Egyetemi doktori (PhD) értekezés tézisei

Az aneszteziologia és intenziv terapia egyes
gyogyszereinek vaszkularis hatasai

Dr. Gédény Ildiko

Témavezetd: Dr. Papp Zoltan

DEBRECENI EGYETEM
Laki Kalman Doktori Iskola

Debrecen, 2018



Az aneszteziologia és intenziv terapia egyes gyogyszereinek vaszkularis hatasai

Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése érdekében
az Elméleti Orvostudomanyok tudoméanyagban

frta: Dr. Gédény I1diké okleveles altalanos orvos

Késziilt a Debreceni Egyetem Laki Kalmén doktori iskoldja
(Kardiovaszkuléris megbetegedések programja) keretében

Témavezeté: Dr. Papp Zoltan, az MTA doktora

A doktori szigorlati bizottsag:
elnok: Prof. Dr. Balla Gyorgy, akadémikus
tagok: Dr. Zsembery Akos, PhD
Prof. Dr. Németh Norbert, az MTA doktora

A doktori szigorlat helyszine és id6pontja:
Debreceni Egyetem, AOK, Elettudomanyi Kézpont, Immunologiai Intézet, 2.209-211. szoba
2018. december 6., 11 ora

Az értekezés biraloi:
Prof. Dr. Bari Ferenc, az MTA doktora
Dr. Fabian Akos, PhD

A biralobizottsag:
elnok: Prof. Dr. Balla Gyorgy, akadémikus
tagok: Dr. Zsembery Akos, PhD

Prof. Dr. Németh Norbert, az MTA doktora
Prof. Dr. Bari Ferenc, az MTA doktora
Dr. Fabian Akos, PhD

Az ertekezés védesének helye és iddpontja:
Debreceni Egyetem, AOK, Elettudomanyi Kézpont, FO08-009 tanterem,
2018. december 6., 13 ora



1 BEVEZETES

1.1 Az endotélium és a simaizomsejtek szerepe a mikrocirkulacio szabalyozasaban

Az érfalat bélelé endotélium sejtek altal alkotott endotéliumot az 1970-es évekig egy egyszerii
mechanikai barrierként képzelték el. Azota bebizonyosodott, hogy szerepe ett6l sokkal
Osszetettebb. Szamos kiemelt jelentdségili funkciot lat el: szabalyozza az értonust, meghatarozo
szerepet jatszik tobbek kozott a vaszkularis permedbilitasban, a trombocita aggregacidoban és a
véralvadasban, az immunologiai ¢és gyulladasos reakcidkban, az angiogenezisben, a

metabolikus folyamatokban és az endokrin szabalyozasban is.

Mivel az artérias, vénas és nyirokrendszer endotélium feliilete sszesitve mintegy 1000 m?, az
érpalyan beliili és az érfalon keresztiill a szervezet tobbi sejtje felé torténd anyag- és
informdciocserében jatszott szerepe egyediilalld. Az endotélium szerkezetét és funkciodjat
tekintve jelent6s kiilonbségeket mutat a fajok, a nem, az ér tipusa, szervezeten beliili
lokalizacidja és az oszlasi fa szerinti elhelyezkedése alapjan. Ugyanaz a mechanizmus csak
ugyanannak a fajnak ugyanolyan tipusu, ugyanolyan szervbdl szdrmazd, az oszlas szerint is
kozelallo elhelyezkedésii ereiben megy végbe biztosan ugyantigy. Ez a felismerés kiilonosen
nehézzé teszi mikodésének kisérletek révén torténd megfigyelését. Mindezek ellenére az
elmult két évtizedben az élettani kutatasok kozpontjaban allt, melynek hatasara 1€pésrdl 1épésre
bontakozott ki a szabalyozasi folyamatok igen 0sszetett képe. Azonban sok kérdésre még ma

sem tudjuk a valaszt.

Az endotélium sejtek €s az alattuk elhelyezkedd simaizomsejtek szoros egységet alkotnak.
Koélcsonhatasuk eredménye a kisebb artéridk és arterioldk (un. rezisztencia erek) altal
létrehozott vazotonus, mely meghatdrozza a lokalis, a szervi és a generalizalt vérataramlast.
Egymasra utaltsagukat bizonyitja, hogy az endotéliumtol megfosztott erek atmérdje
szignifikansan kisebb, mint ugyan ezeknek az erecknek az atméréje ép endotélium mellett. Az
endotélium valtozatos mechanizmusokon keresztiil képes az alatta fekvd simaizom mitkodését
befolyasolni: kozvetlen kapcsolat révén (pl. gap junction) az alatta fekvé simaizommal, illetve
relaxaciot/konstrikciot kivaltd anyagok szintézisével és kibocsatasaval, ilyenek pl. a nitrogén-
monoxid (NO), az arachidonsav egyes lebomlasi termékei, fehérjék (pl. endothelin),
purinszarmazékok, adenozin, reaktiv oxigén vegyiiletek és egyes vazoaktiv hormonok, pl. az
angiotenzin 1. Ahhoz, hogy az endotélium a keringés lokalis szabalyozasaban részt vehessen,
elengedhetetlen a mikroerek szenzoros funkcidja, mellyel a vérkeringés helyi eltéréseit az
endotélium membran receptor fiiggd, vagy attol fiiggetlen modon érzékeli. Ezaltal képes az
endotélium az adott szdvet vagy szerv vérataramlasat a pillanatnyi lokalis igényeknek

megfelelden alakitani, a generalizalt értonustol fiiggetleniil. Endotélium diszfunkcid soran ez



az egyensuly karosodik, és a vazokonstriktiv vagy dilatativ hatast anyagok szintézisének vagy
kibocsatasanak zavaran keresztiil kardiovaszkularis megbetegedések kialakulasat segitheti el

(pl. hipertonia, arterioszklerozis, kardiovaszkularis 6regedés).

Az endotélium altal kivaltott vazodilatdci6 hdrom {6 utvonalon mehet végbe: a NO, a
prosztaciklin és az endotéliumbol szarmazo hiperpolarizacié faktor (EDHF) altal kivaltott

modon.

Dolgozatomban e harom mechanizmus koziil a NO és az EDHF altal kozvetitett vazodilataciot
vizsgaltam a prosztaciklin Utvonal gyodgyszeres gatlasa mellett. Ezért ezt a két utvonalat
részleteztem a kovetkezd fejezetekben a rendelkezésre allo szerteagazd irodalmi adatok

Osszesitése révén.

1.1.1 A NO keletkezése és szerepe a vazodilatacioban

A NO altal kozvetitett vazodilatacié az endotelialis NO szintetaiz (eNOS) aktivacidjaval
kezdddik. Ennek hatdsara L-argininb6l molekuléris oxigén felhasznaldsaval L-citrullin és
nitrogén oxid (NO) képzddik. A NO ezutan az endotélium alatt elhelyezkedd vaszkularis
simaizomsejtbe diffundélva aktivalja a szolubilis guanilat ciklazt, amely cGMP keletkezését
katalizalja. Az igy létrejott cGMP a vaszkularis simaizomsejtekben dontéen a cGMP
dependens protein kinaz I-t aktivalja (PKGI), amely két f6 tGtvonalon keresztiil vezet az
intracellularis Ca?* szint csokkenéséhez. Egyrészt a PKGI a nagy konduktancidji Ca?*-aktivalt
K" csatornak (BKca az egységesitett nomenklatira szerint Kcal.1) foszforilalasaval noveli azok
nyitasi valoszinliségét, ami a sejtmembran hiperpolarizaciojahoz, és ezen keresztiil a fesziiltség
kapuzott Ca®* csatornak aktivitasanak csokkenéséhez vezet. Emellett a PKGI-dependens
szarko-endoplazmatikus retikulum Ca?-ATP-az (SERCA) regulacio fokozza a Ca®*
visszavételezését az endoplazmatikus retikulum raktarba, ami szintén a citoszolikus Ca?*
koncentracio csokkenéséhez vezet. A fentiek ill. a kontraktilis fehérjék PKGI-fiiggd Ca?* irnti
fliggetleniil is hat a SERCA-ra és a plazmamembran K* csatorndira (BKca, Kv, Kate, Kir),

ezaltal is segitve a simaizom elernyedését.

1.1.2 Az EDHF szerepe az értonus szabalyozasaban

1.1.2.1 EDHEF: A fogalom fejlédése az elmult évtizedekben
Az endotélium és az alatta fekvd simaizomsejt kolcsonhatasat kutatok szamara koran
bebizonyosodott, hogy a NO és prosztaciklin utvonalak gatlasa utan is megfigyelheté a

vaszkularis simaizomsejtek endotéliumtol-fiiggd hiperpolarizacidja. Ezt az érhartya altal



kibocsatott faktornak tulajdonitottdk, melyet ezért endotélium eredetii hiperpolarizald

faktornak (endothel derived hyperpolarizing factor- EDHF) neveztek el.

Kés6bb kidertilt, hogy a fajtol, az értipustol és az alkalmazott stimulustol fliggéen szamos
endotéliumbol felszabadulo faktor képes az ,,EDHF” hatas kivaltasara, (NO, K*, H2Oz és mas
reaktiv oxigén molekulak, az arachidonsav lebomlasi termékei pl. prosztaciklin,

epoxieikozatrién sav, lipoxigenaz metabolitok, stb).

1.1.2.2 Az EDHEF hatas utvonalai. A K* csatornak kiilonb6z6 tipusainak jelentésége az EDHF
valaszreakciokban
Bar az EDHF hatdsmechanizmusa még ma sem egyértelmiien tisztazott, a kutatdsok révén az

EDHF hatasanak harom alapvet6 utvonala kdrvonalazodik.

Az agonista (acetilkolin, bradikinin vagy szubsztrat P) kotédése az endotélium sejthez,
valamint az érfalra hato nyiroéer6 fokozodasa valtja ki az EDHF termel6dését. A simaizomsejt

hiperpolarizacidja ezutan harom lehetséges mechanizmus révén valosulhat meg:

1./ Az EDHF passzivan kidiffundal az endotélium sejtbdl, majd a simaizomsejt felszinén 1évo
BKca csatorndkat aktivalja. Ez a kovetkezményes K* kidramlas révén az izomsejt

hiperpolarizacidjahoz vezet.

2./ Az un. Kklasszikus utvonal, melynek soran az EDHF hatasara az endotélium sejt
intracellularis Ca?* koncentracioja megemelkedik, és az IKca és a SKca csatornak aktivacioja
révén az endotélium sejt hiperpolarizalodik. Az igy kiaramlé K* a mioendotelialis résen
athaladva az alatta elhelyezkedd simaizomsejt felszinén taldlhaté Kir csatornak aktivacidja
révén tovabbi K* kidramlast hoz létre. Az igy kialakulo hiperpolarizaciohoz hozzajarul a
Na*/K" ATP-az aktivitasanak fokozéasa, és a pumpa elektrogén természetébdl kovetkezd
hiperpolarizacié (3Na* ki, 2K* be, netto + toltés vesztés) telitése. A folyamat kovetkeztében a

simaizomsejt hiperpolarizalodik.

3./ A harmadik utvonal sordn a 2. pontban létrejott endotélium hiperpolarizacié a
mioendotelidlis gap junction-ok révén kozvetlentiil, elektromosan tevddik at az izomsejtre,

kivaltva annak hiperpolarizaciojat.

Barmely mechanizmussal jon 1étre a simaizomsejt hiperpolarizacioja, ez a fesziiltség kapuzott
Ca?" csatorndk nyitasi valosziniiségének csdkkentése révén a citoszolikus Ca®* szintet

csokkenti és a simaizomsejt elernyedését valtja ki.

Béar az EDHF-hez kothetd relaxacio minden faj minden értipusaban fellelhetd, Nagao és

munkacsoportja kimutatta, hogy szerepe és jelentsége novekszik az ératmérd csokkenésével.



1.2 Egyes anesztetikumok hatasa a mikrocirkulaciéora

Az in vivo koriilmények kozott végzett kisérletek mindegyikét valamilyen anesztetikum
alkalmazasa mellett valositjdk meg. Ez azonban oOhatatlanul felveti a kérdést: lehet-e
befolyasold szerepiik a kiilonboz6 anesztetikumoknak a kisérleti modellre? Jelen esetben, arra
kerestiik a valaszt, hogy befolyassal lehet-e az anesztetikum valasztas a mikrocirkulaciora, a

rezisztencia erek mukodésére?

A jelenleg hasznalt volatilis anesztetikumok csokkentik a vaszkularis rezisztenciat, de a
hatdsmechanizmus még nem egyértelmiien tisztazott. A kisérletek nem igazoltdk azt a korabbi
hipotézist, mely szerint az anesztetikumok hatasara az endotélium sejtek NO kibocsatasa
fokozddna. Ugyanakkor izolalt aorta gyliriin az agonistak altal kivaltott endotélium-fiiggd
relaxéacio gatlasat figyelték meg halogénezett inhalacids anesztetikumok jelenlétében. Ezen
ismeretek birtokaban a ma koérvonalazodo koncepcio szerint a volatilis anesztetikumok gatoljak
ugyan az endotélium-fiiggd vazodilataciot, ugyanakkor fokozzék az endotéliumtol-fiiggetlen
vaszkularis simaizom relaxaciot. Ennek feltételezett utja az intracellularis Ca®*
elérhetéségének és a kontraktilis fehérjék Ca®*-szenzitivitdsdnak csokkentése. Ez a két,
egymast kiegészitd hatas Osszességében az értonus elvesztését eredményezheti. A leirt
hatasokért, legalabbis részben, az inhalacids dgenseknek kozvetleniil az endotélium sejtek K*

csatorndira és/vagy a gap junction-okra gyakorolt hatdsat teszik feleldssé.

A Kkisérleteinkben alkalmazott egyéb anesztetikumok (ketamin, pentobarbital) valdsziniileg
szintén befolyéasoljak az értonust, bar ebben az endotélium szerepe még ma sem tisztazott. A
ketamin fokozza az erek tonusat, melyet elsdsorban katekolamin felszabaditas révén ér el, bar
in vitro koriilmények kozott endotélium-fiiggd vazodilatacid gatlast is kimutattak (a NO és
EDHF mechanizmusok gyengitése révén). A ketamin hatasa elsésorban az R(-)

sztereoizomernek tulajdonithato.
1.3 A levosimendan és metabolitjanak (OR-1896) vazoaktiv tulajdonsagai in vivo

A Ca?*-érzékenyité pozitiv inotrop hatasu levosimendant a dekompenzalt szivelégtelenség
kezelésére fejlesztették, emellett a periférids ereken (artériak €s vénak) erdteljes vazodilataciot
okoz (inodilator). Mivel hatdsa a béta-adrenerg receptoroktol fliggetlen, béta-blokkolo kezelés
mellett is alkalmazhat6. A korai tanulmanyok megerdsitették a levosimendan terapia kedvez6
hatasat mind a dekompenzalt szivelégtelenség kezelésében (LIDO), mind az akut miokardialis
infarktust kovetd szivelégtelenség mérséklésében (RUSSLAN), az elvart eredményeket
azonban a kritikus allapott betegek csoportjaban végzett nagy nemzetkdzi tanulmanyok nem

tudtak egyértelmiien igazolni (SURVIVE ¢és REVIVE tanulmanyok). Bar szamos meta-



analizis mutatott a levosimendan terapia hatdsira szignifikdns mortalitas csokkenést,
ugyanakkor tovabbi klinikai hatdstanulmanyok sziikségesek a biztonsdgossag ¢és klinikai

hatasossag bizonyitasara kritikus allapota betegek esetében.

Ahhoz, hogy a levosimendan a klinikai gyakorlatban széles korben alkalmazhatova valjon,
elengedhetetlen a hatismechanizmusanak részletes ismerete in vitro és in vivo. Kideriilt, hogy
a levosimendan hatasa komplex, egyrészt mert a hatas fenntartasaban egy hosszu féléletidejii
lebomlasi  terméket, az OR1896 (a [N-(4-(1,4,5,6-tetrahydro-4-methyl-6-o0x0-3-
pyridazinyl)phenyl] acetamide (-) enantiomerje) is részt vesz, masrészt mivel tobb molekularis
célponttal is rendelkezik a kardiovaszkularis rendszeren. Ezzel az 0Osszetett hatassal
magyarazhaté az a tény, hogy a levosimendan pozitiv inotrop hatdsa mellett erélyes

vazodilatator és Kardioprotektiv szerepet is betdlt.

A levosimendan egy Ca?*-érzékenyité molekula, mely pozitiv inotrop hatisat féleg a
szivizomsejtek vékony filamentumaiban talalhato, Ca?* érzékeny troponin C molekuldihoz
(cTnC) valo kotédéssel éri el. Ezzel egyidejiileg azonban erételjes periférias értagulatot is
létrehoz, mind az artérias mind a vénas oldalon, beleértve a sziv koszoruereit is. A rovid
¢letidejii levosimendan hosszu tava Kardiovaszkularis hatasaiért az OR-1896 nevi metabolitja
felels. Az értagulat kialakitasdban a Katp csatorndk jatszanak kulcsszerepet, bar mas K*
csatornak is részt vehetnek a vazodilatacio 1étrejottében (pl. BKca és/vagy fesziiltségfliiggd K*

csatorndk).

Szemben az irodalomban fellelhetd, viszonylag gazdag in vitro szerzett ismeretanyaggal, az in
vivo kisérletes eredmények igen szegényesek. Banfor és Segreti az ¢él6 patkanyok
levosimendannal vagy OR-1896-al valoé infundalasat kovetd hemodinamikai paraméter
valtozasok alapjan feltételezték, hogy a szisztémas vaszkularis rezisztencidban bekdvetkezett
erélyes csokkenés dontden a rezisztencia erek szintjén bekovetkezd vazodilatacio
kovetkezménye lehet. Azonban ezt in vivo koriilmények kozott korabban még senki sem

bizonyitotta.

Jelen kisérletes munkankban ezért arra torekedtiink, hogy a levosimendan és az OR-1896
mikrocirkulacidban betdltott szerepét jellemezziik in vivo kisérletes koriilmények kozott.
Ehhez a patkany cremaster izmanak harmadrendi arteriolait (&tmér6 kb. 20 pum) vizsgaltuk in
vivo videomikroszkopiaval. A ndvekvo koncentracioban topikusan alkalmazott levosimendan
€s OR-1896 hatasara 1étrejovo ératmérd valtozasokat 6sszehasonlitottuk a két szer esetében.
Mivel korabbi in vitro kisérletek a patkany vazizomzatban a Katp csatornak szerepét igazoltak

a létrejovo érvalaszban, igy kisérleteink egy részében ezeket a csatornakat el6zetesen
blokkoltuk.



2 CELKITUZESEK

1. Célunk volt a K csatorndk szerepének feltérképezése patkanyok cremaster izmanak
rezisztencia arteriolaiban in vivo. A patkdny cremaster izom preparatumot széles korben
alkalmazzak in vivo mikrocirkulaciés vizsgalatokhoz. Nem volt még ismert a kisérletek
elvégzésének iddpontjaban, hogy a mérsékelt kiilsd K™ koncentracid emelkedés milyen
mechanizmussal okoz vazodilataciot a preparatum rezisztencia ereiben. Kisérleteink soran
feltételeztiik, hogy a folyamatban a befelé egyeniranyité kalium csatornak (Kir) Szerepet
jatszhatnak, azonban a csatornak jelenlétét addig senki sem igazolta a preparatumon, in vivo.
Célunk ezért az volt, hogy a Kir csatorna specifikus gatlasaval bizonyitsuk ezen csatornak
szerepét a mérsékelt K* koncentracié emelkedés altal kivaltott vazodilatacioban a patkany

cremaster izom rezisztencia arterioldiban in vivo.

2. Vizsgalni kivantuk azt a feltételezést, miszerint kiilonbozé anesztetikus agensek eltéré modon
befolyasoljak a mikrocirkuldciot a fenti dallatkisérletes modellben. Az in vivo kisérletek
elvégzéséhez a kisérleti allatok altatasa sziikséges. Ezért lehet fontos annak tisztazasa, hogy
lehet-e az anesztetikus agens megvalasztasanak (izofluran, halotan, ketamin) befolyasolod
szerepe a mikrocirkulaciora a kisérletes modellekben. Feltételezésiink szerint a kiilonb6z6
anesztetikumok eltér6 modon befolyasolhatjdk a NO és EDHF tutvonalakat az agonistak
(acetilkolin, bradikinin) altal kivaltott endotélium-fiiggd vazodilatacidban. Célul tliztiik ki ezen

hipotézis kisérletes igazolasat patkany cremaster izom preparatumon in vivo.

3. Karakterizalni kivantuk a levosimendan és az OR-1896 mikrocirkulaciora kifejtett hatdasat a
patkany cremaster izman in vivo, bizonyitva ezzel ezen agensek vazodilatativ hatasat. Korabbi
tanulmanyok igazoltdk, hogy a Ca?*-érzékenyitd levosimendan és az OR-1896 nevii hosszii
hatasi metabolitja a rezisztenciaereknél nagyobb atmérével rendelkezé erekben potens
vazodilatatorok, mely reakcioban a Katp csatornak vezetd szerepe korvonalazodott ex vivo.
keresztiil fejtik ki hatasukat a mikrocirkulacioban vezetd szerepet jatszo rezisztencia erekre in
vivo koriilmények kozott is. Célul tiiztiik ki a fenti allitas igazolasat. Ezzel els6 alkalommal
szerettiik volna bizonyitani a levosimendan és az OR-1896 mikrocirkulacidban betoltott

szerepét (a patkany cremaster izom preparatumon) in vivo.



3 ANYAGOK és MODSZEREK

3.1 Allatok és anyagok

Allatkisérleteink soran az Allatkisérletes Etikai Bizottsag altal jovahagyott protokollt kovettiik.
Kisérleteinkhez him Wistar patkanyokat (2009-300g) hasznaltunk. Az allatokat ezutan
ketaminnal, halotannal, izoflurannal vagy natrium-pentobarbitallal altattuk el. A kisérlet végén

150mg/kg natrium-pentobarbitallal végeztiink eutanaziat.
3.2 A patkanyok anesztézidja és monitorozasa

Halotan anesztézia: A narkdzis beallasa utan az altatoszer-levegd keveréket egy specialisan
kialakitott orrmaszkon keresztiil adagoltuk tovabb az allatoknak, majd a trachea kaniilalasa
utan az altatészer intratrachedlis adagoldsara tértiink 4t (FiO2 30%, halotan 1.2 térf.%: 1
MAC)). Ehhez a patkdnyokat 1 mg/kg pancuronum segitségével relaxaltuk, majd gépi
I¢legeztetést alkalmaztunk. A carotis artéria kaniilalasa utan a vérnyomast folyamatosan,
invaziv uton monitoroztuk. A PaOz és PaCOz élettani szintjének ellendrzésére artérias vérgaz
analizist végeztiink (~100 és~35 Hgmm). A testhémérsékletet flitdpad segitségével 37 °C -
38 °C-kozott tartottuk.

Az izofluran anesztézia soran az izofluran fenntarté koncentracidja 1.4 térf % volt (1 MAC).
A ketamin anesztézia indukcidjara 150mg/kg intraperitonealisan injektalt ketamint

hasznaltunk, majd 1,5mg/kg/min dozisu folyamatos intravénas adagolassal tartottuk fenn.

Kisérleteink harmadik részében natrium-pentobarbitallal altattunk. 50mg/kg indukcids dozis
szubkutan alkalmazésat kovetden a megfeleld mélységli anesztéziat az indukcids dozis 20%-
anak 30-45 percenként szubkutan ismétlésével tartottuk fenn. Ezutan légutbiztositas céljabol a

tracheat kantilaltuk, majd az allatokat flitdpadra helyeztiik.
3.3 A cremaster preparatum készitése

A bal cremaster izom feltardsdhoz a scrotumot a kézépvonalban felnyitottuk, az irodalomban
korabban ismertetett technikdnak megfelelden. Az allatot haton fekvd helyzetben egy flitott
padra helyeztiik, az izmot pedig, az ér-idegellatast érintetleniil hagyva egy fltott, atlatszo
platformon teritettiik ki. Ezutan az allatot egy mikroszkop allvanyan rogzitettiik, és az izomra
folyamatos 2ml/perc aramlési sebességgel melegitett Krebs puffer oldatot juttattunk. A Krebs
puffer dsszetétele: 132 mM NaCl, 25 mM NaHCOs, 5 mM KCI, 1,2 mM MgSOs és 2 mM
CaClz volt. A Krebs puffert el6zetesen 95% N2/5% CO: gaz keverékével aramoltattuk at. A
preparatum elkészitését kovetden min. 30 percig aramoltattuk a Krebs puffert, id6t hagyva az

ekvilibrium létrejottéhez mieldtt elinditottuk a kisérleti protokollt.



A cremaster izom f0 artériat elsd rendii (A1), majd az ebbdl szarmazd kisebb ereket a tovabbi
oszlasoknak megfeleléen azonositottunk. Kisérleteinkben negyedrendii ereket (arteriolakat)

hasznaltunk. Ezek atmérdje 20-30um volt.
3.4 Az intravitalis videomikroszképia

Az ereket egy, a mikroszkophoz csatlakoztatott, nagy felbontast kamera segitségével kovettiik
(Microimage Video CA2063). A képet monitoron jelenitettiik meg (Sony PVM-1343MD) és
folyamatosan videdszalagra rogzitettiik (Panasonic AG1970). A kiértékeléshez a felvételt a
monitoron visszajatszottuk és az ératmérdket egy video analizator segitségével (Boeckeler

VIA-150), minden agens alkalmazasa soran, ill. azt kovetéen 30 masodpercenként mértiik.
3.5 Az agonistak altal kivaltott valaszreakciok jellemzése

A sebészeti preparalas utan az izmot 30-60 percen keresztiil a fent emlitett Krebs oldattal
aramoltattuk at, az ekvilibrium elérése céljabol. Az allat vitalis paramétereit rogzitettiik és
¢lettani koriilmények kozott tartottuk (folyamatos intraarteridlis vérnyomasmérés, vérgaz

analizis).

Ezutan a kivalasztott ér reakcioképességét 100 uM adenozin (ADO) adasaval teszteltiik.
Amelyik ér nem reagéalt min. 50%-os dilatacidval a kezdeti ératmérdhoz képest, a késébbiekben
azt nem hasznaltuk. Az ADO-t Krebs pufferben higitottuk a megfelel6 koncentraciojiva, és az
izmot feliilr6l mosé Krebs oldathoz adtuk egy oldalrdl becsatlakozé porton keresztiil, 1 percen
at. Az ératmérdket 30 masodpercenként lemértiik. Az egyes gyogyszerek adasa kozott 10 perc
telt el. Ez elegendd idonek bizonyult ahhoz, hogy a valaszreakcio végbe menjen, €s az izom

felvegye az egyensulyi helyzetet. Ha tobb agonistat alkalmaztunk akkor az agonistanak minden

crer

3.6 A kisérleti protokollok

3.6.1 A Kir csatorna jelenlétének bizonyitdsa a cremaster izomban, szerepe a K* indukalt

vazodilatacioban

Kisérleteink els6 részében a K* koncentracio emelkedés okozta vazodilatacio mechanizmusat
vizsgaltuk. Ennek soran az ADO valaszreakcio kivaltasa utan az aramlo Krebs puffert
megnovelt K koncentracioju oldatra cseréltiik. Ehhez a normal Krebs oldat NaCl tartalmanak
megfelel6 hanyadat helyettesitettik KCl-al, a kivant K* koncentracio elérése céljabol. A
hasznaltunk. Az egyes oldatokat random sorrendben alkalmaztuk minden kisérlet soran, hogy

megelézziink barmilyen szisztematikus hiba lehetséget, amely egy meghatarozott sorrend
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szerinti alkalmazasbol adodhatott volna. A megfigyelt ér atmérdjét 10 percen at monitoroztuk.

Megfigyeléseink alapjan az ératmérd 5 perc alatt felvette a végleges méretét egy-egy Uj

cyey
crer

cyey

normal (5 mM K™) Krebs oldattal mostuk tovabb, amelyhez azonban az alabb részletezett K*
csatorna gatlo szerek egyikét adtuk hozza: 1 uM glibenclamid, 100 nM iberiotoxin (IbTX),
vagy 50 uM BaCl,. Ebben a koncentracioban a fent emlitett 4gensek az irodalmi adtok szerint
rendre a Katp, a Kcal.l és a Kir csatornak specifikus blokkoloi. 30 perc ekvilibrium utan
random sorrendii alkalmazasaval, a K* csatorna inhibitor jelenlétében. Allatonként csak egy
inhibitort alkalmaztunk. Minden allatot dnmaga kontrolljaként hasznaltunk a kiilonb6zo

crer

és anélkil mért érvalaszok 0sszehasonlitasaban.

3.6.2 Egyes anesztetikumok befolydsolo szerepe a NO és az EDHF utvonalakra az agonistdk

altal kivaltott vazodilatdcio soran cremaster izomprepardtumban

Az allatok mindegyikét indometacinnal kezeltiik a cremaster preparatum elkészitése utan
(5mg/kg, intravénasan). Ez a doézis az irodalmi adatok alapjan hatékonyan gatolta a

prosztaglandin szintézist patkdnyokban.

3.6.2.1 A NO szerepének vizsgalata a fenti modellben

Az egyik csoport kisérleti allat az indometacin kezelés utan NOS inhibitorként intravénas NC-
monomethyl-L-arginine (L-NMMA) terapiaban részesiilt (3mg/kg/min, 100 mg/kg 30 perc
alatt), mig a masik, kontrollként szerepl6 csoport ekvivalens mennyiségii intravénas fiziologias
NaCl oldatot kapott (1ml/6ra).

Az agonistak (BK, 1-100 nM ¢és acetilkolin, ACh, 10 nM-10 uM) megfelelé koncentracioja
oldatat Krebs pufferben allitottuk eldé €s ugyantgy juttattuk az izom feliiletére, mint azt
korabban az ADO esetében részleteztiik. Az artériak atmérdjének valtozasat a kiindulasi érték
szazalékaban fejeztiik ki. Az adenozin és az acetilkolin esetében a maximalis vazodilatacio a

90. mésodpercben, mig a bradikinin esetén a 120. masodpercben jott 1étre.

3.6.2.2 Az EDHF szerepének vizsgalata

crer

crer

céljabol. Az oldat cseréje utan 30 percig vartunk az j egyensulyi helyzet kialakuldsara, miel6tt
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az els6 agonista hatasat vizsgaltuk volna. Az agonistakat a fentebb elirtaknak megfelelden

juttattuk a preparatumra.

3.6.3 A Katp csatorna szerepének kimutatasa a levosimendan és OR-1896 altal kivaltott

vazodilatacioban

A Kkisérletekhez pentobarbital anesztéziat alkalmaztunk. Acetilkolin (1 uM) és adenozin (10
uM) izomfelszinre juttatdsaval teszteltiik az ér reakcidképességét. Az atmérdket ebben a

kisérletsorozatban abszolut értékben prezentaltuk.

3.6.3.1 A levosimendan ¢és az OR-1896 altal kivaltott vazodilatacio vizsgalata
— 100 pM) levosimendan oldatot vagy 1 nM — 100 uM koncentracioji OR-1896-ot
(bolusonként 0,1 ml térfogatban) juttattunk. Az ératmérd valtozasokat késobbi analizis céljabol

rogzitettiik a kiértékelés soran az ér maximalis dilatacidjakor mért értéket hasznaltuk

3.6.3.2 A Kartp csatorna szerepének bizonyitasa a levosimendan és OR-1896 altal kivaltott
vazodilatacioban

rogzitettiilk, majd megismételtiik a vizsgalatot a Katp csatorndk szelektiv gatloszerének, a

glibenclamidnak a jelenlétében is (5 uM koncentracidban a pufferhez adva 30 percen at). Ezt

kovetden vizsgaltuk a levosimendan (1 nM — 100 uM) vagy az OR-1896 (1 nM — 100 uM)

hatasat glibenclamid nélkiil és annak jelenlétében.

A levosimendant, az OR-1896-t, a pinacidilt és a glibenclamidot dimethyl-sulfoxidban (100
mM torzsoldat) oldottuk, melyet etanolban higitottunk tovabb. Az oldatokat a kisérlet napjan

frissen készitettik.
3.7 Anyagok

Minden vegyszert a SigmaChemical (St. Louis, MO, USA) biztositott, kivéve a kovetkezoket:
a halotan és ketamin a Halocarbon Laboratories (River Edge, NJ, USA)-t6l szarmazott, az
izofluran és a pancuronium bromide a Gensia Pharmaceuticals (Irvine, CA, USA) terméke, az
adenozin a Research Biochem. Inc (Natick, MA, USA) terméke volt, az indometacin,
acetilkolin, és a bradikinin a Cyclops Biochemicals-tol (Salt Lake City, UT, USA) az L-
NMMA a Parke Davis-to6l (Morris Plains, NJ, USA). A levosimendan és az OR-1896 az Orion

Pharma-t6l szarmazott (Espoo, Finland).

12



3.8 Adatok értékelése, statisztikai modszerek

cyey

rogzitett atlagos ératmérdket = SEM tiintettiik fel abrainkon. Az emelkedd K* koncentracio
vagy az adenozin az arterioldk atmérdjére gyakorolt hatasanak statisztikai elemzést ismételt
méréses varianciaanalizis (Repeated measures ANOVA) felhasznalasaval végeztiik, a
statisztitkailag szignifikdns csoportokat Dunnett-proba segitségével azonositottuk. Az
ugyanazoknal az allatoknal mért kezelés elotti és utani eredményeket onkontrollos t-proba
segitségével hasonlitottuk 0ssze. Az értékeket szignifikansan eltérének tekintettiik, ha a P<0,05

volt.

Masodik kisérlet sorozatunkban az arteriolak atmérdjének valtozasat a kiinduldsi érték
kivaltott valaszok atlagaban tiintettiik fel. Az abrakon a nyert adatok atlagértékei + SEM
lathatoak, a kisérletek szdmanak feltiintetésével egyidejiileg. A csoport-atlagok statisztikai
elemzéshez Student-féle t-probat hasznaltuk. Ahol tobb mint két kezelést hasonlitottunk 6ssze,
ott varianciaanalizist (ANOVA) végeztiink, a statisztikaileg szignifikansan kiilonb6z6
csoportokat a Student-Newman-Keuls-proba (SNK) segitségével azonositottuk. Az értékeket
szignifikansan eltérének tekintettiik, ha a P<0,05 volt.

Harmadik kisérletiink soran az ératmérdket abszolut értékben prezentaltuk, az elemzés soran
az agonistak altal kivaltott legnagyobb kivaltott valaszt hasznéltuk fel. Az abrakon a nyert
adatok atlagértékeit + SEM tiintettiik fel. A statisztikai elemzést két faktoros ismételt méréses
varianciaanalizis (two-way repeated measures ANOVA) segitségével végeztik el, melyet
Bonferroni-féle post hoc proba kovetett. Az értékeket itt is P<0,05 esetén tekintettik

statisztikailag kiilonb6zének.

4 EREDMENYEK

4.1 K csatornak részvétele az ératmaré szabalyozasaban normal extracellularis K*

koncentracio mellett

A kisérletek soran ioncsatorna gatlok felhasznalasaval vizsgaltuk, hogy milyen K* csatornak
vesznek rész az ératmérd szabalyozasaban normdl (5 mM) extracelularis K* koncentracid
mellett. Az inhibitor jelenlétében és anélkiil mért ératmérdket a kiilonb6z6 K* koncentraciok
esetén Onkontrollos kisérletben hasonlitottuk Ossze. Kisérleteinkben az alabbi K™ csatorna
gatloszereket alkalmaztuk: 50 uM BaCl; a Kir csatornak, 1 uM glibenclamid a Katp csatornak
¢s 100 nM IbTX a Kca csatornak (Kca 1.1) esetén.
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Normal moso6folyadék és K* koncentracio (5 mM) mellett az tapasztaltuk, hogy a K* csatorna
gatloszer Ba®* és glibenclamid alkalmazasa utan az erek nyugalmi atmérdje szignifikansan
csokkent, ugyanakkor IbTX a nyugalmi értonust nem befolyasolta. A nyugalmi értonus
valtozasa nem volt hatassal az ADO altal kivaltott vazodilataciora, azaz egyik inhibitor
jelenléte sem befolyasolta az ADO hatasat (nincs feltiintetve), igy az ADO alkalmazasa

egyszerlien kivitelezhetd pozitiv kontrollként szolgalt a kisérletek soran.

4.2 A mérsékelt K" koncentracio emelkedéssel indukalt vazodilatacioban részt vevo K*

csatornak vizsgalata.

Az Altalunk alkalmazott K* csatorna inhibitorok egyediil a barium-klorid jelenlétében
tapasztaltunk szignifikans csokkenést a K™ indukalt vazodilaticioban a kontroll csoporttal
osszehasonlitva. A glibenclamid vagy az iberiotoxin jelenléte nem befolyasolta a magas K*

koncentraci6 altal 1étrejott arteriola tagulatot.

Fenti kisérleteinkbdl megallapithatd, hogy élettani koriilmények kozott mind a Kir, mind a
KaTp csatorna részt vesz a patkany cremaster izom negyedrendii arteriolaiban a nyugalmi tonus
kialakitisaban, valamint hogy a Kir csatorna gatlasaval megakadalyozhatd a mérsékelt K*

emelkedéssel indukalt vazodilatacio.
4.3 AKiilonb6z6 anesztetikumok szerepének vizsgalata az érténus szabalyozasaban

Az el6z6ekben bemutatott kisérleteinket in vivo végeztiik. Ehhez elengedhetetlen volt valamely
anesztetikum hasznalata. Kisérlet sorozatunkban arra kerestiik a valaszt, hogy két, az irodalmi
adatok alapjan endotélium kozvetitett vazodilatacidt okozd agonista (acetilkolin, ACh és
bradikinin, BK) alkalmazasakor 1étrejové értagulatot befolyasolja-e az anesztetikum
megvalasztasa, és ha igen, ez milyen mechanizmus eredményeként jon létre. A potencidlis
mechanizmusok azonositdsdhoz eldszor azt kellett megvizsgalni, hogy az agonistak hidnyaban
az ératméré NOS- és EDHF-fiiggé szabalyozo folyamatait befolyasoljak-e az anesztetikumok.
A korabban emlitetteknek megfeleléen a NOS-rendszert LNMMA-val, az EDHF-rendszert
magas (20 mM) K* alkalmazasival, mindkét rendszert pedig a ketté kombinaldsaval
fliggesztettiik fel. Igy az eredményeknek alapvetéen négy alaptipusa jott 1étre: 5 mM K, 5 mM
K*+ L-NMMA, 20 mM K* vagy 20 mM K* + L-NMMA. A fenti csoportokban igy a kialakulo
vazodilatacio lehetséges mechanizmusai a kdvetkezok lehettek: NO + EDHF medialt, csak
EDHF medialt, csak NO kozvetitett véalasz, vagy teljes gatlds, a fenti sorrendben. A
prosztaglandin/prosztaciklin (PGl2) kozvetitett vazodilataciot minden kisérletben gatoltuk

intravénas indometacinnal.
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43.1 A NOS utvonal gatlasanak hatasa az eérdatmérckre kiilonbozo anesztetikumok

hasznalata mellett

A Kkisérlet sorozatot harom kiilonb6z6é anesztetikum alkalmazasa mellett végeztik el, a
patkanyokat izoflurannal, halotannal, vagy ketaminnal altattuk. A preparatum sebészi
eloallitasat ¢és az indometacin intravénas beadéasat kovetden az izom felszinét 30 percen
keresztiil 5 mM K™ tartalm pufferrel mostuk. A kisérlet hossza miatt az L-NMMA-vel kezelt
¢s a kontroll méréseket nem ugyanazokon a preparatumokon végeztiik. A 30 perc ekvilibrium
utan inditottuk az L-NMMA perfuzort, vagy a kontroll csoportban a volumenhaztartés
egyensulyanak fenntartdsa érdekében ugyanolyan sebességgel fiziologias sooldatot adtunk.
Ujabb 30 perc ekvilibrium utan (6sszesen 60 perc), rogzitettiik a szisztolés vérnyomas adatokat
(folyamatos invaziv vérnyomds mérést alkalmazva). Az eredmények kiértékelésénél elsd
Iépésként a harom alkalmazott anesztetikum szisztémas vérnyomasra gyakorolt hatésait
hasonlitottuk 6ssze, majd megnéztiik, befolyassal volt-e az anesztetikus dgens a vizsgalt erek

nyugalmi atmérdjére.

Halotan anesztézia alatt szignifikdnsan alacsonyabb atlagos szisztolés vérnyomas értékeket
mértiink (80+£3 Hgmm n=14), mint ketamin (9843 Hgmm n=17) vagy izoflurdn (96+2 Hgmm
n=12) anesztézia soran, egybevdgdéan madas korabbi eredményekkel (ANOVA és SNK,
P<0,001). A NOS rendszert gatlo tulajdonsagi L-NMMA alkalmazéasa statisztikailag
jelentésen emelte az atlagos vérnyomast mind az izofluran (152+2 Hgmm n=13), mind a
halotdn (118+4 Hgmm n=12) és a ketamin (146+4 Hgmm n=14) anesztézia soran (t-teszt,

P<0,001 mindegyik esetben). A jelenséget szamos irodalmi adat alatamasztja.

A vizsgalt negyedrendll arterioldk atlagos nyugalmi atmérdi a preparatum elkészitése, és az
Osszesen 60 perces ekvilibrium utan az izofluran anesztézia soran voltak a legnagyobbak (25+1
um, n=13), ezt kovette a halotan (211 um, n=16), majd a ketamin anesztézia alatt mért atlagos
ératmérd (20+£2 um, n=17). A kiilonbség nem bizonyult szignifikansnak (P=0,1, ANOVA). Az
erek reakcidoképességét €s a preparatum épségét az endotéliumtol fiiggetlen mechanizmussal

dilataciot el6idézo adenozin (ADO, 100 pM) alkalmazasaval ellendriztiik.

Az L-NMMA-vel kezelt éallatoknal a nyugalmi ératmérék nem kiilonboztek a kezeletlen
(kontroll) csoportban mért értékektdl egyik anesztetikus dgens hasznalata soran sem (izofluran:
25+1 um, n=14, halotan: 19+2 pum, n=14, ketamin: 20£2 um, n=15, t-teszt, P>0,3 mindegyik
esetben).
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4.3.2 Az EDHF utvonal gatlasanak hatisa az érdatmérdkre kiilonbozo anesztetikumok

hasznalata mellett

Az EDHF utvonalat magas K* tartalmt puffer alkalmazasaval gatoltuk. A fellépd esetleges
artériabdl nyert vérminta vérgaz analizise alapjan a szérum K* koncentracidja nem valtozott
szignifikansan. 5 mM és 20 mM K™ koncentracio esetén ennek értéke rendre 3,8+0,21 mM volt
a normal puffer jelenlétében és 4.65+0,45 mM volt 3 6raval a magas [K*] oldat elinditasa utan
(n=4).

crer

crer

L-NMMA el6kezelés nem valtoztatta meg a 20 mM K* koncentraciora adott értagulatot.
Erdekes megemliteni, hogy a halotdn jelenlétében a vizsgalt erek szignifikdnsan tagabbak

voltak, mint ketamin vagy az izofluran hasznalatakor.

Kovetkezd 1épésként a kivalasztott ér mukodoképességét vizsgaltuk az elkészitett
preparatumon. Ehhez az endotéliumtdl fliggetlen uton vazodilatacidt kivaltd adenozint
kivéltott vazodilataciét a nyugalmi ératméré szézalékaban kifejezve azonos vélaszokat
figyeltiink meg izofluran (187 + 21%, n=13), halotan (179 £ 10%, n=15) és ketamin (189 +
14%, n=15) anesztézia mellett. Az L-NMMA kezelés nem befolyasolta az adenozin hatasara
bekdvetkezett értagulatot izofluran (180 + 15%, n=14), vagy ketamin (206 + 15%, n=17)
jelenlétében. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy ez a vélasz a nitrogén-oxidtol fliggetlen Giton
valosult meg. Ugyanakkor halotan anesztézia sordn az adenozin altal kivaltott érvalasz

szignifikans novekedését figyeltiik meg (248 + 13%, n=16) L-NMMA alkalmazasa mellett.

Ezt kovetéen a magas kalium koncentracié jelenlétében teszteltiik az arterioldk
reakcidképességét adenozinnal. A kivaltott vazodilatacié mértékét nem befolyasolta sem a 20
mM [K*] 6nmagéaban, sem az L-NMMA-vel valo egyiittes alkalmazasa. A negyedrendii
arteriolakban kivalthato maximalis dilatacié 35-40 pm-volt fiiggetleniil az anesztetikus

agenstdl és az oldat K* koncentracidjatol.

4.3.3 Az acetilkolin dltal kivaltott érvalaszok a kiilonbozé anesztetikumok haszndlata soran

A kovetkezOkben az agonistak koziil az acetilkolin 4ltal kivaltott vazodilataciot hasonlitottuk

e
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nélkiil, vagy annak jelenlétében, izofluran, halotan vagy ketamin narkoézis soran. Az ACh
hatasara létrejott valaszreakciok mind intenzitdsukat, mind idobeli lefutdsukat tekintve

hasonloak voltak az adenozin altal 1étrehozott dilataciokhoz.

Izofluran anesztézia soran azt lattuk, hogy az ACh hatasara kialakul6 vazodilataciot az eNOS
inhibitor L-NMMA jelenléte szignifikdnsan gatolta a normal (5 mM) kalium ion koncentracio
alkalmazésa mellett. Ezzel demonstraltuk, hogy izofluran jelenlétében az acetilkolin dontéen

NO medialt mechanizmussal dilatélja a kisérletes modelliink rezisztencia ereit.

Ezzel szemben az EDHF mechanizmus gatldsa nem befolyéasolta érdemben az ACh altal
kivaltott valaszreakcidokat. Az 1 uM-0s dozisnal ugyan szignifikans gatlast kaptunk az L-
NMMA + 20 mM K" egyidejii jelenlétében, de a tobbi dozisnal ezt nem sikeriilt
reprodukdlnunk, igy az eredményt nem tekintettiik a gyakorlati életre nézve altalanosithatonak.
Megjegyzendd, hogy az agonistak altal kivaltott érvalaszokat a kiindulasi atmérd szazalékaban
tiintettiik fel, ezért a nagyobb kiindulasi értékek miatt a szazalékos érvalaszok kisebbek voltak

a magasabb K* koncentracio alkalmazasa mellett.

Ezzel szemben halotan és ketamin anesztézia soran sem az élettani (5 mM), sem az EDHF
rendszert gatlo6 magas K' alkalmazdsa mellett nem tudtunk az acetilkolinra bekdvetkezd

érvalasznal szignifikans NO fiiggést kimutatni.

Osszegzésként az eredményeink azt mutatjak, hogy az anesztetikum vélasztas befolyasolta az
acetilkolin 4ltal kivaltott vazodilatacié mechanizmusat. Izofluran anesztézia alatt, 5 mM K*
jelenlétében NO fiiggd, mig halotan és ketamin anesztézia alatt donten attol fliggetlen

mechanizmusok okoztak a vazodilataciot.

4.3.4 A bradikinin altal kivaltott érvalaszok a kiilonbozé anesztetikumok hasznadlata soran

A kovetkezOkben az agonistdk koziil a bradikinin altal kivaltott vazodilatacidt hasonlitottuk
nélkiil, vagy annak jelenlétében, izofluran, halotan vagy ketamin narkézis soran. A BK hatésara
1étrejott valaszreakciok mind intenzitdsukat, mind id6beli lefutasukat tekintve hasonloak voltak

az adenozin altal 1étrehozott dilatacidkhoz.

Izofluran anesztézia soran azt lattuk, hogy a BK (1-10nM) hatasara kialakul6 vazodilataciot az
eNOS inhibitor L-NMMA jelenléte szignifikansan gatolta a normal (5 mM) K* koncentracioju
puffer jelenlétében. Ezzel demonstraltuk, hogy izofluran jelenlétében a bradikinin is dontéen
NO medialt mechanizmussal dilatalja a kisérletes modelliink rezisztencia ereit, hasonloan az

acetilkolinnal bemutatott eredményekhez. Ugyanakkor a magas K" koncentracié (EDHF

17



gatlas) alkalmazasa mellett, csak egy dozisnal (10 nM) észleltiink rovid ideig tartd gatlast (60.
s, 90. s) a kivaltott értagulat soran.

Ezzel szemben halotan és ketamin anesztézia soran sem az ¢lettani (5 mM), sem az EDHF
rendszert gatld6 magas K* alkalmazdsa mellett nem tudtunk a bradikinin altal kivaltott

vazodilatacidban szignifikans és tobb dozisra nézve konzekvens NO fiiggést kimutatni.

Osszegzésképpen elmondhatjuk, hogy intakt EDHF rendszer mellett (5 mM K*) a kiilonbozé
altatoszerek alkalmazasaval eltéré eredményeket kaptunk a fenti kisérlet soran, vagyis az
anesztetikum véalasztas befolydssal volt a mikrocirculdcioban részt vevo rezisztencia erek

mukodésére.

Izoflurdn anesztézia soran élettani koriilmények kozott (5 mM K*) mind az ACh, mind a BK
NO fiiggd vazodilataciot hoz létre, mivel a NOS rendszer gatlasaval az agonistak altal kivaltott
vazodilatacié mértéke is csokkent. EImondhatjuk, hogy az izofluran hatasara a NO és EDHF
egyensulya az értonus szabalyozasaban felborul. A NO befolydsa nd, mig az EDHF szerepe

csOkken a rezisztencia arterioldk tonusanak fenntartasaban.

Halotan és ketamin anesztézia alatt sem az ACh, sem a BK okozta vazodilatacio nem volt

befolyasolhaté a NOS és/vagy az EDHF rendszer gatlasaval.

4.4 A levosimendan és metabolitja (OR-1896) vazoaktiv tulajdonsagainak in vivo

vizsgalata

A preparatum elkésziilése utan 30 percet vartunk az egyensulyi allapot kialakulasara. Ezen
iddszakban a cremaster izom arterioldiban kialakult egy stabil spontan toénus (nyugalmi
ératmeérd 25 £ 6 um). Ezt az inkubacios periddust kovetden az endotélium-fiiggd vazodilatator
acetilkolin (ACh, 1 um) és az endotéliumtol fiiggetlen agonista adenozin (ADO, 10 pm)
egyarant jelentds ératmérd novekedést hozott 1étre a vizsgalt arterioldkon (25 + 2 um-rél 33 +
3 um-re az ACh, és 24 £ 4 pm-rél 35 + 2 pm-re az ADO esetében. Ezzel a teszttel bizonyitottuk,
hogy a preparatum mind az endotélium-fiiggd, mind az attol fiiggetlen valaszreakciot képes

prezentalni, vagyis az endotélium €s simaizomsejtek miikodése megfeleld.

441 A levosimendan és az OR-1896 altal kivaltott vazodilatacio vizsgalata

Ezt kovetden a levosimendan és aktiv metabolitja, az OR-1896 ndvekvd koncentracidi altal
kivaltott valaszokat vizsgaltuk kisérletes modelliinkben. A levosimendan hozzéadésa az izmot

feliilr6l moséd pufferhez koncentraciofiiggd (1 nM - 100 uM) vazodilatacidt eredményezett

crer
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nM — 100 pM) alkalmazasa hasonloképpen erételjes ératmérd novekedést eredményezett

(maximalis dilataci6 22 + 1 um-r6l 32 = 1 um-re).

Osszehasonlitva a levosimendan és az OR-1896 azonos dozisai altal kivaltott valaszreakciokat,

azok statisztikailag azonosak voltak (P>0,05).

Mint azt a metodikaknal leirtuk, a levosimendant, az OR-1896-t dimethyl-sulfoxidban (DMSO,
100 mM torzsoldat) oldottuk, melyet etanolban higitottunk tovabb. A feliilmosé folyadék
maximalis DMSO koncentracidja 0,015% volt, mely nem okozott szignifikans ératmeérd

valtozast a preparatumunkon.

4.4.2 A Katp csatorna szerepének vizsgalata a levosimendan és OR-1896 dltal kivaltott

vazodilatacioban

crer

rogzitettilk, a Katp csatorndk szelektiv gatloszerének, a glibenclamidnak a jelenlétében és
anélkiil. (5 uM koncentracioban a pufferhez adva 30 percen at). A glibenclamiddal valo
inkubédcid6 nem valtoztatta meg a nyugalmi ératmérét (23 = 2 pum és 23 £ 2 um, a
glibenclamiddal tortént inkubécio elétt €s utan). Ugyanakkor glibenclamid jelenlétében a

pinacidil nem volt képes vazodilataciot kivaltani a cremaster izom arteriolain.

Ezt kovetden kisérleteink célja az volt, hogy megvizsgaljuk a Katp csatornak lehetséges
szerepét a levosimendan vagy az OR-1896 altal kivaltott vazodilatacioban. Ezért a fenti
kisérleteket megismételtiik, pinacidil helyett levosimendan (1 nM — 100 puM) vagy OR-1896
jelenlétében. Hasonldan a pinacidil esetében tapasztaltakhoz, a glibenclamid jelenlétében a
levosimendan altal kivaltott vazodilatacio is gatolt volt (maximalis dilatacio 23 £ 3 pm).
Ugyanezt az eredményt figyeltiik meg az OR-1896 alkalmazéasakor is (maximalis dilatacio 22
+ 5 um). Az 5 uM glibenclamiddal tortént inkubacio itt sem volt befolyéssal az erek nyugalmi
ératmérdjére (induldsi ératmérd), és azok nem voltak statisztikailag kiilonbozdek a

levosimendan és OR-1896 legnagyobb dozisanak alkalmazasakor sem.

Kisérletiink alapjan bebizonyosodott, hogy a levosimendan és aktiv metabolitja, az OR-1896 a
patkany cremaster izom arteriolaiban in vivo hatékony vazodilataciot valt ki, amelyben a Katp
csatorna aktivacioja jatszik vezetd szerepet. A levosimendan ¢€s az OR-1896 altal kivaltott
reakciok azonos mértékiiek voltak, tehat a metabolit ezen a prepardtumon az anyavegyiilettel

azonos hatast valtott ki.
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5 MEGBESZELES

51 A mérsékelt, lokalis hiperkalémia okozta vazodilataciéért a Kir csatorna volt

felelos. A nyugalmi értonus fenntartasaban a Katp csatorna is szerepet jatszott

cyey

A mérsékelten emelkedett koncentracioji KCI oldat (10 mM) értagité hatasunak bizonyult az
altalunk alkalmazott kisérletes modellben. A K* koncentracid emelésével létrejovo
vazodilatacid nagy valoszinliséggel a vaszkularis simaizomsejteken megtalalhato Kir csatorna
gatolni tudtuk, mig az iberiotoxin (a Kca csatorna gatloszere) és a glibenclamid (Katp csatorna
gatloszere) hatdstalannak bizonyult. Eredményeink Osszhangban allnak mas tanulmanyok
eredményeivel. Edwards izolalt patkany hepatikus és mezenterialis erein bizonyitotta, hogy a
K" indukalt vazodilatacio Kir csatornak aktivacioja révén jott 1étre. Kisérleteink funkciondlis
bizonyitékot szolgaltatnak arra vonatkozoan, hogy a Kir csatorna megtalalhaté a patkanyok
cremaster izmanak arterioldin és in vivo részt vesz a K koncentracié emelésével 1étrejovo
vazodilatacid kivaltdsaban. A barium szerepe ismert ugyan mas tipusi K* csatorndk
miikodésének gatldsdban, azonban az altalunk alkalmazott alacsony koncentridcioban ugy
képes gatolni a Kir csatorndkat, hogy gyakorlatilag ineffektiv a Kartp, Kca és Ky csatornakon.
A K* koncentracié emelkedésével kivaltott értdgulatban a periférids idegek direkt
befolyasolta sem a szimpatikus idegvégzédések roncsolasa 6-hydroxydopamine-al, sem a
tetrodotoxin, phentolamine és propranolol hozzaadasa a mosofolyadékhoz a neuronalis és

katekolamin aktivitas gatlasa céljabol.

Eredményeink azt is megmutattak, hogy normal (5 mM K) koriilmények kozott a Kir csatorna
mellett a Katp csatorna is szerepet jatszik a vizsgalt arteriolak nyugalmi értonusanak
fenntartasaban. Glibenclamid alkalmazasa a patkdny cremaster izom negyedrendi
arteriolainak szignifikans sziikiiletét okozta. Ezt a jelenséget mar korabban észlelték horcsog
arterioldkon is. lrodalmi adatok alapjan a Kca csatorndk fontos szerepet toltenek ugyan be az
izolalt agyi, koszoru és mezenterialis erek nyugalmi tonusanak fenntartasaban, mivel a csatorna
egyik gatloszerével, a charybdotoxinnal csokkenthet6 volt ezek nyugalmi atmérdje. Azonban
a patkdny véazizom erein sem nekiink, sem mas tanulmanyoknak nem sikeriilt igazolni a Kca

csatornak szerepét a nyugalmi tonus fenntartasaban.

Kisérleteinkkel igazoltuk a Kir és a Katp csatornak szerepét a nyugalmi értonus fenntartasaban
in vivo. Eredményeink elsé izben szolgaltattak funkcionalis bizonyitékat annak, hogy a Kir
csatorna megtalalhat6 a patkanyok cremaster izmanak negyedrendii arteriolain és részt vesz a

K™ koncentracio emelésével 1étrejove vazodilatacid kivaltasaban.

20



5.2 A NO és EDHF egyensilya felborul egyes volatilis anesztetikumok alkalmazasa
mellett.

Jelen munkankban harom kiilonb6z0 anesztetikum mikrocirkulaciora gyakorolt hatdsat
hasonlitottuk &ssze a patkanyok cremaster izmaban, a negyedrendii arteriolak szintjén in Vvivo.
Feltételeztiik, hogy az egyes anesztetikumok befolyasolni képesek a NO ¢és az EDHF szerepét
az ACh és a BK altal kivaltott értagulatban. A NOS gatlasara L-NMMA-t, az EDHF
blokkolasara pedig magas extracellularis K* koncentraciot alkalmaztunk. A prosztaglandin
szintézist minden kisérletben gatoltuk indometacinnal. A NO és EDHF utvonal kiilon-kiilon
blokkolasaval ezen mechanizmusok részvételi aranyat tudtuk 6sszehasonlitani az agonistak

altal létrehozott vazodilatacioban in vivo, a kiillonbozd anesztetikumok alkalmazasa esetén.

Az L-NMMA intravénds alkalmazéisat kovetden a szisztolés vérnyomdsok szignifikdns
emelkedését figyeltiik meg, mindegyik anesztetikum alkalmazasa mellett. Ez arra utalt, hogy a
NO rendszer aktiv volt mindegyik esetben. Arra, hogy miért csak az izoflurannal tudtunk a NO
rendszer gatlasdval csokkent érvalaszt kimutatni, nincs egyértelmli magyardzatunk.
Valoszinlileg a NO szerepe nem a vizsgalt vazizom erek negyedrendli arterioldin volt a
legkifejezettebb. Lehetséges, hogy mas szervek erein, vagy az oszlasi fa mas résztvevdin eltérd

eredményeket kaptunk volna.

Arra sincs egyértelmli magyarazatunk, hogy a halotan jelenléte miért fokozta az adenozinra
adott érvalaszt L-NMMA kezelés alatt. Ezt a jelenséget csak normal (5 mM K™) hasznalatakor
figyeltiik meg.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az anesztetikumok képesek befolyasolni a NO-
dependens és NO-fiiggetlen vazodilatacio egyensulyat. [zofluran anesztézia soran a NO —fliggd
folyamat kertil el6térbe mind az ACh, mind a BK hatésara létrejovo vazodilatacional a fenti
kisérletes modellben, mivel a NOS rendszer gatlasaval az agonistak altal kivaltott vazodilatacio
mértéke is csokkent. Ez a gatlds miikodd EDHF mechanizmus esetén (5 mM K™) szignifikans
volt, az EDHF rendszer gatlasa utan mar nem volt konzekvensen megfigyelhet6. Ugyanilyen
koriilmények mellett sem az ACh, sem a BK okozta vazodilatacié nem volt befolyasolhato a

NOS rendszer gatlasaval halotan és ketamin anesztézia alatt.
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5.3 A levosimendan és aktiv metabolitja a Katp csatorna aktivalasaval hozza létre a

periférias vazodilatativ hatasat a fenti kisérletes modellben.

5.3.1 A levosimendan és az OR-1896 erdteljes vazodilataciot valtott Ki in vivo

Kisérletiink alapjan bebizonyosodott, hogy a levosimendan és annak hossz féléletide;ji,
pozitiv inotrop hatasu aktiv metabolitja, az OR-1896 a patkany cremaster izom arteriolaiban in
vivo hatékony vazodilataciot valt ki, amelyben a Katp csatorna aktivacidja jatszik vezetd

szerepet.

Az elmult években bebizonyosodott, hogy az OR-1896 kedvezd hemodinamikai hatdsai nem
csak annak koszonhet6ek, hogy a kalcium érzékenyitd képessége a levosimendanéhoz hasonlo,
hanem annak erdteljes vazodilatator tulajdonsagaval is rendelkezik, amint ezt patkanybol
szarmazo izolalt koronaria és vazizom ereken mar demonstraltak. Mind a levosimendan, mind
az OR-1896 értagitd képességét tobb kisérlet igazolta ex vivo, a 100 um-nél nagyobb artériak
és vénak esetében. Ezenkiviil, tobben indirekt uton, a szerek intravénas infundalasat kovetben,
a szisztémas vaszkularis rezisztencia valtozasanak rogzitésével kovetkeztettek a levosimendan
¢s az OR-1896 mikrocirkulacios hatasara in vivo. Azonban a rezisztencia ereken (20-25 pm)

kifejtett kozvetlen hatasukat kisérleteinket megel6z6en még senki nem irta le in vivo.

Vizsgalataink soran a levosimendan és az OR-1896 hatasat vizsgaltuk intravitalis mikroszkopia
segitségével, altatott patkanyok cremaster izmanak harmad és negyedrendi arteriolain (20-25
um). Eredményeink bizonyitottdk, hogy mindkét szer erdteljes vazodilataciot valt ki a
megfigyelt ereken in vivo, melyet nem antagonizalt semmilyen kardiovaszkularis reflex. A
levosimendan és az OR-1896 altal kivaltott maximalis dilatacié minden vizsgalt dozis esetében
azonos volt, a két szer hatasaban nem talaltunk kiilonbséget, tehat a metabolit ezen a

preparatumon az anyavegyiilettel azonos hatast valtott ki.

Kiilon szeretném kiemelni azt a tényt, hogy a klinikailag relevans 10 nM-os koncentracional is
szignifikans vazodilataciot észleltink (P<0.05, ANOVA, Dunnett teszt, tobb csoport
0sszehasonlitasa kontroll csoporttal). Ezek az eredmények 6sszhangban vannak a mésok altal

korabban elvégzett in vitro kisérletek megfigyeléseivel.

5.3.2 A levosimendan és OR-1896 dltal kivaltott vazodilatacioban a Katp csatorna

aktivacioja donto szerepet jatszik

Munkénk soran célul tliztiik ki annak meghatarozasat, hogy a Katp csatorna aktivacidja milyen

aranyban vesz részt a levosimendan és az OR-1896 hatasara kialakuldé vazodilatacioban a
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patkany cremaster izom arteriolaiban in vivo. Megallapitottuk, hogy a levosimendan, és az OR-
1896 hatasat azonos mértékben tudtuk gatolni a Kartp csatorna szelektiv inhibitoraval, a
glibenclamiddal. Az inhibici6 mértéke hasonldé volt a csatornat aktivaldé pinacidil és a
glibenclamid egyiittes jelenlétében kialakult gatlashoz. A glibenclamid alkalmazasa mellett a
levosimendan és az OR-1896 vazodilatativ hatasa gyakorlatilag megsziint. Ezzel igazoltuk,
hogy a Katp csatorna meghatarozd szerepet tolt be a levosimendan és metabolitja altal a
cremaster izom arterioldin létrehozott vazodilatacioban. Ugyanakkor meg kell jegyezniink,
hogy a Kkisérleteket értelemszeriien him allatokon végeztiikk. Irodalmi adatok alapjan
feltételezheté ugyanis, hogy a Karte csatornak megoszlasa és mikrocirkulacioban betoltott
szerepe az €r tipusa, oszlasi rendje mellett a nemtdl fiiggden is valtozhat. Jelenleg még nem
pontosan tisztazott az a kérdés, hogy miért kiilonboznek ennyire a levosimendan hatdsara
kialakulé vaszkularis reakciok a kiilonb6zo6 értipusok és fajok esetében. Feltételeztiik, hogy a
Katp €s BKca csatorndk expresszidja és/vagy szabalyozédsa a kiilonbozo érpreparatumoknal
eltérd lehet, mint azt mar tobben megfogalmaztak. Eredményeink nem tdmogatjdk az a
hipotézist, mely szerint egyéb vazodilatitor mechanizmusok, pl. cAMP kdozvetitett
vazodilatacio is részt venne a levosimendan és metabolitja altal kivaltott vazodilatacioban az
altalunk vizsgalt preparatumon. Ezzel szemben a két 4gens egyenranguan potens vazodilatator
volt in vitro és in vivo egyarant, glibenclamiddal mindketté hatasa gatolhat6 volt, ugyanakkor
a foszfodiészteraz enzim gatlasa terén markans kiilonbség volt megfigyelhet6 a levosimendan

¢és metabolitja kozott, munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan.

Eredményeink bemutatdsakor ki kell térnlink arra az ellentmondasra, amelyet az els6
kisérletsorozat és a jelenleg targyalt tanulmény eredményeinek Osszevetésekor talaltunk.
Korabban azt mutattuk be, hogy 5 mM K* koncentracié mellett az erek nyugalmi tonusat a
glibenclamid alkalmazasa csokkentette, vagyis a Katp csatorndk szerepet jatszottak a nyugalmi
értonus fenntartdsdban. Ebben a kisérlet sorozatban nem sikeriilt valtozast kimutatnunk
glibenclamid jelenlétében a nyugalmi értonusra. Mivel ugyanazon faj, ugyanolyan nemii, kort
egyedeit vizsgaltuk, azonos technikdval késziilt preparatumon, az egyetlen lehetséges
kiilonbséget az anesztézia modjaban taldltuk (halotdn és pentobarbitdl). Mint azt
demonstraltuk, az anesztetikum vélasztas meghatarozé szerepet tolthet be a rezisztencia erek

reakcioiban.

Fent bemutatott eredményeink alapjan elséként igazoltuk azt, hogy a levosimendan és OR-
1896 nevii metabolitja a szisztémas Kkeringés egyes rezisztencia ereiben azonos
mechanizmussal fejti ki hatasat: a Kartp csatorndk aktivacidja révén dilatalja a patkany
cremaster izom arteriolait in vivo. Feltételezhetden a levosimendan ¢és metabolitja

mikrovaszkularis rezisztenciat csokkentd hatasa legalabb részben a fenti mechanizmus révén
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valosul meg a szervezet tobbi vazizmaban is, és ez altal szerepet jatszik a levosimendan

hatasara bekovetkezo6 rovid és hosszatavi hemodinamikai hatasokban.
5.4 Az eredmények jelentosége a gyakorlati életben

Eredményeim segitenek megérteni a mikroerek szintjén zajlo szabalyozasi folyamatokat.
Hozzéjarulnak ahhoz, hogy atfogobb képet kapjunk az alkalmazott gyogyszerek
hatdsmechanizmusar6l. Mindezen ismeretek irdnymutatéak lehetnek tovabbi kisérletek

tervezése soran, illetve lehetdséget biztosithatnak tjabb terapias eljarasok kialakitasahoz.
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6 OSSZEFOGLALAS

Munkamban a negyedrendl arterioldk ératmérd valtozasat vizsgaltuk anesztetizalt patkany
cremaster izmaban, harom kiilonboz6 kisérletsorozatban. Ezek mindegyikében a kipreparalt
izom felszinére juttattunk kiilonb6z6 vazoaktiv anyagokat, majd intravitalis
videomikroszkopia révén rogzitettiik az ératmérd valtozasokat. Elészor az erek nyugalmi
tonusanak fenntartasdban résztvevé ioncsatornakat tartuk fel. 5 mM K* mellett az erek
atmérojét a glibenclamid €s a barium szignifikansan csokkentette, mig az iberiotoxin ineffektiv
volt. Eredményeink alapjan a vizsgalt erek nyugalmi ténusat a Kir és a Katp csatornak
hataroztak meg. Ezt kovetden mérsékelten emelkedett K™ koncentracioju pufferrel (10 mM)
valtottunk ki vazodilataciot barium, glibenclamid vagy iberiotoxin jelenlétében. Egyediil a
barium jelenléte akadalyozta meg az érvalaszt, tehat a vazodilatacioért a Kir csatornak voltak

felel6sek.

Munkam masodik részében azt vizsgaltam, hogy az anesztetikum valasztas (halotan, izofluran
vagy ketamin) befolyasolja-e a NO és az EDHF hozzajarulasat az agonistak (acetilkolin,
bradikinin) altal kivaltott vazodilatacibhoz. A NO szintézist gatld L-NMMA alkalmazasa
izofluran anesztézia soran az ACh és BK vazodilatativ hatasat megakadalyozta, de nem volt
hatasos a halotan és ketamin anesztézia alkalmazasakor. Eredményeink azt mutatjak, hogy az
anesztetikumok  megvalasztdsa  befolyasolja az  endotélium-fiiggd  vazodilatacio
mechanizmusat in vivo, azaz a mikrocirkulaciot vizsgald kisérletek kimenetele fiigghet az
alkalmazott anesztetikumtol. Izofluran anesztézia mellett a NO-fiiggé folyamat dominanssa

valik, mig az EDHF szerepe hattérbe szorul.

Dolgozatom harmadik részében a levosimendan és aktiv metabolitja, az OR-1896 rezisztencia
erekre gyakorolt hatasat vizsgaltuk. A levosimendan és az OR-1896 azonos mértéki,
koncentracio-fliggd vazodilataciot valtott ki a vizsgalt mikroereken. Hipotézisiink szerint ezt
az értagulatot a Katp csatorna kozvetiti, ezért eloszor demonstraltuk e csatorna élettanai
funkcigjat a preparatumon a Katp csatorna nyitd pinacidilre kivaltott dilatacioval és ennek
gatolhatosagat a Katp csatorna gatld glibenclamiddal. A glibenclamid ugyanolyan
koncentraciokban alkalmazva gatolta a levosimendan ¢és az OR-1896 altal kivaltott
érvalaszokat is. Ezzel igazoltuk, hogy a levosimendan és az OR-1896 a patkany cremaster izom
arteriolaiban in vivo hatékony vazodilataciot valt ki, amelyben a Karp csatorna aktivacidja

jatszik vezetd szerepet.
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7 IRODALOMJEGYZEK

Az elozetes biralaton elhangzottaknak megfeleloen a PhD értekezés alapjaul szolgalo
kozlemények kozott kérem figyelembe venni az egyéb kozlemények kozott 4. szammal jelzett
koézleményt is, mivel az elézetes birdld bizottsag megitélése szerint egy adminisztrativ
intézkedés (lap-csalad kialakitas) miatt kertilt az Am. J. Physiol.-ban megjelent kdzlemény
,hem impakt faktoros” kozlemények kozé.

KOSZONETNYILVANITAS

A kutatast a GINOP-2.3.2-15-2016-00048. szam ,,Eletet veszélyeztetd akut megbetegedések
stlyossagi és halalozasi mutatoinak javitasa transzlacios orvostudomanyi megkdzelitésben —
Stay Alive ” cimi projekt tamogatta. A projekt az Eurdpai Unié tamogatasaval, az Europai
Regionalis Fejlesztési Alap tarsfinanszirozasaval valosult meg.
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