megvaltozott a simaizom ¢€s pericita recruitment (179). Ezzel szemben egy masik
munkacsoport nem talalt méhen beliili elhalasra és érkarosodasra utaldé morfoldgiai

jeleket az éltaluk vizsgalt LPA4 KO egerekben (180). Sumida és mtsai. az elébb emlitett
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munkdjukban arra is ravilagitottak, az LPA4 receptorok sziikségesek a nyirokerek
megfeleld fejlodéséhez, a KO embriok egy része ugyanis a vérzések mellett 6démas is
volt (179). Arrél, hogy az LPAs és LPA¢ receptor knock out egerekben jelenik-e meg

valamilyen érfejlodési rendellenesség, még nincs irodalmi adat.

2.4.3.2. A lizofoszfatidsay szerepe a vaszkulogenezisben

A korabbi fejezetekben mar ismertettem, hogy az LPA képzddése elsdsorban az
ATX enzim aktivitdsahoz kotott, lebontasa pedig elsésorban LPP enzimekhez. Tobb
tanulmany is azt mutatja, hogy ezeknek az enzimeknek az aktivitdsa — igy az LPA
szintje — szigorian szabalyozott az egyedfejlddés soran, és barmilyen iranyba is billen
meg az egyensuly az LPA termelddés és lebontas kozott, az az érfejlddésben stlyos

kovetkezményekhez vezet.

Van Meeteren és mtsai. ATX deficiens egereket szerettek volna 1étrehozni, de azt
tapasztaltdk, hogy a heterozigota tenyésztésbdl nem sziiletik ATX KO egyed (62).
Normalis esetben az egér embrionalis fejlddésének 9. napja koriil az extraembrionalis
endotélsejtek a szikzacskdban érhalozattd fejlodnek, ami sziikséges ahhoz, hogy a
szikzacskobol a tdpanyag az embridba juthasson. Az ATX deficiens egerek
szikzacskdjaban azonban a vérszigetek ugyan megtalalhatok, de koriilottiik az érhalozat
nem fejlédik ki, az embriok a 11. napot mar nem ¢élik meg (62). Van Meeteren és mtsai.
eredményei szerint egészséges egérembriokban ugyanebben az idészakban — tehat az
szikzacsko érhéalézatanak kifejlodésekor — az ATX ¢és az LPA; ¢és LPA> gének
expresszioja megndvekszik. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy az ATX altal
termelt LPA ¢és a hozza kapcsolodo jelatviteli utak megfeleld mitkddése elengedhetetlen
a magzatok megfeleld fejlodése szempontjabol. Ezzel a munkéval egyidében Tanaka és
kollégai hasonlé megfigyeléseket tettek szintén ATX KO egerek embridiban (63).
Mivel mind az autotaxin gén, mind az LPA receptorok szerkezete igen konzervalt a
gerincesekben, az eldzdekkel hasonld értékii Yukiura és mtsai. megfigyelése:
zebraddniokban az ATX szerkezete és miikodése (termelt LPA specieszek ardnya)
hasonl6 az emlds autotaxinéhoz, és a gén lecsendesitése embridkban sulyos érfejlédési
defektusokat eredményezett. Az egérembriokban megfigyeltekkel egybehangzoan, az

egyes LPA receptor gének lecsendesitése dnmagaban nem okozott sulyos érfejlodési
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rendellenességet a zebradanié embriokban sem. Ugyanakkor az LPA; és LPA4 gének
egylittes lecsendesitése mar igen hasonl6 allapotot hozott 1étre, mint az ATX géné
onmagaban, az LPA, pedig zebradaniokban is redundans funkcidju az LPA; receptorral
(181). Nagyon érdekes, hogy az ATX deficiens egérembriok hasonld defektusokba
pusztulnak bele, az egyedfejlodés ugyanazon stddiumaban, mint a Goyz KO-k (182).
Elképzelhetd tehat, hogy az LPA ezen az utvonalon keresztiil fejti ki hatdsat az

érhalozat kifejlodésekor.

Eddig azt lathattuk, mi torténik, ha hidnyzik az embriobdl az LPA, de Yukiura és mtsai.
egy friss tanulmanyban azt is megvizsgaltdk, mi torténik, ha — épp ellenkezdleg — tal
sok LPA termelddik. Ehhez olyan egereket hoztak létre, amelyek ATX taltermeld
transzgének, vagy ATX tultermeld kondicionalis transzgének. Az ATX taltermelés ez
utdbbi esetben tamoxifennel tetszdleges életkorban indukdlhato. Az ATX taltermeld
transzgén embriokban az ATX gén expresszios szintje nagyjabol 15-szorose lett a
kontrollokénak, és az ATX hidnyhoz hasonlo fejlédési stadiumban, hasonld érfejlédési
rendellenességeket mutatva pusztultak el. Ha az ATX tultermelddést sziiletés utan
indukaltak, a vérplazma ATX és LPA szintje napokon beliil megsokszorozodott. Ebben
az allapotban vizsgélva a retinat, karosodott vaszkulo- és angiogenezist tapasztaltak
(183). Mivel szamos olyan ¢lettani és korélettani allapotban irtak le magas ATX szintet,
amikben a vaszkulogenezis kiemelt szereppel bir (mint pl. terhesség, cirrhosis,
daganatok, 1. 1. tablazat), érdekes lenne tudni, hogy vajon ennek milyen klinikai
kovetkezményei vannak. A magas LPA szint kialakuldsanak egy masik lehetséges
mechanizmusa a taltermelddés mellett, ha a lebontas csokken. Az LPP3 (1. 2.2.3 fejezet)
enzim kiiitése egérben nem meglepd mddon ugyanugy a szikzacsko ereinek kialakulasat

gatolta, és intrauterin elhaldshoz vezetett (184), mint az ATX thltermelddése.

2.4.3.3. A lizofoszfatidsav szerepe az angiogenezisben

crcr

crcr

az LPA kemotaktikus hatdsu. Fokozta tobbek kozott borji embrionalis sziv eredeti
endotélsejtek, borju aorta endotélsejtek, borji pulmonalis artéria endotélsejtek ¢s huméan

endotélsejtek migracigjat (151, 153, 185, 186). Lee és munkatarsai in vitro ,,wound
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b

healing assay” segitségével vizsgaltdk az LPA hatdsat endotél monolayerben, és azt
talaltak, hogy az S1P-hez hasonléan mind az endotél proliferacidt, mind a migraciot
fokozta, és ez a folyamat pertussis-toxin fiiggd volt (152). Csirke chorio-allantois
membran assayben fokozta az 0j erek képzddését (187), bar mas kisérleti eredmények
szerint ugyanez a jelenség egér allantoisban nem volt megfigyelhetd (63). Ez utdbbi

esetben az LPA inkabb a mar meglévo ereket védte a széteséstol.

Az LPA-nak szerepet tulajdonitanak terhesség sordn a placentaban és az
endometriumban jatszodo angiogenetikus folyamatokban. Tokomura és kutatocsoportja
leirta, hogy terhesség soran megemelkedik a szérum lizofoszfolipaz D aktivitdsa, ami
eldrevetitte az LPA esetleges szerepét ebben az allapotban (24). Human endometrium
sejtek LPA-val kondicionalt médiuma fokozni képes human endometriélis kisér eredetii
fiiggdnek bizonyult (188). Hasonl6 folyamatok jatszodnak le a sargatest érésekor is, ami
szintén egy jellemzden angiogenezissel jard folyamat. A fenti kutatocsoportok leirtak,

hogy ovulécio eldtt a follikularis folyadékban LPA szaporodik fel (189), és human

crer

crer

keresztiil (190).

Kiilon emlitést érdemel az LPA angiogenetikus szerepe tumoros koriilmények
kozott, ugyanis az LPA nem csak a tumoros sejtek szaporoddsat és invazivitasat
fokozza, hanem a tumor vaszkularizaciojat is. Ezt a hatdsat elsOsorban annak
tulajdonitjdk, hogy tumoros mikrokdrnyezetben szdmos sejtben képes fokozni
kiilonb6zé angiogenetikus faktorok (elsésorban VEGF) termelését. Igen kiterjedt
irodalma van annak, hogyan fokozza az angiogenezist az LPA ndgyogyaszati
tumorokban, mint pl. petefészekrak, vagy méhnyakrak esetében. Jol ismert, hogy a
petefészekrak sejtjei LPA-ban gazdag mikrokdrnyezetet alakitanak ki maguk koriil
(191). Petefészekrak sejtek tenyészetének médiumat vizsgalva Jeon és munkatarsai azt
talaltak, hogy a médium LPA; receptor fiiggd modon fokozza human mesenchymalis
Ossejtek VEGF termelését, ¢és a folyamatban tobb jelatviteli 1t is érintett, mint a Rho,
PLC, vagy PI3K tutvonalak (192). Song és mtsai. kisérletes munkéja alapjan az LPA

petefészek tumorsejtek VEGF termelését fokozo hatasaban szintén a Rho ttvonal jatszik
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fontos szerepet (193). Vitatott, hogy az egyik ismert transzkripcids faktor, a
hipoxiaindukalt faktor 1 (HIF1) vajon érintett-e az LPA-kivaltotta VEGF termelésben.
Egyes kutatdsi adatok alapjan az LPA HIFla aktivacion keresztiil fokozza a VEGF
termelddést ovarium tumorsejtekben (194), mig a fentebb mar emlitett, Song és mtsai.
altal talalt eredmények alapjan nem (193). Ptaszynska és munkacsoportja eredményei
szerint petefészek tumorsejtekben a VEGF-A fokozza az ATX expressziot €s szekréciot,
az ATX fokozza az LPA4 receptor expresszidjat, az ATX altal termelt LPA pedig LPA4
receptoron keresztiil fokozza a VEGF receptorainak expressziojat. Jol lathatd, hogy ez
egy igen hatékony pozitiv visszacsatolasi kor, ami nagy mértékben fokozza a
tumorsejtek VEGF-re adott valaszkészségét (195). A LPA angiogenetikus hatasarol
méhnyakrak esetében igen részletes Osszefoglaldo kozlemény sziiletett a kozelmultban
(196), amiben szintén a korabban mar emlitett angiogenetikus faktorok, mint a VEGF ¢és

az IL-8 LPA-4ltal torténd fokozott termelését hangsulyozzak a szerzok.

2.44. A lizofoszfatidsav szerepe koros érvalaszok kialakulasaban

A 2. tablazat adataibol latszik, hogy az LPA hatassal van az érfal sejtjeinek a
fokozza a vérlemezke aktivaciot. Ezen folyamatok mind fontos I[épések az
ateroszklerdzis/trombozis ¢€és a vaszkularis remodeling kialakuldsaban, igy nem
meglepd, hogy az LPA ezen korallapotok kialakuldsaban fontos szereppel bir. Mivel e
betegségek gyakori eléforduldsa miatt ez a kérdéskor rendkiviil intenziv kutatasok
targya, az irodalmi adatok attekintése bdven meghaladja e dolgozat kereteit, ezért csak

néhany lényeges kutatasi eredmény bemutatdsara szoritkoznék ebben a témaban.

2.4.4.1. A lizofoszfatidsav és a neointima képzodés

A neointima képzddése fontos 1épése az erek sériilésre adott valaszanak és olyan
allapotok velejardja, mint a stentbetiltetés, érsebészeti beavatkozasok, vagy a turbulens
véraramlas. Az endotélsejtek sériilése gyulladdsos folyamatokat indit be, melyek tobb
1épésen keresztiil ahhoz vezetnek, hogy simaizomsejtek vandorolnak az erek media
rétegébdl az intimdba, ahol proliferalnak. Ez az érfal megvastagoddsahoz vezet, ami

stlyos esetben az ér elzarodasat is okozhatja. Tobb tanulmany is foglalkozik az LPA
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neointima képzddésben betdltott szerepével, bar az eredményeik nagymértékben
fiiggenek a neointima képzddését kivaltd ingertdl, és a vizsgalt fajtdl. Arteria carotis
ligacioval kivaltott neointima képzddés csokkent LPA; és LPA> receptor kétszeres KO
egerekben, de fokozott volt LPA; egyszeres KO egerekben (105). Ateroszklerozisra
fokozottan hajlamos ApoE KO egerekben az LPA1/LPA3 receptorokat gatlo Kil6425
kivédte az a. carotis sériilésre 1étrejovo neointima képzddést (197). Ennek hatterében a
szerzOk szerint a simaizom progenitor sejtek fokozott érfalba vandorlasa all, amit az
LPA; és LPA3 receptorok hatasara kialakulé kemokintermelés okoz. A neointima
képzddés az ateroszklerozis patogenezisének egyik kezdeti 1épése is, és nem csak
endotél sériilés indithatja el. Patkany és egér arteria carotis lumenébe lokalisan adott
LPA tipusok, elsésorban a telitetlen oleoil- és arachidonoil-LPA ¢és az éter-kotést
tartalmazo alkil-glicerofoszfat heteken beliil neointima képzddéshez vezet endotél
sériilés hianyaban is. Ezt a hatast elsdsorban a PPARy aktivacidja kozvetiti (13, 198,
199), bar az arachidonoil-LPA hataséra kialakulé neointima képzddésben valoszintileg
az LPA receptor és a G; fehérje is érintett (13). A PPARYy endogén antagonistaja, a cPA
(1. 2.3.3 fejezet) kivédte az alkil-glicerofoszfat neointima képzddést okoz6 hatasat (117).

2.4.4.2. A lizofoszfatidsav és az érelmeszesedés

A 24.1 fejezetben részletesen Kkifejtettem, hogy az ateroszklerotikus
mikrokdrnyezet az érfalban kedvezd feltételeket teremt az LPA termelddéséhez, és
ennek megfeleléen akkumulalédik a plakkokban mind allatkisérletes eredmények
szerint, mind human mérések alapjan (37, 38, 200). Az LPA az endotélsejtek adhézios
molekuldinak kifejez0désén keresztiil fokozza a vérben 1évé monocitdk kitapadasat és
hozzajarul a  vaszkularis  simaizomsejtek  fenotipusanak  atalakulasdhoz,
citokintermeléséhez ¢és szoveti faktor expresszidjahoz (hivatkozasokat 1. a 2.
tablazatban). Ezen cellularis hatdsok mind pro-aterogének, és az LPA tjabb, in vivo
adatok alapjan is segiti az ateroszklerozis kialakulasat, progressziojat (129, 201, 202). A
meszes plakkok ruptardjakor felszinre keriilé6 LPA-nak szerepet tulajdonitanak a rupttra
talajan kialakuld trombusképzddésben (37, 200). Bar az LPA bizonyosan aktivalja a
vérlemezkéket, az aktivalt vérlemezkék pedig fokozottan termelnek LPA-t (az LPA és a

vérlemezkék kapcsolatat részletesen 1. a 2.4.1 és 2.4.2 fejezetekben), az vitatott, hogy ez
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pozitiv visszacsatoldsi korként szerepet jatszhat-e a plakkruptara talajan kialakulo
trombusképzddésben (119). Kiilondsen érdekes lehet az LPA szerepe a mortalitasi és
morbiditasi szempontbdl egyik legjelentésebb betegség, az iszkémias szivbetegség
patogenezisében. Korondria betegekben tobb kutatas szerint is emelkedett az LPA
plazmakoncentracidja (l. 2.1.2 fejezet), és az emelkedett LPA-szintet nem csak a
periférias vérbol, hanem kozvetleniil az érintett koszoraérbdl is kimutattdk mar (203).
Leirtdk, hogy stabil anginaval rendelkezd betegek vérlemezkéi nagyobb aranyban
aktivalhatok LPA-val, mint egészséges emberekéi (176). Autotaxin festédés fokozodast
figyeltek meg koszorGér plakkokban, mely parhuzamos a plakk instabilitdsanak
novekedésével (29). Néhany éve tin. GWAS vizsgalat soran (genome-wide association
study) kimutattak 13 olyan 0j régiot az emberi genomban, amelyek polimorfizmusa a
koronaria betegség prediktiv faktorai. Ezek koziil az egyik az LPA hatés lokalizalasaért
felelds LPP3 enzimet kodolé PPAP2B gén, ¢s a polimorfizmusok feltehetéen az LPP3

csokkent expresszidjat okozzak (130), mely az LPA hatasainak fokozodasaval jar.

2.4.5. A lizofoszfatidsav szerepe az értonus szabalyozasaban

Tobbszor is emlitettem mar dolgozatomban, hogy a lizofoszfatidsav bioldgiai
szerepének megismerése éppen a simaizomra ¢és a keringési rendszerre kifejtett akut
hatasanak felfedezésével kezdddott kozel 50 évvel ezeldtt. Ennek ellenére ez a teriilet
joval kevésbé keriilt a kutatdsok homlokterébe, mint pl. az LPA fejlédés- ¢és

tumorbioldgiai hatasa.

2.4.5.1. A kardiovaszkularis rendszer szabdlyzo folyamatainak és az értonus

szabdlyozdsdanak rovid dttekintése

A kardiovaszkularis rendszer szabalyzé folyamatainak 6 célja a megfeleld szoveti
perfuzid biztositasa ¢€és a fiziologias vérnyomadsszint fenntartdsa. A befolyasolt
kardiovaszkularis paraméterek mindkét esetben a sziv perctérfogata és az erek
véraramlassal szembeni ellenalldsa. Az erek ellendlldsa (leegyszertiisitve) az ératmérd
fliggvénye, amit végsd soron az erek faldban talalhatdo simaizomsejtek (és esetleg
pericitdk) téonusa hatdroz meg, ¢és a simaizmon konvergdld vazokonstriktor ¢&s

vazodilatator hatasok ereddjétdl fligg. Az értonust lokalis (vagy intrinzik) és szisztémas
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(vagy extrinzik) szabalyozé mechanizmusok allitjdk be, ez utdbbiak elsdsorban az
autonom idegrendszer milkddéséhez kapcsolodd neurohumoralis faktorok (pl.
szimpatikus ~ vazokonstriktor ~ tonus, keringd angiotenzin II). A  lokalis
keringésszabalyoz6 mechanizmusok kozé tobb, egymassal parhuzamosan jatszodod
folyamat tartozik. A miogén szabalyozas a simaizomsejtek fesziilésre adott kontrakcids
valaszédhoz kapcsolodik, célja a valtozo perfuzids nyomastol fiiggetleniil kozel allando
értéken tartani az éren atfolyd vér mennyiségét (keringési autoregulacio). A szovetek
miikddése soran olyan mikrokornyezet alakul ki az erek koriil (pl. szoveti oxigéntenzid
csokkenése, pH csokkenés, laktat-felszabadulas, stb.), amik egyben vazodilatator
tizenetként szolgalnak az érfalnak, biztositva a szovetek miikodéséhez sziikséges
véraramlast. Ezt a folyamatot metabolikus szabalyozasnak nevezziik. Az endotéliumnak
sokrétli szerepe van az értonus beallitasaban, mind vazokonstriktor, mind vazodilatator
tizeneteket kozvetithet. Az éaramld vér nyirdfesziiltséget generdl az endotélium
aramlas indukalta retrograd vazodilatacionak, ami hozzajarul a szervek novekedett
vérellatdsanak biztositdsdhoz. Az endotéliumnak szamos receptora van, ami a vérben
keringd, vagy lokalisan termel6dé humoralis faktorok hatasara vazokonstriktor, vagy
vazodilatitor anyagok termelddésére hatva kozvetett modon szabalyozza a
simaizomsejtek tonusat. Természetesen a simaizomsejtek maguk is rengeteg receptorral
rendelkeznek, igy érzékelik az endotélium és a vér feldl érkezé humoralis tényezdket,
mechanikai  hatdsokat, a  rajtuk  végz6dé  idegrostokbol  felszabadulo
neurotranszmittereket, és az alatta fekvd szovetek metabolikus aktivitasat. Az itt
felsorolt tényezok egyiittesen allitjak tehat be az erek tonusat, ami pedig visszahat mind
a szoveti perfuziéra, mind a vérnyomadsra, igy zarva a kardiovaszkularis

szabalyzokoroket (204).

2.4.5.2. A nitrogén-monoxid szerepe az értonus szabdlyozdsdaban

1980-ban fedezte fel Furchgott és Zawadski az endotélium-fiiggd relaxaciot (205),
az acetilkolin (ACh) erekre kifejtett hatasat vizsgalva. Azt talaltdk, hogy ha izolalt erek
preparalaskor kiilonosen vigyaznak arra, hogy az erek belsd sejtrétege ép maradjon,
akkor az ACh nem a simaizmokon keresztiili, mar korabbrol ismert konstriktor hatasat

latjak, hanem relaxaciot. Ezt kovetden Furchgott és mtsai. azt is felfedezték, hogy ez a
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hatas valamilyen szabadgyokszert, instabil anyagnak kdszonhetd, amit az endotélsejtek
termelnek, és a simaizomsejtek szolubilis guanilat ciklaz enzimére hatva okoz
relaxaciot. Akkor ezt az anyagot endotélium eredetli relaxald faktornak nevezték el
(endothelium derived relaxing factor, EDRF) (206). Néhany éven beliil tisztaztak, hogy
az EDRF nagy val6szinliség szerint a nitrogén-monoxid (NO) (207, 208), és ez a
tudomanyos eredmény olyan mértékben jarult a kardiovaszkularis miikddések
megértésé¢hez, hogy Furchgott, Ignarro és Murad Nobel dijban részesiiltek érte. Az azdta
eltelt 30 évben o6ridsi ismeretanyag halmozddott fel a NO kardiovaszkularis hatasaival
kapcsolatban, amik koziil talan a legjelentdsebbek, hogy vazodilataciot okoz, gatolja a
vérlemezkék aktivacidjat (209), valamint fenntartja az erek anti-trombogén ¢és anti-
aterogén tulajdonsagait (210), mindezek kovetkeztében pedig hidnya szamos

kardiovaszkularis betegség koroki tényezdje.

Az endotélsejtek NO termeléséért elsdsorban az endotelidlis nitrogén-monoxid
szintaz enzim (eNOS) felelds, mely enzim miikodése rendkiviil precizen, egymastol
fliggetlen modokon szabalyozott (211). Az enzim nyugalmi koriilmények kozott az
endotélsejtek membranjanak betiiremkedéseiben, a kaveolakban talalhat6, kaveolin
fehérjéhez horgonyozva. Ez a kotddés megakadalyozza a kalmodulin kapcsolodasat az
eNOS-hoz, igy azt gatolja, ugyanis az eNOS maximalis katalitikus aktivitdsahoz
kalmodulinra van sziikség. Szamos agonista, amely G-fehérjéhez kapcsolodva képes
elinditani az endotélsejtek Ca**-mobilizalasat, kalmodulin-fiiggd modon aktivalja az
eNOS enzimet. Az enzim aktivitdsat foszforilacios/defoszforilacidos rendszerek is
képesek modulalni. Tobb kulcsfontossagi szerin és treonin aminosav is ateshet ilyen
poszttranszlacios modosuldson, melyek akar aktivald, akar gatlo hatdsuak lehetnek. Az
egyik ilyen kulcsfontossagi aminosav a human eNOS 1177-es szamu szerinje, melynek
foszforilacidja — melyet szamos kinaz medialhat, pl. az Akt/protein kinaz B, a protein
kindz G, vagy a kalcium/kalmodulin dependens protein kindz II — mind a kalmodulin
kotés stabilizalasaval, mind a katalitikus aktivitas kdzvetlen fokozasaval képes aktivalni

az eNOS-t (211).
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2.4.5.3. A lizofoszfatidsav akut hatdsa a vérnyomdsra

1970-es évek végén Tokumura munkacsoportja egy kisérletsorozatban arra
kereste a valaszt, hogy a szdjabab lecitin — amely szamos foszfolipid keverékébdl all —
melyik komponense lehet felelds annak vérnyomasemeld hatasaért (3). Izolaltak a
sz6jabab lecitinbdl egy polaris, savas foszfolipid frakciot, amely altatott patkanyok
vérnyomasat doézisfiiggd modon emelte. A vérnyomasndvekedés jelentds, de atmeneti
volt, €s nem szlint meg sem az adrenerg receptorok gatlasara, sem a gerincveldi
szimpatikus idegek atvagasanak hatasara (spinalis allat). Tovabbi kisérleteikben
azonositottak, hogy a presszor hatasu savas foszfolipid a lizofoszfatidsav, pontosabban
mintegy 50%-ban linoleoil-LPA, kisebb mértékben palmitoil-, oleoil-, sztearoil- és
linolenoil-LPA (2). Ezt kovetden enzimatikus tton eldallitottak, majd tisztitottak
kiilonbozdé lanchosszu ¢és telitetlenségi foku LPA-kat, és azt talaltak, a legerdsebb
vérnyomasemeld hatds a tobbszorosen telitetlen LPA-khoz kapcsolodik. Azt is
megfigyelték, hogy az LPA nem egyformdn hat az egyes allatfajokban: mig patkanyban
¢s tengerimalacban noveli a vérnyomast, addig macskéban és nyulban csokkenti azt
(85). Tokumura munkacsoportjanak fent felsorolt kisérletei nem adnak valaszt arra,
hogy az LPA milyen kardialis vagy vaszkularis sejttipus(ok)on keresztiil fejti ki hatasat
a vérnyomadsra, bar leginkabb direkt érsimaizom-hatasnak gondoltadk. Schumacher és
munkatarsainak ezzel egyidében zajlo kutatasa az LPA vérlemezkékre gyakorolt hatasat
vizsgalva (melyet korabban mar kifejtettem a 2.4.2 fejezetben) arra a kovetkeztetésre
jutott, hogy macskakban az LPA vérnyomascsokkentd hatasa nem az LPA vazoaktiv
hatasabol fakad, hanem a fokozott vérlemezke aggregaciobol. A tiido ereiben 1étrejovo
embolusok megnovelik a kisvérkori érellendllast, ami a perctérfogat csokkenését okozza
— minél nagyobb a kisérleti allat vérlemezkeszama LPA adés el6tt, annal sulyosabb,
akar halalos keringési elégtelenség alakul ki benne (140). Ebbdl kiindulva Tokumura
laboratériuméban tovabb elemezték a macskakban LPA adéasara 1étrejové vérnyomas-
valaszt. Azt vették észre, hogy a vérnyomdasvalasz bifazisos, egy kezdeti gyorsan
kialakuld atmeneti csokkenésbdl és egy ezt kovetd, szintén atmeneti novekedeésbol all.
Az egyes komponensek kialakulasa ugyanakkor a vizsgalt LPA tipusatdl fiigg, mind az
oldallancok hosszatol, mind telitetlenségiik fokatol, mind kapcsolodasi modjuktol.
Patkanyokhoz hasonldan, a tobbszorosen telitetlen LPA-k vérnyomasemeld hatasa

macskadkban is erdsebb, és a szerzOk ezt direkt érsimaizom hatasnak tartjak (212). A
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vérnyomascsokkenés ugyanakkor valoszinlileg vérlemezkék miikodéséhez kotott:
ugyanolyan oldallancu, de alkil-LPA sokkal hatékonyabban csdkkentette a vérnyomast,
ami — bar ezt akkor még nem tudhattak — a vérlemezkék LPA érzékenységéhez (93) és

az LPA;s receptor ligandszelektivitasdhoz (12) hasonlit.

Hogy az LPA pontosan milyen sejtekre hatva, milyen receptorok és jelatviteli utak
¢érintésével fejti ki hatdsat/hatdsait a vérnyomadsra, kutatdsaink kezdetekor nem volt
teljesen ismert, ahogyan az sem, van-¢ szerepe az LPA-nak a vérnyomas
szabalyozasaban élettani vagy korélettani koriilmények kozott. Panchatcharam és mtsai.
megvizsgaltak, hogy az LPA 1-es és 2-es receptoranak hianya — kiilon-kiilon, és egytitt
is — fehér egerekben okoz-e eltérést a nyugalmi vérnyomasukban, és az LPA intravénds
adasara kialakul6 vérnyomasvalaszban. Eredményeik szerint az LPA — a patkdnyokhoz
¢s tengerimalacokhoz hasonloan — egerekben is okoz atmeneti vérnyomas emelkedést,
azonban az emlitett receptorok sem ennek a kozvetitésében, sem a nyugalmi vérnyomas
kialakitdsdban nem jatszanak szerepet (105). Heise és munkacsoportja, amikor az
akkoriban ismert edg-tipusi LPA receptorok vizsgalatdhoz tervezett kiilonb6z6 agonista
¢s antagonista hatast ligandokat (un. VPC szarmazékok), ezen anyagok hatasat
leellendrizte a Tokumura &ltal is hasznalt patkany-modellben. Azt talaltdk, hogy az
LPA|3 szelektiv agonista VPC31143 kis mértékben bar, de utdnozza az LPA
vérnyomasemeld hatasat (213). Okusa és munkacsoportja sem az LPA3 receptor
szelektiv agonistajanak, sem az LPA1/LPAj3; receptorok gatloszerének hatidsara sem
tapasztalta a nyugalmi vérnyomas megvaltozasat éber, szabadon mozgoé C57Bl/6
egerekben (214). Saga ¢és mtsai. uretdnnal altatott patkdnyok vérnyomasat mérte
duodenumba adagolt autotaxin inhibitor addsat kovetden. A plazma autotaxin aktivitasat
mar 3 mg/kg dozisban is majdnem 100%-ban lecs6kkentd ONO-8430506 a plazma LPA
Ugyan a dozisat 10 mg/kg-ra ndvelve a vérnyomadst szignifikansan csokkenti — és ez
egybevagna azzal, hogy kiviilrél adott LPA patkdnyban emeli a vérnyomast (1.
Tokumura eredményei) — de mivel ez mar nem jar tovabbi autotaxin-aktivitas
csokkenéssel, igy ez a hatds valoszinlileg nem az LPA plazmébol valo eltiinésével
kapcsolatos (215). Az LPP3 enzim endotélspecifikus, indukalhato kiiitése egérben
ugyan nem jar a plazma LPA szintjének megvaltozasaval, de tobb adat is arra utal, hogy

az endotélsejtekben lokalisan tobb LPA-medialta folyamatban is szerepe van. Erdekes
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modon, ezeknek az egereknek a szisztolés vérnyomasa elmarad kontroll tarsaikétol, ami
utalhat arra, hogy az endotélsejtek kdrnyezetében felszaporoddé LPA-nak vazodilatator
hatasa lehet (135). Korélettani koriilmények kozott, spontan hipertenziv patkanyokban
az LPA intravénas adasara jelentdsebb vérnyomas emelkedés alakult ki, mint kontroll
egyedekben (216). Ebben a publikacioban két érdekes, de nem részletezett
megallapitasra jutottak a szerzék: az LPA vérnyomdsemeld hatdsaban a kiilonbség
kizarolag ¢éber patkdnyokban volt megfigyelhetd, altatottakban nem, illetve a

vérnyomasemeld hatas kismértékben csokkent tromboxan-szintézist gatlo szer adasara.

2.4.5.4. A lizofoszfatidsav hatdsa az endotélsejtek nitrogén-monoxid termelésére

Korabban mar részletesen — bar a dolgozat kiilonb6z6 pontjain — dsszefoglaltam,
hogy az endotélsejtek felszinén mind az autotaxin enzim, mind lipid foszfat foszfatdzok,
mind pedig az eddig megismert LPA receptorok megtalalhatoak. A 2. tablazat adataibol
jol latszik, hogy a lizofoszfatidsavnak sokrétli szerepe van az endotélsejtek
miikddésének szabalyozasdban, amibdl az egyik az endotélsejtek NO-felszabadulasanak
befolyasolasa. Az erre vonatkozo6 irodalmi adatok némileg ellentmondasosak, ugyanis

mind az NO-termelés csokkenését, mind annak fokozddasat kivalthatja az LPA.

Chen ¢és munkatdrsai arra keresték a valaszt, hogy az ateroszklerotikus
folyamatokban szerepet jatsz6 LPA okozhat-e endotéldiszfunkcidt, ezzel is hozzéjarulva
a betegség patogeneziséhez. Sertés koszoriér preparatumaikat hosszl tdvon (24 6ran
keresztiil) inkubaltdk LPA-val, hogy utdnozzdk az ateroszklerotikus kornyezetben
megnovekedett LPA szintet. Az inkubacidé dozis-fiiggd modon gatolta a bradikinin
vazodilatator hatdsat a sertés koszortiérben, aminek magyarazatat abban taldltak, hogy
LPA hatasara szabadgyokok képzddnek, és az eNOS expresszioja lecsokken. E két
utobbi jelenséget tenyésztett human korondria artéria endotélsejtekben (HCAEC) is
igazoltak (156). Erdekes, hogy ugyanez a munkacsoport mar évekkel a fenti publikacid
elétt megfigyelte, hogy a lizofoszfatidil-kolin (LPC) — ami az LPA eldanyaga (1. 2.2
fejezet) — pontosan ugyanazekkel a hatdsokkal bir sertés koronaridban (217), Rao és
mtsai. pedig hasonlo jelenséget figyeltek meg egér aortaban (218). Eléfordulhat, hogy
az LPC ezen hatasanak hatterében LPA képzddés és kovetkezményes LPA receptor

aktivacio all.
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Az LPA Kkiilonb6zd tenyésztett endotélsejtekben fokozza az eNOS aktivitasat
(157-159), bar ennek mechanizmusa az irodalmi adatok alapjan ellentmondasos. Kou és
mtsai. eredményei alapjan borji aorta endotélsejtekben (BAEC) az eNOS aktivacidja
foszforilacidhoz kotott, amit a foszfatidil-inozitol-3-kindz (PI3K) enzim kézvetit (158),
mig szintén BAEC sejtekben Montagnani és mtsai. szerint ugyanez az utvonal nem
jatszik szerepet az LPA NO termelést fokozd hatasdban (159). Ezeket az
ellentmondasokat magyarazhatja, hogy sejtkulturaban nagyon megvaltozhatnak az
endotélsejtek tulajdonsagai: pl. tenyésztett BAEC sejtek génexpresszidos mintazata
jelentésen megvaltozik frissen izoldlt BAEC sejtekhez képest (219), human
koldokzsinor véna endotélsejtek (HUVEC) pedig kultardban elveszitik felszini
glikokalix rétegiiket (220). Kutatasaink kezdetekor nem volt ismert, hogy az LPA in

situ, vagy in vivo képes-e a vaszkularis endotélsejtek NO-termelését befolyasolni.

2.4.5.5. A lizofoszfatidsav szerepe az erek mechanotranszdukcios folyamataiban

Az értdnus szabalyozéasaban fontos szerepe van az ereket kitoltd vér altal generalt
fizikai er6knek. Ilyen erdk az aramlo vér altal keltett nyirderd, mely az ereket béleld
endotélsejtek felszinén hat, és a vérnyomads altal generalt cirkumferencidlis fesziilés,
amit mind az endotélsejtek, mind a simaizomsejtek érzékelnek. Ezek az erdk
szignaltranszdukciés folyamatokat inditanak el, amik szdmos élet- és korélettani
folyamatot szabalyoznak az erekben, tobbek kozott az értoénust. A nyirderd
novekedésének akut hatasa az erek relaxacioja, mely dontéen NO- ¢€s prosztaciklin
felszabadulason keresztiil torténik, az érfal fesziilésének novekedése pedig
vazokonstrikcidhoz vezet — miogén valasz — ami a keringési autoregulacio alapja (221).

Irodalmi adatok alapjén a lizofoszfatidsav mindkét folyamatban érintett.

Ohata ¢s munkacsoportja éveken keresztiil vizsgalta, hogyan hat az LPA olyan
sejtekre, melyek mechanoszenzitiv kationcsatorndkkal rendelkeznek. Kezdeti
eredményeik szerint az LPA érzékenyit tobb sejtféleséget is a mechanikus ingerlésre,
vagyis az altaluk alkalmazott enyhe mechanikus hatas (fiziologids mértékii nyomo-nyir6
erd) onmagaban nem, de LPA jelenlétében lokalis kalcium-jeleket valt ki (222). Ezt a
hatast az LPA BAEC sejtekben ugy valtotta ki, hogy mechanoszenzitiv kationcsatornan

keresztiili Ca®"-bearamlést erdsitett fel (223). 10 év telt el, mire megfigyelésiiket in situ,
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egérbdl izolalt aorta szeleteken is igazoltdk (224). Az aorta szeleteket nyiréeronek
kitéve (és csak akkor) az LPA kontrakciot valtott ki, és ez endotélium-, COX- és TXAx-
fliggd volt (225). Hogy megtudjak, a fenti jelenségnek van-e szerepe az erek
kontrakcios és relaxacios valaszaiban, kis mesenterialis artéridkat vizsgaltak nyomas
miograf segitségével. Eredményeik szerint mig az LPA-nak 6nmagéaban (3 pM) nem
volt hatasa az ératmérdre, addig dozis-fliggd moddon fokozta a PE-nel indukalt
kontrakcios készséget és gatolta az eNOS-fliggd vazodilataciot. Mindkét hatasért COX
aktivacié és kovetkezményes TXA» felszabadulas volt felelds, és csak az endotélium
épsége esetén volt megfigyelhetd (226). Egy masik munkacsoport cremaster arteriolak
miogén valaszat vizsgalta LPA jelenlétében, és azt talaltdk, hogy az LPA LPAis;
receptor medialta szabadgyok-képzodésen keresztiil erdsiti fel a miogén

vazokonstrikciot (166).

2.4.5.6. A lizofoszfatidsav kiozvetlen hatdsa az erek atmérdjére, tonusdra

Nagyon kevés ismerettel rendelkeziink arra vonatkozéan, hogy éllhat-e az LPA
intravénds adasara létrejové vérnyomasnovekedés hatterében valamilyen kozvetlen,
erek simaizmara kifejtett hatés, illetve, hogy az LPA nitrogén-monoxid felszabaditd
képessége van-e hatdssal az értonusra. Az elsd kérdést mar Tokumura munkacsoportja
is probalta vizsgalni 1995-ben megjelent munkajukban (216). Sajat kutatasaik addigra
mar igazoltdk, hogy kiilonboz0 szervekbdl preparalt simaizomban az LPA képes
kontrakciot kivaltani (pl. méh (227) és vékonybél (228) esetében), illetve LPA az
intracellularis Ca”**-koncentraciot megemeli patkdny aorta simaizom sejtekben (163).
Ezért megvizsgaltdk patkany aorta gyiiriik kontrakciés valaszat LPA hatasara. Erdekes
moédon kontrakcids valaszt nem tapasztaltak, csak enyhe tonuscsokkenést, azt sem

minden vizsgalati koriilmény esetében (216).

Tigyi Gabor ¢és munkacsoportja ugyanebben az évben publikalta, hogy a
lizofoszfatidsav dozisfliggd vazokonstrikcidt okoz pidlis erekben (229). Vizsgalataikat
Ujsziilott malacba épitett zart koponyaablak mellett végezték, az LPA-t lokalisan adtak a
koponyaablakot kit61td mesterséges cerebrospinalis folyadékba (aCSF). Az LPA direkt
konstriktor hatasa mellett jelentdsen csokkentette az izoproterenolra és a hiperkapniara

adott pialis vazodilataciot. Az LPA ezen hatasait a Gi-gatld pertussis-toxin (PTX)
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elékezelés teljes mértékben kivédte. Emellett LPA hatisara az aCSF cAMP tartalma
dozis-fiiggd moddon lecsdkkent, amit szintén kivédett a PTX eldkezelés. Bar ekkor még
az LPA receptorokat nem azonositottak, ezek a megfigyelések egyértelmiien a Gi-cAMP
jelatviteli ut érintettségére utaltak. Caner ¢€s munkatarsai szintén tapasztaltak
vazokonstrikciot, amikor az LPA-t lokalisan alkalmaztak éber nyulak arteria basilarisan

(230).
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3. CELKITUZESEK

Annak ellenére, hogy a lizofoszfatidsav szertedgazd szerepet tolt be a
kardiovaszkularis rendszer miikddésének szabdlyozasaban mind ¢lettani, mind
korélettani  koriilmények kozott, az értonusra gyakorolt hatasaval kapcsolatos
ismereteink tobbnyire kozvetettek és hianyosak. Az eldzé fejezetben Osszefoglalt
kutatasi eredmények arra utalnak, hogy az LPA az erek 0sszehuzdodasat és elernyedését
egyarant képes lehet kivaltani, illetve befolyasolni tudja az erek biomechanikai
stimulusokra ¢és farmakonokra adott valaszkészségét. Mig az LPA direkt
vazokonstriktor hatdsa részben mar ismert volt, esetleges vazorelaxans hatasarol

kutatasaink kezdetekor semmilyen irodalmi adat nem allt rendelkezésre.
Kisérleteink sordn ezért a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

e Van-e a lizofoszfatidsavnak endotél-fiiggd vazoaktiv hatasa, elsésorban

o képes-e a lizofoszfatidsav NO felszabaduldson keresztiil befolyasolni az értonust, és
ha igen, akkor az

¢ milyen receptor(ok) kozvetitésével, milyen jelatviteli itvonal(ak)on keresztiil valosul
meg?

o Kifejezddnek-e a lizofoszfatidsav receptorai €s az autotaxin az endotélsejtekben?
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4. MODSZEREK

4.1. Kisérleti allatok

Munkacsoportunk szamos genetikailag modositott egértorzzsel rendelkezik. Az
egerek jelentds részét sajat allathdzunkban tenyésztjiik, vagy kutatasi egyiittmikodés
keretei kozott jutunk hozzdjuk. A jelen tanulmanyban felhasznalasra keriild egerek
genetikai hattere C57Bl/6J, kontrollként ilyen egereket hasznaltunk fel és a
késobbiekben vad tipusként (WT, wild type) hivatkozom rajuk. A genetikailag
modositott egerek tipusat €s szarmazasi helyét a 3. tablazat tartalmazza, a genotipust
minden esetben kisérlet elott és utan is ellenoriztiik. A kisérleteket felnott, him (életkor:
90-120 nap) egereken végeztik. Az egereket 12 o6rds vilagos/sotét ciklus mellett
tartottuk, és korlatlanul jutottak ivovizhez ¢és standard taplalékhoz. Az allatkisérletes
munka a Semmelweis Egyetem Klinikai Kisérleti Kutatd Intézetben késziilt, kivéve az
LPA receptor KO allatokon végzett kisérleteket, amiket Tigyi Gébor és Kafait U. Malik
professzorok jévoltabol a University of Tennessee Health Science Center Elettani és
Farmakologiai Intézeteiben végeztem. Minden beavatkozas a Semmelweis Egyetem és a
University of Tennessee Health Science Center allatvédelmi szabalyzatainak

megfelelden tortént.

3. tablazat Jelen dolgozathoz felhasznalt genetikailag modositott egértdrzsek

Genotipus  Hattér Szarmazas

eNOSKO C57Bl/6] Charles River Laboratories (Isaszeg, Magyarorszag)

COX1 KO C57Bl/6]J Ingvar Bjarnason (Department of Medicine, Guy’s, King’s College,
St. Thomas’ School of Medicine, London, UK)

PLCe KO C57Bl/6] Alan V. Smrcka (University of Rochester School of Medicine,
Rochester, NY, USA) (231)

LPA; KO  C57Bl/6J Jerold Chun (Scripps Research Institute, La Jolla, CA, USA) (100)
LPA; KO C57Bl/6J  Jerold Chun (Scripps Research Institute, La Jolla, CA, USA) (94)
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4.3. Erpreparatumok el6készitése miografos kisérletekhez

A kisérletekhez felhasznalasra keriilé aortaszakaszok preparalasa a
munkacsoportunk altal kordbban leirt metodikaval tortént (232). Eterrel vagy
izoflurannal mélyen altatott egereket transzkardialisan 10 ml heparinizalt (10 1U/ml)
Krebs oldattal perfundaltunk. A mellkasi aortat (thoracic aorta, TA) illetve a hasi aortat
(abdominal aorta, AA) mikroszkép alatt (M3Z, Wild Heerbrugg AG, Gais, Svijc)
megtisztitottuk a zsirtdl és kotdszovettdl. Ezutan a kovetkezd Osszetevoket tartalmazo,
karbogén gézzal atbuborékoltatott (95% O, 5% CO.) szobahdmérsekletli Krebs oldatba
helyeztiik: 119 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 1,2 mM KH2POg4, 2,5 mM CaCl,-H20, 1,2 mM
MgS0O47H>0, 20 mM NaHCOs, 0,03 mM EDTA és 10 mM glikéz, pH=7,4. Az
erekbdl kb. 3 mm hosszisagu gytirtiket preparaltunk és konvencionalis miograf rendszer
(610M Multiwire Myograph System; Danish Myo Technology A/S, Aarhus, Dénia)
rozsdamentes acél értartd tliire (d=200 pm) helyeztik. Az endotélium épségére
kiilondsen vigyaztunk a preparalas soran. Ez alol kivételt jelentettek azok a vizsgalatok,
amikor az endotéliumot szandékosan roncsoltuk. A roncsolashoz sebészi fonalat
huztunk at tobbszor dvatosan az ér lumenében (Supramid pszeudo-monofil poliamid
varrdanyag, 3/0 méret, B. Braun Medical Kft., Budapest). Kisérleteink soran az

endotélium eltavolitasanak sikerességét az acetilkolin-okozta relaxacid hidnya jelezte.

4.4. Az értonus vizsgalata miografos kisérletekben

A miografok szervfiirdéit 6 ml Krebs oldattal toltottiik fel és karbogénnel
buborékoltattuk at. Az ereket 30 percig pihentettiik az értartokon, mikdzben a Krebs-
oldat homérsékletét 37 °C-ra emeltiik és bedllitottuk az erek nyugalmi fesziilését. A
nyugalmi tonus értéke TA-k esetében 15 mN, AA-k esetében pedig 10 mN;
munkacsoportunk korabbi tanulmanya alapjan ezek mellett az ,,optimalis” passziv

tonusok mellett kaphatéak maximalis érvalaszok (232).

A 30 perc elteltével lecseréltiik a Krebs-oldatot hasonld, de 124 mM K'-t tartalmazo
oldatra (K*-Krebs) 1 percen keresztiil, majd néhany kimosas és az alaptonus visszatérte
utdn 10 uM fenilefrinnel (PE) prekontrahaltuk és 0,1 puM acetilkolinnal (ACh)
relaxaltuk oket. Ez a teszt szolgalt a simaizom ¢s az endotélium ellendrzésére, a nem

reagald ereket — vagy endotél-irtott erek és eNOS KO-k esetében éppen az ACh-ra jol
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reagalokat (nem elégséges endotél-irtas, vagy valdsziniisithetden nem KO egér) — mar

ekkor kizartuk a tovabbi kisérletekbdl.

Tobbszori kimosas €s a nyugalmi tonus visszatérte utan ismételt, de ez esetben 3
percig tartd K'-Krebs expozicié kovetkezett. Az igy kialakuld érvalaszt tekintettiik a
késébbiekben referencia-kontrakcionak, ¢és hasznaltuk a vazokonstriktor anyagok
hatdsanak normalizélasara. Kimosés és a nyugalmi tonus visszaallta utan PE (10 nM —
10 uM) és ACh (1 nM — 10 uM) kumulativ dozis-hatas 0sszefiiggését vizsgaltuk meg az

érsimaizom ¢€s az endotélium valaszkészségének pontos tesztelése érdekében.

Kimosast, majd 30 perc nyugalmi peridodust kdvetden a TA-k egy részében valamint
a deendotelizalt aortagylirikon megvizsgaltuk, hogy az egyes LPA tipusok okoznak-e
értonus fokozodast. A tobbi éren a korabbi dozishatds-Gsszefliggést tanulmanyozva
olyan PE koncentraciot alkalmaztunk, amellyel a referencia-kontrakcio 70-90
szazalékanak megfeleld eldfeszitést hoztunk Iétre. Ennek stabilizdloddsat kovetden
megvizsgaltuk, hogy az LPA tipusok képesek-e vazorelaxacidt kivéltani. A tovabbi
kisérleteket a legnagyobb relaxaciot kivaltd oleoil-LPA-val végeztiik. (A kiilén nem
specifikalt, csak LPA-ként hivatkozott LPA fajta mindig az oleoil LPA-t jeloli a
késobbiekben.) Az LPA hatas dozisfiiggését a gyorsan kialakul6d deszenzitizacidé miatt

nem kumulativ modon, hanem egyedi kisérletekben vizsgaltuk.

Az LPA okozta relaxacio jelatvitelének vizsgalatdhoz a kiilonb6zé enzim
inhibitorokat és receptor gatloszereket kétféle médon alkalmaztuk. Wortmannin, MK-
2206, Kil6425 ¢s AMO095 esetében az LPA expozicid eldtt 30 perccel kezdtiik el
inkubalni az ereket, és a gatloszer az LPA kezelés alatt is az oldatban volt. Ezen a
protokollon azonban valtoztatni kellett, amikor a PLC enzim esetleges szerepét
szerettiik volna megvizsgalni. A PLC gatloszerei — az U73122 valamint az edelfosine —
ugyanis az érkddakban hasznalva érthetd modon nem csak az endotéliumban, hanem a
simaizomsejtekben is gatoljak az enzimet. Igy azonban az ereken az ugyanezt az
utvonalat aktivalo PE-nel nem lehet prekontrakcidt létrehozni és az LPA relaxans
hatdsat vizsgalni. A PLC endotélium-szelektiv gatldsara a kovetkezé6 modszert
alkalmaztuk: a perfiiziés oldatban hoztuk létre a sziikséges gatloszerkoncentraciot, és a

szokasosnal tobb, 20 ml gatloszeres Krebs oldattal nagyon lassan perfundaltuk az
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allatokat, hogy az ér lumenében aramlod gatldszerrel hosszu ideig érintkezhessenek az
endotélsejtek. A kontrollkisérleteket is hasonloan végeztik: az U73122 inaktiv
analogjat az U73343-at, vehikulumukat a DMSO-t, valamint az edelfosine vehikulumat,
az etanolt is minden esetben a perfuzios oldathoz adtuk. Hogy ne teljen el sok id6 a
gatloszer beaddsa és az LPA tesztelése kozott, kihagytuk az érreaktivitas kezdeti
ellendrzését. Hogy sikertiilt-e gatolnunk szelektiven az endotelialis PLC-t, tigy tudtuk
igazolni, hogy ép PE dozis-hatast kovetden az ismerten PLC-fliggd ACh nem relaxalta a
kezelésen atesett ereket. Ugyanezen kisérletekben annak igazolaséara, hogy a gatloszer a
jelatviteli utat gatolta, és nem a simaizom NO-érzékenységét, az NO-donor

nitroprusszid-natrium (sodium nitroprussid, SNP) hatasat is megvizsgaltuk.

4.5. Endotelialis LPA receptorok és autotaxin expresszio-analizise
4.5.1. [Egér aorta endotélsejtek izolalasa

Az endotélsejteket egy korabban leirt moédszer kisebb moddositasaival izolaltuk
(233). Az egereket éterrel elaltattuk, majd 10 ml 10 U/ml heparint tartalmaz6 Krebs-
oldattal perfundaltuk, hasonléan, mint a miografos kisérleteket megelézéen. Az aorta
lumenét DMEM oldattal (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Lonza, Verviers,
Belgium) atmostuk, és feltoltottiik 2 mg/ml II-es tipusu kollagendzt (Worthington
Biochemical, Lakewood, NJ, USA) tartalmaz6 DMEM oldattal. Az aortat mindkét
végén fonallal lekotottiik, kivagtuk az allatbol, DMEM oldatba helyeztiik és 45 percen
keresztiil 37 °C-on inkubaltuk. Ezt kovetden a lument 3 ml DMEM oldattal atmostuk,
hogy kinyerjik bel6le az endotélsejteket. Az igy kapott sejtszuszpenziot két
centrifugacsObe szétmértiik, és 1200 fordulat/perc sebességgel 5 percen keresztiil
centrifugaltuk. Az elsd csében 1évo iiledéket 300 ul RNAlater oldatban (Ambion,
Austin, TX, USA) vettiik fel, majd az RNS izolalasig hiitdszekrényben taroltuk. A
masik csében 1évé mintdt immuncitokémiai vizsgdlathoz készitettiik eld: az tiledéket
reszuszpendaltuk 20% FBS, 100 U/ml penicillin és 100 pg/ml streptomycin tartalmu
DMEM-ben, feddlemezre pipettaztuk és egy €jszakan keresztiil 37 °C-on inkubaltuk,
hogy a sejtek kitapadhassanak. Az immuncitokémiai vizsgalat célja az endotélsejtek
relativ ardnyanak meghatarozéasa volt, vagyis azt vizsgaltuk, mennyire sikeriilt ,.tiszta”

endotél-populaciét nyerniink.
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4.5.2. Immuncitokémia

A mintadban 1évé Osszes sejt megszamlalasara DAPI festést, az endotélsejtek
kimutatasara pedig klaudin-5-immuncitokémiai festést alkalmaztunk. A fedélemezeket
4-szer atmostuk PBS oldattal, a kitapadt sejteket pedig szobahdmérsékleten, 20 percig
formalinnal fixaltuk. Ezutan a lemezt 100 mM glicin tartalmua PBS oldatban 10 percig
szobahén atmostuk, majd 0,1%-os Triton X-100 oldattal 20 percen keresztiil
permeabilizaltuk és 1 o6ran keresztiill 3% BSA tartalmiit PBS oldattal blokkoltuk a
sejteket. Ezt 1% BSA tartalmi PBS-ben oldott monoklonalis klaudin-5 antitesttel
(egérben termelt egér ellenes, 1:200 higitas, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) torténd
inkubéci6 kovette 1 6ran keresztiil, szobahdmérsékleten. Miutan az elsddleges antitestet
PBS-sel lemostuk, Gjabb 1 oras inkubacié kovetkezett szobahdén Alexa 568 konjugalt
egér ellenes IgG antitesttel (1:500 higitas, Invitrogen). A magfestéshez Alexa 488
konjugalt DAPI festéket hasznaltunk (1:1000 higitds, Invitrogen), mellyel 10 percen
keresztiil, szintén szobahdmérsékleten inkubaltunk. Végezetiil fluoreszcens
mikroszkoppal (Eclipse Ti, Nikon, Tokid, Japan) megszamoltuk az endotél sejtek

aranyat az 0sszes sejtszdmhoz viszonyitva.

4.5.3. Kvantitativ valés-ideji PCR

Az expresszidanalizist csak abban az esetben végeztiik el, ha az endotélsejtek
ardnya a mintdban meghaladta a 98%-ot. Az RNS izolalast RNeasy micro kit-tel
Nanodrop-pal (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) hataroztuk meg. Az
RNS alacsony koncentracidja miatt a reverz transzkripciét az Ovation PicoSL WTA
System V2-el (NuGEN Technologies, San Carlos, CA, USA) végeztiik a gyarto eldirasa
szerint. A modszer lehetové tette, hogy az atirt cDNS-t felszaporitsuk. Az amplifikalt
cDNS-t QIAquick oszloppal (Qiagen) tisztitottuk, majd mennyiségét Nanodrop-al
mértiik meg. A kvantitativ valos idejli PCR-hez 4 ng amplifikalt cDNS-t hasznaltunk. A
PCR reakcidk triplikdtumban torténtek, RT2 SYBR Green/ROX PCR master mix
felhasznalasaval (Qiagen) 25 ul végtérfogatban, Applied Biosystems 7300 Real-Time
PCR rendszerben (Life Technologies, Grand Island, NY, USA); a primer szekvenciakat

a 4. tablazat tartalmazza. Ciklusparaméterek: 1 inkubécios 1épés 50 °C-on 2 percig, 1
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denaturdcios 1épés 95 °C-on 10 percig, és 40 ciklus denaturaci6 95 °C-on 10
masodpercig, primer kapcsolddas és elongacido 60 °C-on. A vizsgalt gének relativ
expressziojat dCt modszerrel hatdroztuk meg, normalizaldé génként GAPDH-t

hasznaltunk.

4. tablazat Kvantitativ valos-ideji PCR soran hasznalt primer szekvenciak

Gén Primer szekvencia (5’- 3’) Reverz primer szekvencia (5’- 3%)
GAPDH CTGCACCACCAACTGCTTAG GGGCCATCCACAGTCTTCT
LPA: CACCATGATGAGCCTTCTGA GCAGCACACATCCAGCAATA
LPA: CCAGCCTGCTTGTCTTCCTA  GTGTCCAGCACACCACAAAT
LPA;3 AGGGCTCCCATGAAGCTAAT TGCACGTTACACTGCTTGC
LPA4 ACAGTGCCTCCCTGTTTGTC  AAATCAGAGAGGGCCAGGTT
LPAs TCATCATCTTCCTGCTGTGC  ATCGCGGTCCTGAATACTGT
ATX ATTACAGCCACCAAGCAAGG AGGGAAAGCCACTGAAGGAT

4.6. Kiértékelés, statisztikai elemzés

Az értonus valtozasainak rogzitéséhez és a kapott eredmények kiértékeléséhez
Biopac MP100 rendszert és AcqKnowledge 3.7.3 szoftvert hasznaltunk (Biopac System
Inc., Goleta, CA, USA). A konstriktor érvalaszokat a K'-Krebs altal kivaltott kontrakcio
3 perces értékére, a relaxans valaszokat pedig a PE-nel kivaltott prekontrakcio értékére
normalizaltuk. Minden adat atlag+standard hiba formajaban jelenik meg szovegben és
az abrakon, n pedig a tesztelt érszakaszok szamat jeloli. A statisztikai elemzéshez
GraphPad Prism szoftvert hasznaltunk (v.6.07; GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,
USA). A dozis-hatds 0Osszefiiggések kiértékelésekor nonlinearis regressziot
alkalmaztunk a maximalis hatas (Emax) és a félmaximalis hatast kivaltd koncentracio
(ECs0) meghatarozasdhoz. Két csoport Osszehasonlitasakor Student-féle paratlan ¢-
tesztet, tobb csoport 0Osszehasonlitasakor pedig varianciaanalizist hasznaltunk az
elrendezésnek megfeleld post hoc teszttel. A kiillonbséget akkor tekintettiik

szignifikansnak, ha a p értéke 5% alatt volt.
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4.7. Reagensek

A kisérletekhez hasznalt palmitoil-, heptadekanoil-, sztearoil-, €s oleoil-LPA-t az
Avanti Polar Lipidstdl (Alabaster, AL, USA), mig a linoleoil- és linolenoil-LPA-kat az
Echelon Biosciences Inc.-t6l (Salt Lake City, UT, USA) szereztiik be. A telitetlen LPA-
kat kozvetleniil a kisérlet eldtt oldottuk fel fiziologids sooldatban, a kadakban
létrehozott végkoncentracidhoz képest szdzszoros tOménységben. A telitett LPA-kat
szintén kozvetlenil a kisérlet elott oldottuk metanolban, a kadakban létrehozott
végkoncentraciohoz képest ezerszeres toménységben. Az AMO09S szintetizalasa egy
korabban leirt modszer alapjan tortént (234). A Kil6425-t, az edelfosine-t valamint az
U73122-t a Cayman Chemical Co.- t6l (Ann Arbor, MI, USA) vésaroltuk, az inzulint,
az U73343-at és a wortmannint a Tocris Bioscience-t6l (Bristol, UK), az MK-2206-ot
pedig a Selleckchem-t6l (Miinchen, Németorszag). Minden egyéb, jelen munkdhoz
felhasznalt anyagot a Sigma-Aldrich-t6l (St. Louis, MO, USA) szereztiink be.
Amennyiben egy vegyiiletet szerves olddszerben oldottunk (U73122, U73343, Ki16425,
wortmannin és MK-2206 esetében DMSO-ban, AMO095 és edelfosine esetében
etanolban), az oldoszer végkoncentracioja a szervfiirdoben legfeljebb 1 ezrelék volt,
perfuzié esetén pedig 1 szdzalék. Ezekben a kisérletekben a kontroll erek olddszert
kaptak. Az dbrékon és a szovegben minden alkalmazott anyag szervfiirdében létrehozott

végkoncentracidja szerepel.
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5. EREDMENYEK

5.1. A lizofoszfatidsav vazorelaxaciot okoz ép endotéli mellkasi
aortaban
Mivel kérdésfelvetésiink elsddlegesen arra iranyult, okozhat-e a lizofoszfatidsav
vazorelaxaciot izolalt artériaban, ezért elsd 1épésben az LPA hatasat eldzetesen
prekontrahalt erekben vizsgéltuk meg, kiilondsen ligyelve arra, hogy azok ép endotéllel

rendelkezzenek.

5.1.1. Kiilonboz6 lizofoszfatidsav tipusok eltéré mértéki vazorelaxaciot okoznak

Annak eldontésére, hogy képes-e valamely lizofoszfatidsav vazorelaxacid
kivaltasara, ép endotéllel rendelkezd mellkasi aortagytiriiket PE-nel prekontrahaltunk,
majd a prekontrakci6 stabilizdlédasa utan kiilonb6zo, eltérd oldallanc-hosszusagu,
illetve eltérd mértékben telitetlen oldallancot tartalmazoé LPA tipust alkalmaztunk 10
uM-os koncentracioban. A 6. dbra eredeti regisztratumain lathatd, hogy az altalunk
vizsgalt palmitoil- és heptadekanoil LPA gyorsan 1étrejovo, tranziens relaxaciot okoz (A
¢s B panelek), mig a sztearoil LPA alig valt ki relaxaciot (C panel). A maximalis
relaxans hatdsok kiértékelése soran (D panel) a relaxacid6 mértéke az oldallanc
hosszlisaganak novelésével csokkend tendenciat mutat (26,3+3,6%, 18,6+3,8% valamint

1,4+0,8%).
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6. abra Telitett, valtozo oldallainc-hossziisagi LPA-k vazodilatator hatasanak
vizsgalata. 10 uM palmitoil- (A panel), heptadekanoil- (B panel) és sztearoil-LPA (C
panel) fenilefrinnel (PE) el6feszitett, vad tipust, ép endothellel rendelkezé mellkasi

crer

horizontalis és vertikalis jelolok 5 percet, illetve 5 mN-t jelolnek. W=a kad atmosasa
friss Krebs oldattal. A relaxans hatds maximuma (D panel) a telitett oldallanc hosszanak
novelésével csokkend tendenciat mutat, 18 szénatom hosszisagnal mar alig figyelhetd
meg. Az értékek atlagtstandard hiba formaban vannak feltiintetve, a PE altal kivaltott
prekontrakcid szazalékaban. ##p<0,01 vs. 17:0 LPA, ****p<0,0001 vs. 16:0 LPA,
n=16, 10, 10; egyvaltozos ANOVA, Tukey-féle post-hoc teszttel.

Mivel a 18 szénatom hosszusagli oldallancot tartalmaz6 LPA-k koziil mind a
telitett, mind kiilonb6z6 telitetlen formak eléfordulnak az emberi szervezetben (1. 2.1.2
fejezet), ezért kovetkezo 1€pésben megvizsgaltuk az oleoil-, linoleoil- és linolenoil LPA-
k vazorelaxans hatasat. A 7. 4bra eredeti miografos regisztratumain az lathato, hogy
mind az egyszeresen telitetlen oldallanct oleoil- (A panel), mind a kétszeresen telitetlen
oldallancu linoleoil- (B panel) és a haromszorosan telitetlen oldallanct linolenoil-LPA
(C panel) gyorsan kifejlédo, tranziens relaxaciot okoz. A relaxaciok maximumanak

kiértékelése alapjan (D panel) a relaxans hatds a telitetlenség fokanak ndvelésével
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csokkend tendenciat mutat (43,1+1,6%, 37+£6,7% és 30,2+6,4%). Erdekes, hogy amig az
oleoil-LPA relaxdns hatdsanak lecsengése utan az értonus az elézdleg beallitott
prekontrakcid értékére tér vissza, addig a tobbszordsen telitetlen LPA-k a relaxacio

lecsengése utan jol lathatéan a prekontrakcid szintje f61€ novelik az értdonust.
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7. abra 18 szénatom hosszu, eltéré mértékben telitetlen oldallancad LPA-k
vazodilatator hatasanak vizsgalata. 10 pM oleoil- (A panel), linoleoil- (B panel) és
linolenoil-LPA (C panel) fenilefrinnel (PE) eldfeszitett, vad tipusu, ép endothellel
regisztratumok). A horizontélis és vertikalis jelolok 5 percet, illetve 5 mN-t jelolnek.
W=a ké&d atmosésa friss Krebs oldattal. A relaxdns hatds maximuma (D panel) a
telitetlenség fokdnak novelésével csokkend tendenciat mutat. Az értékek atlagtstandard
hiba formaban vannak feltlintetve, a PE 4&ltal kivaltott prekontrakci6 szazalékaban.
*p<0,05 vs. 18:1 LPA, »n=59, 10, 11; egyvaltozos ANOVA, Tukey-féle post-hoc
teszttel.
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5.1.2. Az oleoil lizofoszfatidsav dozisfiiggo relaxaciot okoz

Fenti eredményeink alapjan a szervezetben egyik gyakran eléforduld oleoil-LPA
bizonyult (1. 2.1.2 fejezet) a leghatékonyabb vazorelaxans LPA fajtanak, igy a relaxacio
tovabbi vizsgalatdhoz ezt az anyagot valasztottuk (az egyszeriiség kedvéért a
késobbiekben csak LPA névvel jelolom). Az LPA okozta relaxacié dézisfiiggd,
ahogyan ez a 8. abra latszik. Az LPA altal kivaltott vazorelaxacié maximuma (Emax)
53,9%, a félmaximalis hatashoz tartoz6 koncentracid (ECso) pedig 400 nM. Ez az ECso
érték a kisérleti allatokban és emberekben mért plazma ¢és szérum LPA koncentracio

tartomanyaban van (1. 2.1.2 fejezet).

Relaxacio (% * SE)
s

0 o9 8 7 6 5
18:1 LPA (log M)

8. abra Az oleoil-LPA okozta vazorelaxacio dozis-hatas osszefiiggésének vizsgalata
mellkasi aortaban. Az egyes dozisokat kiilon érgytirtikon kellett vizsgélni a gyorsan
kialakulo deszenzitizacié miatt, igy az esetszdmok az egyes dozisoknal eltéréek, n=3-
59. Az értékek atlag+standard hiba formaban vannak feltiintetve, a PE altal kivaltott
prekontrakcid szazalékaban. A gorbe illesztése nonlinearis regresszioval tortént.

68



DOI:10.14753/SE.2018.2139

5.2. A lizofoszfatidsav vazorelaxans hatasanak kialakulasahoz ép

endotéliumra és az eNOS enzimre van sziikség

Az ezt kovetd kisérletekben azt vizsgaltuk meg, hogy milyen mediator(ok)
kozvetitik az LPA vazorelaxans hatdsat. Azt feltételeztiik, hogy a relaxacidoban
endotélium-fiiggd vazoaktiv anyagok, elsésorban NO és prosztanoidok jatszhatnak
szerepet. Ezt a feltételezést kétféleképpen ellendriztiik: az LPA-t vad tipusu allatokban
endotélirtast kovetden, illetve eNOS-deficiens és COX1-KO egerekbdl preparalt
erekben alkalmaztuk. Az endotélium eltavolitasa teljesen megsziintette az LPA-okozta
vazorelaxaciot, s6t, endotélium hidnyaban az LPA ndvelte az értonust (9. abra B panel).
Ez arra utal, hogy az LPA hatasa komplex, az eredd hatasban nem csak endotél-fiiggd

relaxacio, hanem endotélium-fliggetlen kontrakcios hatas is szerepel.
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9. abra Az LPA okozta relaxiciéo endotélium fiiggésének vizsgilata. Az eredeti
miograf regisztratumok vad tipusu, ép endotélii mellkasi aortaban (A panel), vad tipust
endotél-irtott aortaban (B panel), eNOS-KO egérbdl preparalt aortdban (C panel) illetve
COX1-KO egérbdl preparalt aortdban (D panel) késziiltek, PE prekontrakciot kovetden.
A horizontélis és vertikalis jeloldk 5 percet, illetve 5 mN-t jelolnek. W=a kad dtmoséasa
friss Krebs oldattal.
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Annak érdekében, hogy az LPA-okozta relaxacioban az endothelidlis eredetii NO
vagy prosztanoid felszabadulas szerepét genetikai uton is bizonyitsuk, eNOS-KO ¢és
COXI1-KO egerekbdl is preparaltunk aortagytiriiket. Az LPA-okozta vazorelaxécio
teljesen hianyzott az eNOS deficiens erekben, helyette gyenge konstriktor hatast
figyelhettiink meg (9. abra C panel). Ezzel szemben a COX1 enzim hidnyaban az LPA
¢érhatdsa valtozatlan maradt (9. abra D panel). A 10. abra ezen relaxans hatasok grafikus
abrazoléasa ¢€s statisztikai elemzése lathato. Ezek a kisérleti eredmények megerdsitik,
hogy az eNOS enzimnek szerepe van az LPA-indukalta vazorelaxacioban intakt erek

esetében, tovabba azt, hogy az LPA eNOS hidnyaban viszont vazokonstrikciot okoz.
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10. abra Az LPA okozta relaxacio endotélium fiiggésének statisztikai elemzése. A
relaxacid maximalis értéke vad tipust €p endotéli (WT E+), vad tipusu endotél-irtott
(WT E-), endotelialis nitrogén-monoxid szintaz deficiens (eNOS-KO) és ciklooxigenaz
1 deficiens (COX1-KO) egerekbdl preparalt mellkasi aortan. Az értékek atlag+standard
hiba formaban vannak feltlintetve, a PE 4&ltal kivaltott prekontrakci6 szazalékaban.
*EHEP<0,0001 vs. ,,WT E+”, n=59, 21, 27, 8; egyvaltoz6s ANOVA, Dunnett-féle post-
hoc teszttel.

70



DOI:10.14753/SE.2018.2139

5.3. A lizofoszfatidsav-indukalta vazorelaxaciot Kkozvetito
receptor(ok) azonositasa

5.3.1. Az egér aortabol izolalt endotél sejtekben expresszalodnak LPA

receptorok és autotaxin

Mivel eredményeink alapjan az endotélium jatszik szerepet az LPA vazorelaxans
hatasanak kialakitasdban, els6ként arra kerestiink valaszt, hogy az egér aorta endotélium
sejtjeiben expresszalodnak-e LPA receptorok ¢és autotaxin. Mivel nem allnak
rendelkezésre megfeleld LPA receptor ellenes antitestek, az altalunk izolalt egér aorta
endotél sejteket kvantitativ valds idejii PCR technikdval vizsgaltuk meg. Azt talaltuk,
hogy az edg tipust recetorok koziil az LPA; és LPA» receptorok atirddnak, mig az LPA3
nem. A nem edg tipusu receptorok koziil az LPA4 és LPAs receptorok atirédnak,

hasonldan az autotaxin enzim génjéhez (11. 4bra).
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11. abra LPA receptorok és ATX expresszids mintazata kvantitativ valos ideju
PCR technikaval frissen izolalt egér aorta endotél sejtekben. A relativ mRNS
szintek a GAPDH szazalékaban, atlag+standard hiba formdban keriiltek feltiintetésre.
n=3. GAPDH - gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz; ATX — autotaxin

5.3.2. A lizofoszfatidsav vazorelaxans hatasat az LPA1 receptor aktivacioja

Kkozvetiti

A kovetkez0 1épésben azt vizsgaltuk, melyik LPA receptor altipus(ok) kozvetiti(k)
az eNOS-fliggd vazorelaxaciot, amihez farmakoldgiai €és genetikai modszereket
egyarant felhasznaltunk. Kisérleteinkben az LPA)3 receptorokat Kil6425-tel gatolva

szignifikansan lecsokkent az LPA-indukalta vazorelaxaci6 (12. dbra, A panel).
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12. abra Az LPA okozta relaxacié LPA receptor gatloszerek jelenlétében. Mind az
LPA; és LPAj receptorokat gatld Kil6425 (A panel), mind az LPA; receptorra szelektiv
AMO095 (B panel) 10 uM koncentracidban, 30 perccel az LPA adasa elott keriilt
alkalmazasra. A kontroll erek (fehér oszlopok) az adott gatloszer oldoszerével voltak
kezelve (Kil6425 eset¢ében DMSO, AMO095 eseében pedig etanol). Az értékek a
fenilefrin indukalta prekontrakci6 szazalékos ardnyaban, atlag+standard hiba
formatumban keriiltek dbrazolésra, n=7, 18 (A panel); 7, 8 (B panel). ****p<0,0001 vs.
oldoszerrel kezelt erek, Student-féle parositatlan t-proba.

Az AMO095 nevii szelektiv LPA-receptor gatloszer (234) 10 uM koncentraciéban
az LPA-okozta relaxacid jelentds, 90%-os csokkenését okozta (12. abra, B panel).
Egyik receptor gatlészer sem valtoztatta meg az acetilkolin-okozta eNOS-fiiggd
relaxaciot (abra nélkiil). Ezutan LPA; és LPA> KO egerekbdl izolalt aortakon is
megvizsgaltuk az LPA hatasat. LPA; KO egerek erei nem mutattak relaxaciot LPA
hozzaadéasara (13. dbra, A panel), mikozben az acetilkolinra adott valaszkészségiik
normalis volt (13. &bra, B panel). LPA; KO egerek aortdii sem az LPA, sem az

acetilkolin hatdsokban nem kiilonboztek a kontroll egerektdl (13. abra).

A fenti eredmények ismeretében megvizsgaltuk a tobbi LPA tipus (1. 5.1.1 fejezet)
relaxans hatasat is LPA| KO egerekbdl preparalt aortakban. A 14. dbra mutatja, hogy a
vad tipusban megfigyelhetd relaxacido hogyan valtozik LPA; KO egerekbdl preparalt
aortakban. Mivel a sztearoil-LPA nem valtott ki érdemleges vazorelaxaciot, igy ezt az
LPA-t nem vizsgéltuk KO erekben. A tobbi altalunk vizsgalt LPA fajta vazorelaxans
hatasat nagyrészt LPA; receptorok kozvetitik.
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13. abra Az LPA okozta relaxacio LPA receptor KO egerekbél preparalt aortaban.
10 uM LPA (A panel) és 1 uM acetilkolin (B panel) hatdsa WT (fehér oszlopok), LPA;
KO (sziirke oszlopok) és LPA> KO (fekete oszlopok) egerekbdl szarmazé ereken. Az
értékek a fenilefrin indukalta prekontrakcié szazalékos aranyaban, atlag+standard hiba
formatumban vannak feltiintetve, n=19, 15, 4 (mindkét panelen). ****p<(0,0001 vs.
»WT”, egyvaltozos ANOVA, Dunnett-féle post hoc teszttel.
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14. abra Valtozo oldallanc-hosszusagu és valtozo oldallanc-telitetlenségii LPA-k
altal kivaltott relaxacié6 LPA1 KO egerekbdl preparalt aortaban. Az értekek a PE
indukalta prekontrakcié szazalékos aranyaban, atlag+standard hiba formatumban
vannak feltiintetve. n=19, 13, 52, 10, 11 a WT és n=6, 6, 20, 7, 9 az LPA| KO esetében.
*p<0,05, ***p<0,001, ****p<0,0001 vs. ,,WT”, kétvaltozos ANOVA, Sidak-féle post
hoc teszttel.
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5.4. A lizofoszfatidsav indukalta vazorelaxacio Kkialakulasaban
érintett intracellularis jelatviteli utak azonositasa

Mi teremti meg a kapcsolatot az LPA; receptor ¢és az eNOS enzim aktivacidja
kozott? Hogy erre a kérdésre valaszt kapjunk, mindenekeldtt le kellett ellendrizniink a
két leggyakoribb, eNOS aktivaciohoz vezetd jelatviteli uitvonal — a Ca?*-kalmodulin-

fliggd valamint az eNOS foszforilacigjatol fliggd utvonalak — érintettségét.

5.4.1. A PI3K-Akt/PKB qutvonal nem jatszik szerepet a lizofoszfatidsav

vazorelaxans hatasanak kozvetitésében

Els6ként megvizsgaltuk a foszfatidilinozitol-3-kinaz (PI3K) — Akt/protein kindz B
(PKB) jelatviteli ut esetleges szerepét (15. abra jobb oldala). Egy korabbi, BAEC
sejteken végzett tanulmany eredményei alapjan ugyanis az LPA ezen fttvonal

aktivalasan keresztiil okozta az eNOS enzim foszforilacijat a Ser'!”

pozicidban, igy az
enzim kovetkezményes aktivalodasat (158). Eredményeink alapjan sem a PI3K
gatloszere, a wortmannin (100 nM), sem az Akt/PKB gatl6 MK-2206 (5 uM) nem
valtoztattak az LPA-indukalta vazorelaxaci6 amplitidojan (16. abra A panel). Annak
ellendrzése céljabol, hogy a fent emlitett anyagok valoban gatoltdk a PI3K-Akt/PKB
utvonalat, az inzulin okozta vazorelaxaciot vizsgaltuk meg. Az ismerten PI3K-Akt/PKB
utvonalon haté inzulin (157, 235) vazorelaxans hatdsa szignifikdnsan csokkent a
wortmannin és MK-2206 kezeléstél (16. abra B panel). Igy allithatjuk, hogy az LPA; és
eNOS altal kozvetitett vazorelaxacid6 nem a PI3K-Akt/PKB jelatviteli ttvonalon

keresztil alakul ki.
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15. abra Az endotelidlis nitrogén monoxid szintaz (eNOS) aktivalasanak
leegyszeriisitett utvonalai, és a  Kisérleteinkben hasznalt gatlészerek
tamadaspontja. Az abra bal oldalan az eNOS Ca’*'-fiiggé aktivaciojanak utvonala
lathato, mely soran a G-fehérjéhez kapcsolt receptor ligandkdtése aktivalja a G-fehérje
(jelen esetben akar Gg/11 vagy Gi2/13) alfa alegységét, ami kdvetkezményes foszfolipaz C
(PLC) aktivacidhoz vezet. A PLC enzim ezutan a membranban talalhaté foszfatidil-
inozitol 4,5-biszfoszfatbol (PIPy) inozitol-triszfoszfatot (IP3) szabadit fel, ez pedig Ca**-
felszabadulashoz vezet a belsé raktarakbol, majd a Ca®" kalmodulinon keresztiil
aktivalja az eNOS enzimet. Ezt az utvonalat egyrészt PLC-gatloszerekkel blokkoltuk,
masrészt a PLC egyik izoforméjanak, a PLCe enzimnek a genetikai kiiitésével. A PLCe
akkor 1ép mikodésbe, ha a receptor Giz/13-n keresztiil a RhoA kis G fehérjét aktivalja.
Mivel az acetilkolin (ACh) is PLC-fiiggé moddon aktivalja az NO termelést, az
utvonalba vald beavatkozas sikeressége az ACh-okozta relaxacid megvaltozéasaval
tesztelhetd. Az abra jobb oldalan az eNOS foszforilacio klasszikus ttvonala lathato,
mely sordn a foszfatidilinozitol-3-kindz (PI3K) a membranban talalhat6 PIP>-t PIP3-ma
foszforilalja, igy az tovabbi enzimatikus 1épések soran (az egyszerliség kedvéért az
abran nem latszik) aktivalja az Akt enzimet. Az aktivalt Akt foszforilacion keresztiil
fokozza az eNOS NO termelését. Ezt az itvonalat mind G-fehérjéhez kapcsolt receptor,
mind pl. az inzulin receptor aktivalédasa beindithatja. Kisérleteinkben mind a PI3K
enzimet, mind az Akt-ot gatoltuk, a gatloszerek hatékonysaganak tesztelésére pedig az
ezen az utvonalon keresztiil hat6 inzulin hatdsossagat vizsgaltuk.

75



DOI:10.14753/SE.2018.2139

A B

60+ 601

.

50+ - - 504
m L m
0 0
+ 404 H 40
s 2
0 304 0 301
15 15}
o 'S 20 Hkdkk
c 204 ] o
= S T Fekdkk
(14 14

0 0

DMSO Wort MK-2206 DMSO Wort MK-2206

16. abra A PI3K-Akt/PKB utvonal gatlasanak hatasa az LPA okozta relaxaciora.
10 uM LPA (A panel) és 3 uM inzulin hatasa (B panel) oldészerrel (DMSO, fehér
oszlopok), 100 nM wortmanninnal (Wort, szilirke oszlopok) és 5 uM MK-2206-tal
(fekete oszlopok) wvalé 30 perces elokezelés utan. Az értékek a PE indukalta
prekontrakcid szdzalékos ardnyaban, atlagtstandard hiba formatumban kertiltek
abrazoléasra, n=27, 16, 17 (mindkét panelen). ****p<0,0001 vs. “DMSO”, egyvaltozos
ANOVA, Dunnett-féle post hoc teszttel.

5.4.2. A foszfolipaz C enzim gatlasa megsziinteti az LPA vazorelaxans hatasat

Ismert, hogy az LPA; receptor képes fokozni az inozitol-triszfoszfat (IP3)
termelddését, és az ezt kovetd intracelluldris Ca®" koncentracié emelkedés aktivalhatja
az eNOS-t (236). Azért, hogy tisztazzuk az eNOS aktivacié mechanizmusat, ezutdn a
foszfolipaz C (PLC) enzimre fokuszaltunk, ami a fent emlitett IP3-Ca?" utvonalon
keresztiil aktivalhatja az NO termelddést (15. abra bal oldala). Mivel az LPA néhany
hatdsat az irodalmi adatok alapjan PLCe (237, 238) kozvetiti, elsdként ennek az
izoenzimnek az érintettségét vizsgaltuk meg. PLCe-KO egerekbdl preparalt aortdkban
azonban az LPA vazorelaxans hatdsa nem volt kiilonb6z6 a vad tipusu kontroll erekben

mérhet6tol (17. dbra), igy kizarhatjuk ennek az izoenzimnek a szerepét a jelatvitelben.
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17. abra Az LPA okozta relaxacio PLC enzim fiiggésének vizsgalata. 10 uM LPA
hatdsa vehikulummal, U73122-vel, valamint annak inaktiv analogjaval az U73343-mal
vald kezelés utan vad tipusu (fehér oszlopok) és PLCe-KO (fekete oszlopok) egerek
erein. Az értékek a PE indukalta prekontrakcio szazalékos aranyaban, atlag + standard
hiba formatumban vannak feltiintetve, n=18, 7, 18 (WT); 20, 11, 20 (PLCe-KO).
*EH%P<0,0001 vs. “Vehikulum”, kétvaltozos ANOVA Tukey-féle post hoc teszttel.

Ezutan a tobbi PLC enzimre fokuszaltunk. Annak érdekében, hogy a PLC enzimet
gatolni tudjuk az endotéliumban anélkiil, hogy a PE altal kivaltott prekontrakcio
csokkenne, az ereket a lumen feldl kezeltik 10 uM U73122-vel (a 4.4. fejezetben
részletesen ismertetett modon). Az LPA vazorelaxans hatasa szinte megsziint mind vad
tipusu, mind PLCe-KO egerek aortdiban U73122 kezelést kdvetden, mig a kontrollként
hasznalt inaktiv analég U73343 hatastalan volt (17. abra). A 4.4 fejezetben mar
ismertetett modon ellendriztiik, hogy a gatloszeres kezelés egyébként valdoban
hatékonyan csokkentette a PLC fiiggd vazorelaxaciot (18. dbra, A és B panelek), de nem
befolyasolta a simaizom exogén NO-ra adott valaszkészségét (18. abra, C és D

panelek).
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18. abra A foszfolipaz C (PLC) enzim gatlasanak hatékonysaga és szelektivitasa
U73122 kezelés soran. Vad tipust (A és C panelek) és PLCe KO (B és D panelek)
egerekbdl preparalt aortak acetilkolin (ACh, A ¢és B panelek) €és natrium-nitroprusszid
(SNP, C és D panelek) altal kivaltott vazorelaxacidja a PE indukalta prekontrakcio
széazalékos aranyaban, atlag+standard hiba formatumban. n=18, 7, 18 (WT); 20, 11, 20
(PLCe KO). A hibasavok az alkalmazott szimb6lumok miatt nem mindenhol latszanak.
A gorbek illesztése nonlinedris regresszidval tortént.

78



DOI:10.14753/SE.2018.2139

Kisérleteinket egy kémiailag ¢és hatdsmechanizmusban eltéré masik PLC

gatloszerrel, a szintetikus lizofoszfatidilkolin edelfosine-nal is elvégeztiik, ¢s hasonlo

eredményre jutottunk: az edelfosine is megsziintette az LPA-ra kialakuld vazorelaxaciot

(19. abra, A panel), amellett, hogy hatékonyan gatolta a PLC enzimet (19. abra, B

panel), de nem csokkentette a simaizom NO érzékenységét (19. abra, C panel).

Osszefoglalva tehat megéllapitottuk, hogy a PLC enzim(ek)nek — de nem a PLCe

izoformanak — dont6 szerepe van az LPA vazorelaxans hatdsanak kozvetitésében.
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19. abra Az LPA okozta relaxaciéo PLC enzim fiiggésének vizsgalata. 10 uM LPA
(A panel), 1 nM-10 uM ACh (B panel) é¢s 1 nM — 10 uM SNP (C panel) hatasa
vehikulummal, valamint edelfosine-nal valo kezelés utan vad tipusa egerek erein. Az
értekek a PE indukalta prekontrakcid szazalékos ardnyaban, atlag+standard hiba
formatumban vannak feltiintetve, n=10, 11. ****p<0,0001 vs. “Vehikulum”, Student-
féle parositatlan s-proba. A gorbék illesztése nonlinearis regresszioval tortént. A

hibasavok néhol az alkalmazott szimbolumok takarasdban vannak.
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5.5. A lizofoszfatidsav endotélkarosodas esetén vazokonstrikciot

okoz

Az eddig bemutatott regisztratumokat tanulmanyozva észrevehetd, hogy az LPA
adasat kovetden tobb esetben értonus-ndvekedes is 1étrejott. Jol latszik ez a 7. abra B és
C regisztratumain, linoleoil- és linoleoil-LPA alkalmazésa esetén, illetve a 9. dbra B és
C regisztratumain endotélirtast kovetéen valamint eNOS KO egerekbdl preparalt
aortakon. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az Aaltalunk latott érhatas tobb
komponensi lehet, de a vazokonstriktor komponenst az esetek tobbségében feliilirja az
endotélium-fiiggd vazorelaxacido. Tovabb bonyolitja a helyzetet, hogy ezekben a
kisérletekben PE-nel prekontrahalt ereken alkalmaztuk az LPA-t, igy a konstriktor hatas
lehet a megel6z0 prekontrakcid felerdsddése is (potencirozodas). Mindkét felvetést
alatamaszthatja az a megfigyelésiink, hogy ha az oleoil-LPA-t ép endotélii, de eldzbleg
nem prekontrahdlt erekben alkalmaztuk, elhanyagolhatdé valtozas jott létre az

értonusban.

5.5.1. A lizofoszfatidsav vazokonstriktor hatasa erosebb hasi aortaban

Hogy kiiktassuk az endotélbdl felszabadulé NO vazokonstrikciot ellensulyozd
hatasat, tovabbi kisérleteinkben az endotéliumot eltavolitottuk, az LPA-t pedig a

nyugalmi érténusra adtuk.
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20. abra A lizofoszfatidsav vazokonstriktor hatasanak vizsgalata endotél irtott egér
aortaban. 10 puM oleoil-LPA vad tipust, endotél irtott mellkasi (A panel) és hasi (B
panel) aortagytiriik kontrakcidjat okozza (reprezentativ eredeti miograf regisztratumok).
A horizontdlis és vertikalis jelolok 2 percet, illetve 2,5 mN-t jelolnek. W=a kad
atmosasa friss Krebs oldattal.
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A 20. abra eredeti miografos regisztratumain lathato, hogy az ép endotélli erekben
legmarkéansabb relaxaciot kivalto oleoil-LPA endotél irtott, eléfeszitetlen erekben kicsi,
tranziens kontrakcidt okoz. A kontrakciés hatds kiértékelésekor a kovetkezd
megfigyeléseket tettiik:

— a kontrakcié amplituddja nagyobb endotél irtas esetén, mint ép endotéllel rendelkez6
erekben (1,2+0,3%, n=17 vs. 4,8+1,0%, n=14, a 124 mM K" altal létrehozott
referencia-kontrakciohoz viszonyitva, p<0,001, abra nélkiil),

— a kontrakcié amplituddja nagyobb hasi aortaban, mint mellkasi aortdban (21. abra, A
panel), és

— hasi aortaban tovabbvizsgalva a kontrakciot, az dézisfiiggdnek bizonyult, maximalis
értéke (Emax) a referencia kontrakcio 30,3 %-a, a félmaximalis hatashoz tartozo

koncentracio (ECso) pedig 3,15 uM (21. ébra, B panel).

A B

100~ __100-

m 7

+ 807 w801

° X

o 60" e 60"

0 o

£ a0 *okk < 401

< o

é 20_ é 20"
o nmma 0 ————

s AR 8 7 6 5 4

18:1 LPA (10 uM) 18:1 LPA (log M)

21. abra A lizofoszfatidsav vazokonstriktor hatasanak vizsgalata. 10 uM oleoil-LPA
vazokonstriktor hatasa endotél irtott mellkasi (TA, fekete oszlop) és hasi (AA, fehér
oszlop) aortaban (A panel). Oleoil-LPA kontrakcios dozis-hatds Osszefliggés vizsgalata
endotél-irtott hasi aortaban (B panel). A kontrakciok a 124 mM K'-Krebs oldat 4ltal
kivaltott referencia kontrakcid szézalé¢kaban, atlagtstandard hiba formatumban keriiltek
feltiintetésre. n=14, 42. ***p<0,001 vs. “TA”, Student-féle pdarositatlan z-proba. A
dozis-hatas 0sszefliggés esetében az egyes dozisokat kiilon érgytiriikon kellett vizsgalni
a gyorsan kialakuld deszenzitizaci6 miatt, igy az esetszamok az egyes dodzisoknal
eltéroek, n=4-42. A gorbe illesztése nonlinearis regresszioval tortént.
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55.2. A  tobbszorosen telitetlen  lizofoszfatidsav  tipusok  erésebb

vazokonstriktorok

Az oleoil-LPA vazokonstriktor hatasa igy gyengének mondhatd, foleg annak
tikkrében, hogy az LPA receptorok koziil az edg receptorokon agonista VPC31143 (213,
239) sajat eredményeink szerint ennél lényegesen erdsebben képes kontrahdlni az
endotél irtott hasi aortat (240). Ezért megvizsgaltuk a tobbi, kordbban mar emlitett LPA

tipus vazokonstriktor potencialjat is.
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22. abra 18 szénatom hosszu, tobbszorosen telitetlen oldallanca LPA-k
vazokonstriktor hatiasanak vizsgalata. 10 pM linoleoil- (A panel) és linolenoil-LPA
(B panel), vad tipusu, endotél irtott hasi aortagytiriik kontrakciojat okozza (reprezentativ
eredeti miograf regisztratumok). A horizontalis és vertikalis jeloldk 2 percet, illetve 2,5
mN-t jelolnek. W=a kad atmosasa friss Krebs oldattal.

A 22. 4bra és a 20. abra Osszevetésébol lathato, hogy a tobbszorosen telitetlen
linoleoil- és linolenoil-LPA az oleoil-LPA-ndl 1ényegesen erdsebb vazokonstrikciot
okoznak (23. é&bra). Ezek a tipusok szintén tranziens, de a VPC31143 hatdsaval
Osszemérhetd ¢érdsszehuzodast valtottak ki. Ugyanakkor az altalunk vizsgalt telitett
LPA-k egyaltalan nem, vagy alig okoztak az endotél irtott hasi aorta konstrikciojat (23.

abra).
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23. abra Valtozo oldallanc-hosszusagu (A panel) és valtozo oldallanc-telitetlenségii
(B panel) LPA-k vazokonstriktor hatasa. Az ért¢kek atlagtstandard hiba formaban
vannak feltiintetve, a 124 mM K'-4ltal kivaltott referencia-kontrakcid szazalékaban.
**%p<0,001 vs. 18:1 LPA; n=9, 9, 6 (A panel), 48, 12, 13 (B panel); egyvaltozds
ANOVA, Tukey-féle post-hoc teszttel.

5.5.3. A lizofoszfatidsav vazokonstriktor hatasat jelentos részben LPA1 receptor

Kkozvetiti

A 24. abraan lathato, hogy azon LPA tipusok, amelyek konstriktor aktivitassal
birnak, alig valtanak ki érosszehuzodast LPA; receptor deficiens egerekbdl preparalt,
endotél irtott hasi aortdban. Mivel az oldallanc telitetlenségi fokanak novelésével
csokkend vazorelaxaciot tapasztaltunk, ezért meglepd, hogy ugyanezen LPA tipusok
novekvd vazokonstriktor aktivitdsat is a vazorelaxaciot medidld LPA; receptor

aktivacioja kozvetiti.
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24. abra 18 szénatomos, valtozo oldallanc-telitetlenségi LPA-k Kkivaltotta
kontrakcio LPA1 KO egerekbél preparalt, endotél irtott hasi aortaban. Az értekek
atlagtstandard hiba forméban vannak feltiintetve, a 124 mM K* 4&ltal kivaltott
referencia-kontrakci6 szazalékaban. ****p<0,001 vs. ,,WT”; n=48, 12, 13 (WT), 6, 11,
11 (LPA| KO); kétvaltozos ANOVA, Sidak-féle post-hoc teszttel.
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6. MEGBESZELES

Kutatdsunk eredményei nagymértékben hozzajarultak a lizofoszfatidsav
kardiovaszkularis hatdsainak megismeréséhez: az LPA kozvetleniil tagitja az ereket,
aminek a kozvetitésében LPA; receptorok, foszfolipdz C ¢és endotelialis nitrogén
monoxid szintdz hatasara (eNOS) képz6dd NO jatszik szerepet. Ha azonban az LPA
hatasat karosodott endotélium, vagy eNOS hidnyos koriilmények kozott vizsgaljuk,
vazokonstrikciot tapasztalunk, aminek kozvetitésében szintén az LPA; receptor jatszik
szerepet. Tigyl Gabor és Caner munkacsoportjainak megfigyelései agyi erekben (229,
230) azt vetitették elére, hogy a simaizmokon 1évé LPA receptorok kozvetlen
érosszehuzd hatast kozvetithetnek, amit a mi jelenlegi megfigyeléseink is
alatdmasztanak. Az LPA plazmakoncentracioja nyugalmi koriilmények kozott az
alacsony-kozepes nanomolaris tartomanyban van, ami vérlemezke aktivacioval jaro
allapotokban akar néhany 10 mikromolos koncentraciora emelkedhet. Az altalunk
megfigyelt érhatdsok is ebben a koncentracid tartomanyban jatszoédnak le, tehat az
ilyenkor felszabadul6 LPA fontos szerepld lehet az érellenallds ¢és a véraramlas
szabalyozasaban. Az LPA hatés irdnyat — vagyis, hogy a felszabadulo LPA az ereket
relaxalni, vagy kontrahalni fogja — elsddlegesen az endotélium funkcionalis integritasa
hatdrozza meg, de jelentdsen befolyasolhatja, hogy milyen a felszabadulé LPA

Osszetétele.

Az LPA| receptor sajatsagairol részletesen irtam a bevezetés 2.3.1.1 fejezetében.
Testszerte szdmos szervben, sejttipusban leirtdk mar jelentdségét, €s egészen bizonyos,
hogy szerepe van az LPA kardiovaszkularis hatasainak kozvetitésében is. Igazolt
szerepe az erek embriondlis fejlédésében és angiogenetikus folyamatokban. LPA1-KO
egerekben leirtak agyvérzést a frontalis régiokban, de kialakuldsanak mechanizmusat
nem tisztaztak (1. részletesen a 2.4.3.1 fejezetben). Az LPA; receptor aktivacioja tobb
ponton érintett az ateroszklerotikus folyamatok kialakulasaban (1. 2.4.4 fejezet). Az
LPA LPA; receptoron keresztiil is hozzajarul a vérlemezkék aktivaciojahoz (200), és
bar ez vitatott, de szerepe lehet az LPA vérnyomasemeld hatasdnak kozvetitésében is (1.
részletesen a 2.4.5.3 fejezetben). Eredményeink alapjdn most mar az is elmondhato,

hogy LPA receptorok szerepet jatszanak az értonus szabalyozasaban, mert aktivaciojuk
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mind endotélium-fiiggd relaxaciot, mind endotéliumtol fiiggetlen vazokonstrikciot

kozvetithet.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az LPA; receptoron kiviil még legalabb harom
tovabbi LPA receptor altipus (LPA2, LPA4 és LPAs receptor) expresszalodik az egér
mellkasi aortabol frissen izolalt endotélium sejtekben. Ha figyelembe vesszik a
receptorexpresszio eltéréseit fajonként és éErteriiletenként, illetve a korabban maér
emlitett génexpresszids valtozasokat a tenyésztett sejtekben, nem meglepd, hogy az
altalunk megfigyelt mintazat részben kiilonbozik a kordbban leirtaktdl. Lee és mtsai.
borji és egér aorta endotélsejt kultiraban (BAEC ¢és RAEC), valamint borju
koldokzsinor véna- €s szaruhartya endotélsejtekben az edg-tipusu LPA;.3 receptorok
altalanos kifejez6dését irtak le (241). Erdekes modon egér hasnyalmirigy endotélsejtek
(MS1) szintén expresszaltak edg-tipusi LPA receptorokat, mig human aorta &s
koldokzsinorvéna endotélsejtek (HAEC ¢és HUVEC) csak LPA; és LPAj3 receptort
(241). Mas vizsgalatokban megerdsitették az LPA; receptor expresszidjat HUVEC és
BAEC sejtek esetében, mig az LPA> ¢és LPA3 receptorok expresszidjardl
ellentmondasosak az adatok (152, 242).

Kevesebb informacioval rendelkeziink a nem edg-tipusi LPA receptorok
endotelialis el6fordulasat illetden. Leirtdk LPA4.¢ receptorok mRNS-ének expressziojat
HUVEC sejtekben (20). Mi szintén megfigyeltik az LPAs4 és LPAs receptorok
kifejez0dését frissen izolalt egér aorta endotélsejtekben, ami arra utal, hogy a jovoben
érdemes lehet ezen receptorok endotéliumban betoltott €lettani és korélettani szerepét
részletesen megvizsgalni. Vizsgalataink idején még nem volt altalanos az LPAg receptor
expresszidjanak mérése, igy nem rendelkeziink sajat adattal erre vonatkozolag.
Ugyanakkor friss irodalmi adatok alapjan (114) expresszalodik nyirokcsomdok magas
szabalyozza. Az a megfigyelésiink, miszerint az autotaxin mRNS az LPA receptorokkal
egyiitt fejez6dik ki az endotélsejtekben, felveti annak lehetdségét, hogy az LPA
autokrin/parakrin mediatorként mukodik az érrendszerben, mint ahogy ezt mar

feltételezték az elobb emlitett magas endotélii venuldkban (128, 243).
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Frissen izolalt egér aorta simaizomsejtekben részben hasonld expresszids
mintazatot irtunk le (240). Ezekben a sejtekben legnagyobb mértékben az LPA¢ receptor
expressziojat figyeltiik meg, amit az LPA4, majd az LPA; és LPA; receptorok kovettek.
A vazokonstrikcios hatast kozvetité LPA| receptor expressziojat tobb munkacsoport is
megerdsitette egér és patkany eredetli vaszkuléris simaizomsejtekben (13, 105, 244-

246), azonban é¢lettani/korélettani szerepét az értonus szabdlyozasaban nem vizsgaltak.

A bevezetésben mar sz esett rola, hogy az LPA eNOS-ra kifejtett hatasdnak
irodalma ellentmondasos (1. 2.4.5.4 fejezet), de kisérleti eredményeink egyértelmiien
arra utalnak, hogy az egér aortaban 1étrejovo vazorelaxacid hatterében NO felszabadulés
all (I. 9. abra és 10. abra). Az LPA; receptorok ¢s az eNOS kozotti jelatviteli ut
tisztazadsahoz elsoként a PI3K-Akt utvonalat vizsgaltuk meg. Korabbi tanulmanyok
szerint a PI3K ¢és Akt LPA-altali aktivacioja szamtalan sejtélettani folyamatban szerepet
jatszik, mint pl. a sejtek tulélése és apoptozisa kozotti egyensuly kialakulasa, a
sejtdifferencidcid és migraciod szabalyozasa (247-249). BAEC sejteken kimutattak, hogy
az LPA Akt foszforilaciot okoz, amit az eNOS Ser'!”® foszforilacidja kovet, ennek
kovetkeztében pedig tobb, mint kétszeresére nd az eNOS enzim aktivitasa. Ezeket a
hatasokat kivédi Gj fehérje pertussis toxinnal, vagy a PI3K wortmaninnal torténd gatlasa
(158). Kisérleteink soran azonban nyilvanvalova valt, hogy az LPA vazorelaxans hatdsa
fiiggetlen a PI3K-Akt Utvonaltol. Az eltérés magyardzataul szolgalhat, ha kiilonb6z6
receptorok kozvetitik a hatast, bar a BAEC sejtek expresszaljak az LPA; receptort
(152), ami a mi kisérleteinkben felelds volt a vazorelaxacioért. Az is el6fordulhat, hogy
az LPA| receptor egyidejlileg tobb G-fehérjén keresztiil is indit el jelatviteli utat
endotélsejtekben, és ezek koziil mas-mas a jelentdsebb a kiilonbozd fajokban, illetve
sejttenyészetekben. Mivel kimutattdk, hogy a pertussis toxin csak részben gatolja az
LPA hatasara kialakul¢ intracellularis Ca®"-ndvekedést (152), ezért valdsziniileg annak
van Gipo-fiiggetlen komponense is. Lehet, hogy éppen ez az a jelatvitel ut, ami a mi
esetlinkben a vazorelaxacidhoz vezetett. Ha ezeket figyelembe vessziik, akkor
magyarazatot kaphatunk a sajat eredményeink és a korabbi megfigyelések kozotti
tovabbi kiilonbségre is: mig BAEC sejtekben az eNOS aktivaldsahoz vezeté Akt
foszforilacié csak 1-2 perccel az LPA adasa utan alakult ki (158), addig kisérleteink
soran a vazorelaxacio jellemzden par masodperccel azutan létrejott, hogy az LPA az

érkadakba keriilt. Az LPA tehat gyorsan képes valtoztatni az értonust.
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Mivel a PI3K-Akt utvonal szerepét az LPA-okozta vazorelaxdcidban ki tudtuk
zarni, a PLC enzimek C¢érintettségét kezdtik vizsgalni. Kozelmultban megjelent
kozlemények a PLCe enzimet az LPA receptorokhoz kapcsolédd maésodlagos
hirvivoként irjak le (237, 238). COS-7 sejteket PLCe-nal transzfektalva azt talaltak,
hogy LPA hozziadasakor szignifikdnsan megndvekszik az inozitol-foszfatok
termelddése, és ezt a hatast Gi2 és Gi proteinek kozvetitik (250). Tovabba, ha az LPA;
receptort PLCe-nal egylitt expresszaltatjak, jelentdsen megnd az LPA hatasara kialakuld
inozitol-foszfat termelddés, ez a folyamat pedig Rho-fliggé (251). Rat-1
fibroblasztokban az LPA-okozta PLC aktivacid izoenzim specifikus idébeli lefutast
mutatott: az inozitol-foszfat termelés akut fazisaért a PLCP3, mig fennartott fazisaért a
PLCe volt felelds (252). Egér asztrocita primer tenyészetben az LPA G; fehérjén és
PLCe-on keresztiil fokozta a foszfoinozitol hidrolizist (253). PLCe-deficiens
asztrocitakbodl eltiint az LPA hatdsara 1étrejovo protein kindz D és COX-2 aktivacio
(254), ami felveti ennek az tutvonalnak a szerepét az idegrendszer gyulladédsos
folyamatainak kialakulasaban. Mindezen korabbi megfigyelések ellenére a mi
kisérleteinkben a PLCe-KO egerek erei valtozatlanul reagéltak LPA-ra, mig az U73122
¢s az edelfosine megsziintették a vazorelaxdciot. Ez arra utal, hogy a PLC enzim
valamelyik izoforméja, de nem a PLCe kozvetiti az LPA eNOS-aktivalo hatasat.
Mindezeket egybevetve az LPA; receptorok tehat valoszinlileg Gg11 fehérjéket

aktivalnak, és ez egyben megmagyarazza a vazorelaxacio gyors kialakulasat.

Eredményeink szerint az LPA vazodilatator és vazokonstriktor hatdsanak mértéke
egyarant fiigg a vizsgalt LPA oldallancatol. Az altalunk vizsgalt LPA fajtdk kozil
legerésebb vazodilatator hatdssal az egyszeresen telitetlen oleoil-LPA bir, mig a
telitetlen kotések szamanak novekedésével a relaxdns hatds kis mértékben veszit
erosségébol. Ezzel parhuzamosan megjelenik egy tonusndvekedés a relaxaciot
kovetden, ami jol latszik a 7. dbra eredeti regisztratumain. Az alacsonyabb relaxacios
képesség igy adodhat a kisebb NO-felszabaditd potencidlbol, de egy olyan erdsségii
konstriktor hatasbol is, ami képes a relaxaciot feliilirni. A telitett palmitoil-LPA az
oleoilhoz képest kisebb relaxacidos képességgel bir, ami az oldallainc hosszanak

novekedésével tovabb csokken, 18 szénatom esetén teljesen eltlinik. Igen szembedtld
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igy, hogy az ugyanolyan lanchosszusagu, de telitett illetve telitetlen sztearoil és oleoil-

LPA vazorelaxacios képessége kozott mekkora a kiilonbség.

A kiilonb6z6é LPA-k vazokonstriktor hatdsa ett6él eltéré képet mutat, ami
kiilonosen érdekes annak tiikrében, hogy eredményeink szerint mindkét hatés
kialakulasat az LPA; receptor kozvetiti. A telitett oldallanci LPA-k egyaltalan nem
rendelkeznek konstriktor hatéssal, és az egyszeresen telitetlen oleoil-LPA érosszehtizd
hatdsa is nagyon gyenge. A telitetlenség fokanak ndvekedésével azonban jelentds
vazokonstriktor hatds jelenik meg, aminek dontdé részét LPA; receptor kozvetiti. Az
LPA vazoaktiv hatdsainak vizsgalatakor szamos kisérletet végeztiink a VPC31143 nevii
LPA receptor agonista hatasu vegyiilettel (213), hogy az edg-tipustt LPA receptorok
szerepét az értonusvaltozasban pontosabban tisztazzuk. Eredményeink szerint a
VPC31143 szintén LPA; receptor fiiggd mdédon okoz értonusvaltozast (240). Az LPA-
hoz hasonldan ép endotélium esetén VPC31143 adésara dilatator hatas figyelheté meg,
mig endotélsériilés, vagy az eNOS hidnya esetén vazokonstrikcio. Az oleoil-LPA-val
Osszehasonlitva ugyanakkor a VPC31143 vazodilatator potencialja kis mértékben (127),
mig vazokonstriktor potencidlja jelentésen nagyobb (240). Ennek magyarazata lehet,
hogy sejtes rendszerben vizsgalva a VPC31143 potensebb az LPA; receptoron, mint
maga az oleoil-LPA (213). A VPC31143 ezen tulajdonsdgat kihaszndlva sikertilt
feltérképeznlink az LPA; receptor aktivacid vazokonstrikciot kozvetitd hatdsanak
jelatviteli atvonalait (240), miszerint endotélium karosodas esetén a simaizmokon 1évo
LPA; receptor tromboxan A» felszabadulasat okozza, ami a TP receptorokat ingerelve
vezet érosszehuzddashoz. Ez egyben magyarazatot szolgéltathat arra megfigyelésiinkre
is, hogy az LPA konstriktor hatasa erdteljesebb hasi, mint mellkasi aortaban, ugyanis a
hasi aorta a TP receptor agonista U46619 adasara is erdteljesebb kontrakciét mutat (nem
kozolt megfigyelés). Ugyanakkor e munkank legjelentdsebb limitald tényezdje, hogy a
VPC31143 nem egy természetben eléfordulé LPA szarmazék. Sajat kisérleteink soran
tobb megfigyelés is utalt arra, hogy a legnagyobb relaxans hatassal rendelkezd oleoil-
LPA nem a legpotensebb vazokonstriktor hatasu LPA is egyben. Egyrészt, a VPC31143
vazokonstriktor aktivitasa, bar szintén LPA; receptor kdzvetiti, az oleoil-LPA-hoz
képest joval erdsebb. Masrészt a természetben is eléforduld linoleoil- és linolenoil-
LPA-nak mar ép endotélium esetén is jelent meg vazokonstriktor hatasa, szemben az

oleoil-LPA-val. A 2.3 fejezetben ismertettem, hogy az egyes LPA receptorok
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érzékenysége a természetben eléforduldo LPA szarmazékokkal szemben nem egyforma:
a kiilonbozo oldallancti LPA-k hatasai jelentdsen kiilonbozhetnek. Az LPA struktiara —
receptor aktivitds Osszefiiggését tobb munkacsoport is vizsgalta. Bandoh és mtsai.
eredményei szerint — akik edg-tipustt LPA receptorokat expresszaltattak rovarsejtekben,
majd megvizsgaltak az egyes receptorok ligand-specificitasat — nem talaltak szdmottevo
kiilonbséget a kiilonbozd telitetlenségi fok LPA-k LPA; receptort aktivald
képességében. Ugyanakkor Fujiwara ¢és mtsai. — emlds RH7777 sejteket tranziensen €s
stabilan transzfektalva az egyes LPA receptorokkal — azt talaltdk, hogy a tranziensen
LPA| receptort expresszalo sejtek nagyobb aktivaciot mutatnak a tobbszordsen telitetlen
linoleoil- és linolenoil-LPA hat4séara, mint oleoil-LPA-ra, a legkisebb aktivaciot pedig a
telitett tipusok valtjak ki (255). El6fordulhat tehat, hogy a tobbszordsen telitetlen LPA-k
erdsebb endogén agonistai az LPA receptornak, mint az oleoil-LPA. Meg kell azonban
jegyezni, hogy az ilyen modon vizsgélt receptor-expresszids rendszerek nem modellezik

teljes mértékben az in vivo koriilményeket.

Tokumura munkacsoportja szdmos esetben vizsgalta az egyes LPA tipusokra
adott in vivo biologiai valaszokat. Az egyik legkorabbi ilyen munkajukban — melyben
patkdny és macska vérnyomasvalaszat vizsgaltdk intravéndsan adott LPA hatasara (1.
51. oldal) — azt tapasztaltdk, hogy a patkdnyban Iétrejové vérnyomasemelkedés
kivaltasaban az egyes LPA specieszek hatdsossdga a kovetkezd: linolenoil LPA >
arachidonoil-LPA > linoleoil-LPA = oleoil-LPA > palmitoil-LPA >> sztearoil-LPA
(85). Macskakban a vérnyomascsokkentd hatas hasonld érzékenységet mutatott, azzal a
kiilonbséggel, hogy az arachidonoil-LPA a tobbi speciesszel dsszevetve joval kevésbé
hatdsosan csokkentette a vérnyomast, mint ahogyan patkanyban ndvelte. Jol lathato,
hogy a tobbszdrdsen telitetlen formak potensebb vérnyomasemeldk, és bar Tokumuraék
részletes dozis-hatds Osszefliggést vizsgaltak, mi pedig kisérleteinkben csak egy
(biologiai szempontbdl kozel maximalis) koncentracioban alkalmaztuk a kiilonb6zo
LPA-kat, mégis szembeotld a hasonldsag a kapott eredmények kdzott. Az arachidonoil-
LPA elézetes eredményeink szerint kb. a linoleoil-LPA-hoz hasonl6d kontrakciot
okozott, mig relaxans hatasa nem volt izolalt egér aortdban (4dbra nélkiil), ami szintén
nagyon egybehangzé a vérnyomast befolyasold hatasaval. Meg kell azonban emliteni,
hogy a kiilonboz6 LPA-k intravénas beadasat kovetden az LPA szédmos sejttel

kapcsolatba keriil, és a kialakuld vérnyomashatds nem feltétleniil direkt érhatdson
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alapul. Ami kiilondsen bonyolithatja a helyzetet (és erre mar korabban is utaltam a 52.
oldalon), hogy az LPA igen gyorsan aktivdlja a vérlemezkéket, ami a véralvadas
beinduldsa mellett tovabbi LPA felszabaduldshoz vezet. Igy az érsejtekkel mar nem
csak a beadott LPA, hanem az igy felszabadulo, akar teljesen mas Osszetételit LPA 1is
reakcioba léphet. A kiterjedt trombembolizacionak pedig 6nmagéaban is hatdsa van a

vérnyomasra.

Tokumura és mtsai. azt is megfigyelték, hogy izolalt patkdny vastagbélben (256)
¢s 1izolalt tengerimalac ileumban (228) a kiilonb6z6 LPA specieszek kontrakciot
okoznak, legerdsebb hatdssal pedig a linolenoil-LPA rendelkezett mindkét
preparatumban; bar a hatas jelatvitelében voltak ellentmondéasos eredményeik (az egyik
esetben szerepet jatszottak arachidonsav metabolitok, a masikban pedig nem).
Tokumurdék probalkoztak izolalt patkdny aorta LPA hatasara kialakulo
tonusvaltozasanak vizsgalataval is, hogy igazoljak, a vérnyomasndvekedés az LPA
kozvetlen, simaizomkontrakcidt kivaltd hatasdnak kovetkezében jon létre, de nem
tapasztaltak hatast (216). Ez a kozlemény nagyjabdl azzal parhuzamosan jelent meg,
hogy Tigyi Géabor és munkacsoportja igazolta az LPA kozvetlen konstriktor hatasat agyi
erekben in situ (1. 55. oldal). Tobb magyardzata is lehet, hogy izolalt erekben Tokumura
munkacsoportja nem tapasztalt izomkontrakciot, ahogyan azt tapasztaltak
bélpreparatumaikon. Az egyik, hogy nem ismert, mennyire volt ép az endotélium
kisérleteik soran, ugyanis nem szamolnak be publikaciojuk soran sem arr6l, hogy
letesztelték volna az ¢épségét, sem arrdl, hogy direkt vigyaztak volna ra, vagy
szandékosan roncsoltak volna. Ep endotélium mellett pedig — mint az vizsgalatainkbol
kideriilt — az LPA NO-fliggd vazodilataciot (is) okoz, ami ellensulyozhatja a
vazokonstrikcidt. Masrészt kisérleteiket oleoil-LPA-val, kumulativ do6zis-hatas
Osszefiiggést vizsgalva végezték, norepinefrinnel eldéfeszitett patkany aortdban. Sajat
kisérleti eredményeink és tapasztalataink alapjan az oleoil-LPA inkabb relaxaciot okoz,
de csak ép endotélium esetén, mig kontrakcidt csak kis mértékben valt ki, azt is csak
endotélirtas utan. Ezen kiviil a gyors deszenzitizacid6 miatt kumulativ médon szinte
lehetetlen az LPA dozis-fiiggd érhatasat kimutatni. Nem tudjuk annak az okat sem,
hogy miért éppen oleoil-LPA-val probaltak direkt érhatast vizsgalni évekkel azutan,
hogy 6k maguk leirtdk az Osszefliggést a  kiilonbdzd LPA-k zsirsavlancanak

telitetlenségi foka és a vérnyomasnoveld/csokkentd hatds erdssége kozott.
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Erdekes kérdés, hogy mi lehet az LPA-okozta vazodilaticié és vazokonstrikcid
szerepe ¢€lettani/korélettani folyamatokban, és milyen szerepe lehet ezen beliil annak,
hogy az egyes LPA formak mennyire potensek az egyik- vagy masik hatas kivaltasaban.
Elofordulhat, hogy az el6zé bekezdésben részletezett vérnyomashatas hatterében az
altalunk tapasztalt érvalaszok dallnak, bar ez a 2.4.53 fejezetben részletezett
ellentmondasok miatt sok kérdést vet fel. Az egyes fajok kozotti kiilonbozoség az LPA
vérnyomasra kifejtett hatasaban lehet, hogy éppen annak a fliggvénye, hogy a vizsgalt
fajokban eltér6 a vazodilatitor ¢és vazokonstriktor hatasok aranya. Kiilondsen
felerésodhet ez a kiilonbség akkor, ha valamilyen korallapotban tovabb erdsodik a
vazokonstrikcid egy altalanos endotéldiszfunkcié miatt — ez magyaradzhatja példaul,
hogy miért tapasztaltak nagyobb vérnyomasnovekedést LPA adasdra spontan
hipertenziv patkanyokban (216). Tobb tovabbi tényez0 is sz6l amellett, hogy az altalunk
leirt érhatdsok kozvetithetik a vérnyomasra kifejtett hatdsokat. Egyrészt meglepd
egyezés van az LPA szerkezet — vérnyomashatas, valamint LPA szerkezet — érhatés
Osszefiiggésben, az LPA; receptor agonista VPC31143 részben utanozta a
vérnyomasndveld hatdst (213), valamint volt arra utalé jel Tokumura kisérleteiben,
hogy a vérnyomasemeld hatdst tromboxan kozvetiti (216). Ugyanakkor ellene szol,

hogy LPA receptor KO egerekben is létrejott az LPA vérnyomésemeld hatasa (105).

A Dbevezetésben szintén kitértem arra, hogy Ohata munkacsoportjanak
megfigyelései szerint, az LPA részt vesz az erek mechanotranszdukcids folyamatainak
szabalyozasaban (1. 2.4.5.5 fejezet). Borju aorta- és egér endotélsejtekben is kimutattak,
hogy az LPA érzékenyiti a nyirderd hatdsara létrejové intracellularis Ca?" felszabadul4st
(223, 224), ez pedig befolyasolhatja az aramlas indukalta vazodilataciot. Ugyanez a
kutatocsoport nemrégiben azt talalta, hogy nyirderd jelenlétében az LPA fokozza az
endotélsejtek tromboxan termelését, és igy valtoztatja az érreaktivitast (225, 226). Bar a
szignalizacios folyamatok hasonloak, ezekben a kisérletekben az LPA érhatdsa az
endotéliumon 1étrejovo nyiroderdk jelenlétéhez kotott. A mi kisérleteink alapjan azonban
az LPA nyirder6tdl fiiggetleniil, kozvetlen mddon valtoztatja meg az értonust, ez a hatas

pedig az endotélium épségétdl fiiggden lehet vazodilatacio és vazokonstrikeid is.

Eredményeinket 0sszegezve tehat az LPA az értonus szabalyozdsa szempontjabol

egy ,Janus arci” mediator, és hatdsanak kifejlodése, legalabbis izolalt érben az
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endotélium épségétdl fiigg, de befolyasolja az is, hogy milyen tipusi LPA kertil
kapcsolatba az erekkel. Ha figyelembe vessziik, hogy az LPA a legtdbb rendelkezésre
allo irodalmi adat alapjan egy autokrin/parakrin medidtor, akkor leginkdbb olyan
esetekben feltételezhetd szerepe, amikor az érrendszeren beliil nagy mennyiségli LPA
szabadul fel. Legjobb példa erre pedig az endotélsériilés, amit akar egyszerii
mechanikus érsériilés, akar olyan korallapot is okozhat, mint pl. egy meszes plakk
ruptardja, vagy egy €ren beliil végzett intervencios beavatkozas. Tokumura és csoportja
kordbban mar emlitett munkéjaban (1. 41. oldal) megfigyelte, hogy a vérnyomas hatas
mellett a vérlemezkék aktivacioja is fligg a vizsgalt LPA tipusatodl, és az acil-
szarmazékok kozil a legpotensebbek a hosszu szénlancu, tobbszordsen telitetlen LPA-k
(93). Az aktivalt vérlemezkék pedig a bevezetésben mar részletezett modon (1. 36.
oldal) jarulnak hozza a tovabbi LPA felszabadulashoz, ami dontd modon szintén
tobbszordsen telitetlen LPA specieszek felszaporodasdhoz vezet (78). Bot ¢és
munkacsoportja leirtdk, hogy a meszes plakkokban felszaporodnak a tobbszordsen
telitetlen LPA tipusok (38), Kurano ¢s mtsai. pedig tobbszordsen telitetlen LPA-k
mennyiségének novekedését talaltak szivinfarktusban szenvedd betegek vérplazmajaban
(31). A plakkok ruptiraja soran felszinre keriild zsiros mag LPAi;s receptorok
kozvetitésével aktivalja a vérlemezkéket (200). A mi eredményeink szerint a
tobbszorosen telitetlen LPA-k endotélsériilés esetén az értdonus jelentds ndvekedését
okozzék. Elképzelhetd tehat, hogy pl. szklerotikus plakkok ruptirajakor a vérrel
kontaktusba keriild tobbszorosen telitetlen LPA szdrmazékok — amellett, hogy tovabbi
vérlemezke aktivaciot okozva a rupturalt plakk teriiletén a trombusképzddést fokozzak —
erds vazokonstriktor hatasukkal hozzajarulhatnak egy spasztikus allapot kialakulasahoz
azokon a teriileteken, ahol az endotélium sériilt. A ndvekvd alvadék, és a felszabadulo
LPA-k azonban az ¢p endotéliummal rendelkezd érszakaszhoz érve mar nem a
simaizomsejtekkel kerlilnek kapcsolatba, hanem az endotélsejtekkel, amik fokozott
nitrogén-monoxid szintézisiikkkel gatolhatjdk a tovabbi vérlemezke aktivaciot, és
ellensulyozzak a vazokonstrikciot (1. 25. 4&bra). Hogy ez valdéban igy van-e,

természetesen tovabbi in vivo vizsgalatokat igényel.
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VERLEMEZKEK

/ SY1lyS 3ZINITHIA

25. abra A lizofoszfatidsav (LPA) feltételezett szerepe az értonus szabalyozasaban.
Endotélium hianyaban — ami kialakulhat pl. mechanikus sériilés, vagy meszes plakkok
rupturdja sordn — a vérlemezkék aktivacidja jelentds LPA felszabadulassal jar. Az igy
felszabaduld (nagyrészt tobbszordsen telitetlen) LPA kozvetleniil a simaizomsejtek
LPA; receptoranak ingerlésével vazokonstrikciot valt ki, melynek hatterében
ciklooxigenaz 1 (COXI1) aktivacio ¢és kovetkezményes tromboxan Ar (TXA»)
termelddés all. A TXA; tovabbi vérlemezke aktivacidhoz, és LPA felszabadulashoz
vezet. Ez a pozitiv visszacsatoldsi mechanizmus jelentds vazokonstrikciot valthat ki,
ami érsériilés esetén segithet a vérzécsillapitasban, de koros esetben mikrocirkulacios
zavarhoz vezethet. E folyamat megoldasa lehet, hogy amikor a novekvé alvadék eléri az
¢p endotéliummal rendelkezd érszakaszokat, az LPA az endotélsejtek nitrogén monoxid
(NO) termelését fokozza az LPA receptor — foszfolipaz-C (PLC) — endotelialis nitrogén
monoxid szintdz (eNOS) utvonalon keresztiil. A felszabadulé NO vazorelaxaciot valt ki
¢s megakadalyozza a vérlemezkék tovabbi aktivacidjat, negativ visszacsatolassal
ellensulyozva a vazokonstrikcidt és a trombus tovabbi ndvekedését.
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7. KOVETKEZTETESEK

Kisérleteink soran arra kerestiink valaszt, hogyan befolyéasolja a lizofoszfatidsav
(LPA) az erek tonusat, és ennek hatterében milyen szignaltranszdukcios folyamatok

allhatnak. Eredményeinkkel igazoltuk, hogy

e Az LPA dozisfiiggd vazodilataciot okoz, melynek kialakuldsa az endotélium
épségéhez kotott. A vazodilatdcio erdssége fiigg az LPA-ban talalhatd
zsirsavlanctol: telitett zsirsavlanci LPA-k esetében a lanchossz, mig a 18
szénatomszdmu LPA-k esetében a kettds kotések szaméanak novelése csokkenti a
relaxans hatast.

e Endotélium hidnydban az LPA dozisfiiggd vazokonstrikciot okoz, mely
kifejezettebb a hasi aortdban, mint a mellkasi aortaban, ¢s erdssége fokozodik az
LPA zsirsav oldallancanak telitetlenségével.

e Az endotélsejtekben kifejezédnek az LPAi, LPA>, LPA4s ¢és LPAs receptorok,
valamint az LPA szintéziséért felelés autotaxin enzim. A vazorelaxacid
kozvetitéséért az LPA; receptor felelds.

e Az LPA okozta vazorelaxaciot az endotelidlis nitrogén-monoxid szintaz (eNOS)
kozvetiti, ciklooxigendz metabolitoktol fiiggetlen.

e Az eNOS aktivalasa a foszfolipaz-C (PLC) — de nem a PLCg — kdzremiikddésével
torténik, és fiiggetlen az eNOS foszforilacidhoz vezetd foszfatidil-inozitol-3-kinaz
— Akt/PKB tutvonaltol.

e Az LPA endotélkarosodds esetén megfigyelhetd vazokonstriktor hatasanak

kozvetitésében szintén szerepet jatszanak az LPA; receptorok.
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8. OSSZEFOGLALAS

A lizofoszfatidsav (LPA) egy bioaktiv lipid medidtor vegyiiletcsalad, melyben a
glicerin vazhoz egy foszfatcsoport €s valamilyen zsirsav kapcsolodik. Tobb tagja is
sz¢les korben eléfordul az ¢élvilagban, hatdsait elsdésorban az LPA 1.6 nevii G-fehérjéhez
kapcsolt receptorok kozvetitik. Az LPA szdmos élettani és korélettani folyamatban
szerepet jatszik, mint pl. az idegrendszer fejlddése, gyulladasos folyamatok
szabalyozasa, vagy a tumorok terjedése. Az ¢érrendszerben viszonylag jol ismert
vaszkulo- és angiogenetikus hatdsa, valamint az érelmeszesedésben ¢és annak talajan
kialakulo vérrogképzddésben betdltott szerepe. Az értonusra kifejtett hatdsairdl azonban
ellentmondasosak az irodalmi adatok, ezért kisérleteinkben arra kerestiink valaszt,
miként hatnak a kiilonb6z6 LPA-tipusok az értonusra, €s ezek mogott milyen jelatviteli
folyamatok allnak. Megfigyeltiikk, hogy az LPA az értonust az endotélium épségétol
fiiggden befolyasolja: ép endotélium esetén relaxaciot, mig karosodott endotélium, vagy
az endotelidlis nitrogén-monoxid szintdz hianya (eNOS) esetén vazokonstrikciot okoz.
Mindkét hatas fiigg az LPA-ban taldlhato zsirsavlanc hosszatol és telitetlenségi fokatol,
ez utdbbi novelésével a kontrakcios készség fokozddik, a relaxacids készség pedig
csokken. Izolalt endotélsejtekben kimutattuk az LPA tobb receptordnak, koztik az
LPA-nek, és az LPA termelésében kiemelkedd jelentdségli autotaxin enzimnek az
expressziojat. Eredményeink szerint az LPA LPA; receptoron keresztiil aktivalja az
eNOS enzimet, mely hatas a foszfolipaz-C — de nem a PLCe altipus — kozvetitésével
valosul meg, mig az eNOS foszforilacidhoz vezeto jelatviteli utak nem jatszanak benne
szerepet. Meglepd modon az LPA vazokonstriktor hatdsdban szintén szerepet jatszik az
LPA; receptor. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy ateroszklerotikus 1éziokban LPA
halmozdédik fel, valamint vérlemezke-aktivacid soran is nagy mennyiségben szabadul
fel LPA — mindkét esetben dontden tobbszordsen telitetlen tipusok. Igy plakkruptira,
vagy mas érsériilés nagy mennyiségii LPA felszabaduldsaval jar, ami az altalunk leirt
moddon jelentdsen befolydsolhatja az erek tonusat a sériilés kornyezetében, és

hozzajarulhat a vérlemezke aktivacié szabalyozasahoz.
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9. SUMMARY

Lysophosphatidic acid (LPA) is a family of simple lipid mediators composed of a
glycerol backbone, a phosphate headgroup and a fatty acid with various chain length
and saturation. LPA is ubiquitously present in living organisms, and its effects are
mainly mediated by G-protein-coupled receptors called LPA1.6. LPA plays an important
role in many physiological and pathophysiological processes including neural
development, inflammation and tumor progression. Its role is well known in the
vascular system for its vasculo-, angio-, athero- and thrombogenic effects, however its
involvement in the regulation of vascular tone is obscure. First, we aimed to analyze the
vasoactive effects of different LPA species. We observed that LPA has a ‘Janus faced’
effect on the vascular tone: if the endothelium is intact, LPA mediates vasorelaxation,
whereas in case of endothelial damage or genetic deletion of endothelial nitric oxide
synthase (eNOS) it evokes vasoconstriction. Both effects depend on the length and
saturation of the fatty acyl moiety of the LPA. Highest vasorelaxant effect is mediated
by the mono-unsaturated oleoil-LPA, whereas increase in the number of double bonds
results in decreased vasorelaxing and increased vasoconstricting activity. Regarding the
signal transduction processes of LPA-induced vasoactive effects, expression profile of
LPA:, LPA,, LPA4, LPAs receptors as well as the main LPA producing enzyme
autotaxin were demonstrated by qPCR in isolated endothelial cells. According to our
results, LPA; receptor mediates the vasorelaxing effect through the phospholipase C
(but not the PLCe subtype) — eNOS pathway. Phosphorylation of eNOS is probably not
involved in the vasorelaxing effect of LPA. Interestingly, LPA| receptors also appear to
be involved in LPA-induced vasoconstriction. Literature data indicate the accumulation
of LPA in atherosclerotic lesions, as well as its vast production by activated platelets —
with a dominance of poly-unsaturated LPA species. We propose that during vascular
injury or rupture of the atherosclerotic plaques, increased levels of LPA can play
significant roles in the regulation of the vascular tone and thrombus formation in the

vicinity of the damaged vessel wall.
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