K-101775 ,,A tromboxan receptorok jelatviteli folyamatai érsimaizomban”, Kutatasi Zarojelentés, 1. oldal

Kutatasi Zaraojelentés
OTKA K-101775

»A tromboxan receptorok jelatviteli folyamatai érsimaizomban”

A tromboxan receptorok aktivalodasa altal Kivaltott vazokonstrikcié és hipertenzio
jelatviteli folyamatai élettani koriillmények kozott és NO-hianyos 2’1llap0tban1

Kutatasi projektiink egyik célja a tromboxan receptorok (TP) altal kozvetitett rendkiviil erés
¢és tartos vazokonstrikcio jelatviteli folyamatainak a feltérképezése volt. Kisérleteink elsd
részében vad tipusu kontroll és kiilonbozo transzgenikus egerekbdl izolalt thoracalis aorta
szegmenteknek a TP receptor agonista U-46619-re adott valaszreakcidit vizsgaltuk. Azt
talaltuk, hogy kontroll erekben az 1 nM — 10 uM koncentracio-tartomanyban alkalmazott U-
46619 dozis-fiiggd moédon fokozta az értonust. A maximalis valasz meghaladta a 124 mM K*
alkalmazasaval kivaltott referencia-kontrakcio kétszeresét, és meglepd modon rezisztens volt
a potens vazodilatditor Na-nitroprussziddal (SNP, 10 pM) szemben. Kisérleteinket
megismételtiik a simaizomban a Gog és Goyr fehérjékre deficiens (Gogr1-KO) allatokbol
szarmazé ereken, és azt tapasztaltuk, hogy az U-46619 konstriktor hatasa a teljes vizsgalt
koncentracio-tartomanyban lecsokkent, de a maximalis valasz még igy is magasabb maradt,
mint a 124 mM K" altal kivaltott referencia-kontrakcié (1. abra).

Méréseinket megismételtiik a simaizomban Gayy és Gags fehérjékre deficiens (Goyzn3-KO)
egerek erein is, amelyek 30 nM-os U-46619 koncentracidig egyaltalan nem reagaltak, és
magasabb agonista-dozisok mellett is szignifikdnsan gyengébb valaszokat mutattak, azonban
a maximalis vazokonstrikcié még igy is erésebb volt, mint a 124 mM K hatésara kialakuld
referencia-kontrakcio. A Giys-jelatviteli ut jelentOségére utal az a megfigyelésiink is, hogy
mig 10 nM U-46619 jelenlétében a szerotonin és az a-adrenoreceptor agonista fenilefrin
vazokonstriktor hatasa mintegy masfélszeresére fokozodott kontroll egerek ereiben, addig ez a
hatds nem volt megfigyelhetd Goip3-KO ereken. Végiil emlitést érdemel az a
megfigyelésiink is, hogy a kontroll erekkel ellentétben mind a Gag1:-KO, mind pedig a
Gagn3-KO erekben képes volt 10 uM SNP relaxalni a 10uM U-46619 altal kivaltott
vazokonstrikciot (1. dbra).

Eredményeink szerint a TP-receptorok gyenge aktivalodasakor kialakuld értonus-fokozodast
¢s a mas konstriktorokkal szembeni fokozott érzékenységet a Gigis jelatviteli ut kozvetiti.
Magasabb agonista-koncentraciok mellett azonban a Ggu1 €s Gigiz fehérjék altal kozvetitett
szignaltranszdukcidés mechanizmusok egyarant aktivalodnak, és ezzel lehet Osszefiiggésben a

Yezen alfejezet megfigyeléseit még csak konferencia absztraktok forméajaban publikaltuk, ezért a kozlésre
elokészitett kézirat dbraanyagaval mutatjuk be az eredményeket. A tovabbi alfejezetek eredményei mar
publikalasra keriiltek, igy az eredményeket bemutat6 abrak a kozleményekben megtalalhatok.
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rendkiviil erds és vazodilatatorokkal szemben rezisztens vazokonstrikcio ill. vazospazmus
kialakulasa.
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A TP-receptorok jelatviteli utjainak tovabbi vizsgalatdhoz sziikséges volt egy olyan miiszer-
egylittes beszerzése, mellyel szimultan vizsgéalhato az értonus €s az érsimaizom intracelluléris
Ca®*-koncentracioja [Ca®']i. E fejlesztés jelentds részben az OTKA-tamogatasbol volt
megvalodsithatd, €s segitségével az alabbi megfigyeléseket tettiik.

Kontroll erekben 1 uM U-46619 egy gyorsan kialakulo [Ca2+]i-emelkedést okoz, melyet egy
fenntartott Ca®*-szignal kovet, mikozben az értonus folyamatosan fokozodik. Ezzel szemben
fenilefrin hatasara a kezdeti kifejezett [Ca?'i-csticsot kdvetden a [Ca®*]iegy alacsonyabb, de a
nyugalmihoz képest emelkedett szinten stabilizalodik, €s az értonus valtozasa a Ca2+-szignél
mintazatat koveti. A Gog11-KO egerekbdl izolalt ereken az oj-adrenoreceptor agonista
fenilefrin hatastalan volt a [Ca®*]i-re és az értonusra egyarant, mig az U-46619 csokkent Ca®'-
szignalt és vazokonstrikciot valtott ki. Mivel a Goypns jelatviteli Gt gatlasa szintén
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csOkkentette a kontrakcids valaszt, kézenfekvd volt annak feltételezése, hogy ez jatszik
szerepet az intracellularis Ca’*-koncentracié [Ca®']; emelkedésében is a TP-receptorok
aktivaciojakor. Kimutattuk, hogy a Gayzns-fehérjék hidnyaban jelentésen csokken a Ca?'-
szigndl, kiilondsen annak késoi fazisa. Ezzel beigazolodott a Gayypz jelatviteli ut szerepe a
TP-receptorok aktivalédasanak hatdsara kialakuld [Ca2+]i-eme1kedés kivaltasaban. Mivel a
Gagons-fehérjék altal kozvetitett Ca2+-szigné11t korabban nem irtdk le az érsimaizomban,
megfigyeléseink alapjan feltételeztiik, hogy ennek szerepe lehet a tromboxan A, (TXAy)
kiilonésen erds ¢€s tartdos vazokonstriktor hatdsanak kialakulasaban élettani és korélettani
koriilmények kozott (2. abra).
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2. 4bra. Szimultan regisztralt intracellularis Ca®*-szignal (fekete gorbe) és értonus (zold gorbe)
valtozasok PE ¢és U46619 hatasara vad tipust (a-b), Gag11-KO (d-e), és Goip13-KO (g-h) aortakban.
Az értonus valtozasa 5 perccel az U46619 adasa utan szignifikansan alacsonyabb volt mindkét vizsgalt
KO-ban (c). A [Ca*"]i-szignal maximuma mindkét KO-ban alacsonyabb volt (f), mig a fenntartott fazis
csak a Galz/lg'KO-ban (l)

A projekt kovetkezd szakaszdban e jelatviteli Gt pontos feltérképezését tlztiik ki célul.
Eredményeink szerint azonban a Gogai jelatviteli Gt is szerepet jatszik a TP-receptorok
aktivalasanak hataséara kialakulo Ca2+-szigné1 kivaltasaban. Ennek kiiktatasara kisérleteinket
Gogi-deficiens egerek aortajabol izolalt simaizomsejteken végeztiik, igy specifikusan tudtuk
vizsgalni a masik, Gaag3 altal kozvetitett jelatviteli Ut szerepét. Azt tapasztaltuk, hogy az U-
46619 hatasara kialakulo [Ca®]i-emelkedés nem véltozott extracellularis Ca®* hidnyéban, igy
beigazolddott, hogy az intracellularis raktarakbdl torténd Ca**-felszabadulas all a folyamat
hatterében. Ezt kovetden a Gogpns jelatviteli at klasszikus intracellularis komponenseinek a

kis G-fehérje RhoA és az altala szabalyozott Rho-kinaz (ROCK) szerepét vizsgaltuk. A
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ROCK géatlasa Y-27632-vel nem valtoztatta meg az U-46619 altal kivaltott Ca2+-szignélt,
azonban a RhoA-inhibitor TAT-C3 gyakorlatilag teljesen eltlintette azt. Ezzel beigazolodott,
hogy a Gaays jelatviteli ut a RhoA aktivalasaval, de a ROCK-tdl fiiggetlen moédon okozza a
[Ca®']; emelkedését a TP-receptorok aktivacidjakor (3. abra).
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3. abra. TP-receptorok aktivalasanak hatasara
kialakulo ~ Ca®*-szignal — Gogp-deficiens — egerek
aortajabol  izolalt  simaizomsejteken kontrol
koriilmények kozott (a), extracellularis Ca®* hianyaban
(b), RhoA-inhibitor TAT-C3 (c¢) és ROCK gatlé Y-
27632 jelenlétében (d). A [Ca®i-szignal maximuma
TAT-C3 jelenlétében jelentosen lecsokkent (e).
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A kovetkezd kérdés annak kideritése volt, hogy miként vezet a Gagr3—Rho aktivacid
intracellularis Ca®*-felszabadulashoz. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a RhoA képes
aktivalni a foszfolipaiz Ce (PLCe) enzimet, mely inozitol-triszfoszfat (IP3) képzddésen
keresztiil indukalhat Ca*-felszabadulast a szarkoplazmas retikulumboél. Ennek a lehetdségnek
a tisztazasara megvizsgaltuk az érvalaszokat PLCe knock out (PLCe-KO) egerekbdl szarmazo
ereken. Azt tapasztaltuk, hogy PLCe-KO egerek aortaiban az U-46619 hatasara kialakuld
kontrakcios erd és Caz+-szignél egyarant szignifikdnsan lecsokkent. Megfigyeltiikk tovabba,
hogy mig az aj-adrenoreceptor agonista fenilefrin hatasara felszabaduld IP3 mennyisége nem
valtozik a PLCe-KO allatokbdl szarmazé ereken, addig a TP-receptor agonista U-46619
okozta IPs-felszabadulas jelentdsen csokken (4. abra).

a b
)
3 0.087 wm wT 0.010 o mw
s 0.07{ [J PLCe-KO — | O PLCe-KO
° T 0.008 3
SE 0.0 _z
2 o [« =
22 %05 0.006 =9
z9 0.04 g *
T2 o0s 0.004 IE
= : & 3
€ ooz 0.002 §
T 0.01 '
2 0 0 - 0
PLCB1 PLC: Phenylephrine U-46619
c d
0.3 U wT r15 154 mWT
s l [ PLCe-KO
o — -—
g 0.2 -10 = = 104
s E E
E 3 8 *
2 0.1 5 5 5
-] LE I-E 5]
o < <
<
0 0
1 2 3 4 5 8 5 min
Time (min) f
e
0.3 PLCs-KO 15 0.20 mwT
o o [ PLC:-KO
g = Bors
S E S
(2] ™ *
L 3 '-'5 0.10
E L E *
<
» = 005
— 0
1 2 3 4 5 6 peak plateau

Time (min)

4. abra. PLCe mRNS jelenlétének, ill. hianyanak igazolasa WT, ill. PLCe-KO egerek aortaiban RT-
PCR-ral (a). U-46619 okozta IPs-felszabadulas jelentésen csokken PLCe-KO erekben (b). PLCe-KO
egerek aortaiban az U-46619 hatasara kialakulo kontrakcids erd (zold gorbe) és Ca®*-szignal (fekete
gorbe) lecsokken a vad tipusu erekhez képest (c-f).
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Kisérleteink tehat igazoljak egy korabban ismeretlen jelatviteli at (Gaizi3—RhOA-PLCe)
szerepét a TP-receptorok altal kozvetitett Ca**-szignal és vazokonstrikcio kialakulésaban.
Ugy gondoljuk, hogy e jelatviteli ut lehet a magyarazata a TXA,-okozta vazokonstrikci6
erdsségének ¢és tartossaganak.

Mivel a szOveti véraramlas, illetve a szisztémds vérnyomas szabalyozdsaban a kis atmérdji
artériak és arterioldk jatsszdk a dont6 szerepet, megfigyeléseink élettani és esetleges
korélettani jelentoségének megitéléséhez sziikségesnek lattuk annak vizsgélatat, hogy az
ujonnan leirt jelatviteli Gt ezekben a rezisztencia-erekben is szignifikans mértékben jarul-e
hozza a TP receptorok aktivalodasat kovetd valtozasokhoz. E célbol izoflurannal altatott
felnott him egerekben vizsgaltuk az U-46619 vérnyomadsra kifejtett hatasait. A vérnyomast az
arteria femoralisba vezetett kaniilon keresztiil mértiik. Az U-46619 vad tipusu C57BIl6
egerekben dozis-fliggd mértékli vérnyomas-emelkedést okozott, mely hatds hianyzott a TP
receptorokra knock-out (TP-KO) allatokban, jelezve, hogy az U-46619 hatasat kizarolag e
receptorok kozvetitik. Az U-46619 vérnyomast emeld hatdsa szignifikansan csokkent a PLCe-
KO allatokban, igazolva, hogy a PLCe a rezisztencia-erekben is szerepet jatszik a TP
receptorok aktivalasa altal kivaltott vazokonstrikcid jelatviteli folyamataiban (5. abra).
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Ezt kovetden arra voltunk kivancsiak, hogy a TP receptorok altali PLCe aktivacionak szerepe
lehet-e a nitrogén-monoxid (NO) hianyos allapotokban kialakulo hipertonia patogenzisében.
Hipotézisiink sajat munkacsoportunk és masok korabbi megfigyelésein alapult, melyek szerint
NO hidnyaban feler6sddik a TP-receptorok altal kézvetitett vazokonstrikcid, aminek szerepe
lehet a kovetkezményes hipertonia kialakulasaban. E hipotézis vizsgalatara az NO szintaz
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inhibitor nitro-L-arginin metil észter (L-NAME) akut adasanak vérnyomasra kifejtett hatasait
vizsgaltuk izoflurdnnal altatott, felndtt him vad tipusu C57Bl6, valamint azonos genetikai
hatterti, de TP-receptorokra vagy PLCe-ra deficiens TP-KO, ill. PLCe-KO egerekben. Azt
tapasztaltuk, hogy az L-NAME hipertoniat okozo hatasa szignifikansan lecsokkent TP-KO
egerekben, jelezve, hogy a NO hianyaban kialakul6 hipertonia patogenezisében részt vesz a
TP-receptorok aktivalodasa. Emellett azt is megfigyeltiik, hogy a PLCe-KO egerekben is
csokkent az L-NAME hatasara kialakuld hipertonia, ami egyértelmtien arra utal, hogy az
altalunk Gjonnan leirt jelatviteli Gtnak szerepe van a kialakuldséban (5. ébra).

Kisérleteink kovetkezd szakaszaban telemetrias modszerrel éber, szabadon mozg6 allatokban
is megvizsgaltuk az elobbiekben leirt jelatviteli ut szerepét a nyugalmi vérnyomas
szabalyozasaban, ill. az NO hidnyaban kialakulé hipertenzié kialakuldsdban. A PLCe-KO
egerek artérias kozépnyomasa a napszaki ingadozasokat megtartva atlagosan 15 Hgmme-rel
alacsonyabb volt a vad tipustiakhoz képest, mig szivfrekvenciajuk nem kiilonbozott (6. abra).
Ez a megfigyelésiink arra utal, hogy a PLCe enzim fontos szerepet jatszik a nyugalmi
vérnyomas szabalyozéasaban.
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6. abra. Telemetrias vérnyomasmérés éber, szabadon mozgé allatokban. A PLCe-KO egerek artérias
kdzépnyomasa alacsonyabb (a), mig szivfrekvencidjuk (b) nem kiilonbozott a vad tipusuakétol, a
vérkeringési paraméterek napszaki ingadozasainak valtozatlansaga mellett.

Az NO-szintaz gatlo L-NAME kezelés hatasara mindkét csoportban megemelkedett, majd a
kezelés abbahagyasat kovetden napokon beliil normalizalodott az artérids kdozépnyomas. A
kozépnyomas emelkedésének mértéke a nyomdsgorbe alatti teriiletet kiértékelve
szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult a PLCe-KO egerekben jelezve, hogy ennek a
jelatviteli mechanizmusnak szerepe van az NO-hianyos allapotban kialakuld vérnyomas-
emelkedés fenntartdsdban (7. dbra).
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7. ébra. Telemetrids vérnyomasmérés éber, szabadon mozgé allatokban. NO-szintaz gatlo L-NAME
kezelés hatasara kevésbé névekedett az artérias kozépnyomas PLCe-KO egerekben.

A lizofoszfatidsav értonusra kifejtett hatasait kozvetité jelatviteli folyamatok

Az elozéekben ismertetett eredményeink az elsé olyan kisérleti adatok, melyek a PLCe
szerepére utalnak az értonus szabalyozasdban. Mas munkacsoportok kordbbi megfigyelései
igazoltak, hogy fibroblasztokban és asztrocitidkban a PLCe fontos szerepet jatszik a
lizofoszfatidsav (LPA) bioldgiai hatdsainak a kozvetitésében. Bar az LPA értonusra kifejtett
hatasai kevésbé ismertek, néhdny kordbbi kozleményben leirtdk, hogy agyi erekben
konstrikciot okoz. Miutan eredményeink igazoltadk a PLCe szerepét a TP-receptorok altal
kozvetitett vazonkonstrikcioban, meg kivantuk vizsgalni, hogy jatszik-e hasonld szerepet az
LPA érhatasaiban.

Kisérleteinket izolalt thoracalis aorta szegmentekben végeztiikk az el6z6 pontban ismertetett
metodikaval. Nyugalmi értonusra adva 1-oleoyl-LPA-t, illetve az LPA;.3 receptor agonista
VPC31143-at, minimalis vazokonstrikcidt tapasztaltunk. Amikor azonban prekontrolalt
ereknek adtuk, mindkét vegyiilet jelentds vazodilaticiot okozott. Amennyiben az
endotheliumot mechanikusan karositottuk, vagy eNOS-KO allatokbdl szarmazd ereket
vizsgaltunk, nemcsak eltlint az LPA és VPC31143 vazodilatitor hatdsa, hanem helyette
jelentds vazokonstrikci6 alakult ki. A vazokonstrikcio megfigyelhetd volt PLCe egerekbdl
preparalt, endothel-irtott ereken is, igy kizarhatjuk a PLCe szerepét az LPA vazokonstriktor
hatasanak a kozvetitésében.

Az eldbbiekben ismertetett eredményeink voltak az elsd kisérletes bizonyitékai az LPA
endothelium-fiiggd, NO altal kozvetitett vazodilatator hatasanak, ezért fontosnak tartottuk
feltérképezni annak mechanizmusat. El0szor a hatast kozvetitd receptor azonositasa céljabol
megvizsgaltuk, hogy mely LPA-receptorok mRNS-e mutathatdé ki az egér aorta
endotheliuméban, és azt talaltuk, hogy az LPA;, LPA,, LPA,4 és LPAs expresszalodik. Mivel
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mind az LPA;s-antagonsita Kil6425 mind pedig az LPA;-antagonista AM095 gatolta az
LPA-okozta vazodilataciot, ami nem valtozott LPA,-KO, de hidnyzott LPA;-KO allatokbol
preparalt ereken, egyértelmiien beigazolodott az LPA; receptorok kdzvetitd szerepe.

A kovetkezd megvalaszolandd kérdés az volt, hogy milyen intracellularis jelatviteli ut
kapcsolja az LPA; receptorok aktivacigjat az NO felszabadulashoz. Az eNOS aktivacidjanak
két jol jellemzett jelatviteli mechanizmusa ismert, egyrészt az [Ca2+]i emelkedése, masrészt az
eNOS foszforilacidja protein kindz B/Akt altal, mely szignaltranszdukcios utat a PI3-kinaz
aktival. Ez utobbi jelatviteli mechanizmus szerepét kizartuk az LPA-okozta vazodilatacio
kozvetitésében, mivel gatldoszerei (wortmannin és MK-2206) nem befolyasoltak a hatast.
Ezzel szemben az intracellularis Ca®'-felszabadulast kozvetitd PLC-enzimek gatloszerei
(U73122, illetve edelfosine) megsziintették az LPA vazodilatdtor hatdsat. A vazodilatacid
valtozatlan maradt PLCe-KO egerekb6l szarmazo ereken, ami ez el6z6 eredményekkel egytitt
arra utal, hogy egy PLCe-tdl kiilonb6z6é PLC — valészintileg PLCB — kozvetiti a hatést.

A tromboxian A, é a TP receptorok szerepe a lizofoszfatidsav vazokonstriktor
hatasanak kozvetitésében

A projekt eléz6 szakaszaban leirtuk, hogy a lizofoszfatidsav (LPA) az LPA; receptorok
kozvetitésével endothelium-fliggd vazodilataciot okoz, ami az endotelidlis NO szintaz (eNOS)
(valészintileg PLCP jelatviteli uton torténd) aktivalodasa altal valosul meg. Megfigyeltiik
ugyanakkor, hogy endothelium, ill. eNOS hidnyadban az LPA vazokonstriktor hatasu. E
vazokonstriktor hatas mechanizmusat tisztazando, el0szor aorta simaizomban kvantitativ real-
time PCR segitségével megvizsgaltuk az LPA-receptorok expresszigjat és azt talaltuk, hogy
koziiliik els6sorban az LPA1, LPA,, LPA,4 és LPAg MRNS-e mutathato ki.

Tovébbi vizsgalatainkat endothelium-mentes abdominalis aorta szegmenteken végeztiik. Az
értonust izometrias koriilmények kozott regisztraltuk miografon. Azt tapasztaltuk, hogy az
LPA;.3 receptorokon agonista hatdsa VPC-31143 szintén vazokonstrikciot okozott, mégpedig
az oleoyl-LPA-nal nagyobb mértékiit, ezért tovabbi kisérleteinkben e vegyiiletet hasznaltuk a
vazokonstrikcio kivaltasara.

A VPC31143 hatasat az LPA; és LPA3 receptorokon antagonista Ki-16425 gatolta, mig az
LPAs-szelektiv gatloszer DGPP nem. Tovabbi kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy LPA,-
KO egerek ereiben a VPC31143 hatasa valtozatlan marad, mig LPA;-KO erekben eltlinik.
Ezutan megvizsgaltuk a T13 vegyliletet, ami az irodalmi adatok alapjan kis d6zisban (10 nM)
szelektiv és maximalis LPAjz receptor aktivaciot okoz, nagyobb dozisban azonban a tobbi
LPA receptorra is hat. A T13 kis ddézisa nem okozott vazokonstrikciét, mig nagyobb
koncentraciokban doézisfiiggéen kontrahalta az ereket, ez a kontrakcido azonban LPA;-KO
erekben eltiint. Mindezen eredmények egyértelmiien igazoltak az LPA; receptor kizarolagos
szerepét a vazokonstrikcid kozvetitésében.
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Ismeretes, hogy az LPA-nak van COXI1-fiiggé hatasa, valamint az is, hogy vékonybél
simaizomban indomethacin gatolja az LPA konstriktor hatdsat, igy feltételeztiik, hogy a
TXAz-nek szerepe lehet az LPA-medialta vazokonstrikcié kialakulasaban. Ennek igazolasara
miografos kisérleteinket megismételtik COX1-KO, ill. TP-KO egerektdl szarmazo aortakban,
¢és a vazokonstrikci6 jelentds csokkenését tapasztaltuk. Emellett TXB;-assayvel vizsgaltuk az
erekbdl felszabaduld tromboxan mennyiségét, és azt tapasztaltuk, hogy mig vad tipust
erekben a VPC31143 hatasara 2-3-szorosara fokozodik a tromboxan produkcio, addig ez a
hatas hianyzik LPA;-KO és COX1-KO allatok ereiben, LPA,-KO és TP-KO erekben pedig
valtozatlan.

A tromboxéan termelés ismert Utvonala a pertussis-toxin (PTX) érzékeny Gj fehérje- és a
kovetkezményes poszfolipaz A, (PLAy)-aktivacid, ezért tovabbi kisérletekben ennek a
jelatviteli utnak vizsgaltuk a szerepét. PTX hatasara mind a VPC31143 medialta
vazokonstrikcié, mind az aorta tromboxan termelése jelentosen lecsokkent.

Eredményeink szerint mig ¢ép endothelium esetén az LPA LPA; receptorok aktivacidjan
keresztiil az endothelsejtekben NO felszabadulast és kovetkezményes vazorelaxaciot okoz,
addig endotelialis NO-szintézis hianyaban az LPA; receptorok vazokonstrikciot kozvetitenek.
A simaizom LPA; receptorok aktivacidjanak eredményeképpen Gi, és COX1 fiiggd modon
fokozddik a tromboxan termelés, amely autokrin/parakrin modon kontrahdlja az érfal
simaizomzatat (8. abra).

Platelets

PLATELET INHIBITION

~._ Contraction. =~
&

Smooth muscle = e —

8. abra. Az LPA értonust befolyasolo hatasait kozvetité mechanizmusok 6sszegzése.
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Az OTKA palyazat és a beldle vasarolt miiszerek segitségével lezartunk harom olyan
projektet, amelyek korabbi OTKA tamogatasokkal indultak el. Ezek publikalt eredményeit az
alabbiakban foglaljuk 0ssze roviden.

Dinorfin A szerepe az agyi értonus szabalyozasaban

Szamos természetes és szintetikus opiat-receptor agonistarol ismert, hogy jelentds hatasuk van
az agyi véraramlasra, azonban a dinorfinokat ebbdl a szempontbol alig vizsgaltdk. Azt
perivaszkularis idegek végzddéseiben. Az alkalmazott primer antitest specificitasat vizsgalva
igazoltuk, hogy a dinorfin A természetes fragmensei koziil a dinorfin A (1-17)-tel és (1-13)-
mal reagal, még az (1-8)-cal nem, mint ahogy a dinorfin B-vel sem.

Ezt kovetden a kiilonb6zd dinorfinok értonusra kifejtett hatdsait vizsgaltuk patkanyokbol
izolalt a. cerebri media (MCA) és a. basilaris (BA) szegmentekben. Mindkét érben a dinorfin
A (1-17) és (1-13) rendkiviil erds, a 124 mM K™-al kivaltott referencia-kontrakciot meghaladé
érosszehtizodast eredményezett, még a dinorfin A (1-8) és dinorfin B ilyen hatdst nem
mutatott. A tovdbbiakban a dinorfin A (1-13) hatasait kozvetitd jelatviteli folyamatokat
vizsgaltuk. Mind a k-opiat receptor antagonista nor-binaltorphimin, mind pedig a x-opiat
receptorok Gi-fehérjék altali jelatvitelét gatld pertussis toxin csékkentette a dinorfin A (1-13)
kontrakcios hatasat, de egyik gatlészer sem volt képes azt teljes mértékben megsziintetni.
Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a dinorfin A vazokonstriktor hatasat csak részben kozvetitik
Kk-opiat receptorok. E hipotézis mellett sz6l az a megfigyelésiink is, hogy a k-opiat
receptorokhoz nem ko6td6d6 dinorfin A (2-13) szignifikans, de a dinorfin A (1-13)-nal
gyengébb vazokonstrikciot okozott, ami rezisztens volt nor-binaltorphiminre.

Eredményeink alapjan a dinorfin A (1-13) és (1-17) rendkiviil er6s agyi vazokonstriktor
hatasaiért kettds mechanizmus felelds: a k-opiat receptor aktivacigja és egy ettdl fliggetlen
folyamat, mely valdsziniileg a 9-13 aminosavak jelenlétéhez kothetd. Megfigyeléseink
jelentdségét fokozza az a tény, hogy a dinorfin A (1-13) egyik f6 metabolitja a cerebrospinalis
folyadékban a dinorfin A (2-13), igy mind a k-opiat receptorok altal kozvetitett, mind pedig
az attol fiiggetlen vazokonstrikci6 hatassal lehet az agyi vérkeringésre a dinorfin A fokozott
felszabadulaséaval jar6 korallapotokban.

Endocannabinoidok és a cannabinoid-1 (CB1) receptorok szerepe az agyi vérkeringés
szabalyozasaban

Irodalmi adatok szerint az endogén cannabinoid vegyiiletek — mas néven endocannabinoidok
— fontos szerepet toltenek be szamos ¢lettani folyamat, koztilk a vérkeringési rendszer
mukodésének szabalyozasaban, azonban az agyi vérkeringésre kifejtett hatdsaik kevéssé
ismertek ¢és a rendelkezésiinkre 4ll6 adatok tobb tekintetben ellentmondasosak. Az
ellentmondasos megfigyelések egyik lehetséges oka, hogy a kordbbi vizsgalatokban exogén
uton a szervezetbe juttatott cannabinoidok hatasait vizsgaltak, ezért nem zéarhato ki, hogy az
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endogén cannabinoid-szinteknél jelentdsen nagyobb doézisokat hasznalva olyan hatasokat is
leirtak, amelyek in vivo nem fordulhatnak eld. Kisérleteinkben ezért azt a célt tliztiik ki, hogy
megvizsgaljuk az endogén cannabinoidok és a CB1 receptorok szerepét az agyi vérkeringés
szabalyozasaban nyugalmi kortilmények kozott, valamint hypoxia és hypercapnia (H/H)
soran. Kisérleteinket altatott patkdnyokban végeztiik, a CB1 receptorok farmakologiai gatlasat
AM-251 adasaval értiik el, mig az endocannabinoid rendszer aktivalodasat a cannabinoidok
sejtbe torténd visszavételét gatlo AM404 alkalmazasaval szimulaltuk. Eredményeink alapjan
az alabbi kovetkeztetések vonhatok le:

1. Nyugalmi koriilmények kozott az endocannabinoid-rendszer, legalabbis CB1-receptorok
altal kozvetitett mechanizmussal, nem jatszik fontos szerepet a szisztémas és az agykérgi
vérkeringés allandosagéanak a fenntartasaban.

2. Az endocannabinoidok szintjének emelkedése az eliminacidjukért felelds enzimek gatlasa
révén markans valtozasokat okoz a kardiorespiratorikus szervrendszerben.

3. E véltozasok koziil a vérnyomés néhany percig eltartdo emelkedése alakul ki elészor, ami
fiiggetlen a CBIl-receptorok aktivacigjatol. Az a megfigyelés, hogy a vérnyomas-
emelkedést kisérd agykérgi véraramlas-fokozodas csokkent CB1-antagonista jelenlétében
felveti annak lehet6ségét, hogy a CB1-receptorok endocannabinoidok altali aktivacidja
rontja az agykérgi autoregulaci6 hatékonysagat magas vérnyomas mellett.

4. Az endocannabinoid-rendszer  aktivalodasa CBl-receptorok altal  kozvetitett
mechanizmussal 1égzésdepressziot okoz, amit az artérids vérgaz-tenziok és pH
megvaltozédsa révén az agykérgi véraramlas kovetkezményes emelkedése kisér. E
hatasmechanizmust vad tipusit és CBI1-KO egerek pulzoximetrids vizsgalataval is
megerdsitettiik.

5. Az endocannabinoid-rendszer aktivalodasanak legkésobb kialakuld kovetkezménye egy
elhtizodo vérnyomascsokkenés, melyet CBl-receptorok kozvetitenek.

6. A CBl-receptorok aktivalédasa gatlo hatasu a H/H soran kialakul6 agykérgi véraramlas-
fokozoddasra.

Ez utobbi a munkankbol leszlirhetd legfontosabb felismerés, mivel elséként irtuk le az
endocannabinoid-rendszer és CBI1-receptorok szerepét az agyi vérkeringés H/H-hoz vald
alkalmazkodasdnak folyamataban. Mivel a CBl-receptor neuronokban és astrocytakban
fejezodik ki legnagyobb mértékben, eredményeink aldtdmasztani latszanak az agyi
vérkeringés neurondlis szabdlyozasanak modelljét H/H soran. Megfigyeléseink felvetik
tovabba annak a lehetdségét, hogy az endocannabinoid-rendszer, legalabbis aktivalt
allapotaban, CBl-receptorok altal kozvetitett modon hatdssal van az agyi vérkeringés

crer

Az agyi vérkeringéssel kapcsolatos eredményeinken tul, leirtuk az endocannabinoid-rendszer
aktivalédasanak a szisztémas vérkeringésre €s a légzésre valo hatdsait, ezzel megerdsitve
korabbi, exogén tton alkalmazott cannabinoidokkal tett megfigyeléseket. Igazoltuk, hogy e
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hatasok kozil a 1égzésdepressziot és a késéi vérnyomascsokkenést CB1-receptorok
kozvetitik, mig a korai a&tmeneti hipertenzié mas mechanizmussal jon létre.

Az agykérgi mikrocirkulacio féloldali a.carotis communis elzarodashoz valo
adaptaciojanak mechanizmusa

Jol ismert az agyi vérkeringés kivald alkalmazkodasi képessége az agyat ellatdé nagy
extrakranialis artériak részleges vagy teljes elzarddasdhoz, azonban az adaptacid pontos
mechanizmusa még sok tekintetben tisztazatlan.

A jelenség vizsgalatara egy korabbi OTKA projektiink keretében Osszeallitottunk egy 1ézer-
speckle technikan alapul6 mérérendszert és kidolgoztunk egy optimalis kisérleti protokollt
hasznaltuk az agyi vérkeringés féloldali a. carotis elzarodashoz valo alkalmazkodasi
mechanizmusanak, és azon belil az endothelidlis nitrogén monoxid szintaz (eNOS)
szerepének vizsgalatara. Kisérleteinket vad tipust (WT) és eNOS deficiens (eNOS-KO) him
egereken végeztiikk hetamin/xylazin altatasban. Legfontosabb megfigyeléseink a kdvetkezOk
voltak:

1. A bal a. carotis communis (CCA) elzarasat kovetden 5-10 masodperccel az azonos
oldali féltekében a. cerebri media (MCA) ellatasi teriiletéhez tartozo temporalis régidban
26%-0s, mig az a. cerebri arterior (ACA) ellatasi teriiletéhez tartozé frontoparietalis

crcr
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régio véraramlas-csokkenése a pidlis kollateralis ereken keresztiil a stulyosan iszkémias
temporalis régid felé torténd vérkeringési redisztribucid kovetkezménye lehet.

2. Valamennyi érintett agykérgi CCA elzards okozta iszkémia gyorsan oldodott és a
véraramlas kb. 30 mésodperc elteltével a beavatkozas eldtti szint kdzelébe 4llt vissza, ami
az adaptacids mechanizmus(ok) hatékonysagara utal.

3. Az eNOS-KO dllatokban az akut véraramléas-csokkenés mértéke nem kiilonbozott a
WT egerekben tapasztaltalttol, a véraramlas normalizalddasa pedig még fel is gyorsult.

Eredményeink alapjan az aldbbi kovetkeztetéseket vonhatok le:

1. A nagy agyalapi artérids anasztomozisok (circulus arteriosus Willisii) megléte
onmagiban nem elegendd a féloldali CCA elzarodds okozta agykérgi iszkémia
megeldzésére, a  véraramlds tranziens csOkkenést kovetdé normalizalodasa
cerebrovaszkularis adaptacios mechanizmusok aktivalodasat igényli.

2. Az agykérgi pialis anasztomozisok szerepet jatszanak a véraramlas redisztribucigjaban
az MCA ¢és ACA ellatasi teriiletei kozott.
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3. Az eNOS — meglepé6 mdédon — nem latszik fontos szerepet jatszani az agykérgi
mikrocirkulacié féloldali CCA elzar6dasahoz vald alkalmazkodasban.



