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1. Bevezetés és célkitiizések

1.1. Altalanos megfontolisok

A higyhoélyagmiikodés zavarainak vizsgdlata nem tartozik az intenziven
tanulmanyozott szakteriiletek kozé a magyar orvostudomanyban, pedig a kiilénb6zo
életkorokban el6bb-utébb nagyon sokan szembesiilnek azzal, hogy a higyhdélyagmiikdésben
bekdvetkezd zavarok mennyire befolydsoljdk és megnehezitik az életvitelt. Elég csak a
gyermekkorban jelentkezd éjszakai 4dgybavizelésre, a terhesség kapcsdn jelentkezd
vizelettartdsi problémékra, a férfiakban prosztata hyperplasia melléktiineteként jelentkezd
siirgetd vizeletiiritésre, vagy az als6 hdgyutak gyulladdsakor megjelend panaszokra
gondolnunk. Mindezek miatt még inkdbb érthetetlennek tlinik a teriilet elhanyagolt volta.
Napjainkban azonban -leginkdbb az amerikai és a nyugat-eurdpai teriileteken- kezd
megviltozni a helyzet. Egyre tobb gydgyszeripari cég, leginkdbb a prosztatabetegségek,
valamint az impotencia kezelése miatt, 0sztondzni kezdte a higyhdlyaggal kapcsolatos
kutatdsokat. A fellendiild experimentdlis innovdcié maga utin vonta a hugyhdlyaggal
kapcsolatos élettani és farmakoldgiai ismeretanyag robbandsszerli novekedését, és tobbek
kozott olyan érdekes dolgokra vildgitott rd az utobbi néhdny évben, mint a hugyhdlyag
simaizomzatanak régié-fliggd mdédosuldsa, illetve az uroepithelium és a simaizomzat kozotti
informdcidcsere (Christ és Liebert, 2005, Szigeti és mtsai, 2005). Az egyre boviilo tudasunk
pedig lehetOséget teremthet a higyhdlyagbetegségek etioldgidjanak megértésére, illetve az oki
terdpia kidolgozasara is (Boselli és mtsai, 2001, Mostwin, 2002, Chess-Williams, 2004).

Munkdm sordn a patkdnyhdgyhdlyagot, mint d&llatkisérletes modellt haszndltam
kiillonbozd élettani, farmakoldgiai és terdpids hatdsok tanulmanyozdsdra. Vizsgaltam az
adrenerg receptorok altipusait és funkcidit a higyhdlyagkontrakcidk szabdlyozdsdban, a
hiigyhdlyag spontdn kontraktilitisanak az életkor szerenti és a hugyhdlyagteriilet-fiiggd

modosuldsait, valamint egy lehetséges terdpids beavatkozas, a cryoinjury (fagyasztds) hatasat.
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1.1.1. Kapcsolat a human higyholyag és a patkany higyholyag miikodése kozott

Az altalam vizsgalni kivant higyhdlyagfunkcidk és életkorfiiggd valtozasok humén
higyholyagon torténd kivitelezésének nehézségei indokoltdk, hogy ezen folyamatokat
allatmodellen vizsgdljam meg. Napjainkban a két leginkdbb elfogadott allatmodell a
hugyholyagbetegségek tanulmanyozdsara a patkany (Rosenblatt és Lehrman, 1963, Maggi és
mtsai, 1984) és a macska (de Groat és mtsai, 1975) higyhdlyagja. Mivel az életkorfiiggd
valtozdsok sokkal egyszeriibben és olcs6bban tanulmanyozhaték patkanyokban, ezért ezt a
ragesalot vélasztottam kisérleteim alanydul. Patkdny esetén az ujsziilott 4llatokban, a
postnatalis €let korai szakaszdban, a vizeletiiritést egy somato-visceralis reflex szabalyozza.
Ez akkor aktivalédik, amikor az anya megnyalja az 0jsziilott perinealis testtdjékat (Rosenblatt
és Lehrman, 1963, Maggi és mtsai, 1984 és 1986). A postnatalis fejlodés sordn ez a primitiv
reflex kicserélodik egy akaratlagosan szabdlyozott vizeletiiritést biztosité supraspinalis
mechanizmusra, amelynek az alapjat egy higyhdlyag eredetli viscero-visceralis reflex jelenti
(de Groat és mtsai, 1975 és 1998, Maggi és mtsai, 1986). Patkdnyokban ez a vizeletiiritési
reflexben bekovetkez0 moddosuldas iddben ugyanakkor kovetkezik be, amikor a
neurotranszmisszioban, valamint a hugyhdlyag simaizomsejtjeiben is jelentds valtozasok
zajlanak (de Groat és mtsai, 1998, Szigeti és mtsai, 2005). Tudjuk, hogy az egyedfejlodés
sordn mind a serkentd, mind a gatlé idegrendszeri mechanizmusok megvaltoznak (Oh és
mtsai, 2000, Longhurst, 2004, Szigeti és mtsai, 2005). Mig az egy-kéthetes patkdnyok
hugyho6lyagmiikodését a  kolinerg mechanizmusok, addig az id6sebb dllatok
higyhdlyagkontrakcidit leginkdbb a purinerg folyamatok szabdlyozzdk (Hourani, 1999,
Kageyama és mtsai, 2000, Yoshida és mtsai, 2001), amelyeket rdaddsul az adrenerg
(Mattiasson és mtsai, 1987, de Groat és mtsai, 1999) és egyéb hatdsok (pl. szerotoninerg,
Testa és mtsai, 2001) is befolydsolhatnak, médosithatnak.

Fiziolégids koriilmények kozott az Gjsziilott patkdnyokbdl izoldlt higyhdlyag képes

nagy amplitidojd, szabdlyos kontrakcidkat 1étrehozni (Maggi és mtsai, 1986), amelyek arra
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utalnak, hogy a higyhdlyag pacemaker aktivitdssal rendelkezik (Shafik és mtsai, 2004). Ez
azt is jelenti, hogy a hiigyhdlyag képes a létrehozott elektromos jelet a szerv egészére,
rendszerezetten elvezetni. Ez az aktivitds biztositja, hogy a fejlddésben 1évo, kozponti
kontrollal egyelére még nem rendelkezd hiigyhdlyagban is organizalt kontrakciok, és ezaltal a
szerv szintjén szabdalyozott vizeletiirités jojjon 1étre (Szigeti és mtsai, 2005). Ezzel szemben a
kifejlett allatokbdl kivett higyhdlyag minimalis amplitiddjd, szabdlytalannak tetszo intrinsic
aktivitdst mutat (Maggi és mtsai, 1986). Ez a spontdn aktivitds tipus hozzdjarul a hugyhdlyag
taroloképességének kifejlddéséhez, és ezaltal az idegi mechanizmusok éltal szabdlyozott
tokéletes vizeletiirités kialakulasahoz (de Groat, 2002).

Fontos kiemelni, hogy a patkdny hdgyhdlyag a korai postnatalis élet sordn az dn.
Htilstimuldlt, overaktiv” vagy ,,fokozott aktivitdssal bird, instabil” hiigyhdlyag (overactive
bladder, OAB) képét mutatja (Mills és mtsai, 2000, Fry és mtsai, 2004). Ez az elvaltozas
emberben igen gyakran megfigyelhetd, fiziol6gidsan gyermekkorban a higyhdlyag fokozott
érzékenysége miatt, esetleg hugyuti-infekcié6 kovetkeztében, édesanydkban sziilés utén,
férfiakban prosztatabetegségek kapcsan €s harantlézié szovodményeként. Mindezek
kovetkeztében a patkdny hiigyhdlyag szabdlyozasi folyamatainak feltérképezése, mint
allatmodell, alapvetd jelentdségli lehet az emberekben kialakuld ,.tilstimuldlt” hagyhdlyag

mechanizmusinak megismerésében, és terdpidjanak tovabbfejlesztésében.

1.1.2. Az vizeletiiritési mechanizmus idegi kontrolljanak kialakulasa

Az OAB kialakuldsdnak megértéséhez tudnunk kell az egészséges higyhdlyag
miikodésének €és szabdlyozdsdnak részleteit is. A vizeletiirités idegi kontrolljanak a
kialakuldsa bonyolult €és mind a mai napig nem teljesen tisztdzott (Kruse és de Groat, 1990,
Kruse és mtsai, 1990, Sugaya és de Groat, 1994, de Groat és mtsai, 1998, Sugaya és de Groat,
2002). A kontrolldlt {iiritést megel6zd iddszakban is kimutathatok izomkontrakcidok a

hiigyhdlyagban, hiszen a fejlodd csecsemdben is kialakul egy koordindlt higyhdlyag
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0sszehizodas, adltaldban 6ranként egyszer. Ezek a kontrakcidk azonban nagy valdsziniiséggel
nem a gerincveld altal szabélyozott reflex folyamatok, sokkal valdszinlibb, hogy mar ezek is
az agytorzsben (hid, mesencephalon) 1évd vizeletiiritést szabdlyozd kozpont dltal
meghatdrozottak. A gyermekekben az els6 és a harmadik életév kozott kialakul egy gatld
kapcsolat az agykéreg és a hidban 1évo vizeletiiritést szabalyozé kozpont kozott, aminek
kovetkeztében a gyermekekben egyre ritkdbban kodvetkeznek be akaratlan vizeletiiriilések,
mikdzben a higyhdlyag kapacitdsa is folyamatosan nd. Végiil a tanuldsi folyamat végén
kialakul egy teljes mértékben kontrolldlt vizeletiiritési mechanizmus. Kezdetben a csak
részlegesen kontrolldlt hdgyhdlyagiiritést megeldzik az egyre fokozddd spontin
izomOsszehuzodasok, amelyek ha az urethra szfinkter relaxdciéjaval is egyiitt jarnak, akkor
valtozé mennyiségli és frekvencidju akaratlan vizeletiiriiléshez vezethetnek az akaratlagos
vizeletiiritést még csak tanulé gyermekekben. A fokozott hugyhdlyag aktivitds irdnti
érzékenység, valamint a kontrolldlt vizeletiirités folyamatdnak megértése, és az akaratlagos
gatlas kialakitdsa kiilonbozd az egyes gyermekekben. Ez az alapja annak, hogy a gyermekek
kiilonbozo életkorban valnak szobatisztava (de Groat, 2002, Longhurst, 2004).

A higyhdlyagiirités szabdlyozdsdban a kovetkezd 1épcséfok, amikor a kozponti
idegrendszer fejlodésének elérehaladtdval kialakul az az dllapot, hogy a frontdlis lebeny kérgi
teriilete képes akaratlagosan akkor is meginditani a vizeletiiritést, amikor a hiigyhdlyag még
nem telitddott teljesen vizelettel (de Groat, 2002, Longhurst, 2004).

A funkciondlis moédosuldsok hétterében organikus véltozdsok dllnak, amelyek
egyarant jelentik a sejtek kozotti neurotranszmisszioban (de Groat és Yoshimura, 2001,
Yoshida és mtsai, 2001), valamint a sejten beliili jelatviteli folyamatokban bekovetkezo
fejlodést is (Baskin és mtsai, 1997, Ekman és mtsai, 2005, Ekman és mtsai, 2006). Barmily
meglepd, de az emberekben az elobbiekben ismertetett folyamat nagyon hasonléan képes
végbemenni a patkdnyokban is (Kruse és de Groat, 1990, Kruse és mtsai, 1990, Sugaya és de

Groat, 1994, de Groat és mtsai, 1998, Sugaya és de Groat, 2002, Longhurst, 2004).
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1.1.3. Az alsé vizeletelvezet6 traktus idegi kapcsolatai

A vizelet taroldsa és periddikus eltdvolitdsa alapvetden két funkciondlis egység, a
hiigyhdlyag és a kivezetd csérendszer miikodésétdl fiigg (Chancellor és Yoshimura, 2002, Fry
és mtsai, 2004). A kivezetd csrendszer magdban foglalja a hugyhdlyag nyaki részét, az
urethrat és az urethra szfinkter (belso, kiilsd) izomzatiat. Ezek a struktirdk a sacralis
paraszimpatikus (n. pelvicus), a thoracolumbalis szimpatikus (n. hypogastricus és a
szimpatikus ddclanc) és a sacralis somaticus idegek (n. pudendus) altal szabdlyozottak
(Chancellor és Yoshimura, 2002).

A sacralis paraszimpatikus mechanizmus a legjelentdsebb vizeletiiritést serkentd
mechanizmus (Chancellor és Yoshimura, 2002). A kolinerg preganglionalis neuronok
sejttestje a gerincveld sacralis részének intermediolaterdlis részén talalhat, mig az axonok a
nervus pelvicus-on ét jutnak el a vegetativ ganglionsejtekhez, majd a higyhdlyag faldhoz. A
ganglionokban a neurotranszmisszié nikotin tipusti kolinerg receptorokon keresztiil val6sul
meg, amelyet kiillonb6z6 mechanizmusok, tobbek kozott a muscarinos kolinerg, az adrenerg, a
purinerg €és a peptiderg receptorok aktivdloddsa modosithat. A postganglionalis
neurotranszmisszié a kordbban emlitett preszinaptikus acetilkolin-felszabaduldst modulalé
folyamatok altal, féleg M; muscarinos acetilkolin receptorokon keresztiil szabdlyozott,
amelyek nagy frekvencidju, elnyujtott idegstimuldcié hatdsdra aktivdlédnak (Maggi és mtsai,
1985, Somogyi és mtsai, 1994 és 1998). Ezeknek a receptoroknak az aktivicidja
nagymértékben fokozza a felszabadulé acetilkolin mennyiségét. A preszinaptikus muscarinos
serkentés fiigg az intracelluldris szignalizdcids folyamatoktdl, leginkdbb a protein kindz C-tdl,
valamint az L-tipusu kalcium csatornak aktivdléddsatol (Somogyi és mtsai, 1996, Somogyi és
mtsai, 1997). Ez a facilitici6 tipus a humdn hdgyhdlyagban és a patkdny hiigyhdlyagban
egyarant kimutathatd. A patkany higyhdlyag kolinerg rostjain az o-adrenerg serkentd, az My

muscarinos és a neuropeptid Y gatl6 receptorok egyarant kimutathatéak. Ezaltal a periférias
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kolinerg szinapszisok tobb olyan mechanizmussal rendelkeznek, amelyek az idegi aktivitas
intenzitdsanak és mintdzatanak létrejottében és plaszticitisaban igen fontos szerepet jatszanak.
Ez az alkalmazkoddképesség kozponti szerepet jatszik a higyhdlyag vizeletet tarolo, illetve
kiiiritd mechanizmusaiban (1.abra) (Zoubek és mtsai, 1993, de Groat, 2002).

A kiilsé urethra szfinkterhez mend somaticus efferens rostok szintén nikotinos
kolinerg transzmissziéval rendelkeznek. A sejttestek a gerincveld sacralis 3-4.
szegmentumanak eliilsd szarvédban taldlhatok, és a kilépd rostok a pudendalis ideget hozzak
létre. A n. pudendus egyéb rostjai és mas sacralis somaticus idegrostok a kismedence egyéb
izmait is innervaljak (1.4bra) (Chancellor és Yoshimura, 2002).

A szimpatikus preganglionalis rostok a Th11 és L2 gerincveldi szegmentumok kozott
lépnek ki a gerincvelobdl, és haladnak a szimpatikus ddcldnchoz, ahonnan a felsd
hypogastricus és a pelvicus plexusba jutnak el, legvégiil pedig a hugyhdlyagot €s az urethrat
innervéljdk. A postganglionalis szimpatikus idegek noradrenalint szabaditanak fel, amely
képes az urethra, valamint a hidgyhdlyag alapon taldlhatd belsd szfinkter simaizomsejtek
kontrakci6janak serkentésére, valamint a hiigyhdlyag tobbi részén talalhaté simaizomsejtek
miikodésének gatlasara (Somogyi és de Groat, 1990). A noradrenalin (NA) a higyholyagot
beidegzd paraszimpatikus ganglion miikodését egyardnt képes serkenteni (ot;) és gatolni (0)
(1.4bra) (Somogyi és de Groat, 1990, Somogyi és mtsai, 1995, Yamamoto és mtsai, 2001).

A periférids szovetekben (Hieble és mtsai, 1995) csakiigy, mint a patkdny higyholyag
simaizmaiban (Malloy és mtsai, 1998), az o adrenerg receptorok hdrom tipusit lehet
kimutatni: az oja, az i €s az op altipusokat. Az aj-es tipusi adrenerg receptorok egy része
a patkdny hdgyhdlyagot innervalé paraszimpatikus kolinerg neuronok prejunctionalis
membranjdban taldlhaté meg (Somogyi és mtsai, 1995, de Groat és mtsai, 1999). A
szimpatikus receptorok aktivaciéja serkenti a paraszimpatikus neuronbdl az acetilkolin-(ACh)
felszabadulast, ezdltal eldsegiti a hligyhdlyag neurogén kontrakcidit. Azok az oj-es adrenerg

receptorok, amelyek a postjunctionalis membranban taldlhatok, fokozzdk a hugyhdlyag
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simaizomzatdnak bazdlis tonusit (Ordway és mtsai, 1986; Somogyi és mtsai, 1995; Suzuki és
mtsai, 1999). A nem szelektiv o adrenerg receptor antagonistdk, pl. a terazosin, gatoljak az
agonista phenylephrin (PE)-indukdlta folyamatokat, dgymint a PE-serkentette neurogén
hugyholyag kontrakcidkat, az ACh-felszabaduldst és a bazdlis tonust (Somogyi és mtsai,
1995), azt azonban, hogy a PE pre- és postjunctionalis hatdsai mely adrenerg receptor
altipusén jonnek létre, jelenleg nem tudjuk.

Egyéb neurotranszmitter felszabadité mechanizmusok, beleértve a neuropeptid-Y-t, a
vasoactiv intestinalis peptidet (VIP) és a nitrogén-monoxidot, ugyancsak képesek mind
allatokban, mind emberben az alsé vizeletelvezetd traktus miikdodését szabalyozni (Andersson
és Arner, 2004). A neuropeptid-Y kimutathaté mind az adrenerg, mind a kolinerg
neuronokban. A neuropeptid-Y-t kisérletes koriilmények kozott adagolva prejunctionalis
gitlds jon létre, ezdltal mind a noradrenalin, mind az ACh-felszabadulds gatlodik a
postganglionalis idegsejtekben (Zoubek és mtsai, 1993, Tran és mtsai, 1994). A VIP, valamint
a nitrogén-monoxid képes relaxdlni a simaizomsejteket (Andersson és Arner, 2004). Ez
utobbirdl kideriilt, hogy a simaizomrelaxaciét mind direkt hatasként 1étre tudja hozni, mind a
paraszimpatikus neurotranszmitter felszabaduldsdnak csokkentésével képes eldidézni (2.dbra

és 1.tablazat) (Andersson és Arner, 2004).
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AFFERENS EFFERENS

Gyrus cinguli

Thalamus

Kozépaqy
.M" kézpon
.L" kozpont

S2-4 Pelvicus ganglion
Paraszimpatikus
Szimpatikus

n. pudendus — Detrusor (B:>R)

“A hdgyhélyagbél

jové afferensek ‘Detrusor (MAChR)

Kiilsé szfinkter Belsé szfinkter (ouR)

1. dbra

Az also vizeletelvezetd traktus idegi kapcsolata. Az afferens idegimpulzusok a higyhdlyagfalbdl a pelvicus
és a hypogastricus idegeken keresztiil jutnak el a kozponti idegrendszerig (S2-4 gerincveldi szegmentum),
majd a gerincvelSi felszdllé palya eljut a hidban taldlhat6 kontinencia kozpontba (“L” régid) és a
periaqueductalis sziirke maghoz (PAG), majd az informacié a thalamuson keresztiil a gyrus cinguliba kertil.
Az efferens pdlyarendszer a periaqueductalis sziirke magbdl (PAG) indul a pontin vizeletiiritést serkentd
kozpontba (‘M’ center), ami serkenti az S2-4 gerincveldi szegmentumbdl kilépd paraszimpatikus idegek
aktivitdsit. Ezzel egy id6ben a hidban taldlhat6 kontinencia kozpontbdl indulé impulzusok gétoljak a
szimpatikus idegek aktivitdsat a gerincvel6i L1-2 szegmentum magassdgdban, valamint a hidban taldlhaté
cuneiform magbdl (CN) kiindulé impulzusok gitoljadk az Onuf mag (S2-4) miikodését, létrehozva a
hélyagsimaizomzat relaxdciéjat.
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Suburothelidlis Simaizom

Urothelium
|_| ] tér UO
2. abra

A holyag simaizomban taldlhato receptorok. A hélyagkontrakcid kialakitdsdban mind kolinerg, mind NANC
(nem adrenerg, nem kolinerg, pl. ATP medidlta, purinerg) mechanizmusok szerepet jdtszanak. A
simaizomsejtekben taldlhat6 M, és M; muscarinos, valamint a P,x; purinoreceptorok egyiittesen hatdrozzak
meg a kialakul6 kontrakciét. A holyagosszehizodds 1étrehozdsdban tovabbi fontos szerepe van a szenzoros
informacidtovabbitdsnak is.

1. tablazat: A jelenleg ismert transzmisszios mechanizmusok human hiagyhdélyagban

Transzmitter/Receptor A hélyagban kifejtett hatas: A hatés helye:
ACh, muscarinos M3, M, Kontrakci6 Detrusor

ACh, muscarinos M,, My Gatlo, relaxacio Prejunctionalis
ACh, muscarinos M, M3 Serkentd, kontrakcio Prejunctionalis

ACh, nikotinos

NA, B3, B2 Relaxacid Detrusor

NA, o Kontrakci6 Trigonum (higyhdlyag bazis)
NA, o, Gatlo, relaxacid Kolinerg idegvégzodés
ATP, P>x; Kontrakcio Detrusor

ATP, Pyxs Serkentd, kontrakcio Afferens ideg
Nitrogén-monoxid Gatlo, relaxacio Afferens ideg

5-HT, 5-HT2 Kontrakci6 Detrusor

Hisztamin, H1 Kontrakcio Detrusor
Prosztanoidok, EP, TP Kontrakcio Detrusor
Prosztanoidok, EP, TP Serkent0, kontrakcid Afferens ideg
Leukotriének, LTB4 Kontrakcio Detrusor

Angiotenzin, AT1 Kontrakci6 Detrusor

Bradykinin, B2 Kontrakcié Detrusor
Endothelinek, ETA Kontrakcié Detrusor
Tachykininek, NK2 Kontrakci6 Detrusor
Vazopresszin, V1 Kontrakcié Detrusor

VIP, VPAC1/VPC2, PTHrP Relaxacid Detrusor

Serkent0, kontrakcio

Intramurdlis ganglion
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1.1.4. A higyhélyag simaizomzat élettana

A filogenesis sordn az izomsejtek koziil leghamarabb megjelent simaizomsejtek a
szervezetben igen sok helyen megtaldlhatok, és nagyon fontos szerepiik van a szervezet
vegetativ miikodésében. Ezeknek a simaizomsejteknek a kontrakcidja-relaxdcidja hatdrozza
meg az adott iireges szerv -esetiinkben a higyhdlyag- belsd atmérdjét, ezaltal az adott
helyzetben betoltott funkcidjat is (vizelet tarolasa és kiliritése).

A simaizomsejtek jelentdsen eltérnek a szervezetiinkben taldlhaté masik két
izomtipustdl, a vazizomtdl és a szivizomtdl. Ez a kiilonbség morfoldgiailag a hardntcsikolat
hidnydban mutathaté ki. Tovabbi érdekessége a simaizomzatnak, hogy mukodésének
szabdlyozdsaban igen jelentOsek a hormon-, illetve az autokrin/parakrin hatdsok, valamint a
lokélis kémiai szigndlok. A simaizomsejtek képesek mind ténusos, mind fazisos kontrakcidk
kialakitasara, ami altal meg tudjak valtoztatni a fesziilésiiket, illetve a hosszukat is. Ezeknek a
kontrakcidknak a hétterében egyrészt a simaizomsejtekben is eléforduld, de a madsik két
izomtipushoz viszonyitva kevésbé rendszerezett aktin és miozin kozotti keresztkotések,
masrészt a sejten beliili kalcium ionok allnak (Webb, 2003).

Az emldsokben a simaizomsejtek kontrakcidit elsddlegesen a receptor-medialt
folyamatok, valamint a kontraktilis fehérjék megnyujtdsa hozza létre. Az ily modon aktivalt
folyamatok 4ltal eldidézett membrédnpotencidl valtozds maga utdn vonhatja az akcids
potencidlok tiizelési frekvencidjanak médosuldsét, ami a sejtkontrakcidban véltozdsokat idéz
eld. Az izomdsszehtuzdodast el6idézo szignal esetén a miozin konnyl lanc kinaz foszforildlja a
20 kDa molekulatomegli miozin konnyl ldncot, ami ezdltal interakciéba képes lépni az
aktinnal. A folyamathoz sziikséges energidt az ATP biztositja, amit a miozin ATP-4z
aktivitassal rendelkezd alegysége elbont. J6l lathat6, hogy a simaizomosszehizddds elemi
1épése a miozin konnyl lanc foszforildcidja, éppen ezért ez a folyamat egy tobbszordsen

szabdlyozott 1épést jelent. Ez a foszforilacié bizonyos simaizomsejtekben, igy a hiigyhdlyag
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simaizomzataban is, minden kiilso behatas nélkiil kialakulhat, ezaltal biztositva a szerv bazalis
izomtonusat (Webb, 2003).

Kiilonb6z6 agonistdk (neurotranszmitterek, hormonok) specifikus receptoraikhoz
kotédve 1étrehozzdak a kontrakciét (3. abra). Ezeket a hatdsokat leginkabb a foszfolipazC G-
fehérjéken keresztiil kialakuld serkentése hozza létre. Az aktivalt enzim a sejtmembranban
taldlhaté phosphatidylinositol 4,5-biszfoszfatbdl (PIP,) diacylglycerolt (DG) és inositol 1,4,5-
triszfoszfatot (IP;) alakit ki. Az IPs képes hozzdkotddni az izomsejtek belsd
kalciumraktdranak (endoplasmaticus reticulum, ER) membranjiban taldlhaté IP; receptorhoz,
és ezéltal fokozza az ER-bdl torténd kalcium kidramlast. A DG a protein kindz C (PKC)
enzim specifikus aktivatora, ezdltal képes a sejten beliili foszforildcios folyamatok
serkentésére. A PKC egyrészt fokozva a Ca®* csatornak foszforilaltsdgat, aktivédlja azokat,
ezdltal a Ca® ionok fokozottabb mennyiségben képesek a csatorndkon keresztiil belépni a
citoplazmdba. Masrészt a PKC foszforildlja a keresztkotések kialakitisaban szerepet jatszo
fehérjéket is, ezdltal fokozva a Ca®* iranti érzékenységiiket. A sejten beliili térben
megemelkedett Ca** mennyiség kalmodulinhoz kotédik, igy emelve a miozin konnyti linc
kindz aktivitasat. A kindz foszforildlja a miozin konnyt lancot, ezéltal biztositva az aktin és
miozin kozotti keresztkotések kialakuldsanak lehetdségét, és a kovetkezményes sejtrovidiilést.
Bar a sejten beliili kalciumkoncetracié emelkedése dtmeneti dllapot, a kontraktilis fehérjék
kalcium irdnti érzékenyitése egy id6ben elnyujtottabb folyamatot jelent, ami a miozin
foszfatdz aktivitdsanak Rho kindzok 4ltal 1étrehozott gitldsaban nyilvanul meg. Ez a folyamat
a foszfolipazC aktivédldsaval egyszerre indul el, és egy kis GTP-kotd fehérje, a RhoA
serkentését jelenti. A folyamat preciz leirdsa még nem ismert. A membranban 1évo, aktivalt
RhoA fokozza a Rho kindzok miikodését, ami a miozin foszfatdzok gatlasat idézi eld. Ez a
folyamat ezdltal védeni fogja a kontraktilis fehérjék keresztkotési helyeit, igy a miozin
konnyl ldnc kevésbé tud defoszforildlodni, ezdltal eldsegitve a kontrakcié fenntartdsat

(Fukata és mtsai, 2001).
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3. dbra

A holyagsimaizom  kontrakciok kialakitdsdban részt vevé mechanizmusok. Kiilonbozé —agonistdk
receptoraikhoz kotddve G-fehérjéken keresztiil kialakulé foszfolipazC serkentést hoznak 1étre. Az aktivalt enzim a
PIP,-bdl DG-t és IP5-t alakit ki. Az IP; fokozza az ER-bdl torténd kalcium kidramlast. A DG a PKC-n keresztiil képes
a sejten beliili foszforildcids folyamatok serkentésére, igy fokozva a Ca®* belépését a citoplazmaba. A PKC
mindemellett néveli a kontraktilis fehérjék Ca®* irdnti érzékenységét. A sejten beliili térben megemelkedett
koncentraciéji Ca** kalmodulinhoz kotédik, igy fokozva a miozin konnyii l4nc kindz aktivitdsat. A kindz foszforildlja
a miozin konny{ ldncot, ezdltal biztositva az aktin és miozin kozotti keresztkotések kialakuldsdnak lehetdségét és a
kovetkezményes sejtrovidiilést. A kontraktilis fehérjék kalcium irdnti érzékenyitése a miozin foszfatdz aktivitdsanak
Rho kindzok dltal 1étrehozott gatldsdban nyilvanul meg. Ez a folyamat ezdltal védeni fogja a kontraktilis fehérjék
keresztkotési helyeit, igy a miozin konnyi lanc kevésbé tud defoszforilalodni.

1.1.5. A higyhélyagban kialakul6 spontan kontrakciok

Korabban ismertetésre keriilt, hogy az tjsziilott patkdnyokban, a korai postnatalis
életben (2-3. héten) mind a reflexek, mind a neurotranszmisszid, mind a simaizomzat
funkcidja tekintetében is jelentds valtozdsok torténnek (Maggi és mtsai, 1986). Ezeket a
folyamatokat mind patkdnyb6l szdrmazé teljes hdgyhdlyagpreparitumon, mind

izomdarabokon sikeriilt a kordbbiakban kimutatni (Maggi és mtsai, 1984 és 1986, Sugaya és
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de Groat, 1994 és 2000). Az 1 hetes patkdnyokbdl kivett teljes hugyhdlyagpreparatum
alacsony amplitdd6jd  spontdn kontrakcidkat hozott létre. Ezeknek a spontdn
izomosszehtzoddsoknak az amplitidéja fokozatosan ndvekedett a 2-3 hetes dllatokbdl kivett
hugyholyagokban. A spontdn kontrakcidk hidnyoztak az 1 hetes dallatokbdl szdrmazo
higyhdlyagdarabokban, de a 2 hetes dllatokbdl szarmazé hugyhdlyagdarabkdkon mar
kimutathatdk voltak (Maggi és mtsai, 1986).

A vizeletiiritést serkentd és gatld folyamatok ugyancsak megvéltoznak az
egyedfejlodés sordn. Feltételezések szerint, mig az 1 hetes patkdnyokban az idegi impulzusok
altal kivaltott hagyholyagkontrakciok kizdrdlag kolinerg mechanizmusok, az iddsebb
allatokban féleg purinerg mechanizmusok dltal szabdlyozottak (Hourani, 1999, Kageyama és
mtsai, 2000, Yoshida és mtsai, 2001).

Az Gjsziilott patkdnyok higyhdlyagja jelentds kiilonbségeket mutat a kiillonbozo
homérsékletre adott vélaszreakcidkban is. Az egy-, illetve kéthetes dllatokbdl szarmazoé
higyhoélyagok dltal 1étrehozott spontdn izomdsszehizdéddsok testhdmérsékleten maximadlisok
voltak, mig a hdmérséklet csokkenésével az amplitidok is csokkentek (Sugaya és de Groat,
2000). A 3 hetesnél iddsebb allatokbdl szarmazd higyhdlyag azonban pontosan ellentétesen
reagélt a homérséklet megvaltozasara: testhomérsékleten alacsony, mig anndl alacsonyabb
homérsékleten egyre novekvd amplitid6ji spontdn kontrakcidkat hozott 1étre (Sugaya és de
Groat, 2000). A legszembetiin6bb valtozds a spontdn kontrakcidk hdmérséklet fliggésében
tehat akkor kovetkezik be, amikor a vizeletiirités kdozponti szabdlyozasa is jelentOs fejlodésen
esik at. Mindezek alapjan feltételezhet6, hogy az ujsziilott higyholyag, amely nagy
amplitiddju intrinsic vdlaszt hoz létre, leginkdbb a pacemaker kdzpont(ok) aktivitdsat, és a
spontdn valasz higyhdlyagon torténd szétterjedését mutatja (Sugaya és de Groat, 2000, Kanai
és mtsai, 2003).

A 4. abran foglaltam 0Ossze a hudgyhdlyag spontan kontrakcidkat kialakito és

befolyasold tényezoket. Még nem tudunk tdl sokat azokrél a faktorokrdél, amelyek
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meghatdrozzdk magéit a higyhdlyag spontdn aktivitdsat, illetve azok amplitidéjat és
frekvencidjat. Ugyancsak hidnyosak az informécidink ezeknek a folyamatoknak az életkor
szerinti, valamint huigyhdlyagteriilet-fiiggd moddosuldsairél. A véltozdsok a sejt-sejt
kommunikécidban, az individudlis simaizomsejt intrinsic elektromos és mechanikai
paramétereiben, valamint a vegetativ idegrendszeri neurotranszmisszioban nyilvanulnak meg.
Jol ismert, hogy a higyhdlyag simaizomsejtekben a membrinpotencidl lassti fluktudcidja
mutathaté ki, amely folyamat hatterében leginkdbb a kalcium-fiiggd kalium csatorndk
mukddése dll (Brading, 2005). Ha az izomsejtek elektromos aktivitdsa megvaltozik, akkor az
maga utin vonja a simaizomsejtek, illetve -a gap-junction kapcsolatok miatt- a teljes
hugyholyag kontraktilitisanak megvaltozasat is. Ezeket az individudlis simaizmok szintjén
1étrejove  valtozdsokat (pl. a sejtekbe a kalcium belépését, ezaltal a kontrakcidk
megvaltozasat) kiillonbozd neurotranszmitterek és vegetativ idegrendszeri palyarendszerek (pl.
ACh a muscarinos és nikotinos receptorokon, az ATP a purinoreceptorokon) képesek
befolydsolni. Ugyancsak fontos tényezOk ebben a szabdlyozdsi folyamatban a gerincvel6i
vizeletiiritési kozpont, az intrinsic aktivitdssal biré Cajal-sejtek, valamint a sejt-sejt
interakciéban fontos szerepet jatszo gap-junction is (Shafik és mtsai, 2004). E folyamatok
életkor szerinti és/vagy hugyhodlyagteriilet-fiiggd véltozdsai jelenleg még egyéltalin nem,

vagy csak részben ismertek (Szigeti és mtsai, 2005)

1.1.6. Az ,overactive bladder” (fokozott hiigyhdlyagmiikodés) és a hugyhdlyag
inkontinencia (UI) definicigja

A korabbiakban emlitésre keriilt, hogy a patkdnyt, mint allatmodellt tobbek kozott
azért alkalmaztuk, hogy informdciét kapjunk egy, a humdn higyhdlyagban is kimutathat6
kérkép az OAB kialakuldsardl, illetve az ilyenkor létrejové modosuldsokrél. Az OAB egy
viszonylag dj terminoldgia az orvosi nyelvben, amely arra az éllapotra utal, amikor a

higyholyagban a vizelettelodés fazisdban akaratlanul kivaltédo, nagy amplituddji
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higyhodlyagkontrakcidk alakulnak ki igen nagy szdmban. Ezdltal a paciens ugy érzi, hogy
sokkal gyakrabban és siirgetobben sziikséges vizeletet iiritenie, mint ahogy az az élettani
koriilmények kozott a hdgyholyag teltségi dllapotabdl adéddan indokolt lenne. Az OAB
altalaban, de nem mindig, higyhdlyag inkontinencidhoz vezet. Nagyon gyakran e két
fogalmat (OAB, UI) helyteleniil egymds szinonimdjanak tekintik, pedig az OAB pusztdn a

higyhdlyag fokozott aktivitdsat. mig a higyhdlyag inkontinencia a vizelettarolds zavarat

jelenti.
Autonom idegrendszer Gerincveld
Adrenerg, _
kolinerg (muscarinos és nicotinos)¢ A vizeletiritesi kozpont
NANC (purinerg mechanizmus) aktivitdsa A
-
Individualis Gap-junction
simaizomsejt Caial-seitek
— v | v
Membrdnpotencidl fluktudcié ~ A Cajal-sejtek intrinsic
aktivitdsa
* Ca® homeosztdzis
Telies hidayhélyda
v
Mechanikai akfivitds > A strech receptorok aktivitdsa
intrinsic és kivdltott .
( ) >  Mechanikari vdlasz

4. abra

Lehetséges mechanizmusok és interakciok a higyholyag spontdn miikodésének kialakitasaban és
szabdlyozdsaban. Nem tudunk tdl sokat azokrél a folyamatokrdl, amelyek meghatdrozzdk a spontdn
hélyagaktivitast, illetve befolydsolni képesek az 0sszehizdédasok amplitiddjat és frekvencidjat. Ismert, hogy a
hoélyag simaizomsejtekben a membranpotencidl lassd fluktudcidja mutathaté ki, aminek a hatterében leginkdbb a
kalcium-fiiggd kdlium csatorndk miikodése all. Ha az izomsejtek elektromos aktivitdsa megvaltozik, akkor az
maga utdn vonja a simizomsejtek, illetve a gap-junction kapcsolatok miatt a teljes hdolyag kontraktilitisanak
megvaltozasat is. Ezeket az individudlis simaizmok szintjén 1étrejovod valtozdsokat (pl. a sejtekbe a kalcium
belépését, ezdltal a kontrakciok megvaltozdsat) kiillonbozé neurotranszmitterek és vegetativ idegrendszeri
palyarendszerek képesek befolydsolni. Ugyancsak fontos tényezok ebben a szabdlyozdsi folyamatban a
gerencveloi vizeletiiritési kozpont, a Cajal-sejtek, valamint a gap-junctionok-6n keresztiil 1étrejovo sejt-sejt
interakcid is
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1.1.7. A fokozott hiigyhélyagmiikodés eléfordulasa csecsemé és gyermekkorban

Gyermekkorban, az OAB-ben kialakulé akaratlan izom Osszehtiizdéddsok az urethra
funkcidk instabilitdsdval is egyiitt jarnak, ezért gyakran a gyermekkori OAB-t, mint instabil
hugyholyagmiikodést irjdk le. A gyermekkorban megjelend OAB hdrom egymdastol
kiilonbozd patoldgiai okra vezethetd vissza: neuroldgiai, anatomiai és funkciondlis okok
(Nijman, 2000, Schulman, 2004).

A neurolégiai eredetii OAB hétterében a gerincveld azon zart, vagy nyitott
rendellenességei allnak (myelodysplasidk), amelyek befolydsoljdk az alsé hugyrendszer
mikodését. Ezek koziil a legfontosabbak a myelomeningocele, lipomeningocele, lipoma a
gerincvelO caudalis szakaszan, diasteatomyelia, spina bifida, sacralis gerincveld agenesia és
egyéb spinalis disraphysmusok, elvékonyodott filum terminale, aberrans idegkilépés vagy
anterior helyzeti meningocele. Mindezek mellett neuroldgiai eredetli OAB-t okozhatnak a
szerzett kozponti idegrendszeri betegségek (pl. vitamin B12 hidnya), illetve a gerincveld
kiilonbozd eredeti sériilései is.

Az anatomiai eredetii OAB hatterében a vizelet higyhdlyagbol valé elfolyasat
akadalyoz6 elvaltozdsok allnak (pl. a posterior helyzet( urethrabillenty(i sziikiilete), amelyek
igen gyakran vezetnek a hugyhoélyag aktivitds nagymértékt fokozédasahoz. Néhany uroldgus
(McKenna és Herndon, 2000, Bauer, 2002) gy gondolja, hogy a vesicourethralis reflux
(VUR) kialakuldsanak hatterében sokkal inkdbb a detrusor izomzat fokozott aktivitidsa az
elsddleges 1€pés, mintsem az urethrovesicalis szdjadék abnormalitdsai.

A gyermekkori OAB hétterében azonban leginkdbb a hugyhodlyagiirités funkciondlis
zavarai allnak (Bauer, 2002). Az anatomiai elvaltozas nélkiili funkciondlis eredetii problémak,
mint példaul vizeletelvezetd rendszer visszatérd infekcidi, ugyancsak fokozzak a higyhdlyag
aktivitdsat azaltal, hogy a gyulladds a higyhdlyagfalban kialakulé spontdn kontrakcidk
frekvencidjat és erejét megnoveli (Dacher és mtsai, 2204). Az akaratlagos vizeletiiritésben

bekovetkezd viselkedésbeli véltozdsok, tigymint a személyes vagy csalddi stresszhelyzetek,
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egyarant vezethetnek nappali és/vagy éjszakai akaratlan vizeletiiritéshez (Heymen, 2004).
Akér OAB-t is létrehozhatnak, csakiigy, mint minden olyan folyamat, amely a higyhdlyag
nem megfeleld kiiiriilésével jar egyiitt (pl. megszakitott vizelés, inkomplett vizelés vagy a
késleltetett vizelés). Ez utobbi esetekben a higyhdlyagban visszamaradd vizelet visszatérd
hagyiti fertdzésekhez, illetve a detrusor izomzat fokozott aktivitdsdhoz vezethet (Nijman,
2000, Bauer, 2002, Dacher és mtsai, 2004, Schulman, 2004). Ha a vizeletiirités valamilyen ok
folytdn tartésan és nagymértékben gatolva van, akkor VUR és akdr hydronephrosis is

kialakulhat (Hinman-Allen sy).
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1.2. Célkitiizések
1. Jol ismert a PE hugyhoélyagkontrakciot fokozo hatdsa. Ez dgy alakulhat ki, hogy a PE
serkenti a prejunctionalis neuronalis ACh-felszabadulést, vagy fokozza a felszabaditott
ACh postjunctionalis hatdsait a receptoron. Az is ismert, hogy a patkdny higyhdlyagban
Olja, Oyp €s oyp adrenerg receptorok egyardnt kimutathatok és farmakoldgiai
modszerekkel azonosithatok. Az o4 receptor leginkabb 5 methyl-urapidil-ra (5-MU),

az alD elsésorban BMY (7378)-ra érzékeny, mig a chloroethylclonidin (CEC) egyarant

hatékony az o és a op receptoron (Han és mtsai, 1987; Hieble és mtsai, 1995). Arrdl
azonban nem volt informaciénk, hogy a PE pre- és postjunctionalis hatdsai, tobbek
kozott az ACh-felszabadulasra kifejtett hatds, mely receptor altipuson alakul Kki.
Mindezek alapjan célunk volt az adrenerg receptor altipusok lokalizdciojdnak
vizgsgdlata a pre- és a postjunctionalis membrdnban kiilonbozo  szubszelektiv
receptorantagonistdk felhaszndldsdval.

2. A patkdnyokndl a korai postnatalis korban a spontdn hugyhdlyagkontrakcidk igen
érdekes és valtozatos képet mutatnak. Mint mar kordbban emlitettem, a néhdny napos
dllatokban kezdetben még nincs kimutathaté spontdn aktivitds, majd egy reguldris,
alacsony frekvencidju hugyhdlyagkontrakcidés hullim mutathaté ki. A néhdny hetes
allatokban mar egy sokkal kaotikusabb, rendszertelenebb, kis amplitiddji és nagyobb
frekvencidju spontdn kontrakciok figyelhetdk meg. Ezeknek a véltozdsoknak a hétterét
valészintileg a szerv fejlodésében kell keresniink. Célunk volt ezért, hogy a spontdn
hiigyholyagkontrakciok megvdltozdsdnak életkor szerinti és hiigyholyagteriilet-fiiggését
feltérképezziik a korai postnatalis korban.

3. A higyholyagmiikodés vizsgalatdhoz nem létezett olyan reprodukdlhaté kisérletes
modell, amely lehetdvé tette a csokkent miikddésti higyhdlyagaktivitds vizsgalatat.
Munkacsoportunk egy akut, invaziv mddszer kidolgozasat tizte ki célul, ami a

higyhdlyagfal rovid ideig tarté fagyasztdssal létrehozott sériilését jelentette
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(cryoinjury). Experimentdlis koriilmények kozott a fagyasztdson atesett higyhdlyag
kontrakciéi reprodukédlhat6 moédon megvéltoztak, egy funkcidjdban csokkent
higyholyagmiikodést idézve eld. Ez a mddszer az experimentdlis felhaszndlhatésdgon
tdl terapids lehetdséget is jelenthet, hiszen az alkalmazandé kezelés detrusor izomzatra
kifejtett hatdsa kozvetleniil lemérhetové valt a médszer segitségével. A fagyasztas ilyen
jellegli felhaszndldsa mar kordbban bevezetésre keriilt, hiszen kimutattdk a moédszer
hatékonysdgat a myocardialis infarctuson datesett betegek myoblast transzplanticids
terdpidjanak tesztelésében (Murry és mtsai, 1996, Lewis és mtsai, 1998, Sakai és mtsai,
1999). A fagyasztis alkalmazhat6ésagat kiillonbozd vazizombetegségek esetén is
igazoltdk (Murry és mtsai, 1996, Iritchev és mtsai, 1997). Kisérleteinkben arra
kerestiink vdlaszt, vajon a modszer alkalmazhato-e a simaizom kontraktilitds kontrolldlt

megvdltoztatdsdra.
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2. Modszerek

2.1. Kisérleti allatok

Minden bemutatasra keriild kisérletben Sprague-Dawley (Hilltop Laboratories,
Pittsburgh, PA) patkdnyokat haszndltunk. A receptortipizald kisérletekhez legaldbb 7 honapos
(350-450 g), a spontdn kontrakciés mérésekhez 3-35 napos, mig a fagyasztdsos kisérletekhez
hozzavetdleg 4-5 hénapos (250-350 g) allatokbdl izolédltuk a higyhdlyagokat. Az éllatok
elaltatdsdban és a szervek kivételében a Guide for the Care and the Use of Laboratory
Animals (US Public Health Service, NIH Publication No. 85-23, 1985) ajanlasat kovettiik, és
az alkalmazott protokollokat a Pittsburghi Egyetem Allatetikai Tanicsa (IACUC at the

University of Pittsburgh) jévdhagyta.

2.2. A patkanyhigyhdlyag izolalasa

A hasfal megnyitasit kovetden a higyhodlyagokat kiemeltiik, és ezekbdl izomgyriiket
(2-4 db) készitettiink a szerv horizontélis dtmetszésével. A spontdn kontrakciés méréseknél
kiilonosen {iigyeltiink arra, hogy a higyhdlyag alsé (tovabbiakban bazis) és felso
(tovabbiakban kupola) részébdl elkészitett izomgylirli kozel azonos nagysdgu legyen.
Legvégiil az izomgytirlik saggitalis dtmetszésével izomesikokat allitottunk eld, amiket egy 5
ml térfogatd duplafald mérékadban 37°C-on tartott Krebs-oldatba (mM-ban: 113 NaCl; 4,7
KCI; 1,25 CaCly; 1,2 MgSOy4; 25 NaHCOs3; 1,2 KH,POy; 11,5 glukéz) helyeztiink, és 5%

CO;,-t tartalmaz6 oxigénnel folyamatosan buborékoltattuk.

2.3. Fagyasztas

A patkdnyokat tiszta oxigénben oldott 2 %-os halothdnnal elaltatva a hasfalat a

kismedencénél a kdzépvonalban atmetszettiik. A szovetkarositas egy -40 °C-ra lehtitott 8 mm
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atméréji aluminium pdalcdval tortént oly mdédon, hogy azt az 1 ml fizioldgids séoldattal
feltoltott higyhdlyag szerézus felszinén tartottuk 30 mésodpercig.
A beavatkozadst kovetden Ot nappal elvégzett kisérletekhez két dallatcsoportot

hasznaltunk: (1) fagyasztdson atesett, valamint (2) sham operalt (kontroll) allatokat.

2.4. Kontraktilitas mérés és kisérleti protokollok

A Krebs-oldatban 1év6 izomcsikok kezdeti fesziilését 10 mN-ra 4llitottuk be. Az
ekvilibracidhoz sziikséges negyven percnyi varakozds utdn az izometrids kontrakcidk jelét
transzduceren keresztiil egy szamitégépes program segitségével regisztraltuk (Windaq,
DATAQ Instruments Inc, Akron, OH, U.S.A). Az elektromos téringerlést Grass 88
stimuldtorral (Grass, ASTROMED, RI, U.S.A.) idéztik eld6. A stimuldtorhoz kapcsolt
platinaelektréddkat a mérokad alsé és felso szdjadékan keresztiil juttattuk a mérokad iiregébe,
ahol az elektroda tdvolsdgot 4 cm-re Aallitottuk be. Minden kisérlet kezdetén egy
ingerintenzitas-vdlasz gorbét vettiink fel (20 Hz és 0,25 ms pulzusszélesség), majd a
maximalis valaszt 1étrehoz6 intenzitds 50%-at hasznaltuk a kisérletekben kiilonb6zd ingerlési
frekvencia és iitésszam mellett. A mintavételezési gyakorisag 20-100 Hz volt. A gorbék
kiértékelését a WindagEx (DATAQ Instruments Inc, Akron, OH, U.S.A) program
segitségével végeztiik, és az eredményeket izomtomeg egységre korrigaltuk.

A spontin kontrakcidk tanulmanyozdsakor a kezdeti, viszonyitdsi alapként vett
kontroll kontrakcidk regisztralasa utan carbachol-t (CCh) alkalmaztuk 30-40 percen keresztiil.
Ezutén a szert kimostuk, és a spontdn kontrakciok visszatérése utdn vagy tetrodotoxint (TTX),
vagy atropint alkalmaztunk. Mivel az emlitett farmakonokat nem hasznaltuk minden esetben
amikor a spontdn kontrakciok megfigyelhetdek voltak, ezért a két kisérletsorozatban az

esetszamok kiillonbozdek (9., 11. és 12. dbra).
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2.5. Alkalmazott farmakonok

A PE, az atropin-szulfat, a karbamilkolin (carbachol), a tetrodotoxon, az o-f metil
ATP (a-B-mATP), valamint a Krebs-oldat minden 6sszetevdje a Sigma Chemical Co-t6l (St.
Louis, MO, U.S.A), az 5-metil-urapidil, 2-(2,6-dimetoxi-fenoxietil)aminoetil-
1,4benzodioxanHCl (WB-4101) és a CEC az RBI-t6l (Natick, MA, U.S.A.), a Rec 15/2739 a
Recordati Lab-t6l, a 3H kolin (80 Ci/mmol) pedig a NEN Life Science Products-tél (Boston

MA, U.S.A.) keriilt beszerzésre, és kdzvetleniil a Krebs-oldatba adagoltuk.

2.6. Acetilkolin-felszabadulas mérése

A szovetdarabokat 1 ml 5 uCi/ml radidaktivitassal biré 3H-kolin-t tartalmazé 37 °C-os
Krebs-oldatba helyeztiik, és folyamatosan 5%-os CO»-t tartalmaz6 oxigénnel buborékoltattuk.
Az inkubdci6 utdn az izomdarabokat oxigenizalt Krebs-oldattal 60 percen keresztiil, 0,3
ml/min sebességgel folyamatosan perfundéltattuk. Ezutdn a kifolyd folyadékot 3 percen
keresztiil gy(ijtottiik a kontroll érték meghatdrozdsiahoz. Az sszes alkalmazott farmakont, a
CEC kivételével, 15 perccel az ingerlés megkezdése elott adtuk a perfiiziés oldathoz, és a
kisérlet végéig benne is tartottuk. A CEC-et tartalmazé kisérleteknél a szert az ingerlés
megkezdése elott 30 perccel kezdtiik el alkalmazni, és 15 perc elteltével kimostuk. Amikor
PE-t 1s alkalmaztunk, akkor azt a CEC kimosasa utin adtuk az oldathoz. Az elektromos
téringerlést (10 Hz, 100 iités, 100 V, 0,25 ms pulzusszélesség) ugyancsak Grass S-88
stimuldtorral végeztiik (Somogyi és mtsai, 1995). Az izomdarabokat egyszer (WB 4101
kisérletek) vagy kétszer (CEC kisérletek) ingereltiik ezekkel a paraméterekkel. Amikor kettds
ingerlést alkalmaztunk, akkor a két ingerlés kozott eltelt idé 50 perc volt. A lecsurgd folyadék
radidaktivitdsat Optifluor szcintilliciés reagens (Packard Industries) és Beckman
Spectrometer (Model 5801) segitségével hatdroztuk meg. A rddidaktivitds teljes
mennyiségének meghatarozdsdt a kisérlet befejezése utdn végeztik el. A mintdk

radioaktivitdsat a szovet szdzalékdban adtuk meg. Az ingerlés hatdsara felszabadul6 ACh
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mennyiséget a nem ingerelt szovetben mérhetd ACh-felszabaduléssal korrigaltuk (Somogyi és
de Groat, 1992). A farmakonok hatdsdt a farmakon alkalmazdsa utdni ingerlést kovetd
radidaktivitds és az adagoldst megel6zd ingerlés alatt mért radidaktivitds hdnyadosaként

értelmeztik.

2.7. A spontan kontrakciok analizise

Az izomdarabok spontdn kontrakcidit a 1) gyors Fourier-transzforméciés (FFT, Basar
és Eroglu, 1976) algoritmussal, 2) nemlinedris kereszt-predikcids teszttel (NLCP, Stam és
mtsai, 1998, Stam €s Pritchard, 1999), 3) renormalizalt Shannon-entropidval (Strait és Dewey,
1996, Bondarenko, 1997), és 4) az approximdlt entropia teszttel (ApEn, Pincus, 1991)
vizsgaltuk. Az adatok kiértékeléséhez a WindaqEx, a Microsoft Excel, a Microcal Origin,
valamint sajdt készitésli (Bondarenko- és Barta-dltal készitett) programokat alkalmaztuk. A
frekvenciaanalizishez a FFT hanning véltozatit haszndltuk. Minden analizisnél a gorbék
frekvenciamegoszlasi diagramjait 16384 adatpontbdl hatdroztuk meg.

A kontrakcids gorbék regularitdsdnak vizsgalatdhoz hiarom nemlinedris matematikai
analizist alkalmaztunk: az NLCP-t, a renormalizalt Shannon-entrépiat, valamint az ApEn-t,
amelyekhez véletlenszertien kivalasztott, egymast kovetd 4500 adatpontot hasznéltunk fel. A
rendszer komplexitisanak megvéltozasat korrelacids fraktdl-dimenzié algoritmus segitségével
hatdroztuk meg. A linedris, nem-linedris, valamint az alacsony dimenzi6ji kaotikus
folyamatok kozotti differencidlashoz egy 4j matematikai modellt, a NLCP tesztet alkalmaztuk
(Stam és mtsai, 1998, Stam és Pritchard, 1999). Ennél a mddszernél a sorozat predikcidjat
(pred), valamint az amplitidé (ama) és a frekvencia (tir) aszimmetridkat vettiik figyelembe. A
vizsgalt paraméterek kozill az ama és a tir esetében a nagyobb érték a kevésbé rendezett
folyamatra utal, mig a pred alkalmazdsakor minél rendezettebb egy folyamat anndl kozelebb
van a predikcié értéke az egyhez, a hipotetikus maximumhoz. Mivel az NLCP analizist

kordbban nem hasznaltdk fel biologiai rendszerek vizsgdlatindl, ezért az adatokat egy
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tradiciondlisabb mddszerrel az amplitidotdl fiiggetlen Shannon-entrépidval is megvizsgaltuk,
amelyet mar kardioldgiai és neuroldgiai adatok kiértékelésénél kordbban is alkalmaztak
(Strait és Dewey, 1996, Bondarenko, 1997). A folyamat entropidjat ugyancsak ellenoriztiik
egy masik analizis, az ApEn segitségével, amely mddszer ugyancsak haszndlatos a biologiai

rendszerek entrépidjdnak meghatdrozdsidhoz (Pincus, 1991).

2.8. Statisztikai modszerek

A bemutatisra keriild adatokndl az atlag és standard hiba értékekeit, valamint az
esetszdmot tiintettiik fel. A kisérletek eredményeinek kiértékelésénél vagy varianciaanalizist
vagy Student-féle t-prébat, (Graphpad, San Diego, CA, U.S.A. és Microcal Origin)

alkalmaztunk. Minden esetben a p<0,05 értéket tekintettiik szignifikans eltérésnek.
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3. Eredmények

3.1. Az adrenerg receptorok vizsgalata

3.1.1. A phenylephrin valasz idéfiiggése

Mivel a PE kumulativ d6zis-hatas gorbe vizsgédlatdhoz a szer tartds (1-2 6ra) adagoldsa

volt sziikséges, ezért eldszor az elnyyjtott PE adagolds 4ltal kivaltott hatdsok stabil voltit

vizsgaltuk meg mind a téringerléssel kivéltott holyagkontrakcidk esetében, mind pedig a

bazalis izomténusndl. A 7 percenként kivaltott izomkontrakcidkat rovid (10 inger, 20 Hz),

vagy hosszui (100 inger, 20 Hz) stimuldcidval idéztiik eld. A kontroll valaszok regisztraldsa

utdn 8 uM PE-t adtunk az izomhoz, aminek kovetkezményeként a kivéltott kontrakcidk

amplitidadi 30-50 %0-kal
novekedtek, mikozben a bazalis
ténus 3-6 mN-ra emelkedett. Az
izomdarabokat PE jelenlétében
tovdbbi 125 percen keresztiil
ingereltiik. Az 1d6
elérehaladdsival egyre csokkent
az izmok kezdetben
megemelkedett bazdlis ténusa,
azonban a téringerléssel (100
inger, 20 Hz) kivaltott
kontrakciok véltozatlanok

maradtak (5. 4bra).
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5. abra

A phenylephrin hatdsa a bazdlis izomtonusra, valamint a 100 ingert
tartalmazo, 20 Hz-es kiilsé ingerléssel kivdltott vdlaszra. Az
izomdarabokat PE jelenlétében 125 percen keresztiil igereltiik. Az id6
elérehaladtdval egyre csokkent az izmok kezdetben megemekedett
bazdlis ténusa (e), azonban a téringerléssel (100 iités, 20 Hz) kivaltott
kontrakcidk (A) véltozatlanok maradtak.
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3.1.2. Az a4 adrenerg receptorok specifikus gatloszereinek hatasa a phenylephrin altal

serkentett idegi kontrakciokra, valamint a bazalis ténusra

Elséként megvizsgéltuk
a PE hatdsat a téringerléssel
kivaltott izomkontrakciokon (20
koncentracid

Hz, 10 iités,

tartomany 0,5-32 uM), illetve
meghatiroztuk a PE kumulativ
dozis-hatds gorbéjét. Ezutan a
kisérletet megismételtik az a4
szelektiv

adrenerg  receptor

gétloszereinek (5-methyl-
urapidil (5-MU); Rec15/2739 és
WB-410) jelenlétében is. A PE
dozis-hatds gorbéje az 5-MU

koncentraciéjatdl fiiggden jobbra

tolodott el (6. abra). Az alkalmazott
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6. abra
A phenylephrin hatdsa az izomkontrakciokra 10 ingert tartalmazo, 20 Hz-

es kiilsé ingerlés esetén az o4 adrenerg receptor gdtlo 5-MU
jelenlétében. A PE hatds kumulativ doézis-hatds gorbéje (o) a

téringerléssel kivaltott izomkontrakciokon (20 Hz, 10 inger, PE
koncentracié tartomdny 0,5-32 uM), illetve az alA adrenerg receptor
szelektiv géatlészerének (5-methyl-urapidil (5-MU) a jelenlétében. A PE
dézis-hatds gorbéje az 5-MU hatdsdra koncentraciéfiiggden jobbra
toladott.

antagonistdk Arunlakshana and Schild (1959)

modszerével meghatdrozott pA, értékeket az 2. tablizatban tiintettiik fel. Az Altalunk is

alkalmazott harom szer hatdsa a PE doézis-hatds gorbéjére az irodalmi adatok szerint

kiilonbozd: Rec15/2739 a leghatékonyabb, az 5-MU a legkevésbé hatékony. Az irodalmi

adatoktdl eltéréen, méréseink alapjan a PE altal kivéltott kontrakciokra kifejtett hatasukban

nem talaltunk lényeges kiilonbséget (2. tabldzat), ami a hatas kompetitiv voltara utalhat. A PE

altal kivaltott bazalis tonus emelkedést az 5-MU meggatolta, az ICs, értéke 48+12,5 nM (n=06)

volt. A PE medidlta elektromos kontrakcidkndl az 5-MU hatdsa még ennél is alacsonyabb

értéknél kovetkezett be, az ICsg értéke 10+1,5 nM (n=8; P<0,05) volt.
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Antagonista a; szelektivitds *  pA: .Slope” faktor
Terazosin Nincs 8,26 ** 1,13+0,18 (n:s.)

WB-4101 A>B 9,62 0,88+0,15 (n.s.)
Rec A>B 9.59 0,96:0,08 (n.s.)
5-MU A>B 8,77 0,86+0,12 (n.s.)

2. tablazat. Kiilonbozé o gdtloszerek hatdsa az elektromos téringerléssel kivdltott (10 inger, 20 Hz) és PE-
Sacillitdlt kontrakciokra. *Hieble és mtsai 1995, ** Somogyi €s mtsai 1995, n.s. = statisztikai médszerekkel nem
szignifikdns elvéltozas

3.1.3. Az chloroethylclonidin hatasa a pre- és postjunctionalis phenylephrin-valaszra

A Kkisérletek kovetkezd fdzisdban a hiigyhdlyag darabokat 30 percen keresztiil
kiilonbozdé koncentracidji (2,5-50 uM) CEC oldatban kezeltik eld, majd kimostuk a
szervkadbdl, mivel a CEC egy irreverzibilis a adrenerg receptor gatloszer, amelynek a hatdsa
kifejezettebb az ap/p receptorokon, mig az a;5 receptorokon a szernek nincs szamottevo
hatdsa. A CEC kezelést kovetden a PE dltal kivaltott idegi kontrakciokban nem taldltunk
csokkenést (7A 4bra), mig CEC alkalmazdsakor a PE éltal fokozott bazélis tonus emelkedés

90%-al csokkent (7B édbra).

120 4

‘ Ji:

Facilitdcid (%)
PE hatds (%)

130 H

O PE
—&— CEC+PH

40+

| A k,/i
‘ [ 11
A
110 T T o T T T T T T T 1
1 10 -10 o 10 20 30 40 50 60 70
PE koncentrdcid (L) idd (perc)

7. abra.

Az chloroethylclonidine (CEC) hatdsa a pre- és postjunctionalis PE vdlaszra. A CEC egy olyan irreverzibilis adrenerg
receptor gatlészer, amelynek a hatdsa kifejezettebb az o,p,p receptorokon, mig az o, receptorokon a szernek nincs
szamottevo hatdsa. A 20 uM CEC kezelést kovetden a kiilonboz6 koncentracioban alkalmazott PE 4ltal kivaltott idegi
kontrakciékban nem talaltunk eltérést a kontrollhoz viszonyitva (A). Ezzel szemben a CEC hatdsara a PE dltal
fokozott bazalis tonus tartosan (kezdetben 90%-al) csokkent (B).
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A CEC 2,5-20 pM-os koncentricidtartomdnyban ugyancsak koncentricié fiiggd
modon novelte a téringerléssel kivaltott kontrakcidk amplitidéjat (47,2+8,4 %; n=8, 20 uM-
os CEC koncentraciéndl) és a gorbe alatti teriiletet (261£33%; n=8, 20 puM-os CEC
koncentraciondl). A muscarinos ACh-receptor gatl6 atropin (1 uM) csokkentette a CEC kezelt
preparatumokban a téringerléssel kivaltott kontrakciok amplitidojat és a gorbe alatti teriiletet
is. Az atropin hatdsa sokkal kifejezettebb volt a CEC kezelt preparitumon, mint a
kezeletleneken (3. tdbldzat). A 15 perccel a CEC adagolés eldtt alkalmazott 5-MU (10-100
nM) nem befolyésolta a CEC dltal fokozott kontrakcidkat, ami arra utal, hogy a CEC éltal

fokozott kontrakci6 fiiggetlen a prejunctionalis o4 receptorok aktivaciéjatol.

Kezelés A csucskontrakcio A gorbe alatti terdlet
csokkenése (%) csokkenése (%)

kezeletlen 23+2,3 (10) 46+5,6 (10)

20 puM CEC 40+3,1 (8) ** 7625 (8) **

3. tablazat. I uM atropin hatdsa a kontraktilis vdlaszra kezeletlen és 20 uM CEC-el eldkezelt hiigyhdlyagon. A
20 uM CEC-t kozvetleniil a mérékddba adagoltuk, majd 30 perc elteltével kimostuk. Az atropin adagoldsa akkor
tortént, amikor a CEC mdr nem volt jelen. Az atropin hatdsa a kezeletlen 4llatokhoz viszonyitva szignifikdnsan
nagyobb volt a CEC eldkezelt dllatokban. (** P<0,01)

3.14. Az oya és oypap receptorok gatlasanak hatisa a phenylephrin altal fokozott
acetilkolin-felszabadulasra

Kordbbi adatokbdl ismert (Somogyi és mtsai, 1995), hogy az o adrenerg receptorok
serkentése noveli a neuronalis ACh felszabadulast. A PE indukalt ACh-felszabadulast az o5/p
gitld CEC (20 uM) és az a4 inhibitor WB-4101 (100 nM) jelenlétében is megvizsgaltuk. A
CEC esetében az eddigiektdl kiilonb6z6 ingerlési mintdzatot alkalmaztunk: a szerhatds
vizsgélatdhoz az izomdarabokat kétszer ingereltiik (S1 és S2), azonban a mdasodik ingerlés
elott az oldathoz CEC-t adtunk és 30 percen keresztiil benne tartottuk. CEC kimosdsa utdn
PE-t (2 uM) adtunk a perftiziés oldathoz. A 8A 4bran j6l lathatd, hogy az ACh-felszabadulas

CEC hatasdra tovabb emelkedett (P<0,05), ami j6 Osszhangban van a kontraktilis
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eredményekkel. Masrészt, egy o1 adrenerg receptor gatldészer, a WB-4101 (100 nM), ami bar
onmagédban nem befolydsolta az ACh-felszabaduldst, azonban képes volt gitolni a PE dltal
serkentett neuronalis ACh-felszabadulast (8B 4bra).

A B

3 10,0 4

Frakciondlt felszabadulds (%)

Kontroll PE CEC CEC+PE ' Kontroll PE WB+PE WB

8. abra

Az s és oypp receptorok gdtldsdnak hatdsa a PE dltal fokozott ACh felszabaduldsra. A PE indukalt
ACh felszabaduldst az o pp gatldé CEC (20 uM) és az o inhibitor WB-4101 (100 nM) jelenlétében is
megvizsgdltuk. Ebben a kisérletsorozatban a szerhatds vizsgdlatdhoz az izomdarabokat kétszer
ingereltik (S1 és S2), azonban a madasodik ingerlés eldtt az oldathoz CEC-t adtunk. Az ACh
felszabadulds CEC hatdsdra tovabb emelkedett (A). Az o, adrenerg receptor gatloszer, a WB-4101
(100 nM) 6nmagdban nem befolydsolta az ACh felszabaduldst, azonban gatolta a PE dltal serkentett
neuronalis ACh felszabadulast (B).

3.2. A spontan kontrakciok vizsgalata

3.2.1. Az ujsziilott patkany hagyhdlyag spontan kontrakciok amplitidé és frekvencia
értékeinek vizsgalata

Az 1-5 napos éllatokbdl izoldlt higyhdlyagdarabokban a spontdn izomaktivitds nem
volt kimutathaté (9A &bra). Ezzel szemben a 6-7 napos dllatok hugyhoélyagdarabjainak
felében egy alacsony amplitiddju, lassi spontdn aktivitdst lehetett kimutatni (n=4). Ezen

higyhdlyagkontrakcidk amplitidéja (0,1-2 mN) és frekvencidja teljesen szabdlytalan volt.
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Sokkal szabdlyosabb és nagyobb amplitidéjd (0,1-4 mN) spontdn hdgyhdlyagaktivitas

mutathaté ki a 2 hetes dllatokban (n=15) (9B és 10. dbra).

A 3 napos B 2 hetes

bazis kupola bazis kupola

MJ\LMM\MMW

o 0,15 o 0,15 o 0,15 mO,‘S
g g g | |
0,10 0,10 0,10 0,10
0,05 0,05 0,05 b 005
I
0,00 0,00 0,00 0,00
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 0,0 0,5 1,0 15 2,0 0,0 05 1,0 15 2,0 0,0 0,5 1,0 15 2,0
[Hz] [Hz] [Hz] [Hz]
¢ , . 3 hetes D .. 5 hetes
bazis kupola bazis kupola

0,15 0,15 0,15 o 015 30s
g g g | g7
0,10 \ l 0,10 0,10 l 0,10 l
0,00 0,00 0,00 0,00
0,0 05 1,0 15 29 0,0 05 1,0 15 0,0 05 1,0 15 2.0 0,0 05 1,0 15 2,0
[Hz] [Hz] [Hz] [HZ]

9. abra

Kiilonbozo életkori patkdnyok hiigyholyagjainak bdzisdbol, illetve kupoldjabol — szdrmazo izomdarabok spontdn
kontrakcios gorbéinek Fourier-transzformdcios (FFT) analizise. Minden egyes panel felépitése hasonld, feliil a
kontrakciés gorbék, mig alul a nekik megfeleld FFT gorbék vannak feltiintetve. A nyilak az FFT gorbén
meghatarozhaté csucsokat jelolik. A spontdn hdlyagaktivitds nem volt detektdlhaté a 3 napos dllatban (A), de mar
igen kifejezett volt a 2 hetes patkdnyban (B). A 2 hetes allat FFT gorbéjén 1 csics mutathat6 ki, ami gyorsabb
aktivitdst mutat a bazis esetén (0,21+0,03 Hz) a kupola hasonlé paraméteréhez viszonyitva (0,08+0,01 Hz). A 3-4
hetes dllatokbdl szdrmazdé hdlyagbdzis izomdarabok esetén (C) mdr egy mdsodik csdcs is kimutathaté az FFT
gorbéken (hozzavetdleg 0,5 Hz). Ez a masodik FFT csucs szintén megtaldlhaté az 5 hetes éllatok esetében mind a
hélyag bdzis, mind a kupola izomdarabokon. Az 5 hetes dllatokban a bdzisr6l szdrmazé izomdarabok esetén a
masodik FFT csucs relativ nagysdga egyre kifejezettebbé valt az els6 FFT csucshoz viszonyitva. A vizszintes vonal
30 s, mig a fiiggdéleges vonal 5 mN. Az FFT gorbék esetén a Mag (ordinata) az FFT spectrum magnitidéjét jelenti.

A tovdbbiakban a kontrakcios gorbékbdl a gyors Fourier transzformdacio
felhasznaldsaval elkészitettiik a gorbék FFT spektrumat, ezéltal meghataroztuk a kontrakcids
hullimok domindns frekvencidjat, illetve frekvencidit. A 2 hetes 4llatokbdl izolalt

higyhdlyagdarabkdk esetén csupdn egyetlen domindns frekvenciat sikeriilt kimutatni, ami
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azonban szignifikdnsan (P<0,05) gyorsabb volt a hiigyhdlyag bazison (0,21 + 0,03 Hz), mint a
kupola teriiletén (0,08 £+ 0,01 Hz, 10. 4dbra). A 3-4 hetes 4llatok (n=14) higyhdélyagdarabkai
nagyon érdekesen viselkedtek. Mar a regisztralt gorbéken is lathatd, hogy két egymastol
kiilonbozd gorbe 0Osszegzddéseként alakultak ki. A kontrakciés gorbe egyrészt egy
alacsonyabb amplitiddju (<0,5 mN) és nagyobb frekvencidju (gyors komponens, 0,43 + 0,07
és 0,41+ 0,05 Hz, bazis és kupola, P > 0,05), mésrészt pedig egy nagyobb amplitddéja (2-7
mN), de alacsonyabb frekvencidju (lassii komponens, 0,14 £ 0,03 és 0,1 = 0,01 Hz, bazis és
kupola, P>0,05) gorbe dsszegeként jott 1étre (9C és 10. dbra). A gyors komponens a bdzis
izomdarabkak 70 %-andl, illetve a kupola izomdarabok 20 %-anal volt kimutathatd.

Mivel a 3 és a 4 hetes éllatok spontian kontrakcidiban nem taldltunk kiilonbséget, igy a
tovabbiakban négy 4llatcsoportot kiilonboztettiink meg: 1 hetes (3-7 napos), 2 hetes (8-15
napos), 3-4 hetes (16-

Lasst komponens

28 napos), illetve 5 Gyors komponens

[ kupola 1 kup?la
hetes (29-35 napos) W bizis B bézis
0,6 0,6+

patkanyokat. Az 5 05 054
z P — # —
hetes allatokbol 04 ; P | Fosq
'8 [ : \ ‘g
_ . L 8oz — . P §03-
(n=13) szdrmaz6 7| | — . 3
. ) B2 ! P Bop2
higyhdlyagdarabok N | 3
01 : | 0,14
tsbb mint 70%-4ndl E D -
0,0+ — 0,0 —
1 2 34 5 1 2 34 5
szintén  kimutathato Sletkor [hetek] dletkor [hetek]
volt mind a gyors, 10. 4bra

mind a lassu
komponens, azonban ez
utébbi amplitidéja 1-2

mN-ra csokkent. A

Az FFT gorbék gyors és lassi csiicsainak életkorfiiggése 1-5 hetes ujsziilott
patkdnyok hiigyholyagjdban. A lassi komponens frekvencidja az életkor
eldrehaladtaval folyamatosan csokkent, mind a bdzis, mind a kupola esetén. A
hélyagbazis esetén a meghatdrozott FFT lassti komponens frekvencidja nagyobb
volt a kupola hasonlé paraméteréhez viszonyitva. A gyors FFT komponens nem
figyelhetd meg az elsd két postnatalis héten, viszont kimutathaté a 3-5 hetes
allatokban. A szignifikdns kiilonbségeket a * és a # jeloli (* bazis vs. kupola az
azonos életkori csoportban, # 1 hetes vs. 5 hetes értékek az azonos hélyagteriilet
esetében).
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kontrakciés gorbe FFT spektrumdn a lassi komponens magnitiddja csokkent, és a gyors

komponens valt dominanssd (9D és 10. dbra).

3.2.2. A tetrodotoxin és az atropin hatasa a patkany higyhélyag spontan kontrakciéinak

amplitido és frekvencia értékeire

A

Kontroll TTX (1 uM)
TTX (1 uM
% (1 um)
04
4mN Kontroll
20s
[H2]
Kontroll TTX (1 uM)
02
(o))
. TTX (1
S|, TXAum
4 mN o1
Kontroll
20s

%60z 04 06 o8
[HZ]

11. abra.

1 uM TTX hatdsa a patkdny hiigyholyag spontdn kontrakciok amplitiido és frekvencia értékeire. A bemutatott
gorbék 2 (A), illetve 4 hetes (B) dllatok hdlyag kupoldibol készitett izomprepardtumokat mutatnak 1 pM TTX
adagolasa el6tt (bal oszlop), illetve kozben (koz€pso), valamint a két gorbébol képzett FFT gorbe (jobb oszlop).
1 uM TTX alkalmazdsa nem befolydsolta sem a kontrakcids, sem az FFT gorbét. A folyamatos FFT gorbe a
kontroll, mig a szaggatott, a TTX kezelés hatdsat mutatja. A vizszintes vonal az iddt (20 s), a fiigg6leges pedig a
kontrakciés erdt (4 mN) jelenti.

A tovébbiakban megvizsgéltuk, hogy kimutathat6-e kapcsolat a spontdn kontrakciok
és a hugyholyagot beidegzd neuronalis rendszer kozott. Ezt legegyszeriibben az idegsejtek
TTX-el (1 uM) torténd gatlasaval lehetett tanulminyozni. Az alkalmazott TTX-nek egyik

életkorban sem volt kimutathat6 hatdsa a hdgyhdlyag darabok spontin kontrakcidinak
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amplitido és frekvencia értékeire (11. dbra, n = 6, a 2-3-hetes patkanycsoportnal, n =9, a 4-5-

hetes patkanycsoport esetén).

Kontroll Atropin (1 uM) 03
§ / Kontroll
0,2
2 mN o Atropin (1 uM)
ES R R T S
[HZ]
Kontroll Atropin (1 uM) .
§> Kontroll
Atropin (1 uM)
4 mN oal / 4
20s

0'?).0 0,2 04 0,6 0,8
[Hz]

12. abra.

1 uM atropin hatdsa a patkdny hiigyholyag spontdn kontrakciok amplitido és frekvencia értékeire. A bemutatott
gorbék 2 (A), illetve 4 hetes (B) dllatok hélyag kupoldibol készitett izomprepardtumokat mutatnak 1 WM atropin
adagoldsa eldtt (bal oszlop), illetve kdzben (k6zépsd), valamint a két gorbébdl képzett FFT gorbét (jobb oszlop).
1 uM atropin csokkentette a kontrakciok amplitidéjat a 2 hetes dllatokban, de gyakorlatilag hatdstalan volt a 4
hetes allatok esetében. A vizszintes vonal 20 s-t, a fiigg6leges pedig 4 mN kontrakcids er6t jelent.

Tovébbi kérdésként adddott az is, hogy az el6zdekben bemutatott kisérletek alapjan a
neuronalis rendszernek nincs szamottevd hatdsa a spontan kontrakcidkra, de vajon az ACh,
mint neurotranszmitter képes-e befolydsolni a spontdn higyhdlyagaktivitast.

JOl ismert az atropin azon hatdsa, hogy képes gétolni az ACh hatdsidt a muscarinos
acetilkolin receptoron. A 12. dbra a spontdn izomaktivitds atropinfiiggését mutatja be. A
regisztralt kontrakciés gorbén is megfigyelheté mar az atropin (1 uM) hatdsara bekovetkezo
amplitidd csokkenés, ami a 2-3 hetes patkdnyokban (12A dbra) atlagosan 65 £ 8 %-os volt a

kupola és 39 + 15 %-o0s a bdzis teriiletén (n = 9). Az atropin sokkal kevésbé volt hatdsos a
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spontdn kontrakcidkon a 4-5 hetes allatokbdl (12B dbra) szarmaz6 higyhdlyagdarabok esetén,
mivel az amplitddé csokkenés atlagosan 23 + 6 %-os volt a bazis és minddssze 8 + 3 %-os a
kupola teriiletén (n = 11), amely azonban szignifikdns eltérést (P<0,05) jelent a két
hugyholyagteriilet kozott.

Az atropin csokkentette az izmok bazdlis ténusat is. Ez a hatds ugyancsak
kifejezettebb volt a 2-3 hetes allatok esetén (63 £ 10 %, 58 + 9 %, kupola és bazis) a 4-5 hetes

allatokon kapott értékekhez hasonlitva (22 £ 6 %, 44 + 5 %, kupola és bazis).

3.2.3. Carbachol hatasa a patkany hugyhélyag spontan kontrakciéinak amplitadé és
frekvencia értékeire

A kolinerg receptor agonista CCh (1 uM) alkalmazdsakor eldszor a
higyhdlyagizomzat nagyfoku ténusos kontrakcidja alakult ki minden vizsgélt életkorban,
majd ezt kovetden a spontdn kontrakcié amplitidéjanak és frekvencidjdnak valtozdsa is
kimutathaté volt (13. dbra).

Az 1 hetes éllatokbdl szarmazé higyhdlyagdarabok 60%-aban a CCh facilitdlta a
spontdn kontrakciok kialakuldsat. A kontrakcidk lassi komponensének cstcsfrekvencidja
szignifikdnsan (P<0,05) magasabb volt (minden vizsgalt életkorban) a higyhdlyagbazis
izomdarabokon (0,21 + 0,03 Hz-tdl 0,41 + 0,08 Hz-ig) a kupola izomdarabokon
meghatarozott értékekhez viszonyitva (0,08 = 0,01-t61 0,23 + 0,03 Hz-ig) (13B és 13C dbra).
A kontrakcidk gyors komponense CCh alkalmazasat kovetden kimutathatova valt mar az 1-2
hetes allatok esetében is a higyhdlyagbazis izomzatan, viszont tovdbbra sem volt kimutathat6
a kupola izomzaton (13B és 13C dbra). Carbachol alkalmazasakor (13B és 13C abra), a CCh
mentes értékekhez hasonldéan szignifikdnsan (P<0,05) nagyobb volt a lassi komponens
frekvencidja a hdgyhdlyagbdzis izmokban a kupolaizomzathoz viszonyitva (a konnyebb
Osszehasonlithatosdg miatt a 10. dbran bemutatott adatokat a 13B és 13C dbrakon is

feltiintettiik).
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13. abra

1 mM Carbachol hatdsa a spontdn hiigyholyagkontrakciokra ujsziilott patkdnyban. Az A panelen 5 napos (felsd), 2
hetes (kozépsd), valamint 5 hetes (alsé) édllat hdélyagbdzisdbdl készitett preparatum spontdn kontrakcidi vannak
feltiintetve 1 mM CCh adagolasat megel6zden (kontroll, bal oldal), valamint a szer alkalmazdsa alatt (jobb oldal).
A vizszintes vonal 1 percet, a fliggdleges pedig 4 mN kontrakcids erdt jelent. A nyil a CCh alkalmazds kezdetét
jeloli. A B és C panel a gyors és a lassi komponensek életkorfiiggését mutatja CCh jelenlétében, valamint kontroll
koriilmények kozott. A konnyebb Osszehasonlithatésdg miatt a 10. dbrdn feltiintetett értékek ezen az dbrdn djra
feltintetésre keriiltek. A szignifikans kiilonbségeket a * és a # jeloli (* bazis vs. kupola értékek az azonos életkori
csoportban, # 1 hetes vs. 5 hetes értékek az azonos hélyagteriilet esetében). A CCh minden vizsgalt korcsoportban
szignifinkdnsan novelte a spontdn kontrakcidk frekvencidjat, kivéve 7) az 5 hetes dllatok hdlyagbdzisanak lassi
komponensét, 2) 3-4 hetes dllatok holyagkupoldjanak lassi komponensét, é€s 3) az 1-2 hetes dllatok
hélyagbazisanak gyors komponensét, abban az esetben, ha az detektdlhaté volt. Megfigyelhetd, hogy CCh
alkalmazasat kovetoen az FFT gyors komponens a hélyagbdzison minden életkori csoportban kimutathaté volt, mig
a kupola tekintetében csak a 3-5 hetes allatok esetében volt megfigyelheto.

A 2 hetes dllatokban a CCh novelte a lassi komponens frekvencidjit a
hiigyhdlyagbézis izomdarabokon, de hatistalan volt a kupola teriiletérdl szarmaz6 izmokon
(13B és 13C édbra). Az 1-2 hetes dllatokban a CCh novelte a gyors komponens frekvencidjat is
a bézis izomdarabokon, de nem volt hatdsa a kupola izomdarabokra. A 3-4 hetes patkdnyok

esetén a CCh ugyancsak szignifikdnsan fokozta a lassi komponens frekvencidjat a bazis

izmokon, mig hatdstalan volt a kupola teriiletén. Az 5 hetes patkdnyokndl a szer nem
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befolydsolta a lassu komponens frekvencidjat egyik teriiletr6l szdrmazé izmokon sem (0,19 +
0,04 és 0,16 £ 0,04 Hz, bazis és kupola, P>0,05). A 3-4, valamint 5 hetes patkdnyok
higyholyagdarabjaindl alkalmazott CCh novelte a gyors komponens frekvencidjat, rdaddsul
szignifikdnsan kiillonb6zd gyors komponenst hozott 1étre a bazis és a kupola izomdarabjain
(0,75 £ 0,08 és 0,58 £ 0,07 Hz, bazis és kupola, P < 0,05). Ez a kiilonbség a CCh-al nem

kezelt higyhdlyagban nem volt kimutathaté (13. 4bra).

3.2.4. A spontan kontrakciok nemlinearis analizise

A higyhodlyag spontdn kontrakcids aktivitidsanak mintdzatat NLCP teszt segitségével
vizsgaltuk meg a kiilonboz0 €letkord patkanyok esetében (14A dbra). Az 1 hetes allatcsoport
13 egyedet tartalmazott, azonban a spontan izomkontrakcidk csak 3 patkdny esetében voltak
észlelhetdek (5-7 napos patkanyok). Az alacsony esetszam miatt az 1 hetes allatcsoport NLCP
értékei az dbrdn nem keriiltek bemutatdsra, azonban a kontrakcidk jol lathat6an szabélyosak
voltak, amit az individudlis gorbék NLCP analizise is aldtdmasztott, hiszen az ama és tir
értékek nullahoz kozeli értékeket mutattak, mikdzben a predikcidos szdm (pred) kozel 1 volt,
ami reguldris kontrakcidra utalt. A 2 hetes hugyhdlyagok esetén a pred értékében a bdzis
izomdarabokndl (0,93 + 0,03) nem tapasztaltunk szamottevo véltozast az 1 hetes értékekhez
viszonyitva. Ezzel szemben a pred csokkent a kupola izomdarabok esetén (0,75 + 0,04) utalva
a regularitds csokkenésére. Az irregularitds novekedésére az ama és a tir analizis adott
valaszt, miszerint az egyedi kontrakciék amplitid6 és frekvencia variabilitdsa sokkal
kifejezettebb a kupola izmokban (ama: 0,27 £ 0,07, tir: 0,074 + 0,015) mint a
bazisizomzatban (ama, 0,15 £ 0,03, tir, 0,037 £ 0,017). A 3 hetes édllatokban az amplitid6
variabilitds tovabb csokkent (ama, 0,13 £ 0,03 és 0,1 + 0,04, kupola és bazis), a frekvencia
variabilitds viszont novekedett. Az ama tovabbi csokkenése és a tir emelkedése volt
kimutathaté a 4-5 hetes dllatok esetében is, de a tir novekedés sokkal kifejezettebbnek

bizonyult a kupola izomzat kontrakci6in. Az 5 hetes allatokbdl izolalt higyhdlyagdarabok

38



Dr. Szé€1l Enik6 - Hagyholyag kontraktilitds szabdlyozdsa egészséges €s koros koriillmények kozott (Ph.D. disszertacid)

esetén a kontrakcié regularitdsat leir6 pred paraméter csokkent a kupola izmokon, ami
fokozott irregularitisra utal. Ennek az oka az, hogy a kontrakciok kozotti iddintervallumok
variabilitdsa szignifikdnsan (P<0,05) novekedett (0,07 £0,02 a 2 hetes higyhdlyagokban, mig
0,15 £ 0,024 az 5 hetes hiugyhdélyagokban). Tovabbi érdekes megfigyelés volt az, hogy a
regularitdsban megfigyelt kiilonbségek a kupola és a higyhdlyagbazis kozott megsziintek 1
uM CCh alkalmazasat kdvetden.

Az adatokat egy sokkal tradiciondlisabb mdédszerrel, a Shannon-entrdpia analizissel is
megvizsgaltuk. Ennek a mdédszernek az amplitidotol fiiggetlen formdjat, a renormalizalt-
Shannon-entrépidt hasznaltuk. A higyholyagdarabok kontrakcidinak frekvencia fliggd
komplexitdsa reguldrisabb volt az 1 hetes patkianyokban (14B dbra). A renormalizalt
Shannon-entrépia értéke mind a kupola, mind a hdgyhdlyagbdzis izomdarabkéinak
kontrakci6jdnal kisebbnek adddott 2-nél. Tudjuk (Bondarenko, 1997), hogy a renormalizdlt
Shannon-entrépia esetén a nagyobb entrépia értékek jelentik a kevésbé szabalyos
folyamatokat. Az iddsebb dllatokbdl szdrmaz6 izomdarabokndl a Shannon-entrépia értéke
szignifikdnsan novekedett (14B dbra) utalva arra, hogy az alacsony komplexitdsu szinkron
izomaktivitds eltiint, és a 3-5 hetes patkdny htigyhdlyagokban egy komplex, aszinkron
izomaktivitds alakult ki. Ebben az életkorban az entrépia értéke elérte a 3-t. Tovébbi
érdekesség, hogy nem volt szignifikdns az eltérés a kupola és a bazis entrépidk tekintetében
egyik életkorban sem. Az entropia értékek életkorfiiggése azonban megsziint 1 uM CCh (14B
dbra) alkalmazdsakor. Hasonl6 eredményt kaptunk akkor is, amikor egy j entropia modszert,

az ApEn-t haszndltunk a gorbék analiziséhez (ezek az adatok nem keriiltek bemutatdsra).
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14. abra

A spontdn hiigyholyagkontrakciok NLCP és renormalizdlt Shannon-entropia modszerek felhaszndldsdval
készitett nemlinedris matematikai analizise. A: A predikcid (pred), az amplitidé aszimmetria (ama) és az
id6 irreverzibilitds (tir) értékeket hatdroztuk meg NLCP teszt segitségével. Az ama értéke az életkor
elérehaladtaval csokkent, ami arra utal, hogy a nagy amplitidéju, varidbilis kontrakcidkat, egy alacsonyabb
és homogénebb amplitiddju kontrakcié véltotta fel. A tir paraméter szignifikdnsan novekedett az életkor
elérehaladtdval, ami a holyag kaotikusabb aktivitisdra utal az iddsebb 4llatok holyagjaiban. B:
Meghataroztuk a gorbék entrdpidjat is, a renormalizalt Shannon-entrépia moédszer segitségével kontroll
esetben és 1 uM CCh adagoldsa utdn is. Az entrépia értékek novekedtek az életkor elérehaladtdval, utalva a
hélyagkontrakciok kaotikusabb voltira. A CCh novelte az entrépidt €s megsziintette az €letkorfiiggést. A
szignifikdns kiilonbségeket a * és a # jelolik (* bdzis vs. kupola értékek az azonos életkori csoportban, # 1
hetes vs. 5 hetes értékek az azonos hélyagteriilet esetében). Fontos megemliteni, hogy a nagyobb ama, tir,
és renormalizdlt Shannon-entrépia, valamint az alacsonyabb pred értékek a kaotikusabb aktivitasra utalnak.

3.3. A fagyasztas hatasa a higyholyag funkcigjara
3.3.1. A fagyasztas hatasa a teljes hagyhélyag miikodésére

A fagyasztist kovetden Ot nappal a beavatkozds helyén hegképzddést tudtunk
kimutatni. A makroszképos kép és a peritonealis letapadas alapjan a higyholyag gyulladdsat

valészintsitettiik. Mindezt alatdmasztotta a mikroszképos kép is, hiszen az érintett teriileten

40



Dr. Szé€1l Enik6 - Hagyholyag kontraktilitds szabdlyozdsa egészséges €s koros koriillmények kozott (Ph.D. disszertacid)

fibrozist és fehérvérsejt infiltraciét lattunk. Azok az izomszovet darabok, amelyek a

fagyasztott teriiletr6l szdrmaztak, nem voltak ingerelhetdk sem elektromosan,

sem a

purinoreceptorokat serkentd a-B-mATP adagoldsa éltal. Ezzel szemben azon izomdarabok,

amelyek 2-3 mm-re a sériiléstol helyezkedtek el, mar képesek voltak 6sszehizodni.

3.3.2. A kiilonb6z6
ingerfrekvenciak hatasa az ép
és a fagyasztast elszenvedett
hagyhélyagban

A hugyholyagbdl izoldlt

izomdarabokat kiillonb6z6
frekvencidgja  (1-40 Hz) és

iitésszamdu (10 és 80) ingerekkel

stimulaltuk. Ahogy a

korabbiakban is megfigyelhetd
volt (Somogyi és mtsai, 1998) a
sokkal

kolinerg  kontrakcidk

kifejezettebbek voltak a

purinerg kontrakciékhoz

viszonyitva  akkor, amikor

hosszabb ingerlést (80 inger)
A

hasznaltunk. sértett

higyhdlyagdarabok
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15. abra A fagyasztds hatdsa az idegingerléssel kivdltott

izomkontrakciokra. Az izomosszehtuzddast kiilonbozo frekvencidja és
iitésszamu, 10 (A) és 80 (B), téringerléssel hoztuk 1étre. Szignifikdns
eltérés volt kimutathaté a kontroll (n=12) és a kezelt (n=38)
allatcsoport kozott 10 és 40 Hz kozott, ha 10 ingert alkalmaztunk,

illetve 20 és 40 Hz kozott 80 inger

esetén (p < 0.05).

szignifikdnsan alacsonyabb kontrakcids erdt tudtak kialakitani, mind a rovid, mind a hosszi

ingerlés hatdsara (15. abra). Rovid ingerlést (10 inger) alkalmazva 10 és 40 Hz kozotti

stimuldcié esetén az erdkifejtésben bekovetkezett kiillonbség allandd volt az ép és a
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fagyasztdssal sértett higyhodlyagdarabok kozott (16A dbra). Ezzel ellentétben hosszu ingerlés
esetén (80 iités) a két higyhdlyagpopuldcié kontrakcids ereje kozotti kiilonbség frekvencia

fliggden novekedett (16B dbra).

3.3.3. A maximalis kontrakcié és relaxaci6 az ép és a fagyasztast elszenvedett
hagyhélyagban

A kontrakcié kialakulds sebességének cstcsértékét az erdgorbék idd szerinti elsd
derivéltjanak (mN/g*dt) pozitiv csticsabdl, mig a relaxdcié sebességét a derivalt negativ
csicsdbdl hatdroztuk meg. Ahogy a 16A és B. dbran is lathatd, mind a kontrakcid, mind a
relaxdcié csokkent, valamint a hozzajuk tartozé sebesség értékek lelassultak a sértett
higyhdlyagban. Megfigyelhetd, hogy ezek a valtozdsok fiiggetlenek voltak az ingerlés

paramétereitdl (16. dbra).
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16. abra. Reprezentativ kontrakcios girbék (A), illetve az idd szerinti elsé derivdltak (B) az téringerléssel stimuldlt
holyag izomdarabokon, valamint a fagyasztds hatdsa a kontrakcio (C) és a relaxdcio (D) maximdlis sebességére 20
Hz-es, 10 és 80 ingert tartalmazo téringerlés esetén. A fiiggéleges vonalak a kontrakciok 0,5 és 4 s-nal mért
nagysagat mutatjadk. A folyamatos vonal egy 80 ingerrel, a szaggatott vonal pedig egy 10 ingerrel kivaltott kontrakciot
reprezentdl (A). Az id6 szerinti els6 derivalt pozitiv csticsdt, mint a kontrakcié maximalis sebességét, a negativ
csucsot pedig, mint a relaxdcié maximalis sebességét értelmeztiik (B). Az id6 szerinti elsd derivédltak a WindagEX
program segitségével lettek meghatdrozva, dt=100 ms figyelembevételével. A szimbdlumok (* és **) a kontroll
(n=12) és a kezelt (n=38) 4llatok kozotti statisztikailag szignifikdns kiillonbségeket jelolik (p < 0.05; p < 0.01).
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3.34. Az atropin hatisa a kontrakciora az ép és a fagyasztast elszenvedett

hagyhélyagban

A muscarinos receptor gatld
atropin (1 pM) téringerléssel kivaltott
(20 Hz, 80 stimulus) neuronalis
kontrakciokra kifejtett hatdsait 15
perccel a szer adagoldsanak elkezdése
utan teszteltik (17. abra). Bar az
atropin mind az egészséges, mind a

fagyasztidson atesett

7 D kontroll
T . atropin
P

mN/mm’

sham fagyasztott

higyhdlyagdarabokban  gitolta a
neuronalis kontrakciokat, a hatas
sokkal kifejezettebb volt a sértett

hugyholyagok esetén.

17. abra Az atropin (1 uM) hatdsa a neurogén kontrakciokra
kontroll (n=12) és kezelt (n=38) holyag esetén, 20 Hz és 80
inger alkalmazdsdval. Az atropin szignifikdnsan csokkentette
az idegingerléssel kivaltott kontrakcidkat, mind a sham operalt,
kontroll, mind a kezelt dllatcsoport esetében. A szimbdlum (*)
a kontroll és a kezelt dllatok kozotti statisztikailag szignifikdns
kiilonbséget jeloli (p < 0.05; paros t-préba).

335. Az o-p-mATP hatasa a
kontrakciora az ép és a fagyasztason
atesett higyholyagban

Lehet6ségiink volt a purinerg
kontrakciok vizsgdlatira is, melyek
sordn az atropin adagoldsét o-B-mATP-
vel is kiegészitettik. Az a-f-mATP
sokkal effektivebben csokkentette a

sértett  hugyholyagok  kontrakcids

2
o
1
e
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T T T
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18. abra Az o-f-mATP (50uM) hatisa a hdlyag
izomdarabok kontrakciojara, 1 uM atropin eldkezelést
kovetéen a kontroll (n=8) és a kezelt (n=32) dllatok
esetében. A szimbolum (*) a kontroll és a kezelt allatok
kozotti statisztikailag szignifikdns kiilonbséget jeloli (p <
0.05).

paramétereit a kontroll értékekhez viszonyitva (18. dbra).
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4. Megbeszélés

4.1. Az 0, adrenerg receptorok altipusainak feltérképezése a patkany higyhélyagban

A bemutatott kisérleteink -a kordbbi eredményekkel egyezden (Somogyi és mtsai,
1995)- bizonyitjak, hogy a higyhigyhdlyag izomzatdban az o, adrenerg receptor agonista PE,
mind pre-, mind postjunctionalis hatdsokkal rendelkezik. A PE fokozta az idegingerléssel
kivaltott kontrakcidkat (prejunctionalis hatds), valamint az izomzat bazdlis ténusat
(postjunctionalis hatds). Specifikus gatldszerek alkalmazdsaval bebizonyitottuk, hogy a pre-
és a postjunctionalis hatdsokért az o adrenerg receptorok kiillonbodzd altipusai tehetdk
felelossé.

Az mar kordbbrol ismert volt, hogy a PE pre- és postjunctionalis hatdsai egyarant
gatolhaték a nem szelektiv o adrenerg receptor gatloszereként ismert terazosinnal (Somogyi
és mtsai, 1995). Azonban a pre- és postjunctionalis membrdnban taldlhaté o adrenerg
receptorok szubtipusainak megoszldsa nem volt ismert. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy az
idegcsonkokon keresztiil téringerléssel kivaltott izomkontrakcidk a specifikus o receptor
gitlé 5-MU-val gatolhatok voltak (Gross és mtsai, 1988). Az alkalmazott 5-MU jobbra tolta a
PE dozis-hatds gorbéjét, és a gérbe Schild-analizise az antagonizmus kompetitiv voltara utalt
(6. dbra). A kisérleteink azt is igazoltdk, hogy az egyéb szelektiv a5 antagonistdk, igymint a
WB-4101 (Minneman és mtsai, 1988), vagy a Rec15/2739 (Testa és mtsai, 1997; Leonardi és
mtsai, 1997) esetében is kimutathaté volt a kompetitiv antagonizmus (2. tablazat). Ezzel
szemben, az O;p/p adrenerg receptorokon sokkal hatékonyabbnak tekintett CEC (Bylund és
mtsai, 1994; Hieble és mtsai, 1995) nem befolyésolta PE altal fokozott neuronalisan kivaltott
kontrakcidkat. Ez arra utalt, hogy az o4 receptorok részt vettek a serkentd folyamatban, mig
az Ojp/1p receptoroknak a szerepe ebben a folyamatban elhanyagolhat6 volt.

Az o adrenerg receptor antagonista WB-4101 gétolta a PE altal fokozott ACh-

felszabadulast. Mindezek alapjdn valdszintsithetd, hogy az ;s adrenerg receptorok a
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higyhdlyagban a postganglionalis prejunctionalis membranban taldlhaték. Ambar az
alkalmazott WB-4101 koncentracié (100 nM) felette volt az o5 szelektiv koncentracionak
(Hieble és mtsai, 1995), a CEC nem gatolta a PE-4dltal serkentett ACh-felszabadulast utalva
arra, hogy az ayp/p adrenerg receptoroknak nincs szerepe a preszinaptikus serkentésben.
Mindezek alapjan ugy tlinik, hogy a PE alkalmazdsat kovetd fokozott ACh-felszabadulds a
legfontosabb mechanizmus a neuronalisan kivaltott kontrakcidk fokozédasaban.

Korabbi tapasztalataink alapjan a kisérletekben alkalmazott elektromos ingerlés mind
az ACh, mind a NA felszabadulasat eldidézte a patkany hiigyhdlyagban (Somogyi és mtsai,
1995 és 1996), ezért fent allt annak a lehetdsége, hogy az elektromos ingerlés kapcsan
felszabadulé endogén NA aktivdlta a preszinaptikus o4 receptorok egy részét, és ezdltal
fokozva az ACh-felszabaduldst. Azonban PE hidnyaban alkalmazott WB-4101 nem gétolta az
elektromos ingerléssel kivéltott ACh-felszabaduldst, ami azt jelezte, hogy az endogén NA
nem aktivalta a preszinaptikus o5 receptorokat. Ez az eredmény 0sszevagott azzal a kordbbi
megfigyeléssel, hogy terazosin, egy nem szelektiv oy; antagonista, nem befolydsolta az ACh-
felszabadulast, illetve az idegingerléssel kivéltott kontrakcidkat patkdny higyhdlyagban
(Somogyi és mtsai, 1995). Mdsfeldl, a higyhdlyag faldban taldlhaté idegvégzddésekbdl
felszabadulé ACh képes befolydsolni a NA-felszabaduldst (Mattiasson és mtsai, 1987;
Somogyi és de Groat, 1990 és 1999), ami arra utal, hogy a kolinerg és az adrenerg receptorok
kozel helyezkedhetnek el egymdshoz, esetleg egy heteroszinaptikus interakciot hoznak Iétre.
Ez a két receptor populdcié egymashoz kozeli allapota azonban nem magyardzza az endogén
NA hatéstalansdgit. Sokkal inkdbb valdszin, hogy a felszabadult endogén NA
koncentraci6ja nem volt elég nagy ahhoz, hogy aktivdlja a receptorokat. Bar kimutathatd,
hogy a PE postjunctionalisan hatva megnéveli a higyhdlyag bazalis ténusét, ez a hatds nagy
valoszintiséggel jelentéktelen az idegi stimuldcioval kivaltott kontrakcidk esetén, mivel az

exogén ACh hatdsa nem fokozhato a kiilsé PE adagoldssal (Somogyi és mzsai, 1995).
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Kordbbi tanulmanyok kimutattdk, hogy fiatal patkdnyban (3 hdénapos, 250-300 g,
Somogyi és mtsai, 1995) nem mutathaté ki egy konzisztens hatds a PE adagoldst kovetden. A
PE csupén a higyhdlyagdarabok kevesebb, mint 10 %-ban volt hatdsos, ami arra utalt, hogy
az o tipusi adrenerg transzmisszid jelentdsége csekély a fiatal patkdnyokban. Jelen
kisérleteink azonban azt bizonyitottdk, hogy az idésebb patkdnyokbdl (7 hoénapos, vagy
iddsebb) szarmazé hiigyhdlyagdarabokban PE adagolést kdvetden fokozddott a bazalis tonus.
Ugy tiinik, hogy a PE adagoldsat koveté hatdsok nagymértékben fiiggnek az alkalmazott
patkdnyok tipusatdl is. Orday és mtsai (1986), valamint Suzuki és mtsai (1999) kimutattdk,
hogy 11 hetes patkanyok huigyhdlyagjaiban a PE adagolast kovetden fokozddott a bazdlis
téonus. Ez a két kutatdcsoport Fisher-patkdnyokat hasznalt, szemben az éltalunk alkalmazott
SD (Sprague-Dawley)-patkdnyokkal. Ennek az eltérésnek a hétterében nagy valészinliséggel
az allhat, hogy a Fisher-patkanyok hiigyhdélyagjaban hamarabb kezdenek expresszalédni az o
adrenerg receptorok, mig a Sprague-Dawley patkdnyokban ez a fehérjeexresszidt érintd
modosulds késobb kovetkezik be.

A PE-idltal fokozott izomdsszehizédasokat a CEC (5-20 uM) képes volt gitolni. Ez a
szer az Oup receptorok irreverzibilis gatldszere (Han és mtsai, 1987), valamint képes az ap
receptorokat is gétolni (Bylund és mtsai, 1994; Hieble és mtsai, 1995). Ezzel szemben az
idegingerléssel kivaltott kontrakciok PE-fiiggd facilitaciojat nem gatolta a CEC, ami arra utalt
hogy a postjunctionalis o.; adrenoreceptorok az o altipusba tartoznak.

A PE serkentd hatdsainak idofiiggését vizsgdlva kideriilt, hogy a PE hatdsa az
idegingerléssel kivaltott kontrakcidk és a direkt izomhatdsok tekintetében kiilonb6z6. Mig a
neuronalis kontrakciékon kimutatott faciliticié nem véltozott az id6 elérehaladtaval, addig a
bazdlis tonusra kifejtett tonusfokozo6 hatds fokozatosan csokkent, utalva a prejunctionalis és a
postjunctionalis hatdsok és a folyamatok mogott allo receptorok kiilonbségére. A
postjunctionalis hatdsban bekovetkezd lecsengés valdszinlileg a simaizom membranban

taldlhat6 a; receptorok internalizdcidjanak lehet a kovetkezménye (Wang és mtsai, 1997)
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Mivel a patkdny hdgyhdlyagban az @ adrenerg receptoroknak mindhiarom altipusa
kimutathaté (Malloy és mtsai, 1998), ezért elvileg mind az o5, mind az o;p altipusok
el6fordulhatnak a postjunctionalis membranban, és szerepiik lehet a PE-medidlta hatdsokban.
Mivel ismert az (Wang és mtsai, 1997, Malloy és mtsai, 1998), hogy az op receptorok
deszenzitizdlédnak, mig az o;p esetén nincs megfigyelhetd deszenzitizacid, ezért valdszind,
hogy a PE lecsengd postjunctionalis hatdsa inkabb az o5 receptorokon valdsul meg.

Sajndlatos médon az alacsony koncentraciéban alkalmazott CEC (2,5-20 uM) fokozta
az idegingerléssel kivaltott kontrakcié amplitidéjat és hosszat. Mindemellett a CEC, az
emlitett koncentracidban novelte az ACh-felszabadulast is. Az 5-MU nem volt képes gatolni
ezeket a hatdsokat. Mivel ismert (Bultmann és Starke, 1993), hogy a patkdnyban a vas

deferensen a CEC képes hatni a prejunctionalis o, adrenerg receptorokra is, ezért

elképzelhetd, hogy a CEC ACh-felszabadulast fokoz6 hatdsa mogott az o, receptorok CEC
altal torténd serkentése allhat. Tovabbi fontos megfigyelés a CEC hatdsaval kapcsolatban az
is, hogy a CEC dltal 1étrehozott neurogén kontrakcidk amplitidd és teriiletnovekedését az
atropin szignifikdns médon képes volt gitolni. Az atropin gétlds sokkal kifejezettebb volt a
kontrakciés gorbe teriiletcsokkenését vizsgdlva az amplitidocsokkenéshez viszonyitva.
Hasonl6 hatds mutathaté ki (nagyobb mérvii csokkenés a kontrakcids gorbe teriiletében az
amplitidocsokkenéshez viszonyitva) a gerincveld harantléziot kovetden, ha a koéros
allapotban meghatdrozott értékeket az egészséges dllapothoz viszonyitjuk (Somogyi és mtsai,
1998). Az is ismert (MacKenzie & Burnstock, 1984; Maggi et al., 1985; Brading & Mostwin,
1989), hogy az idegingerléssel kivdltott higyhdlyagkontrakcié mind kolinerg, mind purinerg
komponenst tartalmaz. Ez azt is jelenti, hogy az alkalmazott idegingerlés esetén a kolinerg
hatdsokban bekovetkezd mddosuldsokat a kontrakciés gorbe teriiletében jelentkezo
moédosuldsok mutatjdk meg (Somogyi és mtsai, 1998). A CEC kezelést kovetoen alkalmazott

atropinnak a kontrakcids gorbe teriiletén jelentkezd kifejezettebb gatlé hatdsa (CEC-kezelt vs.
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CEC-nem kezelt hiigyhdlyag) arra utal, hogy a kontrakci6 kolinerg komponense fokozddott

CEC hatéasara.

Osszefoglalva, azt taldltuk, hogy az o1 és az oi;p/1p adrenerg receptorok a hiigyhdlyag
kiilonbozo teriiletein taldlhatok meg patkdny hdgyhdlyagban. Az a4 adrenerg receptorok a
kolinerg idegvégzddésekben a prejunctionalis faciliticiéban jitszanak szerepet, mig az Op
vagy op adrenerg receptorok kozvetleniil a simaizomkontrakcidkat szabdlyozzak. Ezek a
hatdasok sokkal kifejezettebbek az iddsebb allatokban. A humdn hdgyhdlyagban oa €és op
adrenerg receptorok ugyancsak kimutathatéak (Malloy és mitsai,1998). Mivel egyes
elképzelések szerint az 1 tipusi o adrenerg receptorok szignifikdns szerepet jatszhatnak az
obstruktiv (Lepor és mtsai, 1990), valamint a neurogén (Swierzewski és mtsai, 1994)
higyhdlyagban kialakulé hyperaktivitisban, ezért a receptorok lokalizdldsa, a
higyhdlyagkontrakciés folyamatban, valamint a prejunctionalis és postjunctionalis
folyamatokban jatszott szerepének tisztizdsa elengedhetetlen az élettani, valamint
patofizioldgiai torténések megértéséhez. Ugyancsak fontos a receptorok pontos helyének
feltérképezése a prejunctionalis o €s postjunctionalis oy és op receptorokon hatd
antagonista szerek kifejlesztéséhez, hiszen mds-mds esetben alkalmazhatd terdpids szer

fejleszthetd ki a receptor-altipusok lokalizdcidjanak és funkcidjanak ismeretében.

4.2. A hugyhélyagban kialakulé spontan kontrakciok vizsgalata

Kisérleteink azt igazoltdk, hogy az elsd 5 postnatalis hét alatt a patkdny higyhdlyag
kontraktilitdsdban jelentds véltozasok zajlanak le. A hdgyhdlyag alsé (bazis) és felsd (kupola)
rész€bdl izolalt izomdarabok spontdn aktivitdst mutattak, aminek az amplitiddja, frekvencidja
és regularitasa igen jelentOs életkorfiiggést mutatott. Ez a fejlodés arra utalt, hogy az egyedi
simaizomsejtek elektromos és kontrakcids aktivitdsa megvéltozik az egyedfejlodés folyaman,

ami a sejt-sejt kozotti kommunikdcidban, és ezdltal a szerven beliili elektromos szigndl

48




Dr. Szé€1l Enik6 - Hagyholyag kontraktilitds szabdlyozdsa egészséges €s koros koriillmények kozott (Ph.D. disszertacid)

tovabbitdsaban is jelentds mdodosuldsokat eszkozol. A fiatal dllatokban a hiigyhdlyagbézisban
a kupolédhoz viszonyitva nagyobb frekvencidji spontdn aktivitds volt kimutathatd, ami arra is
utalhat, hogy a két higyhdlyagteriilet funkcidja jelentdsen eltér egymdstdl (a higyhdlyagnyak
kontrakciéja a telddés fazisaban, mig a kupola kontrakcidja az iirités fazisaban kifejezett). Ez
a spontdn aktivitds nagy valdszinliséggel szerepet jatszik a megfeleld higyhdlyagiiriilés
létrehozdsaban a neuralis vizeletiiritd folyamatok kifejlddését megeldzden. Masfeldl a
koordinélt spontdn aktivitds megsziinése eldsegitheti a higyhdlyag telddését is.

Korébbi kisérletek kimutattdk, hogy a teljes higyhdlyagprepardtum a fejlodés elsd 2-3
hetében kifejezett spontan aktivitassal rendelkezik in vitro (Sugaya és de Groat, 2000). Ezen
spontan aktivitds amplitidéja nagyobb, a frekvencidja pedig kisebb volt a felndtt allatokban
mért értékekhez képest (Sugaya és de Groat, 2000), utalva arra, hogy az éretlen higyhdlyag
valamilyen pacemaker kozpontbdl torténd stimulusbol kiindulva méar képes szinkronizalt
izomaktivitast létrehozni. A pacemaker aktivitds koordindlt médon képes szétterjedni a
higyhdlyagban, aktivdlva a teljes hdgyhdlyagizomzatot. A bemutatott eredményeink
val6szintsitik, hogy esetleg tobb ingerkdzpont talalhaté a higyhdélyagban, és a nagyobb
frekvencidju kozpont(ok) a hugyhdlyagbazison taldlhatok. Az altalunk alkalmazott FFT
analizis alapjan a spontdn kontrakciok frekvencidja az 1-2 hetes allatban 0,08 és 0,21 Hz
kozott mozgott. Ezek a lassd aktivitisok mind a hdgyhdlyag béazis, mind a kupola
izomdarabokban kimutathat6ak voltak, de a nagyobb frekvencidt ugyanazon higyhdlyag
esetén mindig a bazisbdl szarmaz6 izomdarabokban tudtuk kimutatni. Mindez arra utalt, hogy
a higyholyag mindkét része képes spontdn aktivitds generdldsdra és koordindlt tovdbbitasara.
Viszont, ha a sziv ingerképzd €s ingeriilet vezetd rendszerét tekintjiikk példanak, akkor
feltételezhetjiik, hogy mds szervekben, igy példdul a higyhdlyagban is van egy magasabb
ingerképz6 kodzpont, amely a nagyobb frekvencidja miatt domindns, és teljes, ép hugyholyag
esetén képes meghatirozni az egész szerv aktivitdsat. Abban az esetben viszont, ha

megszakitjuk az ingeriilet fiziol6gids terjedését, akkor az alacsonyabb pacemaker aktivitdssal
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rendelkezd, ezéltal gyérebb kontrakcidt kialakité ingerképzd teriiletek feltdmadnak, és
elkezdik az adott higyhodlyagteriilet ingerlését a rajuk jellemzd frekvencidval. Bar a teljes
higyhoélyagon és az izomdarabokon végzett kisérletek koriilményei jelentosen eltértek
egymastél, meg kell emliteni, hogy a spontan kontrakcidk frekvencidja igen hasonlé volt az 1-
2 hetes allatok esetében (Sugaya és de Groat, 2000) (5-12 s a mi méréseinknél, és 20 s a
Sugaya €s de Groat, 2000 alapjén).

A teljes higyhdlyagon és a higyhdlyagdarabokon kapott eredmények kozott a késobbi
életkorokban is megtaldlhat6é a parhuzam. A teljes higyhdlyag esetén a spontian kontrakciok
frekvencidja megnoétt, az amplitddé lecsokkent, mikozben a higyhdlyagaktivitas kaotikusabba
valt a 3-5 hetes allatokban. A FFT-al kapott eredmények hasonlé valtozasokat mutattak a
bazis és a kupola izomdarabokon. A 3 hetes dllatok esetében megjelent egy gyorsabb
aktivitdsra jellemz6 csucs (hozzdvetdleg 0,4 Hz-nél). Ez a csics az 5 hetes allatokbol
szarmaz6 higyhdlyagizom-darabokbdl meghatdrozott FFT gorbéken egyre kifejezettebbnek
mutatkozott. Ez az aktivitds frekvencidjat tekintve (2,5 s az dtlagos csucstdvolsdg) igen
hasonlé a felndtt patkany tejes higyhdlyagban meghatarozott értékéhez (1,9 s, Sugaya és de
Groat, 2000).

Az id6sebb patkanyok teljes hiigyhodlyagjan, illetve a higyhdlyagdarabokban talalt
gyorsabb, kevésbé reguldris aktivitds a pacemaker kdzpontokban végbemend valtozdsokra is
utalhat, aminek kovetkeztében egyre tobb, egymadstdl tobbé-kevésbé fiiggetlentil miikddd
kozpont alakul ki. Ezt a megallapitast alatimasztottdk a nemlinedris analizissel (ApEn) kapott
eredmények is. Az 1 hetes dllatokbdl (ez kizdrélag a 6-7 napos dllatokat jelenti) szdrmazé
higyhdlyagdarabok esetén mind a bdzis, mind a kupola izomdarabokon kimutathaté volt,
hogy az amplitid6 és az id6aszimmetria értékek kozel zérék, valamint a predikcids faktor
kozel 1. Ezek a paraméterek egy igen reguldris folyamatra utalnak. Ha hasonl6 analizisnek
vetjiik ald az id6sebb dllatokbdl szarmazo gorbéket, akkor azt lattuk, hogy a folyamat mind

amplitidd, mind frekvencia tekintetében sokkal irregularisabb karakterti volt, ami rdaddsul

50



Dr. Szé€1l Enik6 - Hagyholyag kontraktilitds szabdlyozdsa egészséges €s koros koriillmények kozott (Ph.D. disszertacid)

sokkal kifejezettebbnek bizonyult a kupola teriiletén. Ha az adatokat egy tradiciondlisabb
mddszerrel, az entrépia vizsgalattal értékeltiik, hasonld eredményeket kaptunk. Az analizishez
a Shannon-entrépia amplitido6tol fiiggetlen véltozatat hasznaltuk, ami jelen esetben leginkdbb
a folyamat frekvenciafiiggését mutatta meg. Mindezek alapjan az eredmények azt mutattdk,
hogy a higyhdlyagizomzat spontdn miikodése az 1-2 hetes allatokban egy szinkron, kevésbé
komplex folyamat (alacsonyabb entrépia). Ezzel ellentétben az idOsebb dallatok esetén az
értékek egy igen komplex, aszinkron folyamatra utaltak, amelynek megfeleléen a
higyholyag-aktivitds sokkal kaotikusabb volt. Ez a kaotikus mitkodés rdadasul sokkal inkdbb
kimutathaté volt a kupola teriiletén. Ez leginkdbb két folyamatra utalhatott: egyrészt a mar
kordbban is emlitett multifocalis pacemaker rendszerek kialakuldsdra, madsrészt az
intercellularis (gap-junction) kapcsolatokban az egyedfejlddés kapcsan bekovetkezd down-
reguldciéra (de Groat, szébeli kozlés). Hasonlé megfigyeléseket tettek Kanai és mtsai (2003)
optikai képalkot6 eljards alkalmazasaval.

Azt is megvizsgaltuk, hogy van-e szerepe a neuralis mechanizmusoknak a spontin
kontrakciok kialakitdsdban, moduldci6jaban. Az idegsejtekben is megtaldlhaté natrium
csatorndk gatloszere a TTX nem befolydsolta a spontdn kontrakciokat, utalva arra, hogy az
idegi mechanizmusok nem jelentdsek a spontdn kontraktilitds szabdlyozasaban. In vitro
gerincveld hardntsériilt dllatok esetében ettdl eltéréd eredményt kaptak, miszerint a TTX
novelte a spontdn kontrakcidkat (Sugaya és de Groat, 1994). Mindezek, egyéb kisérletekkel
kiegészitve (Sugaya és de Groat, 2002) arra utalnak, hogy a higyhdlyag ténusos gatld
impulzusokat kap a gerincveldtdl, ami csokkenti a simaizomsejtek pacemaker aktivitdsat.

Amikor a postjunctionalis muscarinos receptorok miikddését atropinnal gatoltuk, a
spontdn higyhdlyagkontrakcidk amplitiddja lecsdkkent, mikézben a frekvencidban nem volt
szemmel ldthat6 elvéltozds. Mindezeket a 2 hetes és id6sebb dllatokban sikeriilt kimutatni.
Maggi és mtsai (1986) szintén kimutattdk, hogy az atropinnak létezik egy kisfokd spontin

kontrakciét gatld hatdsa a néhany napos allatokban, mig az atropin hatastalannak tekinthetd az
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idds éllatokban. Ezek alapjan valdsziniisithetd, hogy a spontdn kontrakcidkat befolydsolja a
kolinerg idegvégzddésekbdl felszabadulé ACh. Mivel az atropin nem befolydsolja a spontin
kontrakciok frekvencidjat, megallapithatjuk, hogy a neuronokbdl felszabadulé6 ACh nem
befolydsolja a pacemaker sejtek miikodését, ellenben csokkenti a sejt-sejt kommunikéciot,
ezaltal az ingeriilet hugyhdlyagban torténd tovaterjedését. Hasonld jellegli megfigyelést tettek
Tsai és mtsai (2004), amikor megmutattdk, hogy humdn umbilicalis véndbdl szarmazoé
endothelialis sejteken az ACh nikotinos receptorokon keresztiil hatva down-regulélta a gap-
junctionokat felépitd connexin42-t.

A postjunctionalis muscarinos receptorok CCh-al torténd aktivdldsa egy nagy
amplitiddjui izomosszehizddast hozott 1étre, valamint megvaltoztatta a spontdn kontrakciok
mintdzatidt is. A CCh 1 hetes 4llatban novelte a lassd aktivitdst a higyhélyag mindkét
teriiletén, valamint kialakitotta a gyors frekvencidju hullimokat a higyhdlyagbazison, viszont
nem hozta lére a kupola izomdarabokon. A kapott eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a
pacemaker aktivitds fokozodik egyrészt (direkt médon) a muscarinos receptorok aktivdloddsa
altal, masrészt (indirekt médon) a higyhdlyagfalban bekovetkezd fesziilés ndvekedés miatt.
Ez az indirekt hatds egyrészt azért johet létre, mert aktivdlédnak a mechanoszenzorok a
higyhdlyag faldban, mdsrészt a fokozott fesziilés hat a simaizomelemek fesziilésfiiggd
ioncsatornainak miikodésére is. Bar az elsé lehetdség nem elhanyagolhaté, médsok a CCh
hatdsat uroepithelmentes egér higyhdlyagdarabokon vizsgdlva a simazomhatést valdszinQsitik
inkabb (Ekman és mtsai, 2006). A CCh hatdsara fokozott aktivitas hatterében a higyhdlyagtal
novekvo fesziilése is dllhat, ami aktivalhatta a pacemaker kozpontokat (Szigeti és mtsai,

2005).

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy az djsziilott patkdny higyhdlyagban idegingerlés
hidnydban nagy amplitid6ji koordindlt kontrakcidk alakulnak ki, amelyeket moduldl a
kolinerg idegvégzddésekbdl felszabaduldé ACh. FFT analizis azt bizonyitotta, hogy a

hugyholyagbazison szignifikdnsan nagyobb a kontrakciés aktivitds a kupoldhoz viszonyitva,
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utalva arra, hogy a nagyobb aktivitds eldsegiti a higyhdlyag urethra feldli teriiletének
zarddasat, ily médon megakadalyozva a vizelet elfolydsat. A kapott eredmények ugyancsak
felvetették annak a lehetdségét is, hogy a teljes higyhdlyag kontrakcids vdlaszdban szerepet
jatsz6 pacemaker kdzpontok leginkabb a bazison taldlhatdk, és az ingeriilet innen terjed rd a
higyhoélyag egészére.

A koordindlt, nagy amplitid6jd, alacsony frekvencidji kontrakcids aktivitds
fokozatosan csokken az idosebb dllatok esetén, és a kontrakciét felvéltja egy alacsony
amplitidoju, nagy frekvencidju, irreguldris aktivitds, ami a sok pacemaker kdzpont egyiittes
jelenlétére €s muikodésére is utalhat. Ez az intrinsic kontrakcids aktivitisban életkor
elorehaladasaval kialakuld valtozas idoben akkor kovetkezik be, amikor a vizelet iiritése
akaratlagossa valik a kisérletes allatokban (de Groat és mtsai, 1975, de Groat és mtsai, 1998,
Sugaya €s de Groat, 2000). A sejtek intrinsic tulajdonsidgaiban bekovetkezd modosulasok azt

a célt szolgdljak, hogy a szervben megjelenjen az érett vizelet tarol-iiritd funkcio.

4.3. A fagyasztas hatasa a hiugyholyag funkcigjara

Kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy a fagyasztds miként moédositja a kontraktilis
funkcidkat a hugyhdlyagban. Az daltalunk is alkalmazott fagyasztidsos eljards egy olyan
experimentalis médszer, amit a szoveti sériilést kovetd megvéltozott funkcid, valamint a
lehetséges terdpids beavatkozdsok vizsgalatira haszndlnak a sziv- és a vdzizom esetén
(Iritchev és mtsai, 1997, Lewis és mtsai, 1998, Murry és mtsai, 1996, Sakai és mtsai, 1999).
Kisérleteinkben a fagyasztott hiigyhdlyag kontrakciéja csokkent mind elektromos ingerlést,
mind kémiai (0—B-mATP) stimuldciét kovetden.

A fagyasztis 4ltal okozott mikroszkdpikus és makroszképikus eltérések csak
részlegesen magyardzzdk a funkcidban bekovetkezett valtozdsokat. Azokban a
kisérleteinkben, ahol az izomdarabok a fagyasztott teriiletbol lettek kivéve, gyakorlatilag

lehetetlen volt barmilyen kontrakciét létrehozni akdr téringerléssel, akar o—B-mATP
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alkalmazdsdval. Bar az igy eldallitott izomdarabok makroszképikusan épnek tlintek, az
eredményeink arra utalnak, hogy jelentdsen megvaltoztak a kontraktilis paraméterek. A
fagyasztdsos beavatkozast kovetden a hisztoldgiai kép megvéltozasat mutattdk ki szivben is
(Lewis és mtsai, 1998, Sakai és misai, 1999). Erdekességként megemlithets, hogy szivben, a
fagyasztds eredményességéhez az adott szivteriilet hosszabb expozicidjara (1-3 perc) vagy
esetleg tobbszori beavatkozdsra (10-szer 1 perc) volt sziikség, valamint az alkalmazott
hémérséklet -70 °C volt. Osszehasonlitasképpen, mi a higyhélyag esetében 30 masodpercig
alkalmaztuk a -40 °C-os fagyasztdst. Ezeknek az eltéréseknek a hétterében a szervek
falvastagsdganak kiilonbsége allhat, hiszen a kamrak fala sokkal vaskosabb a higyhdlyag
faldhoz viszonyitva, ami azt is jelenti, hogy sokkal hosszabb és intenzivebb fagyasztdsra van
sziikség az izomkdrosodas kialakitasdhoz.

Az elektromos ingerléssel kivéltott higyhdlyag-kontrakciok paraméterei frekvencia-
és terliletfiiggést mutatnak (Somogyi és mtsai, 1998, Zoubek és mtsai, 1993). A neuronalis
higyholyagkontrakciok egyrészt az idegsejtekbdl felszabaduld6 ACh dltal aktivalt
postjunctionalis muscarinos M3 receptorok, masrészt az ATP (nonadrenerg-nonkolinerg,
NANC mechanizmus) 4ltal ingerelt Pox receptorok aktivalddasa révén jon létre, rdaddsul nem
zarhat6 ki a két mechanizmus interakcidja sem. A két mechanizmus elkiilonitése végett két,
egymastdl kiilonbozo téringerlést alkalmaztunk. Az alacsony frekvencidjd ingerlés (1-5 Hz)
leginkabb a purinerg folyamatokat aktivalja, minimdlis ACh felszabaditdssal (Somogyi és
mtsai, 1994, Somogyi és mtsai, 1998). Ezzel szemben a nagyobb frekvencidval torténd (10-40
Hz), és relativ hosszu ingerlés (80 inger, vagy tobb), leginkdbb az ACh-t szabaditja fel a
prejunctionalis idegvégzddésekbdl, ami a kontrakcidk kolinerg komponensének fokozddasat
okozza (Somogyi és mtsai, 1998, Somogyi és mtsai, 1999). Ha viszont a nagy frekvencidji
ingerlést csak rovid ideig alkalmazzuk (csak 10 inger), akkor a kontrakcié kolinerg
komponensét csokkenteni tudjuk, a csokkent prejunctionalis ACh-felszabadulds miatt

(Somogyi és mtsai, 1994). Mindez azt is jelenti, hogy a postjunctionalis M3 receptorok
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atropinnal torténd kezelése nagyobb gatldst hoz 1étre a nagyobb frekvencidju, hosszu ingerlés
esetén, a rovidebb, vagy alacsonyabb frekvencidji ingerléshez viszonyitva (Somogyi és mtsai,
1999).

A szivben végzett fagyasztisos beavatkozds okozta funkciovéltozasok miatt (Lewis és
mtsai, 1998, Sakai és mtsai, 1999) mind a szisztolés, mind a diasztolés nyomads lecsokkent a
kiindulédsi értékekhez viszonyitva. Eredményeink aldtdmasztjdk a kordbban sziven tett
megfigyeléseket, hiszen a fagyasztassal kezelt higyhdlyagban, mind az idegingerléssel, mind
az o—PB-mATP-vel kivaltott hdgyhdlyagkontrakciok csokkentek az ép hugyhdlyag-
kontrakci6khoz viszonyitva. A fagyasztds csokkentette a higyhdlyag kontrakcids képességét,
leginkabb a nagyobb frekvencidju ingerlés esetében (20 és 40 Hz), ahol a kolinerg komponens
kifejezettebb. Tovabbi eredményeinkbdl kideriilt, hogy a muscarinos antagonista atropin
sokkal nagyobb mértékben gatolta a fagyasztassal kezelt higyhdlyag kontrakciéjat a nem
kezelt higyhdélyaghoz viszonyitva, utalva arra, hogy a kontrakcié kialakitdsdban a kolinerg
mechanizmus relativ ardnya nagyobb a fagyasztast kovetden. Hasonlé médosulést, a kolinerg
komponens részardnydnak novekedését lehet kimutatni gerincveld hardntsériilést kdvetden
(Somogyi és mtsai, 1998, Yokota és Yamaguchi, 1999). Azt lehet mondani, hogy a
higyhdlyagmiikodés valtozasa akdr centrdlis (gerincveld harantlézi6), akar periférids
(fagyasztds) miatt alakul ki, a kontrakcié kolinerg részardnya fokozddik, ami egy ténusos,
hosszan elhiz6dé izom-6sszehiizédast hoz 1étre, ami a higyhdlyag hatékonyabb kiiiriilését
idézné eld. A kolinerg folyamatok dominancidjanak hatterében vagy a fokozédé ACh-
felszabadulds, vagy pedig a postjunctionalis P»x receptorok down-reguldciéja allhat. Mivel az
ACh-felszabadulast nem mértiik, ezért nincs arra vonatkozé adatunk, hogy a higyhdlyag
fagyasztasit kovetden kovetkezményes idegsériilés jonne létre.

A kontrakcios gorbének egy gyors emelkedése, illetve egy lassabb relaxacids szakasza
mutathaté ki. A kontrakcion, illetve a relaxacién megnyilvanulé hatdsokat a kontrakcids gorbe

elsd derivaltjanak pozitiv (kontrakcié) és negativ (relaxdcid) csucsaira Kkifejtett
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modosuldsokkal vizsgdltuk. A kontrakci6 maximalis rdtdja szignifikdnsan csokkent
fagyasztast kovetden. A kontrakcidban bekdvetkez6 lassulds magyardzhat6 a kolinerg hatdsok
dominancidjaval, hiszen ismert, hogy a kontrakcié kolinerg komponense lassabban alakul ki a
purinerg részhez viszonyitva (Mackenzie és mtsai, 1984, Maggie és mtsai, 1985).
Elképzelhetd, hogy az elektromos ingerléssel kivéltott kontrakcidok amplitidéja kézvetleniil
meghatdrozza a kontrakcié sebességét (pl. a nagyobb amplitiddji kontrakcié gyorsabban
alakul ki). Az a megfigyelés, hogy nem taldltunk kiilonbséget az alacsony amplitidéji
kontrakciok (10 ingerrel kivdltott), valamint a nagy amplitidéji kontrakciok (80 ingerrel
Iétrehozott) kialakuldsi sebességeiben, arra utal, hogy nincs a kontrakcié amplitidéjanak
szamottevo hatdsa a kontrakcid kialakuldsanak sebességére. A fagyasztast kovetden lassabban
kialakul6 kontrakcié hatterében ezdltal a simaizom kontraktilis rendszerében bekdvetkezd
sériilés kell, hogy élljon.

A relaxécié sebességében bekovetkezd elvéltozdsok vizsgélata sajnos nem ennyire
eléremutatd. Ez esetben a kontrakcié amplitiddja és a relaxdcid sebessége kozott pozitiv
korrelacié fedezheto fel, miszerint a nagyobb amplitidéjid kontrakcié gyorsabb relaxaciot idéz
eld. Nehéz kozvetlen kapcsolatot taldlni a relaxdcid sebességének megvaltozdsa és a
fagyasztas kozott. A higyhdlyagizomzat relaxdcidja a higyhdlyag telodését hatarozza meg.
Ezéltal a relaxdciés paraméterekben bekovetkezd elvéltozdsok a higyhdlyag-compliance
fontos indikdtorai. A kozeljovoben mind in vivo, mind in vitro kisérletek kivitelezését
tervezzilk a huagyhdlyag-compliance és a relaxdciés paraméterek kapcsolatdnak tisztdzasa
végett.

Amikor o—p-mATP-vel a postjunctionalis purinerg P,x receptorokat aktivaltuk és
deszenzitizdltuk, a hdgyhdlyagkontrakcié szignifikdnsan csokkent a  fagyasztott
higyholyagban, ami a simaizomsériilés kovetkezményeként értelmezhetd. A fagyasztott
hugyholyagban az elektromos ingerlés dltal 1étrehozott csdokkent kontrakcids valasz hatterében

a purinerg folyamatok csokkenése is dllhat. Azonban, ha szepardltuk a purinerg részét az
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elektromosan kivéltott kontrakcionak (atropin gatlds utdn), akkor azt tapasztaltuk, hogy -a
fagyasztastol fiiggben, vagy fiiggetleniil- nem véltozott a o—B-mATP-vel el6idézett
kontrakci6 gatlds, ami arra utal, hogy a fagyasztds dltal eldidézett szovetsériilés dll a nem

megfeleld kontrakciok hétterében.

Osszefoglalva, a fagyasztds a hiigyhlyagkontrakciés rendszerben tobb véltozdst
hozott 1étre, tobbek kozott megvaltoztatta a kolinerg és purinerg komponensek ardnyét az
idegingerléssel kivéltott kontrakcidk tekintetében. Az eredményeink és megfigyeléseink
alapjdn ugy tiinik, hogy a beavatkozds egy reprodukdlhatd és dllandé elvéltozast hoz 1étre a
higyhdlyagban, ezaltal megfeleld kisérleti hatteret biztosit a megvaltozott higyholyag-

kontrakciok vizsgdlatdhoz, és a megfeleld terdpia kifejlesztéséhez.
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5. Osszefoglalas

. Patkdny hagyhdlyagbdl készitett izomdarabokon vizsgéltuk az elektromos téringerléssel
kivaltott neuronalis izomkontrakcidkat, valamint a 3H-ACh-felszabadulast. Az o, agonista
phenylephrin (PE) fokozta az idegingerléssel kivdltott kontrakciok amplitidéjat,
serkentette az ACh-felszabaduldst, valamint novelte a higyhdélyagdarabok bazdlis tonusat.
Az alacsony koncentrdcidban alkalmazott specifikus o4 antagonistdk, 5-methyl urapidil
(5-MU), RECI15/2739 és a WB-4101 kompetitiven gdtolta a PE-dltal fokozott
kontrakciokat. A WB-4101 (100 mM) gatolta a PE-dltal fokozott ACh-felszabadulast. Az
irreverzibilis o;p antagonista chloroethyl-clonidin (CEC) csokkentette a PE-dltal fokozott
bazalis tonus ndvekedést, azonban hatdstalan volt a PE-dltal megnovelt kontrakcidkra és az
ACh-felszabadulasra. A CEC novelte az idegingerléssel kivaltott kontrakciok amplitidéjat
és a kontrakciés gorbe alatti teriiletet. Az atropin szignifikdnsan gétolta a CEC ezen
hatdsait, utalva arra, hogy a CEC fokozza az idegingerléssel kivéltott kolinerg
vélaszreakciot.

Mindezek alapjin megéllapithatd, hogy az a;a és a CEC szenzitiv oup és/vagy Oup
adrenerg receptorok a patkdny huigyhdlyag kiilonboz6 helyein expresszalodnak: a kolinerg
idegvégzddésen taldlhaté o4 adrenerg receptorok medidljdk a prejunctionalis facilitaciot,
ezzel szemben a postjunctionalis Op/p adrenoceptorok meghatirozzak a postjunctionalis
simaizomkontrakcidkat.

. A higyhdlyag spontdn miikodésének postnatalis vdaltozdsidt vizsgdltuk 1-5 hetes
patkanyokbdl szdrmazé hdgyhdlyag alsé (bazis) és felsdé (dém) izomdarabokon. Az
izomaktivitdst gyors Fourier-transzforméacié (FFT), valamint nemlinedris tesztek
felhaszndldsdval vizsgaltuk. A spontdn izomkontrakciok nem voltak kimutathatdk az 1-5
napos dallatok esetén, mig a 6-7 napos dllatok 50%-dban mar kimutathatokka véltak. A
FFT-analizis egy frekvenciacsicsot mutatott, ami azonban szignifikdnsan nagyobb volt a
bazis esetében. Egy madsodik csucs jelent meg a 3-5 hetes dallatokndl. Az atropin
csokkentette, mikdzben a TTX nem valtoztatta meg a spontdn kontrakcidok amplitidéjat.
Ezzel szemben a muscarinos agonista CCh serkentette a spontdn izomaktivitast.

A bemutatott adatok arra utalnak, hogy a korai postnatalis €letben regisztralt spontdn
aktivitas kezdetben lassi. Ennek a folyamatnak a hatterében azok a pacemaker kézpontok
koordindlt miikodése 4ll, amelyek vagy a bdzison, vagy a démon taldlhatok meg. Az
1d6sebb dllatokbdl szdrmazd higyhdlyag darabokon megfigyelt gyorsabb aktivitds esetleg
arra utal, hogy tobb egymadstdl fiiggetlen pacemaker kozpont fejlédott ki, amelyek lerontva
egymas hatdsat novelik a higyhdlyag vizelettarol6 kapacitasat.

. Az altatott patkdnyok hasfalat megnyitottuk és a higyholyag szerézus falan fagyasztdsos
sériilést hoztunk 1étre. A beavatkozas utdn 6t nappal a higyhdlyagokat eltavolitottuk, €s a
kimetszett izomdarabokon megvizsgaltuk az idegingerléssel, valamint az a,f metilén-ATP
(a-f-mATP)-vel kivaltott kontrakcidkat mind a higyhdlyag-operalt, mind a ,,sham” operalt
allatok esetén. A fagyasztott higyholyag esetében csokkent a kontrakcids erd, ami a
nagyobb frekvencidju ingerlés esetén kifejezettebb volt. Az a-f-mATP-vel kivaltott
kontrakciés erd szintén csokkent a fagyasztott higyhdlyagndl. Kiegészitésképpen
megemlithetd, hogy az alkalmazott atropin sokkal effektivebben gatolta az idegingerléssel
kivaltott higyhdlyag kontrakcidkat a fagyasztott higyhdlyag esetében, ami a kolinerg
folyamatok dominancidjidnak novekedésére utal fagyasztast kvetden.

Mindezek alapjan megéllapithatd, hogy a fagyasztds egy olyan reprodukalhat6 eljaras,
amely megviltoztatja a higyhdlyag kontraktilitdsat, beleértve a kolinerg reguldciot is.
Ezaltal a moddszer egy megfelel6 modell, amellyel tanulmédnyozhatok a megvaltozott
kontrakcids paraméterek pl. szovetbeiiltetést kovetden.
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Eniké A Széll M.D.: Regulation of the contractility of the urinary bladder under healthy
and diseased condition

1. Neurally evoked contractions and release of 3H-acetylcholine (ACh) during electrical field

stimulation were measured in rat urinary bladder strips. The a1 agonist phenylephrine (PE)
increased the amplitude of neurally evoked contractions, facilitated the release of ACh and
increased the baseline tone of the bladder strips. Low concentrations of specific o
antagonists, 5-methyl urapidil (5-MU), REC15/2739 and WB-4101 competitively inhibited
the facilitation of the neurally-evoked contractions. WB-4101 (100 mM) inhibited the PE-
induced facilitation of ACh release. The irreversible o5 antagonist chloroethyl-clonidine
(CECQ) inhibited the PE-evoked rise in base line tone, but did not affect the PE-induced
facilitation of the neurally evoked contractions nor the facilitation of ACh release.
However, CEC increased the area and amplitude of the neurally-evoked contractions.
Atropine significantly inhibited the CEC evoked increase in area and amplitude of the
electrically evoked contractions indicating that CEC facilitated the cholinergic responses of
the electrically stimulated bladder strips.
It is concluded that o4 and CEC sensitive o and/or op adrenoceptors are expressed in
the rat bladder in different locations. On the cholinergic nerve terminals o5 adrenoceptors
mediate prejunctional facilitation, whereas postjunctional o;p/p adrenoceptors mediate
smooth muscle contraction.

2. Changes in spontaneous activity of the urinary bladder during postnatal development were

examined in muscle strips from the base and dome of bladders from 1- to 5-week-old rats.
Activity was analyzed using fast Fourier transformation (FFT) and nonlinear tests.
Spontaneous activity was not detected in strips from 1- to 5-day-old rats but was observed
in 50% of strips from 6- to 7-day-old rats and was prominent in strips from 2-week-old
animals. FFT analysis revealed one peak in activity, which was significantly faster in the
bladder base than in the dome. A second peak was detected at 3—-5 week of age. Atropine
but not tetrodotoxin decreased the amplitude of spontaneous contractions, whereas
carbachol, a muscarinic agonist, unmasked or stimulated spontaneous activity.
These data suggest that slow rhythmic activity observed previously in neonatal whole
bladders is generated by pacemaker cells in the bladder base or dome. The emergence of
faster activity in bladders from older animals may reflect the development of multiple
pacemaker sites, which would reduce coordination within the bladder wall and improve
storage function in the mature bladder.

3. In anesthetized rats, the bladder was exposed and cryoinjury was induced by abruptly

freezing the serosal side of the bladder wall with dry ice. Five days later, the rats were
euthanized, and strips were prepared from the area adjacent to the injury. Neurally and o,/
methylene-ATP (a,f-mATP)-evoked contractions were measured in bladder strips from
cryoinjured or intact bladders prepared from sham-operated rats. Cryoinjured bladder strips
produced significantly lower contractile forces than intact strips to electrical stimulation at
higher (1040 Hz) frequencies. The contractile response to a,f-mATP was smaller in the
cryoinjured preparations indicating that the changes may have also occurred at the
postjunctional site. In addition, atropine was more effective at inhibiting the neurally
evoked contractions in the cryoinjured bladder strips suggesting that a cholinergic
dominance occurs after cryoinjury.
It is concluded that cryoinjury is a viable method of causing a defined, reproducible injury
to the urinary bladder resulting in impaired function of both the cholinergic transmission
and the smooth muscle. The bladder cryoinjury can be used as a model for studying
impaired bladder compliance and detrusor contractility as well as treatments that may
improve bladder function such as tissue engineering.
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6. Koszonetnyilvanitas

Eziiton szeretnék koszonetet mondani a Pittsburghi Egyetem Gydgyszertani Intézet
tarsprofesszordnak, Dr. de Groat professzor drnak, aki lehetdséget biztositott szimomra, hogy
betekintést nyerhessek a kutatémunka sajatsagos, izgalmas vilagdba, és aki személyisége
varazsaval, a szdmomra olyannyira megtiszteld elnyert bardtsagdval orokre meghatirozta
életemet. Szeretnék tovabba koOszonetet mondani szerzotarsaimnak, akik nélkiil nem
késziilhettek volna el az adott kéziratok. Kiemelném Somogyi professzor ur szerepét, aki
bevezetett a higyhdlyag farmakoldgia rejtélyeibe, valamint Chancellor professzor urat, akinek
a személyében egy kivalé uroldgust ismerhettem meg.

Szeretném megkdszonni Olah professzor asszony tiirelmét, hiszen hosszas tavollétem
alatt nélkiilozni tudta munkdmat, tovdbbd segitségét. Javaslataival, érdemi megjegyzéseivel
lehetdvé tette az egyetemi doktori értekezésem megirdsat.

Végiil, de nem utolsé sorban szeretnék koszonetet mondani a csalddomnak, leginkdbb
gyermekeimnek, akik elviselték, hogy a megnovekedett munka miatt kevesebb figyelmem
jutott rajuk. Legvégiil ajanlom ezt a Ph.D. értekezést édesanydmnak, akit a kézirat készitése

alatt veszitettem el.
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