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1 BEVEZETES

A modern aneszteziologiai és intenziv terdpias szerek ¢és technikak segitségével ma mar
olyan betegeket is sikerrel kezelhetlink, akikrdl egy-két évtizede még lemondott volna az
orvostudomany. A miitétre keriil6 betegek atlagéletkora és tarsbetegségeik szama egyre
nd, igy az anesztezioldgusok szamara e betegcsoport sikeres kezelése egyre komplexebb

kihivast jelent.

A szivbetegek anesztézidjanak modja és az ezt kovetd intenziv ellatas alapvetd

fontossagu a fokozott rizikdju betegek ttlélése szempontjabol.

Az utobbi években az intenziv osztalyokon ezért egyre inkabb biztonsagos, a
korabbiaknal hatékonyabb anesztetikus hatasti agenseket igyekeznek alkalmazni,
mikdzben a szivelégtelenség kezelését €s a potencidlis kardioprotekciot is szem eldtt

tartjak.

Az els6 nemzetkozi konszenzus konferencian Milandban 2010-ben a kardiovaszkularis
anesztézia €s intenziv ellatas vonatkozasaban az intravénas anesztéziaval 6sszehasonlitva
az inhalacios anesztetikumok hasznalatat potencialisan kedvez6bbnek talaltak a talélésre,
valamint a pozitiv inotrop hatasu levosimendan alkalmazasat is javasoltak a perioperativ
iddszakban [Riha és mtsai 2012].

Ahhoz, hogy megértsiik az 0j irdnyelvek tudomanyos hatterét, a fent emlitett gyogyszerek
mikrocirkulacidban jatszott szerepének pontos ismerete sziikséges. A periférias ellenallas
szabalyozasan keresztiil valtozhat a keringési rendszer egészének hemodinamikéja

(makrocirkulacio), és a szoveti perfiziot, oxigenizaciot biztosité mikrocirkulacio is.

A rezisztencia erek a vazodilatacido és vazokonstrikcid dinamikus egyensulyanak
fenntartasa révén biztositjadk az értonust a folyamatosan valtozé élettani koriilmények

kozott.

A rezisztencia erek atmérdjét Osszetett mechanizmusok szabdlyozzdk. Az elmult
évtizedek intenziv kutatasai révén ma mar tudjuk, hogy ebben a szabalyozasban egyrészt
az ér endotélium és az alatta fekvd simaizomsejt kozott zajlo biologiai jelatviteli
folyamatok, masrészt az egyes ingerek hatdsdra a szovetekben lokalisan felszabaduld

vazoaktiv anyagok vesznek részt. Ezen kapcsolatok 1éte motivalt a munkam els6 részében



melyben azt kutattam, hogy a harantcsikolt izmokban talalhatdé rezisztencia erek

értonusanak fenntartasaban mely ioncsatornak vesznek részt.

Az anesztezioldgiai-intenziv terapias gyakorlatban alkalmazott szerek koziil tobb is
rendelkezik erételjes vazoaktiv hatassal, jollehet alkalmazasuk elsddleges indoka nem ez.
A jelenleg hasznalt volatilis anesztetikumok csokkentik a vaszkularis rezisztenciat, de a
hatasmechanizmus még nem egyértelmiien tisztazott [Akata 2007]. Azt mar tudjuk, hogy
az inhalacios anesztetikumok egyrészt gatoljak az endotélium-fiiggé vazodilataciot in
vitro [Aguirre és mtsai 2016], ugyanakkor fokozzadk az endotéliumtol fliggetlen
vaszkularis simaizom relaxdciot. Utobbi feltételezett utja az intracellularis Ca®*
elérhetdségének és a kontraktilis fehérjék Ca®" irant mutatott szenzitivitasanak
csokkentése [Akata 2007, Villeneuve és mtsai 1991]. Az egymast kiegészitd hatasok
Osszességében az értonus elvesztését eredményezhetik. Egyes szerzOk véleménye szerint
az endotélium-fiiggd vazodilatacié gatlas hatdsmechanizmusa altatoszerenként IS
kiilonboz6 lehet [Nakamura és mtsai 1994]. Az altatoszerek rezisztencia erekre kifejtett
in vivo hatasrél azonban még igen kevés irodalmi adat all rendelkezésre. Dolgozatom

masodik részében végzett kisérleteim ezért erre a teriiletre fokuszaltak.

Kutatasaim harmadik részében a kardiologiai intenziv terapiaban alkalmazott
levosimendan  ((—)-0-ciano-N-{4-[(4R)-4-metil-6-ox0-1,4,5,6-tetrahidropiridazin ~ -3-
il]fenil } metankarbohidrazonoil-cianid) mikrocirkulaciora kifejtett hatasat vizsgaltam in
Vivo. A pozitiv inotrop hatast kalcium érzékenyité levosimendant a dekompenzalt
szivelégtelenség kezelésére fejlesztették ki. Az adrenerg receptorokon hatd inotrop
szerekkel szemben a levosimendan ugy fejti ki pozitiv inotrop hatdsat, hogy ez nem jar
fokozott oxigénfelhasznalassal. A levosimendan a periférias artéridkon és vénakon
erdteljes vazodilataciot okoz (inodilator). Elénye, hogy béta-blokkold kezelés mellett is
alkalmazhatdo, mivel hatasa a béta-adrenerg receptoroktdl fiiggetlen. Mindezen
tulajdonsagai alapjan az Eurdpai Kardiologiai Tarsasag ajanlottnak tartja a szer
alkalmazasat sulyos kronikus szivelégtelenség akut dekompenzacidja esetén

[Ponikowski és mtsai 2016, Swedberg és mtsai 2005].

Ahhoz, hogy a levosimendan a klinikai gyakorlatban széles korben alkalmazhatova
valjon, elengedhetetlen feltétel volt a szer pontos hatasmechanizmusanak ismerete in
vitro és in vivo. Ennek céljabol intenziv kutatomunka indult az elmult évtizedekben. Ma

mar ismert, hogy a levosimendan farmakokinetikaja komplex, melynek oka részben az,



hogy a szervezeten beliili lebomlasa soran egy hosszu féléletidejii aktiv metabolit, az OR-
1896 (IN-(4-(1,4,5,6-tetrahydro-4-methyl-6-oxo0-3-pyridazinyl)phenyl]acetamide(-)
enantiomerje) is keletkezik [Erdei és mtsai 2006]. Komplexitasanak masik oka, hogy
egyidejiileg tobb molekularis célponttal is rendelkezik a kardiovaszkularis rendszeren

beliil [Papp és mtsai 2012].

Jelen munkamban a levosimendan és metabolitja, az OR1896 vazoaktiv tulajdonsagait
hasonlitottam Ossze patkany cremaster izom rezisztencia erein in Vvivo koriilmények
kozott. Korabbi kutatasok alapjan mar tudtuk, hogy a fent emlitett vegyiiletek ex vivo
dontéen az ATP szenzitiv K* (Katp) csatorndk aktivalasa révén fejtik ki értagitd
hatasukat, bar a vazodilatacioban mas tipusi K* csatornak is részt vesznek, fajtol,
értipustol és ératmér6tol fiiggd aranyban [Erdei és mtsai 2006, Hohn és mtsai 2004,
Kaheinen és mtsai 2001, Pataricza és mtsai 2000, Pataricza és mtsai 2003]. Munkank
harmadik fejezete ezért arra iranyult, hogy kimutassuk és Osszehasonlitsuk a
levosimendan és az OR-1896 mikrovaszkularis hatasat in vivo, ¢és feltarjuk a Katp
csatornak szerepét a fenti folyamatban. Ezzel a munkaval az irodalomban e téren

fellelhetd még hidnyos adatokat sikeriilt teljesebbé tenniink.

Eredményeim segitenek megérteni a mikroerek szintjén zajlé szabalyozasi folyamatokat.
Hozzajarulnak ahhoz, hogy atfogobb képet kapjunk az alkalmazott gyogyszerek
hatdsmechanizmusarol. Mindezen ismeretek iranymutatdak lehetnek tovabbi kisérletek

tervezése soran, illetve lehetdséget biztosithatnak ijabb terapias eljarasok kialakitasdhoz.






2 TRODALMI ATTEKINTES

21 Az endotélium ¢és a simaizomsejtek szerepe a mikrocirkulacio

szabalyozasaban

Az érfalat bélelé endotélium sejtek altal alkotott endotéliumot az 1970-es évekig egy
egyszerii mechanikai barrierként képzelték el. Azota bebizonyosodott, hogy szerepe ettol
sokkal dsszetettebb. Szamos kiemelt jelentdségii funkciot 1at el: szabalyozza az értonust,
meghatdrozo szerepet jatszik tobbek kozott a vaszkularis permeabilitasban, a trombocita
aggregacioban és a véralvadasban, az immunologiai és gyulladasos reakciokban, az
angiogenezisben, a metabolikus folyamatokban és az endokrin szabalyozasban is (1.

abra)

Az endotélium sejtek funkcioi

Fibrinolizis Trombézis Trombocita
‘\l/ aktiVéCié
Fehérvérsejt D Vaszkularis

mozgas ™~ — permeabilitas

Endotélium sejt

~ Metabolizmus

 Gyulladis _—

Vi Katabolizmus
/N Simaizomsejt
‘ Angiogenezis Ertonus proliferacio

1. abra. Az endotélium sejtek funkcidi. A nyilak az endotélium sejtek ismert
funkcidira mutatanak. Az 0Osszefliggések részletei a vonatkozd szdvegben
talalhatok. Feletou 2011 alapjan (Feletou 2011).

Mivel az artérias, vénas és nyirokrendszer endotélium feliilete 6sszesitve mintegy 1000
m?, az érpalyan beliili és az érfalon keresztiil a szervezet tobbi sejtje felé torténd anyag-
¢és informdcidcserében jatszott szerepe egyediilallo. Az endotélium szerkezetét és

funkcidjat tekintve jelentds kiilonbségeket mutat a fajok, a nem, az ér tipusa, szervezeten



beliili lokalizacidja és az oszlasi fa szerinti elhelyezkedése alapjan. Ugyanaz a
mechanizmus csak ugyanannak a fajnak ugyanolyan tipusu, ugyanolyan szervbol
szarmaz0, az oszlas szerint is kozelallo elhelyezkedésii ereiben megy végbe biztosan
ugyanugy. Ez a felismerés kiilonosen nehézzé teszi mikddésének kisérletek révén torténd
megfigyelését. Mindezek ellenére az elmult két évtizedben az élettani kutatdsok
kozpontjaban allt, melynek hatasara 1épésrdl 1épésre bontakozott ki a szabalyozasi
folyamatok igen Osszetett képe. Azonban sok kérdésre még ma sem tudjuk a vélaszt

[Feletou 2011, Feletou 2011].

Az endotélium sejtek és az alattuk elhelyezkedd simaizomsejtek szoros egységet
alkotnak. Kolcsonhatasuk eredménye a kisebb arteriak és arteriolak (un. rezisztencia
erek) altal 1étrehozott vazotonus, mely meghatarozza a lokalis, a szervi és a generalizalt
vérataramlast. Egymasra utaltsagukat bizonyitja, hogy az endotéliumtol megfosztott erek
atmérdje szignifikdnsan kisebb, mint ugyanezeknek az ereknek az atmérdje ép
endotélium mellett [Furchgott és Zawadzki 1980]. Az endotélium valtozatos
mechanizmusokon keresztiil képes az alatta fekvé simaizom miikdodését befolyasolni:
kozvetlen kapcsolat révén (pl. gap junction) az alatta fekvé simaizommal, illetve
relaxaciot/konstrikciot kivaltd anyagok szintézisével és kibocsatasaval, ilyenek pl. a
nitrogén-monoxid (NO), az arachidonsav egyes lebomlasi termékei, fehérjék (pl.
endothelin), purinszarmazékok, adenozin, reaktiv oxigén vegyiiletek és egyes vazoaktiv
hormonok, pl. az angiotenzin 1l [Schalkwijk és Stehouwer 2005]. Ahhoz, hogy az
endotélium a keringés lokalis szabalyozasaban részt vehessen, elengedhetetlen a
mikroerek szenzoros funkcidja, mellyel a vérkeringés helyi eltéréseit az endotélium
membran receptor fliggd, vagy attol fiiggetlen modon érzékeli [Gibbons 1997]. Ezaltal
képes az endotélium az adott szovet vagy szerv vératdramlasat a pillanatnyi lokalis
igényeknek megfeleléen alakitani, a generalizalt értonustol fliggetleniil. Endotélium
diszfunkci6 soran ez az egyensuly karosodik, és a vazokonstriktiv vagy dilatativ hatast
anyagok szintézisének vagy kibocsatasanak zavaran keresztiil kardiovaszkularis
megbetegedések  kialakulasat segitheti el (pl. hipertonia, arterioszklerozis,

kardiovaszkularis oregedés) [Aguirre és mtsai 2016].

Az endotélium 4altal kivaltott vazodilatdcido harom f6 Gtvonalon mehet végbe: a NO, a
prosztaciklin és az endotéliumbol szarmazd hiperpolarizacios faktor (EDHF) altal

kivaltott médon (2. dbra)
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Dolgozatomban e harom mechanizmus kozil a NO ¢és az EDHF Aaltal kozvetitett
vazodilataciot vizsgaltam a prosztaciklin utvonal gyogyszeres gatlasa mellett. Ezért ezt a
két utvonalat részleteztem a kovetkezd fejezetekben a rendelkezésre allo szerteagazo

irodalmi adatok Osszesitése révén.

Agonistak
|
—))>> —33>> —)33>>
Aramlas/Nyirderd Aramlas/Nyiréeré Aramlas/Nyiroerd
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2. abra. Az endotélium altal kozvetitett relaxacio/dilatacié utvonalai. Az
agonistak (bradikinin, acetilkolin) vagy a véraramlas okozta nyiréeré aktivalja az
endotelidlis NO szintetazt (eNOS) és ciklooxigenazt (COX), mellyel kivaltia a
nitrogén monoxid (NO) és a prosztaciklin (PGl.) kozvetitett vazodilataciot. A
harmadik, un. EDHF utvonal tdbb mechanizmus révén is létrejohet. Az agonistak
vagy a nyiréer6 hatasara megemelkedd intracellularis Ca?* aktivalja a foszfolipaz
A2-t (PLA?), igy serkentve az arachidonsav termelést. Ez utobbit a citokrém P450
2C enzim (CYP450 2c) metabolizalja epoxieikozatrién savva (EET), mely serkenti a
kalcium aktivalta K* csatorndk (Kca) miikddését mind az endotélium, mind a
simaizomsejt felszinén. Az EET-k kozvetlenll aktivalhatjdk a gap junctionokat is
(Gap). Az intersticium K* szintjének emelkedése a simaizomsejtek felszinén
elhelyezkedd Kca, a befelé egyeniranyitdé K* csatornak (Kir), vagy a Na*/K* ATPaz
aktivacioja révén a sejt hiperpolarizacidjahoz vezet, és az izom elernyed. Az eNOS
hatdsara a tetrahidrobiopterin (BH4) kofaktor és oxidazok kozremikddésével
oxigénbdl (O-) reaktiv szuperoxid (O2) képzédik, mely szuperoxid-dizmutaz (SOD)
jelenlétében H,0, képzédést eredményez. A H;O, szintén a simaizom
hiperpolarizaciojat valtja ki, mivel aktivalja az endotélium és a simaizomsejt felszinén
lévd Kca csatornakat, valamint kdzvetlenul serkenthetik a gap junctionokat is. AC:
adenilciklaz, cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat, cGMP: ciklikus guanozin-
monofoszfat, sGC: szolubilis guanilat ciklaz, NO: nitrogén-monoxid, IP: prosztaciklin
receptor
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2.1.1 A NO keletkezése és szerepe a vazodilatacioban

Furchgott és Zawadzki irta le el0szor, hogy az acetilkolin csak akkor képes vazodilataciot
létrehozni az érpreparatumban, ha az endotélium ép. Az ekkor még ismeretlen,
endotélium eredeti értagitd anyagot EDRF-nek (endotélium derived relaxing factor)
nevezték el [Furchgott és Zawadzki 1980]. Furchgott és Ignarro, 1986-ban egymastol
fliggetlentil azonositottak az EDRF-ct, mely nem mas, mint a rovid életli, Kis
molekulastlyd, erésen lipidoldékony nitrogén-monoxid (NO). A NO altal kozvetitett
vazodilatacié az endotelialis NO szintetaz (eNOS) aktivacidjaval kezdddik (3. abra)
Ennek hatdsara L-argininbdl molekuléris oxigén felhaszndlasaval L-citrullin és nitrogén
oxid (NO) képzddik [Palmer és mtsai 1988]. A NO ezutan az endotélium alatt
elhelyezkedd vaszkuléris simaizomsejtbe diffundédlva aktivalja a szolubilis guanilat
ciklazt, amely cGMP keletkezését katalizalja. Az igy létrejott cGMP a vaszkularis
simaizomsejtekben dontéen a CGMP dependens protein kinaz I-t aktivalja (PKGI), amely
két f6 itvonalon keresztiil vezet az intracellularis Ca?* szint csdkkenéséhez. Egyrészt a
PKGI a nagy konduktancidji Ca?*-aktivalt K* csatornak (BKca az egységesitett

nomenklatira szerint Kcal.1, www.guidetopharmacology.orq) foszforilalasaval noveli

azok nyitasi valdszinliségét, ami a sejtmembran hiperpolarizacidjahoz, és ezen keresztiil
a fesziiltség kapuzott Ca®" csatornak aktivitisanak csokkenéséhez vezet. Emellett a
PKGI-dependens szarko-endoplazmatikus retikulum Ca?*-ATP-az (SERCA) regulacio
fokozza a Ca?" visszavételezését az endoplazmatikus retikulum raktarba, ami szintén a
citoszolikus Ca®* koncentracio csokkenéséhez vezet. A fentiek ill. a kontraktilis fehérjék
NO azonban PKGI-tdl fiiggetleniil is hat a SERCA-ra és a plazmamembran K*
csatornaira (BKca, Kv, Katp, Kir), ezaltal is segitve a simaizom elernyedését [Hofmann

és mtsai 2006].

A NO univerzalis szerepét szerteagazd irodalom igazolta. Az endotéliumhoz kothetd
eNOS mellett megkiilonboztetik a koros allapotok (pl. szepszis) soran képz6dod
indukdlhat6 NO szintetazt (iNOS), és a dontden a neuronok tevékenységéhez kothetd,
idegi eredetli NO szintetazt (nNOS). A folyamat komplexitasara utal, hogy mindharom
forma jelen lehet barmely szovetben, €s az egyik alcsoport hidnyzd miikodését a tobbi
kompenzalhatja. Genetikailag modositott, INOS hianyos egerekben hidnyzik a szepszisre
adott hipotonias valaszreakcid [Gross és mtsai 1996]. Ha mindharom NOS izomer

hianyzik génmodositott egerekben, stlyos, korai generalizalt atherosclerosis fejlodik ki,
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spontan szivinfarktus és hirtelen szivhalal is megfigyelheté [Nakata és mtsai 2008]. Az

értonus fenntartasaban azonban dont6 szerepe az eNOS-nak van.

NO keletkezhet azonban a NOS rendszer részvétele nélkiil is (3. abra). Hipoxias
koriilmények kozott a hem-fehérjék NO-t képeznek a kornyezetiikben 1évo nitritekbdl,
melyeknek hatasara értagulat jon létre [van Faassen és mtsai 2009]. Mindemellett a
xantinoxidaz a citokrém P450 monooxigenaz, a citokrom C is képes nitrit reduktazként
NO szintézisre. A NO ugyan szabadgyokként rovid élettartammal rendelkezik, de
bebizonyosodott, hogy képes a sejtekben raktarozodni és hosszabb hatast kifejteni. A NO
azonban nem csak az értonus szabalyozasaban fontos mediator. Az elmult évek kutatasai
bebizonyitottdk szerepét a trombocita aggregacié gatlasdban, igy a vérrogképzddés
megeldzésében, a makrofdg és monocita adhézid gatlasan keresztiil a gyulladésos
valaszreakcio csokkentésében, az érfali Simaizomsejtek névekedésében és migracidjaban
[Caballero 2003]. Ez ravilagit, hogy az értonus szabalyozasa mellett a NO szerepe dont6
a kardiovaszkularis homeosztazis biztositdsaban. Termelddésének csokkenése, vagy
funkcionalis karosoddsa az endotélium diszfunkcid soran kimutathato, igy kozponti
szerepe a kardiovaszkularis megbetegedések mindegyikében nyomon kovetheté [Donato

és mtsai 2015].
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3. abra. A NO bioszintézise és hatasa a vaszkularis simaizomsejtre. A NO
szintézise L-argininbdl, a feltintetett kofaktorok segitségével az endotelialis
nitrogén-oxid szintetaz (eNOS) rendszer altal, valamint a NOS-tdl flggetlendl is
bekdvetkezhet. A NO egy reaktiv szabadgydk, mely szuperoxid anionnal (-Oy)
reagalva peroxynitritet (OONO") képez, vagy az oxihemoglobin altal inaktivalodik,
mikdzben nitrat (NOs) és methemoglobin képzédik. A NO-bdl is képzddhet nitrit
(NOy), akar oxidizacio révén, akar enzimatikus Gton ceruloplazmin altal. Forditva, a
hem- fehérjék, a xantin-oxidaz (XO), a citokrém P450 monooxigenaz (P450), a
citokrom C (Cyt C) és az eNOS is felléphet reduktazként és létrehozhat NO-t. A NO
célpontjai a simaizomsejtben: aktivalja a szolubilis guanilat ciklazt (sGC), amely
cGMP keletkezését katalizalja. Ez déntéen a cGMP dependens protein kinaz I-t
aktivalja (PKGI), amely két f6 Utvonalon keresztiil vezet az intracellularis Ca?* szint
csOkkenéséhez. Egyrészt a PKGI a nagy konduktanciaju Ca?* -aktivalt K* csatornak
foszforilalasaval néveli azok nyitasi valoszinlségét. Emellett a PKGI-dependens
szarko-endoplazmatikus retikulum Ca?-ATP-az (SERCA) regulacié fokozza a Ca?*
visszavételezését az endoplazmatikus retikulum raktarba, ami szintén a citoszolikus
Ca2+ koncentrécié csbkkenéséhez vezet A fentiek il. a kontraktilis fehérjék PKGI-
NO azonban PKGI-tél fuggetlenul is hat a SERCA-ra és a plazmamembran K+
csatornaira, ezaltal is segitve a simaizom elernyedését.
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2.1.2 Az EDHF szerepe az értonus szabdlyozasaban

2.1.2.1 EDHEF: A fogalom fejlédése az elmult évtizedekben

Az endotélium ¢s az alatta fekvd simaizomsejt kolcsonhatasat kutatok szamara koran
bebizonyosodott, hogy a NO és prosztaciklin utvonalak gatlasa utan is megfigyelhetd a
vaszkularis simaizomsejtek endotéliumtol-fliggd hiperpolarizacioja [De Mey és mtsai
1982]. Ezt a hatast akkor még egy azonositisra vard, az érhartya altal kibocsatott
faktornak tulajdonitottdk, melyet ezért endotélium eredeti hiperpolarizald faktornak
(endothel derived hyperpolarizing factor- EDHF) neveztek el. A név elészor 1987-ben
hangzott el egy Melbourne-ben rendezett konferencian. Chen és munkacsoportja
demonstraltdk elsé alkalommal, hogy a hiperpolarizaciét a simaizomsejtek K*

csatornainak megnyilasa okozza [Chen és mtsai 1988].

A kovetkez6 jelentOs eldrelépés a kutatasokban 1994-ben kovetkezett be. Ekkor Waldron
és Garland azt feltételezték, hogy a BKca (nagy konduktanciaji Ca?* -aktivalt K*
csatornak, egységesitett nomenklatira szerint Kcal.1) és a SKca (kis konduktanciajiu Ca?*
-aktivalt K* csatornak, az egységesitett nomenklatara szerint Kca2.X ) egyiittes jelenléte
sziikséges a simaizomsejteken az EDHF altal medialt hiperpolarizal6 hatés kivaltasdhoz
[Waldron és Garland 1994]. Ekkor még nem volt ismert, hogy a charybdotoxin nem csak
a BKca, de az 1Kcal csatornakat (intermedier konduktanciaju Ca?* -aktivalt K* csatornak,
az egységesitett nomenklatura szerint Kca3.1) is gatolni képes. 1998-ban Edwards és
munkatarsai irtak le el6szor, hogy a hiperpolarizacidért valojaban az 1Kca és a SKca
csatorndk a feleldsek, melyek az endotélium sejten helyezkednek el, nem a miocitakon.
Feltételezték, hogy a vérben keringé egyes agonistak (pl. acetilkolin, bradikinin,
szubsztrat P) hat4sara ezek a csatorndk aktivalodnak. Az ,,EDHF”elgondolasuk szerint
valojaban az endotélium sejtekbdl igy kiaramlo K* lehet, mely a mioendotelialis rés K*
befelé egyeniranyitd K* csatorna (Kir) aktivalasaval az alatta fekvé simaizomsejteket

hiperpolarizalja [Edwards és mtsai 1998].

Ezt kovetden tovabbi intenziv kutatdsok folytak kiilonboz6 allatmodelleken. Ezek
eredményeként altalanossagban elmondhatjuk, hogy a fajtol, az értipustdl és az
alkalmazott stimulustol fiiggden szamos endotéliumbol felszabadulo faktor képes az
,EDHF” hatas kivaltasara, (NO, K*, H20; és mas reaktiv oxigén molekuldk, az

arachidonsav lebomlasi termékei pl. prosztaciklin, epoxieikozatrién sav, lipoxigenaz
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metabolitok, stb, 1d. 2. abra) [Busse és mtsai 2002, Feletou és Vanhoutte 2006, Fleming
2004].

Az igy szerzett ismeretek birtokaban, az utobbi években mar nem korszerti az EDHF
elnevezés hasznalata. Helyette a nem-NO nem-PGl; elnevezést javasoljak, illetve a mar
azonositott medidtorok név szerinti alkalmazésat preferaljak [Feletou és Vanhoutte
2006]. Az elmult évtizedek hagyomanyai azonban még tovabb élnek, az EDHF elnevezés

valtozatlanul hasznalatban van, természetesen ma mar gyiijtéfogalomként.

2.1.2.2 Az EDHF hatas ttvonalai. A K" csatornak kiilonbozd tipusainak jelentdsége az
EDHF vélaszreakcidokban

Béar az EDHF hatasmechanizmusa még ma sem egyértelmiien tisztazott, a kutatasok

révén az EDHF hatasanak harom alapvet6 utvonala korvonalazodik (4. abra) [Bellien és

mtsai 2008]

Az agonista (acetilkolin, bradikinin vagy szubsztrat P) kotédése az endotélium sejthez,
valamint az érfalra hat6 nyirderé fokozodasa valtja ki az EDHF termelddését. A
simaizomsejt hiperpolarizacidja ezutan harom lehetséges mechanizmus révén valosulhat

meg:

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

hiperpolarizacidjahoz vezet.

2./ Az un. klasszikus utvonal, melynek soran az EDHF hatasara az endotélium sejt
intracellularis Ca?" koncentracidja megemelkedik, és az IKca és a SKca csatornik
aktivacidja révén az endotélium sejt hiperpolarizalodik. Az igy kidramlo K* a
mioendotelidlis résen 4thaladva az alatta elhelyezkedd simaizomsejt felszinén talalhaté
Kir csatornak aktivacidja révén tovabbi K™ kidramlast hoz létre. Az igy kialakuld
hiperpolarizaciohoz hozzajarul a Na*/K* ATP-4z aktivitasanak fokozasa, és a pumpa
elektrogén természetébdl kovetkezd hiperpolarizacio (3Na* ki, 2K* be, nettd + toltés

vesztés) telitése. A folyamat kdvetkeztében a simaizomsejt hiperpolarizalodik.

3./ A harmadik Utvonal soran a 2. pontban létrejott endotélium hiperpolarizaciéo a
mioendotelidlis gap junction-ok révén kozvetleniil, elektromosan tevddik 4t az

izomsejtre, kivaltva annak hiperpolarizacigjat.
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4. abra. Az EDHF altal kozvetitett hiperpolarizacié f6 utvonalai. Az EDHF
termelédését az agonistak (pl. acetilkolin, bradikinin, szubsztrat P) receptorhoz
kotbédése és az érfalra haté er6s6dd nyirderd valtja ki. Ezutan harom f6 utvonalon
keresztll hiperpolarizalédhat a vaszkularis simaizomsejt: 1.. az EDHF passziv
diffaziéval jut az endotélium sejtbél a simaizomsejt felszinéhez, ahol a nagy
konduktanciaju Ca?* aktivalt K* csatorna (BKca ) aktivalasaval K* 1ép ki a sejtbdl, mely
a simaizomseijt hiperpolarizaciojat okozza, 2.: az intracellularis Ca?* koncentracié
emelkedése az EDHF autokrin hatasara a kozepes konduktanciaju Ca?* aktivalt K*
csatorna (IKca), és az alacsony konduktancigju Ca?* aktivalt K* csatorna (SKca)
csatorndk aktivaciojat okozza, kdvetkezményes K* kiaramlassal és az endotélium
sejt hiperpolarizacidjaval, A mioendotelidlis résben felszaporodé K* mikoédésbe
hozza a simaizomsejt felszinén talalhaté befelé egyeniranyité K* csatorna (Kir)
csatorndkat, ezzel tovabbi K* kiaramlast hoz létre. Az igy kialakulé simaizomseijt
hiperpolarizacidhoz hozzajarul a Na*/K* ATP-az aktivitasanak fokozddasa is. 3.: a 2.
pontban létrejott endotélium sejt hiperpolarizacié a mioendotelidlis gap junction-ok
révén kozvetlendl, elektromosan tevédik at az izomsejtre, kivaltva annak
hiperpolarizaciojat.
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Barmely mechanizmussal jon létre a simaizomsejt hiperpolarizacidja, ez a fesziiltség
kapuzott Ca®* csatornak nyitasi valosziniiségének csokkentése révén a citoszolikus Ca?*

szintet csOkkenti €s a simaizomsejt elernyedését valtja ki.

Bar az EDHF-hez kothet6 relaxacié minden faj minden értipusaban fellelhetd, Nagao és
munkacsoportja kimutatta, hogy szerepe ¢és jelentdsége noévekszik az ératmérd

csokkenésével [Nagao és mtsai 1992].

2.1.3 Az érfal relaxdcio és az extracellularis K™ koncentracio osszefiiggése. A Kir

csatornak jelentosége

A vaszkularis simaizom (VSM) tonusat szamos cellularis szinti mechanizmus
befolyasolja, melyek koziil a membranpotencial szabalyozasa kiemelkedd szerepet tolt
be. A VSM membranpotencialjat alapvetéen a K™ csatorndk szabalyozzak [Nelson és

Quayle 1995].

Az extracellularis K™ lokalis emelkedése vazodilaticidhoz vezethet, ezaltal fokozza a
helyi vérataramlast és az oxigén leadast a szovetek felé [Armstrong és mtsai 2007]. Az
extracellularis K* lokalis emelkedését a fokozott izommunka [Wilson és mtsai 1994], az
idegrendszerben a neuronok aktivitasa [Chrissobolis és Sobey 2003, Paulson és Newman
1987] egyarant kivalthatja. 1998-ban Edwards és munkatarsai 0j mechanizmusat
kozolték a helyi K* emelkedésnek. Mint fentebb mar részleteztem, az endotélium
sejtekbdl agonistak (itt acetilkolin) hatasara K* szabadul fel és jut a mioendotelialis résbe,
ezzel bizonyitva, hogy a K™ maga is egy endotélium eredetli hiperpolarizalé faktor
[Edwards és mtsai 1998].

A befelé egyeniranyito K csatornik (Kir) az ioncsatornaknak egy nagy csaladjat alkotjak,
melybe funkciondlis felosztasuk szerint beletartoznak a klasszikus Kir csatorndk
(Kir2.X), a G-protein-kapuzott Kr csatornak (Kir3.X), a Katp csatornak (Kjr6.X/SURX),
és az egyéb Kir csatornak (Kir1.1, Kir4.X, Kir5.X, Kir7.X).

A Kir csatornak elnevezése a klasszikus élettani-biofizikai kisérletekb6l adodik, ahol azt
mutattak ki, hogy a csatornakon befelé foly6 aram nagyobb, mint a kifelé foly¢ aram. Ez
az elnevezés azonban félrevezetd, ugyanis ¢élettani szempontbdl legjelentdsebb az a kifelé

folydo K" aram, ami a K* egyensulyi potencialjatol pozitivabb membranpotencialokon
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folyik at a csatornan. A Kjr csatorna ezen tulajdonsaga felelds a disszertacio
szempontjabol egyik nagyon lényeges paradox hatds magyardzataért. Régota ismert,
hogy az extracellularis K koncentracio kismértékii emelkedése a véarakozasoktol
eltéréen nem VSM depolarizaciot és érosszehuzodast, hanem hiperpolarizaciot és ezaltal
elernyedést okoz egyes erekben. Ennek egyik kulcsa az, hogy az extracellularis K*
koncentracid novelése fokozza a Kir csatornak vezetéképességét, a masik kulcsa pedig
az, hogy a VSM sejtek nyugalmi potencialja a K* egyensilyi potencialtdl joval pozitivabb
(Em~ —45 mV) [Knot és Nelson 1998]. Emiatt, ha a Kir vezetoképesség jelentosen
novekszik az Em hiperpolarizacié iranyaba valtozik annak ellenére is, hogy a K*
koncentracié ndvelése miatt az ion egyensulyi potencial pozitivabb iranyba tolodik el
(v6. Goldmann-Hodgkin-Katz egyenlet, a nyugalmi potencidl K* permeabilitas és K*
koncentracio fiiggése) [Hibino és mtsai 2010]. A VSM hiperpolarizacidja az izomsejtek
elernyedéséhez ¢és vazodilatacidhoz vezet, ugyanis hiperpolarizalt membran mellett
bezarddnak azok a fesziiltség-kapuzott Ca?* csatornak, amelyek a izom &sszehuzodasaért

feleldsek.
2.2 Egyes anesztetikumok hatasa a mikrocirkulaciéra

Az in vivo koriilmények kozott végzett kisérletek mindegyikét valamilyen anesztetikum
alkalmazéasa mellett valdsitjdk meg. Ez azonban ohatatlanul felveti a kérdést: lehet-e
befolyéasolo szerepiik a kiilonb6z6 anesztetikumoknak a kisérleti modellre? Jelen esetben,
arra kerestlik a valaszt, hogy befolydssal lehet-e az anesztetikum vélasztds a

mikrocirkulaciora, a rezisztencia erek miikodésére?

Kiilonb6zé anesztetikumokat a XIX. szdzad kozepe Ota hasznilnak mitéti
érzéstelenitésre. Az Ujabb intravénds és inhalacids agensek biztonsdgos hasznalata a
mitéti technikak robbanasszerli fejlodését eredményezte. Azonban az anesztetikumok
molekularis szintli hatdsmechanizmusardl még keveset tudunk. A rendelkezésre allo
kisérletes adatok szorvanyosak, gyakran ellentmondasosak. Kiilongsen igaz ez az in vivo

nyert ismeretekre.

Alapkutatdsok bizonyitottak, hogy egyes altaldnos- és helyi érzéstelenitd szerek
markansan befolyasoljdk az endotélium sejtek mitkodését aerob és iszkémia-reperfizios
koriilmények kozott [de Klaver és mitsai 2003, Julier és mtsai 2003]. Ezért, az
anesztetikumok kardiovaszkularis hatasainak kutatasa soran az endotélium a figyelem

kozéppontjaba kertilt.
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2.2.1 A halogénezett anesztetikumok hatasa az endotélium-fiiggd vazodilataciora

A jelenleg hasznalt volatilis anesztetikumok csokkentik a vaszkularis rezisztenciat, de a
hatasmechanizmus még nem egyértelmiien tisztazott [Akata 2007]. A kisérletek nem
igazoltak azt a korabbi hipotézist, mely szerint az anesztetikumok hatasara az endotélium
sejtek NO kibocsatasa fokozodna [Blaise és mtsai 1997]. Ugyanakkor izolalt aorta
gylrlin az agonistak altal kivaltott endotélium-fliiggd relaxacid gatlasat figyelték meg
halogénezett inhalacios anesztetikumok jelenlétében [Kirstetter és mtsai 1997, Uggeri és
mtsai 1992]. Ezen ismeretek birtokédban a ma kdrvonalaz6dé koncepcid szerint a volatilis
anesztetikumok gatoljak ugyan az endotélium-fliggd vazodilataciot, ugyanakkor
fokozzdk az endotéliumtol-fiiggetlen vaszkuldris simaizom relaxaciot. Ennek
feltételezett Gitja az intracellularis Ca?* elérhetéségének és a kontraktilis fehérjék Ca?*-
szenzitivitasanak csokkentése [Akata 2007, Villeneuve és mtsai 1991]. Ez a két, egymast

kiegészitd hatas Gsszességében az értonus elvesztését ereményezheti.

Erdekes modon az izofluranrdl az bizonyosodott be, hogy bar egyes erekben, pl. izolalt
sertés koronaria mikroerekben, a kivaltott vazodilatacidért dontéen endotélium-fiiggd
mechanizmus felelés, abban a simaizomsejteken talalhato ATP szenzitiv K* csatorna
aktivacioja is szerepet kaphat [Gamperl és mtsai 2002]. Johns ¢és munkatarsai
kisérletiikben ugyanakkor azt bizonyitottak, hogy bar a halotan és az izofluran nem voltak
hatassal a tenyésztett VSM sejtek ¢cGMP termelésére, azonban endotélium sejtek
jelenlétében a cGMP képzddés NO-dependens gatlasa alakult ki [Johns és misai 1995].
Mindezek mellett az EDHF altal kozvetitett valaszok gatlasat is megfigyelték volatilis
anesztetikumok jelenlétében [lranami és mtsai 1997]. A leirt hatasokért, legalabbis
részben, az inhalacids agenseknek kozvetleniil az endotélium sejtek K* csatornaira
és/vagy a gap junction-okra gyakorolt hatdsat teszik feleldssé¢ [Beny és Pacicca 1994,
Namba és mtsai 2000]. A fent leirt kutatasok tobbsége mégis inkabb az endotélium-fiiggd
vazodilatacid halogénezett inhaldcidos anesztetikumok okozta gatldsat tdmasztja aléd

[Aguirre és mtsai 2016].

A halogénezett inhalacios anesztetikumoknak szamos egyéb tulajdonsagat bizonyitottak
az elmult években: markans antiinflammacios hatasuk van, és védik az endotéliumot az
iszkémia-reperfiizios karosodastol. Figyelemre méltod, hogy utobbi hatasuk tartos, az

expozicid idejét messze meghalado.
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Ujabb kutatasok egyes halogénezett anesztetikumok (szevofluran) szerepét mutattak ki
hogy ezeknek az endotélium eredetli tumorsejteknek a fokozott novekedésével azok

metasztazis képzo hajlamat is fokozhatjak [Enlund és mtsai 2014].

Az inhalaciés anesztetikumok normal koriilmények kozott nem befolyasoljak az erek
permeabilitasat. Azonban egyes traumas koriilmények hatasara az izofluran és dezfluran
alkalmazasat kovetden a tiido €s agyi erek permeabilitasanak fokozodasat figyelték meg

[Hu és mtsai 2006, Thal és mtsai 2012].

A fenti jelenségek in vivo, a klinikai gyakorlatban betdltott szerepének tisztazasahoz még

tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

2.2.2 Egyeb anesztetikus dgesek hatdasa az értonusra

A Kkisérleteinkben alkalmazott egyéb anesztetikumok (ketamin, pento-barbital)
valdszintileg szintén befolyasoljdk az értonust, bar ebben az endotélium szerepe még ma
sem tisztdzott. A ketamin fokozza az erek tonusat, melyet elsdsorban katekolamin
felszabaditas révén ér el, bar in vitro koriilmények kozott endotélium-fiiggd vazodilatacid
gatlast is kimutattak (2 NO és EDHF mechanizmusok gyengitése révén) [Ogawa és mtsai

2001]. A ketamin hatasa els6sorban az R(-) sztereoizomernek tulajdonithato.
2.3 A levosimendan és metabolitjanak (OR-1896) vazoaktiv tulajdonsagai in vivo

A Ca?*-érzékenyitd pozitiv inotrop hatdsi levosimendant a dekompenzalt
szivelégtelenség kezelésére fejlesztették ki. Klinikai alkalmazasdnak masfél évtizede
alatt szamos tapasztalat gyiilt 6ssze. Az adrenerg receptorokon hat6 inotrop szerekkel
szemben a levosimendan ugy fejti ki pozitiv inotrép hatdsat, hogy ez nem jar fokozott
oxigén felhasznélassal. Egyidejiileg a periférids ereken (artéridk és véndk) erdteljes
vazodilatacidt okoz (inodilator). Mivel hatdsa a béta-adrenerg receptoroktdl fiiggetlen,
béta-blokkold kezelés mellett is alkalmazhat6. Mindezen tulajdonsagai alapjan az
Eurodpai Kardiologiai Tarsasag indokoltnak tartja a szer alkalmazésat sulyos kronikus
szivelégtelenség akut dekompenzacidja esetén [Swedberg és mitsai 2005]. A korai
tanulmanyok megerésitették a levosimendan terapia kedvezé hatasat mind a
dekompenzalt szivelégtelenség kezelésében (LIDO) [Follath és mtsai 2002], mind az

akut miokardialis infarktust kovetd szivelégtelenség mérséklésében (RUSSLAN)
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[Moiseyev és mtsai 2002], az elvart eredményeket azonban a kritikus allapot betegek
csoportjaban végzett nagy nemzetkozi tanulmanyok nem tudtak egyértelmiien igazolni
(SURVIVE [Mebazaa és mtsai 2007] és REVIVE [Packer és mtsai 2013]). Bar szamos
meta-analizis mutatott a levosimendan terdpia hatdsara szignifikdns mortalitas
csokkenést [Belletti és mtsai 2015, Landoni és mtsai 2012], ugyanakkor tovabbi klinikai
hatastanulmanyok szilikségesek a biztonsadgossag ¢és klinikai hatdsossag bizonyitasara

kritikus allapota betegek esetében [Pierrakos és mtsai 2014].

Ahhoz, hogy a levosimendan a klinikai gyakorlatban széles korben alkalmazhatova
valjon, elengedhetetlen a hatasmechanizmusanak részletes ismerete in vitro és in vivo.
Ennek felderitése céljabol intenziv kutatomunka indult az elmult évtizedekben, melynek
eredményeként ma mar széles korli ismeretekkel rendelkeziink a levosimendan celluléris
szintii kardiovaszkularis hatasairol. Ma mar tudjuk, hogy a levosimendan hatasa
komplex, egyrészt mert a hatas fenntartasaban egy hosszu féléletideji lebomlasi termék,
az OR1896 (a [N-(4-(1,4,5,6-tetrahydro-4-methyl-6-oxo-3-pyridazinyl)phenyl]
acetamide (-) enantiomerje) is részt vesz, masrészt mivel tobb molekularis célponttal is

rendelkezik a kardiovaszkularis rendszeren beliil (1. tablazat).

1. tablazat. A levosimendan harom f6 hatasmechanizmusa

Pozitiv inotrép Vazodilatacio Kardioprotektiv hatds
Hatas
Sejt szintl szivizomsejtek vaszkularis szivizomsejtek
célpont simaizomsejtek
Sejten belli miofilamentumok szarkolemma mitokondrium
célpont
Molekularis Troponin C molekula ATP-szenzitiv K*  ATP-szenzitiv K* csatornak
célpont kalciummal telitett csatornak
formdja
Molekularis Ca?*- érzékenyités Hiperpolarizaci6 Mitokondrium védelme
mechanizmus iszkémia-reperfuzid soran

Ezzel az Osszetett hatassal magyarazhato az a tény, hogy a levosimendan pozitiv inotrép
hatasa mellett erélyes vazodilatator és Kardioprotektiv szerepet is betdlt [Papp és mtsai

2012].

A levosimendan egy Ca?*-érzékenyitd molekula, mely pozitiv inotrop hatasat foleg a
szivizomsejtek vékony filamentumaiban taldlhat, Ca®" érzékeny troponin C

molekulaihoz (cTnC) valo kotédéssel éri el. Ezzel egyidejiileg azonban erételjes
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periférias értagulatot is 1étrehoz, mind az artérias mind a vénds oldalon, beleértve a sziv
koszoruereit is [Michaels és mtsai 2005]. Korabbi, izolalt patkany vazizom- és koronaria
ereken végzett tanulmanyok igazoltak, hogy a rovid életidejii levosimendan hossza tava

kardiovaszkularis hatasaiért az OR-1896 nevii metabolitja felelés [Erdei és mtsai 2006].

Az értagulat kialakitasdban a Katp csatorndk jatszanak kulcsszerepet, bar mas K*
csatornak is részt vehetnek a vazodilatacio 1étrejottében (pl. BKca és/vagy
fesziiltségfiiggd K* csatornak) [Erdei és mitsai 2006, Hohn és mtsai 2004, Kaheinen és
mtsai 2001, Pataricza és mtsai 2000, Pataricza és mtsai 2003]. A kiilonbozé K* csatornak
szerepe a levosimendan és OR-1896 altal kivaltott vazodilatacioban az in vitro vizsgalt
nagy atmérdjli érprepardtumokon nagymértékben fliggdtt az adott ér tipusatol, méretétol,
illetve attol is, hogy milyen fajbol szdrmazott. Példaként emlithetd, hogy a sertés és
patkany epicardialis koszortérbdl nyert prepardtumban dontden a fesziiltségfiiggd és
BKca csatornak jatszottak szerepet a levosimendan és OR-1896 altal kozvetitett
értagulatban [Erdei és mtsai 2006, Pataricza és mtsai 2003]. Ezzel ellentétben a
tengerimalac koszorterébdl [Kaheinen és mtsai 2001], a human véna saphenabol [Hohn
és mtsai 2004], a macska pulmonalis rendszerébdl [De Witt és mitsai 2002], vagy a
patkany vazizombol [Erdei és mtsai 2006] eléallitott preparatumokon ugyanezen

vegyiiletek a Katp csatorndk aktivalasa révén okoztak vazodilataciot.

Szemben az irodalomban fellelhetd, viszonylag gazdag in vitro szerzett ismeretanyaggal,
az in vivo kisérletes eredmények igen szegényesek. Banfor és Segreti az é16 patkanyok
levosimendannal vagy OR-1896-al val6 infundalasat koveté hemodinamikai paraméter
valtozasok alapjan feltételezték, hogy a szisztémas vaszkularis rezisztenciaban
bekovetkezett erélyes csokkenés dontéen a rezisztencia erek szintjén bekdvetkezd
vazodilatacié kovetkezménye lehet [Banfor és mtsai 2008, Segreti és mtsai 2008].

Azonban ezt in vivo koriilmények k6zott korabban még senki Sem bizonyitotta.

Jelen kisérletes munkankban ezért arra torekedtiink, hogy a levosimendan és az OR-
1896 mikrocirkulacioban betoltott szerepét jellemezziik in vivo kisérletes kortiilmények
kozott. Ehhez a patkany cremaster izmanak negyedrendii arteriolait (a&tmérd kb. 20 pum)
vizsgaltuk in vivo videomikroszkopiaval. A novekvé koncentracioban topikusan
alkalmazott levosimendan és OR-1896 hatédsara Iétrejovo ératmérd valtozasokat

Osszehasonlitottuk a két szer esetében. Mivel korabbi in vitro kisérletek a patkany
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vazizomzatban a Katp csatornak szerepét igazoltak a 1étrejovo érvalaszban [Erdei és

mtsai 2006], igy kisérleteink egy részében ezeket a csatorndkat el6zetesen blokkoltuk.
2.4 A cremaster preparatum human mikrocirkulicio relevanciaja

In vivo mikrocirkulacios kisérleteket terveztiink, ezért olyan preparatumot valasztottunk,
ahol a preparatum vékony, jol vaszkularizalt és intakt ér-idegellatas mellett mikroszkop
alatt a hosszu, 5-6 oras kisérletek sordn jol vizsgalhat6. Erre az irodalmi adatok szerint
egér, patkany cremaster izmot, horcsog pofaizmot hasznalnak. Ma mar elérheté human
mikrocirkulaciés vizsgalati technika is sublingualis mikroszkopos kamera segitségével
[Massey ¢s Shapiro 2016]. Ennek segitségével meghataroztdk a human
mikrocirkulacioban résztvevd erek méretét is. Az altalunk a kisérletek soran hasznalt 20-
posztkapillaris vénak, 20-50 pum). A preparatumon vizsgalt erek méretiiket tekintve
megfeleld analogiat jelentettek a human mikrocirkulacié hasonlé méretli arterioldival.
Természetesen a funkcionalis kiilonbségeket, melyek az eltéro faj, illetve az eltérd szovet
(vazizom ill. sublingualis mucosa) okozta, nem volt moédunkban vizsgalni, igy
eredményeink csak fokozott Ovatossag mellett altalanosithatok. Ugyanakkor
megjegyzendd, hogy a bradikinin a disszertacioban hasznalt koncentracio tartomanyban
(109-10° M-ig) értagulatot okoz human arterioldkban (pl: [Feng és mtsai 2017] és
[Honing és mtsai 2000]). Ugyanez igaz acetilkolinra is (pl. [Kellogg és mtsai 2005] és
[Wilson és mtsai 2016]). Ebb6l a szempontbdl tehat relevansak lehetnek a patkany
cremaster izom erezetén végzett kisérletek. Természetesen az ioncsatorna és receptor

Osszetétel kiilonbozo lehet az egyes fajokban.
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3 CELKITUZESEK

Kutatdsaim soran az alabbi célkitizéseket fogalmaztam meg:

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

kivaltott vazodilatacidban a patkany cremaster izom rezisztencia arteriolaiban in vivo.

2. Vizsgalni kivantuk azt a feltételezést, miszerint kiilonbozd anesztetikus agensek eltérd
modon befolydsoljak a mikrocirkuldciot a fenti dllatkisérletes modellben. Az in Vivo
kisérletek elvégzéséhez a kisérleti allatok altatasa sziikséges. Ezért lehet fontos annak
tisztazasa, hogy lehet-e az anesztetikus agens megvalasztasanak (izofluran, halotan,
ketamin) befolyasold szerepe a mikrocirkulaciora a kisérletes modellekben.
Feltételezésiink szerint a kiilonb6z6 anesztetikumok eltéré modon befolyasolhatjak a NO
¢s EDHF utvonalakat az agonistdk (acetilkolin, bradikinin) altal kivaltott endotélium-
fiiggd vazodilatacioban. Célul tliztiik ki ezen hipotézis kisérletes igazolasat patkany

cremaster izom preparatumon in Vvivo.

3. Karakterizalni kivantuk a levosimendan és az OR-1896 mikrocirkulaciora kifejtett
hatasat a patkany cremaster izman in vivo, bizonyitva ezzel ezen dgensek vazodilatativ
hatasat. Korabbi tanulméanyok igazoltak, hogy a Ca?'-érzékenyitd levosimendan és az
OR-1896 nevili hosszi hatasi metabolitja a rezisztenciaereknél nagyobb atmérdvel
rendelkezd erekben potens vazodilatatorok, mely reakcioban a Katp csatorndk vezetd
szerepe korvonalazodott ex vivo. Jelen munkankban feltételeztiik, hogy ezen vazoaktiv
vezetd szerepet jatszo rezisztencia erekre in vivo koriilmények kozott is. Célul thztik ki
a fenti allitds igazolasat. Ezzel els6 alkalommal szerettiik volna bizonyitani a
levosimendan és az OR-1896 mikrocirkulacioban betoltott szerepét (a patkany cremaster

izom preparatumon) in vivo.
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4 ANYAGOK és MODSZEREK

4.1 A kisérletes modell leirasa

Kisérleteinkben in vivo szandékoztuk megfigyelni a kiilonboz6 dgensek vazodilatacios
hatasat. Ehhez patkanyokat hasznaltuk. Az allatokat kiilonb6z6 anesztetikumokkal (1asd
késobb) elaltattuk, majd a bal cremaster izmot intakt ér-idegellatas mellett atlatszo
platformon teritettilk szét. Az igy kapott hartyavékony izompreparatum kivaldan
vizsgalhato mikroszkop alatt [Baez 1973]. A mikroszkophoz csatlakoztatott videokamera
segitségével a kisérlet képanyagat szalagra rogzitettilkk, majd késobb a felvételt

visszajatszottuk, és az ératmérd valtozasokat 30 masodpercenként lemértiik.
4.2 Allatok és anyagok

Allatkisérleteink soran az Allatkisérletes Etikai Bizottsag altal jovahagyott protokollt
kovettiik. Kisérleteinkhez him Wistar patkanyokat hasznaltunk. Sulyuk 200g-300g
kozott valtozott. Az allatokat 12 6rds valtakozasban megvilagitott és sotét kornyezetben
tartottuk, ezzel utanozva a természetes napszaki ritmust, mikozben korlatlan
mennyiségben fogyaszthattak standard szildrd taplalékot és vizet. A kisérleteket egy
¢jszakas ¢éheztetést kovetden végeztiik. Az allatokat ezutdn ketaminnal, halotannal,
izoflurannal vagy natrium-pentobarbitallal altattuk el. A kisérlet végén 150mg/kg

natrium-pentobarbitallal végeztiink eutanaziat.
4.3 A patkanyok anesztéziaja és monitorozasa

Kisérleteink els¢ részében a K* koncentracio emelkedés okozta vazodilaticio
hatdsmechanizmusét kutattuk. Ehhez halotan anesztéziat alkalmaztunk. Az anesztézia
indukciojahoz az allatokat egy, az adott altatdgazzal atdramoltatott zart kamraba
megelézziik. A narkozis bedlldsa utdn az altatoszer-levegd keveréket egy specidlisan
kialakitott orrmaszkon keresztiil adagoltuk tovabb az allatoknak, majd a trachea
kaniilalasa utan az altatdszer intratrachealis adagoléasara tértiink at (FiO2 30%, halotan 1.2
térf.%: 1 MAC)). Ehhez a patkanyokat 1 mg/kg pancuronum segitségével relaxaltuk,
majd gépi 1élegeztetést alkalmaztunk. A carotis artéria kaniilalasa utan a vérnyomast
folyamatosan, invaziv uton monitoroztuk. A PaOz és PaCO: élettani szintjének

ellendrzésére artérias vérgaz analizist végeztiink (~100 €s~35 Hgmm). Ezutan a juguléris
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vénaba vezetett kaniilon at 1 ml/6ra dozisban fizioldgids sooldattal perfundaltuk az
allatokat a megfeleld hidraltsagi allapot fenntartasa céljabol. A testhomérsekletet fiitopad

segitségével 37 °C -38 °C-ko6zott tartottuk.

Kisérleteink masodik részében a kiillonb6z6 anesztetikumok jelenlétében tanulmanyoztuk
a NO ¢és az EDHF medialt vazodilatacio hatdsmechanizmusat. Ezekben az éllatokat
ketaminnal, halotannal vagy izoflurannal anesztetizaltuk. Az izofluran anesztézia soran
az eljaras rendje azonos volt a fent részletezett halotan anesztézianal leirtakkal. Az
izofluran fenntarté koncentracioja 1.4 térf % volt (1 MAC). A ketamin anesztézia
indukcidjara 150mg/kg intraperitonedlisan injektalt ketamint hasznaltunk, majd az
anesztéziat a szer 1,5mg/kg/min dozisii folyamatos intravénds adagoldséaval tartottuk
fenn. A fent emlitett dozisok az irodalmi adatok szerint kozel azonos mélységi,

kozepesen mély altatast biztositottak patkdnyokban [Eger és Johnson 1987].

Kisérleteink harmadik részében a levosimendan és aktiv metabolitja mikrocirkulaciora
kifejtett hatasat tanulmanyoztuk. Ehhez natrium-pentobarbitallal altattunk. 50mg/kg
indukcios dozis szubkutan alkalmazéasat kovetden a megfeleld mélységli anesztéziat az
indukcios dozis 20%-anak 30-45 percenként szubkutan ismétlésével tartottuk fenn.
Ezutan 1égutbiztositas céljabol a tracheat kaniilaltuk, majd az allatokat flitépadra

helyeztiik.
4.4 A cremaster preparatum készitése

A cremaster izompreparatum elkészitéséhez mindegyik kisérletiinkben azonos technikat
alkalmaztunk. A bal cremaster izom feltarasahoz a scrotumot a kodzépvonalban
felnyitottuk, az irodalomban korabban ismertetett technikanak megfeleléen [Baez 1973].
Az allatot haton fekvé helyzetben egy flitétt padra helyeztiik, az izmot pedig, az ér-
idegellatast érintetleniil hagyva egy fltott, atlatszo platformon teritettiik ki. Ezutan az
allatot egy mikroszkop allvanyan rogzitettiik, és az izomra folyamatos 2ml/perc dramlasi
sebességgel melegitett Krebs puffer oldatot juttattunk. A Krebs puffer dsszetétele: 132
mM NaCl, 25 mM NaHCOs, 5 mM KCI, 1,2 mM MgSOas és 2 mM CaCl; volt. A Krebs
puffert el6zetesen 95% N2/5% CO» gaz keverékével aramoltattuk at. Ennek célja egyrészt
az éallandé pCO: fenntartdsa volt, mdasrészt annak biztositdsa, hogy a szdvetek
oxigénellatasa csak az érpalyan keresztiil mehessen végbe. Az eljaréas révén a feliileti O2

tenzi6 hasonlova valt az élettani koriilmények kozott az izomban talalhatoéhoz, igy
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Cremaster

5. abra. A cremaster preparatum. Az abra bal oldalan a preparatum intravitalis
video mikroszkopos képe lathatd, a kilonbdzd rendl arteriolakat nyilak jelzik. Az
abra jobb oldala a kisérelti allat elhelyezését mutatja az in vivo videomikroszképos
rendszerben.
megelézhetd volt a kiils6 levegdbol szarmazo oxigén okozta érosszehtizodas a mikroerek
szintjén [Duling 1972, Duling 1973]. A preparatum elkészitését kovetden min. 30 percig
aramoltattuk a Krebs puffert, id6t hagyva az ekvilibrium 1étrej6ttéhez miel6tt elinditottuk

a kisérleti protokollt.

A mérésekhez az artéridkat oszlasi rendjiiknek megfelelden kategorizaltuk. A cremaster
izom vérellatasat egy ellato artéria biztositja, mely elagazodik. A {6 artériat els6 renda
(A1), majd az ebbdl szarmaz6 kisebb ereket a tovabbi oszlasoknak megfeleléen masod-
(A2), harmad-(A3) és negyedrendii érként azonositottunk. Kisérleteinkben negyedrendii
ereket (arteriolakat) hasznaltunk (5. abra). Ezek atmérdje 20-30um volt. Mivel minden
oszlas utdn moédosul egy kissé az érfal szerkezete (dontéen a simaizom réteg
vékonyodik), valamint a vazoaktiv stimulusokra is eltérd reakcidt adhatnak az oszlasi
fanak megfelelen, [Feletou 2011], ezzel a modszerrel tudtuk megelézni az érfal

szerkezeti eltéréseibdl adodo esetleges téves kovetkeztetések levonasat.
4.5 Az intravitalis videomikroszkopia

Az elsé két kisérletsorozatban az ereket egy, a mikroszkophoz csatlakoztatott, nagy
felbontasu kamera segitségével kovettiik (Microimage Video CA2063). A képet
monitoron jelenitettik meg (Sony PVM-1343MD) és folyamatosan videdszalagra
rogzitettik (Panasonic AG1970). A kiértékeléshez a felvételt a monitoron
visszajatszottuk és az ératmérdket egy video analizator segitségével (Boeckeler VIA-

150), minden dgens alkalmazdsa soran, ill. azt kovetéen 30 méasodpercenként mértiik.
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A harmadik kisérletsorozatban Nikon Eclipse, FN1 mikroszkopot hasznaltunk és a
folyamatokat egy CCD kamera segitségével videdszalagra rogzitettik. A belsd
ératméroéket videocaliper (mérce) segitségével analizaltuk (Colorado Instruments, USA).

A 6. dbra az intravitalis videomikroszkopia sematikus rajzat mutatja.
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6. abra. Az intravitalis mikroszképia vazlatos rajza. Az abran az in vivo
videomikroszkopia kisérletes elrendezésének sematikus rajza lathaté. Fébb elemei
a gazzal atbuborékoltatott Krebs puffer tartaly, a pumpa, a hoékicseréld, mely a
folyadék hémeérsékletét 37 °C-ra allitotta be, mielétt az a targyasztalon 1évé
preparatumot elérte. A mikroszkop képét videokamera segitségével analdg
magnesszalagon rogzitettik pontos id6jelekkel egyutt. A tarolt adatokat off-line video
analizatorral értékeltlk ki. A fecskend6 a vazoaktiv agensek adagolasanak maodjat
szemlélteti.

30



4.6 Az agonistak altal kivaltott valaszreakciok jellemzése

Preparatumonként egy eret valasztottunk, amelyen az agonistdk altal kivaltott

valaszreakciot a kovetkezok szerint vizsgaltuk:

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

vérgaz analizis).

Ezutan a kivalasztott ér reakcioképességét 100 uM adenozin (ADO) adasaval teszteltiik.
Az adenozin altal kivaltott vazodilatacio ismereteink szerint endotéliumtol fiiggetlen
utvonalon valdsul meg, és ezt a véleményt a késdbbi kutatdsok tobbsége is alatdmasztotta
[Sato és mtsai 2005]. Ezért ezt a reakciot kontrollként alkalmaztuk. Amelyik ér nem
reagalt min. 50%-os dilatacidval a kezdeti ératméréhoz képest, a késébbiekben azt nem
hasznaltuk. Az ADO-t Krebs pufferben higitottuk a megfelelé koncentraciojava, és az
izmot feliilr6l mos6 Krebs oldathoz adtuk egy oldalrél becsatlakozé porton keresztiil, 1
percen at. Az ératmérdket 30 masodpercenként lemértiik. Az egyes gyogyszerek addsa
kozott 10 perc telt el. Ez elegendd idonek bizonyult ahhoz, hogy a valaszreakcio végbe

menjen, és az izom felvegye az egyensulyi helyzetet. Ha tobb agonistat alkalmaztunk

crer

4.7 A kisérleti protokollok

4.7.1 A K csatorna jelenlétének bizonyitisa a cremaster izomban, szerepe a K"

indukalt vazodilatacioban

Kisérleteink els6 részében a K* okozta vazodilatacio mechanizmusat vizsgaltuk. Ennek

soran az ADO valaszreakcié kivaltasa utan az aramld Krebs puffert megnovelt K*

cre

crer

hasznaltunk. Az egyes oldatokat random sorrendben alkalmaztuk minden kisérlet soran,
hogy megel6zziink barmilyen szisztematikus hiba lehet6séget, amely egy meghatarozott
sorrend szerinti alkalmazasbol adodhatott volna. A megfigyelt ér 4&tmérdjét 10 percen at

monitoroztuk. Megfigyeléseink alapjan az ératmérd 5 perc alatt felvette a végleges
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oldat esetén. Miutan a vizsgalatban szerepld mindkét, megnovelt K* koncentracioju
oldattal elvégeztiik a mérést, az izmot ismét normal (5 mM K*) Krebs oldattal mostuk
tovabb, amelyhez azonban az alabb részletezett K* csatorna gatlo szerek egyikét adtuk
hozza: 1 uM glibenclamid, 100 nM iberiotoxin (IbTX), vagy 50 uM BaCl,. Ebben a
koncentracidban a fent emlitett Agensek az irodalmi adtok szerint rendre a Katp, a Kcal.l
és a Kir csatornak specifikus blokkoloi [Nelson és Quayle 1995]. 30 perc ekvilibrium
alkalmazasaval, a K* csatorna inhibitor jelenlétében. Allatonként csak egy inhibitort
alkalmaztunk. Minden 4llatot ©nmaga kontrolljaként hasznaltunk a kiilonb6z6

Yy

jelenlétében és anélkiil mért érvalaszok dsszehasonlitdsaban.

4.7.2 Egyes anesztetikumok befolyasolo szerepe a NO és az EDHF utvonalakra az

agonistak altal kivaltott vazodilatdacio soran cremaster izomprepardtumban

Kisérleteink masodik részében arra kerestiik a vélaszt, hogy befolyassal lehetnek-e az
anesztetikus agensek az agonistak altal Iétrehozott vazodilataciora, és ha igen, ebben NO
vagy EDHF tipusti mechanizmusok jatszanak-e dontd szerepet. Az allatok mindegyikét
indometacinnal kezeltiik a cremaster preparatum elkészitése utan (Smg/kg, intravénasan).
Ez a dézis az irodalmi adatok alapjan hatékonyan gatolta a prosztaglandin szintézist
patkanyokban [Kaley és mtsai 1989]. Mivel a prosztaglandinok szerepe ismert volt az
endotélium-fiiggd érvalaszok kivaltasaban, szintézisének blokkolasa elengedhetetlen volt

a masik két utvonal (NO, EDHF) tanulméanyozasahoz.

4.7.2.1 A NO szerepének vizsgalata a fenti modellben

A NO szerepének vizsgalatdhoz minden egyes anesztetikus dgens alkalmazasa esetén az
allatokat két csoportra osztottuk. Az egyik csoport az indometacin kezelés utan NOS
inhibitorként intravénas N®-monomethyl-L-arginine (L-NMMA) terapiaban részesiilt
(3mg/kg/min, 100 mg/kg 30 perc alatt), mig a masik, kontrollként szereplé csoport
ekvivalens mennyiségli intravénas fizioldgias NaCl oldatot kapott (1ml/ora). Erre azért
volt sziikség, mert a kisérlet idotartama meghaladta volna a preparatum altalunk
tapasztalt stabilitasi idejét (kb. 5-6 ora), ha ugyanazon az allaton végezziik a kontroll és

L-NMMA gatlas mellett a kisérleteket. Mivel ennek kovetkeztében a kontoll és teszt
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allatok végiil kiilonbozbéek voltak, eredményeink nélkiilozik az ugyanazon az éren L-

NMMA jelenlétében és anélkiil 1étrehozott valaszreakcidok dsszehasonlithatosagat.

Ezutan keriilt sor az endotéliumtdl fiiggd vazodilatatciot kivaltd bradikinin (BK, 1-100
nM) és acetilkolin (ACh, 10 nM-10 uM) hatasanak vizsgalatara. Az agonistak megfeleld
feliiletére, mint azt korabban az ADO esetében részleteztiik (ld. 4.6 fejezet). Az
ératmérOket a szer adagoldsa elOtt, kozben, és utana is rogzitettilk. Az agonistak
alkalmazasi sorrendje koncentraciot és agenst tekintve is véletlenszerii volt. Két agonista
adasa kozott legalabb 10 perc telt el, az ér atmérdje minden esetben visszatért a kiindulési
szintre, mire a kovetkezd szert adtuk. Az artéridk atmérdjének valtozasat a kiindulasi
altal kivaltott valaszok atlagaként tiintettiik fel. Az adenozin és az acetilkolin esetében a
maximalis vazodilatdci6 a 90. masodpercben, mig a bradikinin esetén a 120.
masodpercben jott 1étre. A kisérleteket ketamin, halotdn és izoflurdn anesztézia

alkalmazasa soran megismételtiik.

4.7.2.2 Az EDHF szerepének vizsgalata

Az EDHEF kisérleteink idején még azonositasra varo, olyan ismeretlen faktor volt, mely
az endotélium sejthez k6tddd agonista hatasara ,,felszabadulva” az alatta elhelyezkedd
extracellularis [K™] jelentds emelése (>20 mM) megszlinteti vagy jelentdsen csokkenti az
EDHF résztvételét az agonistak altal kozvetitett vazodilatdcioban [Adeagbo és Triggle
1993, Nagao és Vanhoutte 1991, Vicaut és mtsai 1994]. Ezek alapjan kisérleteinkben a

crer

crer

cre

vartunk az 0j egyensulyi helyzet kialakulasara, miel6tt az elsé agonista hatasat vizsgaltuk
volna. Az agonistakat itt is random sorrend szerint alkalmaztuk, az el6z6 fejezetben leirt
metddust kovetve. Artérids vérgaz vizsgalataink alapjan a K™ koncentracio emelése 5
MM-161 20 mM-ra az izom felszinét moso pufferben nem emelte szignifikdnsan a szérum
K" koncentraciot. 5 mM és 20 mM K* koncentracié esetén ennek értéke rendre

3,8+0,21mmol/l volt a normal puffer jelenlétében és 4.65+0,45mmol/l volt 3 6raval a

33



magas [K*] oldat elinditdsa utdn (n=4). A puffer valtds nem okozott szisztémas

vérnyomas valtozast.
4.7.2.3 Az NO ¢és EDHF redszer egyiittes gatlasanak vizsgalata

A NO és EDHF utvonal egyiittes gatlasakor el6szor intravénas L-NMMA-t alkalmaztunk

az NO rendszer gatlasara (30 perc ekvilibracio), ezt kovetden keriilt sor az ACh vagy BK

hatasanak az elemzésére (bradikinin (BK, 1-100 nM) és acetilkolin (ACh, 10 nM-10

crer

crer

koncentraci6 (20 mM) melletti ACh vagy BK koncentracio sor alkalmazasa (bradikinin

(BK, 1-100 nM) és acetilkolin (ACh, 10 nM-10 pM)).

4.7.3 AKatp csatorna szerepének kimutatdsa a levosimendan és OR-1896 altal kivaltott

vazodilatacioban

Kisérleteink harmadik részében a levosimendan és aktiv metabolitja mikrocirkuléciora
kifejtett hatasat tanulmanyoztuk. Ehhez pentobarbital anesztéziat alkalmaztunk. A
korabbiakban részletezett modon elkésziilt preparatumokat itt is 30 percen keresztiil
pihentettiik, az egyenstlyi allapot elérése céljabol. Ezutan acetilkolin (1 uM) és adenozin
(10 uM) izomfelszinre juttatdsaval teszteltiik az ér reakcioképességét. Az atmérdket
ebben a kisérletsorozatban abszolut értékben prezentaltuk. A kivaltott ératmérd valtozast
folyamatosan rogzitettiik, majd az eredmények értékelése soran az ¢ér maximalis

dilatacidjakor mért értéket hasznaltuk.

4.7.3.1 A levosimendan és az OR-1896 altal kivaltott vazodilatacid vizsgalata

Kisérleteink elsé részében a levosimendan, és aktiv metabolitja, az OR-1896 altal
kivaltott vazodilataciot vizsgaltuk a fenti kisérletes modellen. Ehhez a cremaster izom
levosimendan oldatot vagy 1 nM — 100 uM koncentracidju OR-1896-ot (bolusonként 0,1
ml térfogatban) juttattunk. Az ératméré valtozasokat késébbi analizis céljabol

rogzitettiik.
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4.7.3.2 A Katp csatorna szerepének bizonyitasa a levosimendan és OR-1896 altal
kivaltott vazodilatacioban

A masodik kisérlet sorozat arra irdnyult, hogy megvizsgaljuk, szerepet jatszanak-€ a Katp
csatornak a levosimendan és aktiv metabolitja altal okozott érvalaszban a fenti kisérletes
NM — 10 uM) hatasat rogzitettiilk, majd megismételtiik a vizsgalatot a Katp csatornak
szelektiv gatloszerének, a glibenclamidnak a jelenlétében is (5 pM koncentracidéban a
pufferhez adva 30 percen at). Ezt kovetden vizsgaltuk a levosimendan (1 nM — 100 uM)
vagy az OR-1896 (1 nM — 100 uM) hatasat glibenclamid nélkiil és annak jelenlétében.

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

kisérlet napjan frissen készitettiik.
4.8 Anyagok

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

levosimendan és az OR-1896 az Orion Pharma-t6l szarmazott (Espoo, Finland).

4.9 Adatok értékelése, statisztikai modszerek

crer

kozott rogzitett atlagos ératmérdket + SEM tiintettiik fel abrainkon. Az adatokat a
GraphPad Prism program segitségével mutattuk be (itt az 2.0 verzio, San Diego, CA,
USA). Az emelkedd K* koncentracid vagy az adenozin az arteriolak atmérdjére gyakorolt
hatasanak statisztikai elemzést ismételt méréses varianciaanalizis (Repeated measures
ANOVA) felhasznalasaval végeztiik, a statisztitkailag szignifikans csoportokat Dunnett-
proba segitségével azonositottuk. Az ugyanazokndl az allatokndl mért kezelés el6tti és
utani eredményeket dnkontrollos t-proba segitségével hasonlitottuk dssze. Az értékeket

szignifikansan eltérének tekintettiik, ha a P<0,05 volt.
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Masodik kisérlet sorozatunkban az arteriolak atmérdjének valtozasat a kiindulasi érték
kivaltott valaszok atlagaban tiintettiik fel. Az dbrdkon a nyert adatok atlagértékei £+ SEM
lathatoak, a kisérletek szamanak feltiintetésével egyidejliileg. A csoport-atlagok
statisztikai elemzéshez Student-féle t-probat hasznaltuk. Ahol tébb mint két kezelést
hasonlitottunk Ossze, ott variancia analizist (ANOVA) végeztiink, a statisztikaileg
szignifikansan kiilonboz6 csoportokat a Student-Newman-Keuls-proba (SNK)
segitségével azonositottuk. Az értékeket szignifikansan eltéronek tekintettiik, ha a P<0,05

volt.

Harmadik kisérletiink soran az ératméroket abszolut értékben prezentaltuk. A kivaltott
ératmérd valtozast folyamatosan rogzitettiik. Az elemzés sordn a legnagyobb kivaltott
valaszt hasznaltuk fel. Az adatokat a kordbbi kisérleteinkhez hasonléan a GraphPad
Prism program segitségével mutattuk be (itt az 5.0 verzio, San Diego, CA, USA). Az
abrakon a nyert adatok atlagértékeit + SEM tiintettiik fel. A statisztikai elemzést két
faktoros ismételt méréses varianciaanalizis (two-way repeated measures ANOVA)
segitségével végeztiik el, melyet Bonferroni-féle post hoc proba kovetett. Az értékeket itt

is P<0,05 esetén tekintettiik statisztikailag kiilonbozonek.
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5 EREDMENYEK

5.1 K csatornak részvétele az ératmaro szabalyozasaban normal extracellularis

K* koncentracio mellett

A kisérletek soran ioncsatorna gatlok felhasznalasaval vizsgaltuk, hogy milyen K*
csatorndk vesznek rész az ératmérd szabalyozasaban normal (5 mM) extracelularis K*
egyféle K* csatorna inhibitort adtunk, a preparatumot 30 percig ekvilibraltuk a csatorna
gatloszerel. A viszonylag hosszu ekvilibracidra azért volt sziikség, mert a gatloszereket
nem az érpalydba, hanem az izom felszinére juttattuk, igy megfeleld idot kellett
biztositani ahhoz, hogy ezek eljuthassanak az izmon beliil talalhat6 erek endotélumjahoz
¢s a vaszkularis simaizomsejtekhez. Az inhibitor jelenlétében ¢és anélkiil mért
ératmérdket a kiilonb6z6 K* koncentraciok esetén 6nkontrollos kisérletben hasonlitottuk
ossze. Kisérleteinkben az alabbi K™ csatorna gatloszereket alkalmaztuk: 50 uM BaCl, a
Kir csatornak, 1 uM glibenclamid a Katp csatornak és 100 nM iberiotoxin a Kca csatornak

(Kca 1.1) esetén [Nelson és Quayle 1995].

Normal moséfolyadék és K™ koncentracio (5 mM) mellett az tapasztaltuk, hogy a K*
csatorna gatloszer Ba?* és glibenclamid alkalmazésa utin az erek nyugalmi atmérdje
szignifikdnsan csokkent (6. &bra), ugyanakkor IbTX a nyugalmi érténust nem
befolyasolta. A nyugalmi értoénus valtozédsa nem volt hatdssal az ADO 4altal kivaltott
vazodilataciora, azaz egyik inhibitor jelenléte sem befolyasolta az ADO hatasat (nincs
feltiintetve), igy az ADO alkalmazasa egyszeriien kivitelezhetd pozitiv kontrollként

szolgalt a kisérletek soran.
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6. abra. K* csatorna gatlészerek hatasa az arteriola atmérére normal K*
koncentracié mellett. A barium-klorid (n=6), a glibenclamid (n=4) és az iberiotoxin
(n=4) hatasa a cremaster izom negyedrend arteriolainak nyugalmi atmérdjére (um-
ben feltintetve). A * a szignifikans kilénbséget jeldli (P<0,05) az inhibitor nélkuli
kontrollal 6sszehasonlitva, énkontrollos préba).
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5.2 A K" koncentraciéo emelkedéssel indukalt vazodilatacioban részt vevo K*

csatornak vizsgalata.

Az altatott patkanyok atlagos szisztolés vérnyomdasa 84+3Hgmm volt (n=14), ¢s nem
valtozott akkor, amikor adenozint vagy magas koncentracidju K* oldatot (mos6 puffer 60
mM K* koncentracio) juttattunk az izom felszinére. Az izomfelszinen alkalmazott lokalis
K* koncentracidé mérsékelt novelése (moséd puffer 10 mM K* koncentracid) ugyanakkor
vazodilataciot eredményezett (7. abra). Ez 6sszhangban allt a munkacsoportunk és mas
laboratoriumok altal korabban leirt eredményekkel [Johnson és mtsai 1998, Lombard és
Stekiel 1995, McCarron és Halpern 1990].
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7. abra. Az arteriola atmérd K* koncentracié fiiggése. Patkany cremaster izom
negyedrendi arteriolak atmérdje (atlag +/-SEM, n=14) kiilénbdzb K* koncentracioju
mosopufferben és 100 uM ADO (ADO) jelenlétében (n=14). Az ADO alkalmazasa 5
mM K* koncentraju pufferben tértént *P<0,05 az 5 mM K* jelenlétében mért kontroll
ertékhez viszonyitva.
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8. abra. A K* csatorna inhibitorok hatasa 10 mM K* altal kivaltott
vazodilataciora a cremaster izom negyedrend(i arterioldaiban. Az adatokat a
gatlészer (50 uM BaCl; n=6, 1 uM glibenclamid n=4, 100 nM iberiotoxin n=4)
jelenlétében, ill. anélkil mért ératmérék kilonbségeként tiintettik fel. Csak a BaCl;
gatolta a mosé folyadék mérsékelten emelkedett (10 mM) K* koncentracidja
hatasara l|étrejott értagulatot. A* a szignifikans (P<0,05) eltérést mutatja
(6nkontrollos t-préba).

A 8. abra a hdrom K* csatorna inhibitor hatisat mutatja a mérsékelten emelkedett (10
inhibitor nélkiil mért, K*-indukalt értagulatoktdl valo eltérést mutatja mikrométerben, a
negativ érték azt mutatja, hogy az inhibitor jelenlétében csokkent a vazodilatacio.
Egyediil a barium-klorid jelenlétében tapasztaltunk szignifikans csokkenést a K* indukalt
vazodilatacioban a kontroll csoporttal Osszehasonlitva. A glibenclamid vagy az
iberiotoxin jelenléte nem befolyasolta a mérsékelten emelkedett K* koncentracio altal

1étrejott arteriola tagulatot.

Fenti kisérleteinkbdl megallapithaté hogy élettani koriilmények kozott mind a Kir, mind
a Katp csatorna részt vesz a patkdny cremaster izom negyedrendli arterioldiban a
nyugalmi tonus kialakitdsdban, valamint hogy a Kir csatorna gatlasaval

megakadalyozhat6 a K* koncentracio emelkedéssel indukalt vazodilatacio.
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5.3 A kiilonb6zé anesztetikumok szerepének vizsgalata az értonus

szabalyozasaban

Az eléz6ekben bemutatott kisérleteinket in vivo végeztiik. Ehhez elengedhetetlen volt
valamely anesztetikum hasznélata. Ez azonban Gjabb ismeretlen valtozot vitt az élettani
folyamatok hatterének feltdrasaba, tovabb komplikalva a multifaktoridlis folyamatok
megeértését. Kisérlet sorozatunkban arra kerestiik a valaszt, hogy két, az irodalmi adatok
alapjan endotélium kozvetitett vazodilataciot okozo agonista (acetilkolin, ACh ¢és
bradikinin, BK) alkalmazasakor létrejovo értagulatot befolyasolja-e az anesztetikum
megvalasztdsa, €és ha igen, ez milyen mechanizmus eredményeként jon létre. A
potencialis mechanizmusok azonositdsdhoz eldszor azt kellett megvizsgalni, hogy az
agonistdk hianyaban az ératméré NOS- ¢és EDHF-fliggd szabalyozdé folyamatait
befolyasoljak-e az anesztetikumok. A korabban emlitetteknek megfeleléen a NOS-
rendszert LNMMA-val, az EDHF-rendszert magas (20 mM) K* Kkoncentracio
alkalmazasasaval, mindkét rendszert pedig a ketté kombinalasaval fliggesztettiik fel. A
négy kisérleti csoportot a 9. abra szemlélteti. A prosztaglandin/prosztaciklin (PGl>)

kozvetitett vazodilataciot minden kisérletben gatoltuk intravénas indometacinnal.

5.3.1 A NOS utvonal gatlasanak hatasa az ératmérdkre kiilonbozé anesztetikumok

haszndlata mellett

A kisérlet sorozatot harom kiilonb6zd anesztetikum alkalmazéisa mellett végeztiik el, a
patkanyokat izoflurdnnal, halotdnnal, vagy ketaminnal altattuk. A prepardtum sebészi
eldallitasat és az indometacin intravénds beadasat kovetden az izom felszinét 30 percen
keresztiil 5 mM K* tartalmu pufferrel mostuk. A kisérlet hossza miatt az L-NMMA-vel
kezelt és a kontroll méréseket nem ugyanazokon a preparatumokon végeztiik. A 30 perc
ekvilibrium utdn inditottuk az L-NMMA perfazort, vagy a kontroll csoportban a
volumenhéztartds egyensulydnak fenntartasa érdekében ugyanolyan sebességgel
fiziologias sooldatot adtunk. Ujabb 30 perc ekvilibrium utan (3sszesen 60 perc),
rogzitettiik a szisztolés vérnyomas adatokat (folyamatos invaziv vérnyomas mérést
alkalmazva). Az eredmények kiértékelésénél elsé 1épésként a harom alkalmazott
anesztetikum szisztémas vérnyomasra gyakorolt hatdsait hasonlitottuk 6ssze (10. abra,
A panel), majd megnéztiik, befolyassal volt-e az anesztetikus agens a vizsgalt erek

nyugalmi atmérdjére (10. abra, B panel).
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9. abra. A kisérleti csoportok grafikus szemléltetése. Indometacint mindenhol
alkalmaztunk. A korcikkeken kivil az egyes csoportokat, a kdrcikken belil pedig az
adott csoportban megmaradé vazodilataciés mechaiszmusokat tintetem fel. Az 5
mM K* csoportban nem volt gatlas (sarga, NO és EDHF is megmarad). Az 5 mM K*
+ L-NMMA csoportban az L-NMMA gatolta az NOS-figgé vazodilataciét (szirke,
EDHF megmarad), a 20 mM K* csoportban a magas K* koncentracié az EDHF-
fuggd vazodilataciot gatolta (kék, NO megmarad), a negyedik csoportban a magas
K* koncentracié + L-NMMA szerepeltek gatlészerként (piros, sem NO sem pedig
EDHF nem marad)).

Halotan anesztézia alatt szignifikansan alacsonyabb atlagos szisztolés vérnyomas
értékeket mértiink (8043 Hgmm n=14), mint ketamin (98+3 Hgmm n=17) vagy izofluran
(96+2 Hgmm n=12) anesztézia soran, egybevagdéan mas korabbi eredményekkel
(ANOVA ¢és SNK, P<0,001) [Seyde és Longnecker 1984]. A NOS rendszert gatld
tulajdonsagt L-NMMA alkalmazasa statisztikailag jelentdsen emelte az atlagos
vérnyomast mind az izofluran (152+2 Hgmm n=13), mind a halotdn (118+4 Hgmm n=12)

¢s a ketamin (146+4 Hgmm n=14) anesztézia soran (t-teszt, P<0,001 mindegyik esetben).

A jelenséget szamos irodalmi adat alatimasztja [Rapoport 2014].

A vizsgalt negyedrendli arteriolak atlagos nyugalmi atmér6éi (10. abra, B panel) a
preparatum elkészitése, €s az dsszesen 60 perces ekvilibrium utan az izoflurdn anesztézia

soran voltak a legnagyobbak (25+1 um, n=13), ezt kovette a halotan (211 um, n=16),
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majd a ketamin anesztézia alatt mért atlagos ératmérd (20+£2 pum, n=17). A kiilonbség
nem bizonyult szignifikdnsnak (P=0,1, ANOVA). Az erek reakcioképességét és a
preparatum ¢épségét az endotéliumtdl fiiggetlen mechanizmussal dilataciot el6idézo

adenozin (ADO, 100 uM) alkalmazasaval ellendriztiik (Id. 12. abra).

Az L-NMMA-vel kezelt allatoknal a nyugalmi ératmérdk nem kiilonboztek a kezeletlen
(kontroll) csoportban mért értékektdl egyik anesztetikus dgens haszéalata soran sem
(izoflurédn: 25+1 pm, n=14, halotan: 19+2 um, n=14, ketamin: 20+2 um, n=15, t-teszt,
P>0,3 mindegyik esetben, 10. abra, B panel) .
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10. abra. Az anesztetikumok hatasa az atlagos szisztolés vérnyomasra (A) és
az atlagos nyugalmi ératmérdkre (B). (A) A szisztolés vérnyomast direkt (artérias)
uton mértik 60 perccel a preparatum elkészitését kdvetben kontroll allatokban (Ures
oszlop) és L-NMMA intravénas perfuzidval kezelt allatok esetén (L-NMMA perfuzor
3mg/kg/min, 100 mg/kg 30 perc alatt, Id. Anyagok és Mddszerek, savozott oszlop).
A statisztikailag szignifikans kilonbséget a halotan (n=14), ketamin (n=17), vagy
izofluran (n=12) anesztézia soran kapott eredmények kozott ** jeldli (ANOVA és
SNK, P<0,001). Az L-NMMA intravénas infuzidja szignifikansan ndvelte az atlagos
szisztolés vérnyomast valamennyi anesztetikum alkalmazasa soran (t-teszt,
P<0,001, a * szignifikans eltérést jeldli). (B): A negyedrendi arteriolak nyugalmi
atméréjét izofluran (n=13), halotan (n=16), ketamin (n=17) anesztézia mellett
meértuk, a kilénbség nem volt szignifikans (P=0,1, ANOVA). Az L-NMMA intravénas
infuzidja nem volt hatassal a nyugalmi ératmérékre egyik csoportban sem (izofluran:
n=14, halotan:n=14, ketamin: n=15, t-teszt, P>0,3 mindegyik esetben).
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5.3.2 Az EDHF utvonal gatlasanak hatasa az ératmérdkre kiilonbozé anesztetikumok

hasznalata mellett

Az EDHF utvonalat magas K* tartalma (20 mM) puffer alkalmazasaval gatoltuk. A
fellépd esetleges szisztémas valtozasok jelenlétét vizsgaltuk elészor. Mint azt a kisérleti
vérminta vérgaz analizise alapjan a szérum K* Kkoncentricidja nem valtozott
szignifikdnsan. 5 mM és 20 mM K* koncentracio esetén ennek értéke rendre 3,8+0,21
mmol/l volt a normdl puffer jelenlétében és 4.65+0,45 mmol/l volt 3 6raval a magas [K*]
oldat elinditdsa utdn (n=4). A puffer valtdst kovetden nem jott létre szisztémads

vérnyomasvaltozas (az adatokat nem jelenitettiik meg).

crer

crer

értékekhez képest (11. abra ). Az L-NMMA el6kezelés nem valtoztatta meg a 20 mM K*
koncentraciora adott értagulatot. Erdekes megemliteni, hogy a halotan jelenlétében a
vizsgalt erek szignifikansan tagabbak voltak, mint ketamin vagy az izofluran

hasznalatakor.

Kovetkezd 1épésként a kivalasztott ér milkodoképességét vizsgaltuk az elkészitett
preparatumon. Ehhez az endotéliumtol fiiggetlen uton vazodilataciot kivaltd adenozint
hasznaltunk (12. abra). Normal 5 mM K koncentracioju puffer alkalmazéasa soran (12.
AB,C) az adenozin altal kivaltott vazodilataciot a nyugalmi ératméré szazalékaban
kifejezve azonos valaszokat figyeltiink meg izofluran (187 + 21%, n=13), halotan (179 +
10%, n=15) és ketamin (189 + 14%, n=15) anesztézia mellett. Az L-NMMA kezelés nem
befolyasolta az adenozin hatasara bekovetkezett értagulatot izofluran (180 + 15%, n=14),
vagy ketamin (206 = 15%, n=17) jelenlétében. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy ez a
vélasz a nitrogén-oxidtdl fiiggetlen Gton valdosult meg. Ugyanakkor halotan anesztézia

soran az adenozin altal kivaltott érvalasz szignifikans novekedését figyeltiik meg (248 +

13%, n=16) L-NMMA alkalmazasa mellett.
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Ezt kovetéen a magas kalium koncentracid jelenlétében teszteltilkk az arterioldk

reakcioképességét adenozinnal. A kivaltott vazodilatacio mértékét nem befolyasolta sem

a 20 mM [K"] énmagaban, sem az L-NMMA-vel vald egyiittes alkalmazasa (12. 4bra,

D,E,F). A negyedrendii arteriolakban kivalthato maximalis dilatacié 35-40 pum-volt

fiiggetleniil az anesztetikus 4genstdl és az oldat K* koncentraciojatdl (12. abra).

Arteriola atméro a kiindulasi
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11. abra. A magas K* koncentracié hatasa az arteriolak nyugalmi atméréjére
izofluran, halotan és ketamin anesztézia soran. A feltliintetett adatok a normal (5
mM) K* koncentracioju puffer esetén mért atlagos nyugalmi ératmérékhoz (100%)
viszonyitott szazalékos értéket mutatjia az L-NMMA-vel kezelt (savozott tele
oszlopok) és 20 mM koncentracidju K*-t tartimazé pufferben (tele oszlopok)
csoportok esetében. A normal puffert 20 mM koncentracioju K*-t tartalmazé pufferre
cseréltik, majd a preparatumnak 10 percet hagytunk az egyensulyi allapot
eléréséhez. Ezt kovetben az ératmérbket 5 percen at 30 masodpercenként
rogzitettik, majd atlagoltuk. Az allatok szama a kdvetkezdk szerint alakult: izofluran
esetén n=5 mindkét csoportban, a halotan esetén a kontroll: n=7, L-NMMA: n=5,
ketamin esetén n=5 mindkét csoportban. * Szignifikans atméré névekedés az 5 mM
[K*] mellett mért nyugalmi ératméréhoz viszonyitva. A halotan anesztézia alatt mért
nyugalmi atmérd szignifikansan nagyobb volt (@), mint izofluran és ketamin
anesztézia alatt.
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12. abra. Az adenozin hatasa (ADO, 100 pM) a negyedrendii arteriolak
atmérodjére Az ératmérbket izofluran (A), halotan (B) és ketamin (C) anesztézia
soran, L-NMMA jelenlétében, vagy anélkil (kontroll) hataroztuk meg. Bal oldali
panelek: az ératmérék valtozasai normal 5 mM K* koncentracioju puffer jelenlétében
(izofluran: n=13-14, halotan: n=15-16, ketamin: n=15-17). Jobb oldali panelek: az
ératmérék valtozasai 20 mM K* koncentraciéju puffer jelenlétében (izofluran: n=3,

halotan: n=7, ketamin: n=5).



5.3.3 Az acetilkolin altal kivaltott érvalaszok a kiilonbozo anesztetikumok hasznalata
sordn

A kovetkezOkben az agonistak koziil az acetilkolin altal kivaltott vazodilatacidkat

mellett, L-NMMA nélkiil, vagy annak jelenlétében, izofluran, halotan vagy ketamin

narkézis soran (13. és 14. abrak). Az ACh hatasara 1étrejott valaszreakciok mind

intenzitasukat, mind idobeli lefutasukat tekintve hasonldak voltak az adenozin altal

1étrehozott dilataciokhoz (Id. 12. abra).

Izofluran anesztézia soran azt lattuk, hogy az ACh hatasara kialakul6 vazodilataciot az
eNOS inhibitor L-NMMA jelenléte szignifikansan gatolta a normal (5 mM) kalium ion
koncentraci6 alkalmazasa mellett. A 13. dbra A paneljén az ACh egy reprezentativ dozisa
(1 uM) altal kivaltott vazodilatacio idobeli lefutasat abrazoltuk. Ezzel demonstraltuk,
hogy izofluran jelenlétében az acetilkolin dontéen NO medialt mechanizmussal dilatalja
a kisérletes modelliink rezisztencia ereit. Az izofluran mellett kivalthato ACh vélaszok

dozis-hatas gorbéit a 14. abra A panelje abrazolja.

Ezzel szemben az EDHF mechanizmus gatlasa nem befolyasolta érdemben az ACh éltal
kivaltott valaszreakciokat. Az 1 uM-os dozisnal ugyan szignifikans gatlast kaptunk az L-
NMMA + 20 mM K" egyidejii jelenlétében (13. abra D panelje), de a tobbi dézisnal ezt
nem sikertilt reprodukalnunk (14. abra A), igy az eredményt nem tekintettiik a gyakorlati
életre nézve altalanosithatonak. Megjegyzendd, hogy az agonistdk altal kivaltott
érvalaszokat a kiinduldsi atmérd szazalékaban tiintettiik fel, ezért a nagyobb kiindulasi
értékek miatt a szdzalékos érvalaszok kisebbek voltak a magasabb K* koncentracio

alkalmazasa mellett.

Ezzel szemben halotan (13. dbra B ¢és E panelek, 14. abra B panel) és ketamin (13. dbra
C és F panelek, 14. abra C panel) anesztézia soran sem az élettani (5 mM), sem az EDHF
rendszert gatldo magas K* alkalmazasa mellett nem tudtunk az acetilkolinra bekovetkezd

érvalasznal szignifikans NO fiiggést kimutatni.
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13. abra Acetilkolin-indukalt vazodilataci6 mechanizmusa kiilonb6z6
anesztetikumok esetén. A, D. Az acetilkolin (ACh) hatdsa izofluran anesztézia
soran a negyedrendl arteriolak atméréjére. A: 1uM ACh alkalmazasakor kivaltott
hatas id6fuggése 5 mM K* koncentracioju puffer alkalmazasa esetén. A
vazodilatacié szignifikans gatlasat mutattuk ki (*) L-NMMA jelenlétében (n=12) a
kontroll (5 mM K* n=10) csoporttal 6sszehasonlitva. D: 1uM ACh alkalmazasakor
kivaltott hatas idéfiggése 20 mM K* koncentracioju puffer alkalmazasa esetén. Az
L-NMMA (n=4) szignifikansan gatolta a vazodilataciét (¢) a kontroll (20 mM K* n=4)
csoporttal dsszehasonlitva.
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13. abra B, E. Az acetilkolin (ACh) hatasa halotan anesztézia soran a negyedrendi
arteriolak atmérdjére. B: 1uM ACh alkalmazasakor kivaltott hatas idéfliggése 5 mM
ACh alkalmazasakor kivaltott hatas id6fliggése 20 mM K* koncentraciéju puffer
alkalmazasa esetén. Az L-NMMA szignifikansan gatolta a vazodilataciot (@) (n=5) a
kontroll (20 mM K* n=6) csoporttal 6sszehasonlitva

13. abra C, F. Az ACh hatasa ketamin anesztézia soran a negyedrend( arteriolak
atmérgjére. C: 1uM ACh alkalmazasakor kivaltott hatas idéfuggése 5 mM K*
koncentracioju puffer alkalmazasa esetén L-NMMA jelenlétében(n=14) és a kontroll
(5 mM K*) csoporttal 6sszehasonlitva (n=16). F: 1uM ACh alkalmazasakor kivaltott

« sy

szignifikdnsan gatolta a vazodilataciét (¢) a kontroll (20 mM K*) csoporttal
O0sszehasonlitva (n=5 mindkét csoportban).

Osszegzésként az eredményeink azt mutatjdk, hogy az anesztetikum valasztas
befolyasolta az acetilkolin altal kivaltott vazodilatici6 mechanizmusat. Izofluran
anesztézia alatt, 5 mM K" jelenlétében NO fliggd, mig halotan és ketamin anesztézia alatt

dontden attdl fiiggetlen mechanizmusok okozték a vazodilataciot.
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14. abra Acetilkolin és bradikinin altal kivaltott ératméré valtozasok dozis- és
gatloszer-fliggése. A-C :Az ACh altal kivaltott reakciok dozis fliggése a kiindulasi
ératmérék szazalékaban kifejezve, a szer pufferhez t6rténé adagolasanak
kezdetétdl szamitott 90. masodpercben, A: izofluran, B: halotan, C: ketamin
anesztézia soran. 14. abra D-F: A BK A&ltal kivaltott reakciok doézis fliggése a
kiindulasi ératmérék szazalékaban kifejezve, a szer pufferhez térténd adagolasanak
kezdetétdl szamitott 120. masodpercben, D: izofluran, E: halotan, F: ketamin
anesztézia soran.
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5.3.4 A bradikinin altal kivaltott érvalaszok a kiilonbozo anesztetikumok hasznalata
sordn

A kovetkezOkben az agonistdk kozlil a bradikinin altal kivaltott vazodilatacidkat

mellett, L-NMMA nélkiil, vagy annak jelenlétében, izofluran, halotan vagy ketamin

narkézis soran (14. és 15. abrak). A BK hatasara 1étrejott valaszreakciok mind

intenzitasukat, mind idobeli lefutasukat tekintve hasonldak voltak az adenozin altal

1étrehozott dilataciokhoz (Id. 12. abra).

Izofluran anesztézia soran azt lattuk, hogy a BK (1-10nM) hatasara kialakulo
vazodilataciot az eNOS inhibitor L-NMMA jelenléte szignifikdnsan gatolta a normal (5
mM) K* koncentracidju puffer jelenlétében (14. abra D panel). 15. bra A paneljén a BK
egy reprezentativ dozisa (10 nM) altal kivaltott vazodilatacié iddbeli lefutasat abrazoltuk.
Ezzel demonstraltuk, hogy izofluran jelenlétében a bradikinin is dontéen NO medialt
mechanizmussal dilatalja a kisérletes modelliink rezisztencia ereit, hasonléan az
acetilkolinnal bemutatott eredményekhez (13. abra A panel). Az izofluran mellett
kivalthato BK valaszok dozis-hatas gorbéit a 14. abra D panelje mutatja be. A dézis hatas
gborbéknél bradikinin esetében a 120. masodpercben mért eredményeket tiintettiik fel,
mert a kivaltott dilatdci6 ennél az agonistanal tobbnyire ekkor érte el a maximalis
mértékét (ACh esetében a maximalis dilatacio altalaban a 90. masodpercben volt
észlelhetd). Ugyanakkor a magas K* koncentracio (EDHF gatlas) alkalmazéasa mellett,
csak egy dozisnal (10 nM) észleltiink rovid ideig tartd gatlast (60.s, 90. s) a kivaltott
értagulat soran (14. abra D és 15. abra D panelek).

Ezzel szemben halotan (14. abra E panel és 15. dbra B és E panelek,) és ketamin (14. dbra
F panel és 15. abra C és F panelek,) anesztézia soran sem az ¢élettani (5 mM), sem az
EDHF rendszert gatlé magas K" koncentracié alkalmazisa mellett nem tudtunk a
bradikinin 4ltal kivaltott vazodilatacioban szignifikans és tobb dozisra nézve konzekvens

NO fiiggést kimutatni.
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15. abra Bradikinin-indukalt vazodilataci6 mechanizmusa kiil6nb6z6
anesztetikumok esetén A, D. A bradikinin (BK) hatasa izofluran anesztézia soran
a negyedrend( arteriolak atméréjére. A: 10 nM BK alkalmazasakor kivaltott hatas
idéfuggése 5 mM K* koncentracioju puffer alkalmazasa esetén. A vazodilatacio
szignifikans gatlasat mutattuk ki (*) L-NMMA jelenlétében a kontroll (5 mM K*)
csoporttal 6sszehasonlitva (n=10-12 mindkét csoportban). D: 10 nM BK
alkalmazasakor kivaltott hatas idéfliggése 20 mM K* koncentracioju puffer
alkalmazasa esetén. Az L-NMMA szignifikansan gatolta a vazodilataciét (¢) a
kontroll (20 mM K*) csoporttal dsszehasonlitva (n=4 mindkét csoportban). A #
esetében P=0,0524.
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15. abra B,E: BK hatadsa halotan anesztézia soran a negyedrendi arteriolak
atméréjére. B: 10 nM BK alkalmazasakor kivaltott hatas idéfiggése 5 mM K*

s sy

mM K*) csoportban (n=5
15. abra C, F. A BK hatasa ketamin anesztézia soran a negyedrendi arteriolak
atmérgjére. C: 10 nM BK alkalmazasakor kivaltott hatas idéfuggése 5 mM K*

« sy

K*) csoportban (n=5 mindkét csoportban)

Osszegzésképpen elmondhatjuk, hogy intakt EDHF rendszer mellett (5 mM K*) a
kiilonbozo altatoszerek alkalmazasaval eltéré eredményeket kaptunk a fenti kisérlet
sordn, vagyis az anesztetikum valasztas befolyéssal volt a mikrocirculacidban részt vevo

rezisztencia erek mikodésére.

Izofluran anesztézia soran élettani koriilmények k6zott (5 mM K*) mind az ACh, mind a
BK NO fiiggd vazodilataciot hoz 1étre, mivel a NOS rendszer gatlasaval az agonistak
altal kivaltott vazodilataci6 mértéke is csokkent. EImondhatjuk, hogy az izofluran
hatasara a NO és EDHF egyensulya az értonus szabalyozasaban felborul. A NO befolyéasa

nd, mig az EDHF szerepe csokken a rezisztencia arteriolak tonusanak fenntartasaban.

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

befolyasolhaté a NOS és/vagy az EDHF rendszer gatlasaval.

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

vizsgalata

A preparatum elkésziilése utdn 30 percet vartunk az egyensulyi allapot kialakulasara.
Ezen iddszakban a cremaster izom arterioldiban kialakult egy stabil spontan tonus
(nyugalmi ératmérd 25 + 6 pm). Ezt az inkubdacios periddust kdvetden az endotélium-
fliggd vazodilatator acetilkolin (ACh, 1 um) és az endotéliumtol fliggetlen agonista
adenozin (ADO, 10 um) egyarant jelentés ératméré novekedést hozott 1étre a vizsgalt
arterioldkon (25 =2 um-r6l 33 £ 3 pm-re az ACh, és 24 + 4 pm-rdl 35 =2 um-re az ADO
esetében. Ezzel a teszttel bizonyitottuk, hogy a preparatum mind az endotélium-fiiggo,
mind az att6l fiiggetlen valaszreakciot képes prezentdlni, vagyis az endotélium é&s

simaizomsejtek mitkodése megfeleld.
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5.4.1 A levosimendan és az OR-1896 altal kivaltott vazodilatacio vizsgalata

Ezt kdvetden a levosimendan és aktiv metabolitja, az OR-1896 novekvd koncentracioi
altal kivaltott valaszokat vizsgaltuk Kkisérletes modelliinkben. A levosimendan
hozzaadasa az izmot feliilr6l mosé pufferhez koncentraciofiiggé (1 nM - 100 pM)
vazodilataciot eredményezett (maximalis dilatacio 23 + 2 pm-r6l 33 + 2 um-re) (16. abra).
Az OR-1896 névekvo koncentracidjanak (1 nM — 100 uM) alkalmazasa hasonloképpen
eroteljes ératmérd novekedést eredményezett (maximalis dilatacio 22 += 1 pm-r6l 32 + 1

um-re) (16. abra).

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

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

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

ératmérod valtozast a preparatumunkon (16. abra).

-~ |levosimendan

-O- OR-1896
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16. dbra A patkany cremaster izom arteriolain megfigyelt ératméré valtozasok
levosimendan névekvé koncentracidinak (1 nM - 100 uM, n=9) vagy OR-1896 (1 nM
- 100 uyM, n=7). Az adatok az atlagos atméréket mutatjak, + SEM. * Szignifikans
eltérés a nyugalmi ératmér6hdz vagy az olddszer jelenlétében mért atméréhoz
viszonyitva (P <0,05). 0 M: indulasi atméré
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5.4.2 A Katp csatorna szerepének vizsgalata a levosimendan és OR-1896 altal kivaltott

vazodilatacioban

Ebben a kisérlet sorozatban a Katp csatorna szerepét vizsgaltuk a levosimendan és aktiv

metabolitja altal okozott érvalaszban a fenti cremaster prepardtumban, in vivo.

rogzitettiik, a Katp csatorndk szelektiv gatloszerének, a glibenclamidnak a jelenlétében
¢s anélkiil. (5 uM koncentracioban a pufferhez adva 30 percen at). A glibenclamiddal
val6 inkubdcio nem valtoztatta meg a nyugalmi ératmérdt (23 £2 um és 23 +2 um, a
glibenclamiddal tortént inkubacid eldtt és utan). Ugyanakkor glibenclamid jelenlétében

a pinacidil nem volt képes vazodilataciot kivaltani a cremaster izom arteriolain (17. abra).

-O- pinacidil

-o- pinacidil + glibenclamid
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17. abra A patkany cremaster izom arteriolain megfigyelt ératméré valtozasok
pinacidil ndvekvé koncentracidinak (1 nM - 10 pM,) alkalmazdsa utan,
glibenclamid (5 uM, n=5) inkubacio elétt és utan. Az adatok az atlagos atmérdket
mutatjak, £ SEM. * Szignifikans eltérés a nyugalmi ératméréhdz vagy az oldészer
jelenlétében mért atméréhoz viszonyitva (P<0,05). 0 M: indulasi atmérd
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Ezt kovetden kisérleteink célja az volt, hogy megvizsgaljuk a Katp csatornak lehetséges
szerepét a levosimendan vagy az OR-1896 altal kivaltott vazodilataciéban. Ezért a fenti
kisérleteket megismételtiik, pinacidil helyett levosimendan (1 nM — 100 uM) vagy OR-
¢s annak jelenlétében. Hasonldan a pinacidil esetében tapasztaltakhoz, a glibenclamid
jelenlétében a levosimendan altal kivaltott vazodilatacidé is gatolt volt (maximalis
dilatacié 23 £ 3 pum, 18.A é&bra). Ugyanezt az eredményt figyeltiik meg az OR-1896
alkalmazasakor is (maximalis dilataci6 22 = 5 um,18.B ébra). Az 5 uM glibenclamiddal
tortént inkubécio itt sem volt befolydssal az erek nyugalmi ératmérdjére (induldsi
ératmérd), €s azok nem voltak statisztikailag kiilonbozdek a levosimendan és OR-1896

legnagyobb doézisanak alkalmazéasakor sem.

Kisérletiink alapjan bebizonyosodott, hogy a levosimendan és aktiv metabolitja, az OR-
1896 a patkany cremaster izom arteriolaiban in vivo hatékony vazodilataciot valt ki,
amelyben a Katp csatorna aktivacioja jatszik vezet6 szerepet. A levosimendan és az OR-
1896 4altal kivaltott reakcidk azonos meértékiiek voltak, tehat a metabolit ezen a

preparatumon az anyavegylilettel azonos hatast valtott ki.

A | B o OR-1896
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18. abra A patkany cremaster izom arterioldin megfigyelt ératméré valtozasok A.
abra: levosimendan ndvekvé koncentracidinak (1 nM - 100 uM, n=4), vagy B. abra:
OR-1896 novekvd koncentracidinak (1 nM - 100 pM, n=4) alkalmazasa utan,
glibenclamid (5 pM, n=5) inkubacio elétt és utdn. Az adatok az atlagos atméréket
mutatjak, + SEM. * Szignifikans eltérés a nyugalmi ératméréhdz vagy az oldészer
jelenlétében mért atméréhodz viszonyitva (P<0,05). 0 M: indulasi atmérd
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6 MEGBESZELES

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

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

ey

az altalunk alkalmazott kisérletes modellben. A K* koncentracio emelésével 1étrejovo
vazodilatacié nagy valoszinliséggel a vaszkularis simaizomsejteken megtalalhaté Kir
ezt a hatast gatolni tudtuk, mig az iberiotoxin (a Kca csatorna gatloszere) és a
glibenclamid (Katp csatorna gatloszere) hatastalannak bizonyult. Eredményeink
Osszhangban allnak mas tanulmanyok eredményeivel. Edwards izol4lt patkédny hepatikus
és mezenteridlis erein bizonyitotta, hogy a K* indukalt vazodilaticio Kir csatornak
aktivacioja révén jott létre [Edwards és mitsai 1998]. Kisérleteink funkcionalis
bizonyitékot szolgaltatnak arra vonatkozodan, hogy a Kir csatorna megtalalhaté a
patkanyok cremaster izmanak arterioldin és in vivo részt vesz a K* koncentracio
emelésével 1étrejovo vazodilatacio kivaltasaban. A barium szerepe ismert ugyan mas
tipusa K* csatorndk miikodésének gatlasaban, azonban az altalunk alkalmazott alacsony
koncentracioban ugy képes gatolni a Kjr csatorndkat, hogy gyakorlatilag ineffektiv a
Katp, Kca és Ky csatornakon [Nelson és Quayle 1995]. A K* koncentracio emelkedésével
Stekiel munkajaban kizarta, mivel a valaszreakciot nem befolyasolta sem a szimpatikus
idegvégzOdések roncsolasa 6-hydroxydopamine-al, sem a tetrodotoxin, phentolamine és
propranolol hozzaadasa a mosofolyadékhoz a neuronalis és katekolamin aktivitas gatlasa

céljabol [Lombard és Stekiel 1995].

Eredményeink azt is megmutattak, hogy normal (5 mM K*) koriilmények kozott a Kir
csatorna mellett a Karp csatorna is szerepet jatszik a vizsgalt arterioladk nyugalmi
értonusanak fenntartasaban. Glibenclamid alkalmazasa a patkany cremaster izom
negyedrendi arteriolainak szignifikans sziikiiletét okozta. Ezt a jelenséget mar korabban
észlelték horesodg arteriolakon is [Jackson 1993]. Irodalmi adatok alapjan a Kca csatornak
fontos szerepet toltenek ugyan be az izolalt agyi, koszora és mezenterialis erek nyugalmi
tonusanak fenntartasaban, mivel a csatorna egyik gatloszerével, a charybdotoxinnal
csokkenthetd volt ezek nyugalmi atméréje [Clark és Fuchs 1997, Nelson és Quayle

1995]. Azonban a patkany vazizom erein sem nekiink, sem mas tanulmanyoknak nem
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sikertilt igazolni a Kca csatorndk szerepét a nyugalmi tonus fenntartasaban [Jackson és

Blair 1998].

Kisérleteinkkel igazoltuk a Kir és a Kartp csatorndk szerepét a nyugalmi értonus
fenntartasaban a patkany harantcsikolt izmaban in vivo. Eredményeink elsé izben
szolgaltattadk funkcionalis bizonyitékat annak, hogy a Kir csatorna megtalalhaté a
patkanyok cremaster izmanak negyedrend(l arterioldin és részt vesz a K™ koncentracid

emelésével 1étrejovo vazodilatacio kivaltasaban.

6.2 A NO és EDHF egyensulya felborul egyes volatilis anesztetikumok

alkalmazasa mellett.

Kisérlet sorozatunkban azt vizsgdltuk, hogy az anesztézia vezetéséhez valasztott
agensnek (izofluran, halotan, ketamin) van-e befolyasold szerepe az agonistak altal
kivaltott endotélium-fiiggd, NO és EDHF altal medialt vazodilatdciokra a patkanyok

cremaster izmaban, in Vivo.

A halogénezett inhaldcios anesztetikumokrol ismert, hogy csokkentik a vaszkularis
rezisztenciat. Ennek hatdsmechanizmusa azonban még nem teljesen tisztdzott. A ma
kibontakozé elképzelés szerint a volatilis anesztetikumok gétoljak ugyan az endotélium-
fliggd vazodilataciot, ugyanakkor fokozzak az endotéliumtol fiiggetlen vaszkularis
simaizom relaxaciot. Ez utobbi folyamat feltételezett hatterében az intracellularis Ca?*
elérhetéségének és az érfal simaizom Ca?*-iranti szenzitivitasanak csokkenése allhat
[Akata 2007, Villeneuve és mtsai 1991]. Ennek a két, egymast kiegészité hatasnak az

eredménye 0sszességeben az értonus elvesztése.

A ketamin fokozza az erek tonusat, melyet elsésorban katekolamin felszabaditas révén
ér el, bar in vitro koriilmények kozott endotélium-fliggé vazodilatacid gatlast is
kimutattak (a NO és EDHF mechanizmusok gyengitése révén) [Ogawa és mtsai 2001].
In vivo azonban a mai napig igen kevés kisérletes adat all rendelkezésiinkre a kiilonb6z6

anesztetikumok mikrocirkuldcidoban betoltott modositod szerepére vonatkozodan.

Szamos in vitro tanulmany vizsgalta a kiilonb6z6 volatilis anesztetikumok hatasat az
EDHF medialt vazodilataciora izolalt ereken. Lischke demonstralta, hogy a desfluran,
enfluran, szevoflurdn, halotan,és izofluran egyarant gatolta az ACh altal kivaltott EDHF

crer

kozott a legerélyesebb EDHF inhibitor [Lischke és mtsai 1995]. Hasonlo eredményr6l
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szamolt be Akata is, aki kimutatta, hogy az ekvipotens ddézisban alkalmazott izoflurén,
enfluran és szevofluran gatolta az ACh kivaltott, EDHF medialt relaxaciot a nyul
mesenterialis kiserek izolatumain [Akata és mtsai 1995]. Mi nem tudtuk kimutatni, hogy
a halotan gatolnd az EDHF mechanizmust az agonistak altal kivaltott érvalaszokban. A
fent emlitett tanulmanyok a klinikailag alkalmazott altatoszer koncentraciokat meghalado
dozisokat alkalmaztak, igy az eredmények nehezen vethetéek Ossze az in vivo észlelt
tapasztalatokkal. Az eredményekben észlelhetd kiilonbséget az eltérd faj, ill. a vizsgalt
erek eltérd mérete is magyarazhatja. Az altalunk végzett vizsgalat értelemszertien mindig
valamely anesztetikum jelenlétében zajlott, igy nem volt lehetdséglink arra, hogy

anesztetikum nélkiili, kontroll vizsgalatokat végezziink.

Jelen munkankban harom kiilonb6zd anesztetikum mikrocirkuldciora gyakorolt hatasat
hasonlitottuk &ssze a patkanyok cremaster izmaban, a negyedrendi arteriolak szintjén in
vivo. Feltételeztiik, hogy az egyes anesztetikumok befolyasolni képesek a NO és az
EDHF szerepét az ACh és a BK altal kivaltott értagulatban. A NOS gatlasara L-NMMA-
t, az EDHF blokkolaséara pedig magas extracellularis K* koncentraciot alkalmaztunk. A
prosztaglandin szintézist minden kisérletben gatoltuk indometacinnal. A NO és EDHF
utvonal kiilon-kiilon blokkolasaval ezen mechanizmusok részvételi aranyat tudtuk
Osszehasonlitani az agonistak altal 1étrehozott vazodilatacioban in vivo, a a kiilonb6z6

anesztetikumok alkalmazasa esetén.

Az L-NMMA intravénas alkalmazasat kovetden a szisztolés vérnyomasok szignifikans
emelkedését figyeltiik meg, mindegyik anesztetikum alkalmazasa mellett. Ez arra utalt,
hogy a NO rendszer aktiv volt mindegyik esetben. Arra, hogy miért csak az izoflurannal
tudtunk a NO rendszer gatlasaval csokkent érvalaszt kimutatni, nincs egyértelmi
magyarazatunk. Valdsziniileg a NO szerepe nem a vizsgalt vazizom erek negyedrendii
arterioldin volt a legkifejezettebb. Lehetséges, hogy mas szervek erein, vagy az oszlasi fa

mas résztvevoin eltéré eredményeket kaptunk volna.

Arra sincs egyértelmii magyaradzatunk, hogy a halotan jelenléte miért fokozta az
adenozinra adott érvalaszt L-NMMA kezelés alatt. Ezt a jelenséget csak normal (5 mM

K™) hasznalatakor figyeltiik meg.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az anesztetikumok képesek befolyasolni a
NO-dependens és NO-fliggetlen vazodilatacio egyensulyat. Izoflurdn anesztézia soran a

NO —fiiggd folyamat keriil elétérbe mind az ACh, mind a BK hatasara 1étrejovo
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vazodilatacional a fenti kisérletes modellben, mivel a NOS rendszer gatlasaval az
agonistak altal kivaltott vazodilatacié mértéke is csokkent. Ez a gatlas mikodé EDHF
mechanizmus esetén (5 mM K¥) szignifikans volt, az EDHF rendszer gatlasa utdn mar
nem volt konzekvensen megfigyelhet6. Ugyanilyen koriilmények mellett sem az ACh,
sem a BK okozta vazodilataci6 nem volt befolyasolhaté a NOS rendszer gatlasaval

halotan és ketamin anesztézia alatt.

6.3 A levosimendan és aktiv metabolitja a Katp csatorna aktivalasaval hozza létre

a periférias vazodilatativ hatasat a fenti kisérletes modellben.

6.3.1 A levosimendan és az OR-1896 erdteljes vazodilataciot valtott ki in vivo

Kisérletiink alapjan bebizonyosodott, hogy a levosimendan és annak hosszu féléletide;ji,
pozitiv inotrop hatast aktiv metabolitja, az OR-1896 a patkany cremaster izom
arteriolaiban in vivo hatékony vazodilataciot valt ki, amelyben a Kartp csatorna

aktivacioja jatszik vezetd szerepet.

A rovid élettartamt levosimendan intravénas alkalmazdsa utdn megfigyelt
hemodinamikai valasz id6ben hosszan elhuz6d6 hatasa [Kivikko és mtsai 2002, Kivikko
és mtsai 2003] egyrészt a levosimendan és OR-1896 nevii aktiv metabolitjanak eltérd
féléletidejével [Kivikko és mtsai 2002, Sandell és mtsai 1995], masrészt a plazma
proteinekhez torténd kiilonb6z6 mértékli kotdédési affinitasaval magyarazhato [Papp és

mtsai 2004, Szilagyi és mtsai 2004]

Az elmult években bebizonyosodott, hogy az OR-1896 kedvez6 hemodinamikai hatéasai
nem csak annak koOszonhet6ek, hogy a kalcium érzékenyité képessége a
levosimendanéhoz hasonld, hanem annak erdteljes vazodilatator tulajdonsagaval is
rendelkezik, amint ezt patkanybol szdrmazé izolalt korondria és vazizom ereken mar
demonstraltak [Erdei és mtsai 2006]. Mind a levosimendan, mind az OR-1896 értagito
képességét tobb kisérlet igazolta ex vivo, a 100 um-nél nagyobb artéridk és vénak
esetében [Ambrus és mtsai 2012, Pataricza és mtsai 2000, Pataricza és mtsai 2003].
Ezenkiviil, tobben indirekt aton, a szerek intravéndas infundalasat kovetden, a szisztémas
vaszkularis rezisztencia valtozasanak rogzitésével kovetkeztettek a levosimendan és az
OR-1896 mikrocirkulacios hatasara in vivo. [Banfor és mtsai 2008, Segreti és mtsai
2008]. Azonban a rezisztencia ereken (20-25 um) kifejtett kozvetlen hatasukat

kisérleteinket megel6z6éen még senki nem irta le in vivo.
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Vizsgalataink soran a levosimendan és az OR-1896 hatasat vizsgaltuk intravitalis
mikroszkopia segitségével, altatott patkanyok cremaster izmanak harmad és negyedrendii
arterioldin (20-25 pm). Eredményeink bizonyitottdk, hogy mindkét szer erdteljes
vazodilataciot valt ki a megfigyelt ereken in vivo, melyet nem antagonizalt semmilyen
kardiovaszkularis reflex. A levosimendan ¢és az OR-1896 altal kivaltott maximalis
dilatacio minden vizsgalt dozis esetében azonos volt, a két szer hatdsaban nem talaltunk
kiilonbséget, tehat a metabolit ezen a preparatumon az anyavegyiilettel azonos hatést

valtott ki.

Kiilon szeretném kiemelni azt a tényt, hogy a klinikailag relevans 10 nM-0s
koncentracional is szignifikans vazodilataciot észleltiink (P<0.05, ANOVA, Dunnett
teszt, tobb csoport Osszehasonlitdsa kontroll csoporttal). Ezek az eredmények
Osszhangban vannak a masok altal korabban elvégzett in vitro kisérletek

megfigyeléseivel [Erdei és mtsai 2006].

6.3.2 A levosimendan és OR-1896 dltal kivaltott vazodilatacioban a Katp cSatorna

aktivacioja donto szerepet jatszik

A levosimendan hatasara bekovetkezd Katp csatorna aktivacidt eldszor fesziiltség- és
aramzar technikdkkal mutattdk ki patkdny vaszkuléris simaizomsejtekbdl ¢€s izolalt
ventrikularis szivizom sejtekbdl [Yokoshiki és mtsai 1997, Yokoshiki és mtsai 1997].
Mivel a levosimendan altal kivaltott kalium csatorna aktivaciot glibenclamiddal
sikeresen gatolni tudtdk, arra a koOvetkeztetésre jutottak, hogy a levosimendan a
vaszkularis simaizomsejt hiperpolarizacigjat okozza a Karp csatorndk aktivalodasa
révén. Ezutan szdmos tanulmany igazolta a fenti elméletet, kiilonb6z6 vaszkularis
preparatumokon [De Witt és mtsai 2002, Erdei és mtsai 2006, Hohn és mtsai 2004,
Kaheinen és mtsai 2001]. Jelen tanulmanyunk eredményei illeszkednek a korabbi, izolalt
ereken végzett tanulmanyok kovetkeztetéseihez és alatamasztjak a levosimendan in vivo

hatasmechanizmusardl alkotott ismereteinket a mikrocirkulacio szintjén.

A korabbi kutatasok alapjan felmeriilt, hogy a levosimendan 4&ltal kivaltott
vazodilatacioért csak részben felelds a Katp csatorna aktivacidja. Egyes, relative nagyobb
atméréjli (nem vazizombol szdrmazd) érprepardtumok esetében a BKca és/vagy a
fesziiltség fliggd kalium csatornak gatloszereivel sikeresen blokkoltak a levosimendan

hatas glibenclamidtol fiiggetlen komponensét in vitro [Erdei és mtsai 2006, Hohn és
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mtsai 2004, Pataricza és mtsai 2000, Pataricza és mtsai 2003]. Laboratoriumunk korabbi
eredményei és a fenti tanulmanyok ugyanakkor ramutattak arra, hogy amig a BKca
csatornak meghatarozo szerepet toltenek be a koronaria erek OR-1896 hatasara kialakulod

crer

elhanyagolhat6 [Erdei és mtsai 2006].

Munkénk soran célul tliztiik ki annak meghatarozasat, hogy a Katp csatorna aktivacioja
milyen aranyban vesz részt a levosimendan és az OR-1896 hatasara kialakuld
vazodilatacioban a patkany cremaster izom arteriolaiban in vivo. Megallapitottuk, hogy
a levosimendan, ¢és az OR-1896 hatasat azonos mértékben tudtuk gatolni a Katp csatorna
szelektiv inhibitoraval, a glibenclamiddal. Az inhibicié mértéke hasonlo volt a csatornat
aktivalo pinacidil és a glibenclamid egyiittes jelenlétében kialakult gatlashoz. A
glibenclamid alkalmazéasa mellett a levosimendan és az OR-1896 vazodilatativ hatasa
gyakorlatilag megsztnt. Ezzel igazoltuk, hogy a Katp csatorna meghatarozo szerepet tolt
be a levosimendan és metabolitja 4altal a cremaster izom arterioldin létrehozott
vazodilatacioban. Ugyanakkor meg kell jegyezniink, hogy a kisérleteket értelemszertien
him allatokon végeztiik. Irodalmi adatok alapjan feltételezheté ugyanis, hogy a Katp
csatornadk megoszlasa ¢s mikrocirkuldcioban betoltott szerepe az ér tipusa, oszlasi rendje
mellett a nemt6l fiiggden is valtozhat [Akar és mtsai 2007]. Jelenleg még nem pontosan
tisztazott az a kérdés, hogy miért kiilonbdznek ennyire a levosimendan hatdséra kialakulo
vaszkularis reakciok a kiilonbozo értipusok €s fajok esetében. Feltételeztiik, hogy a Katp
¢s BKca csatornak expresszidja €s/vagy szabalyozasa a kiilonb6zd érpreparatumoknal
eltérd lehet, mint azt mar tdbben megfogalmaztak [Michelakis és mtsai 1997, Sun és
mtsai 2004]. Eredményeink nem tamogatjadk az a hipotézist, mely szerint egyéb
vazodilatator mechanizmusok, pl. cAMP kozvetitett vazodilatacid [Sato és mtsai 1998,
Takahashi és mtsai 2000] is részt venne a levosimendan és metabolitja altal kivaltott
vazodilatacioban az altalunk vizsgalt prepardtumon. Ezzel szemben a két agens
egyenranguan potens vazodilatator volt in vitro és in vivo egyarant, glibenclamiddal
mindkett6 hatasa gatolhat6 volt, ugyanakkor a foszfodiészteraz enzim gatlasa terén
markans kiilonbség volt megfigyelhetd a levosimendan ¢és metabolitja kozott,
munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan [Papp és mtsai 2012, Szilagyi és mtsai
2004].

Eredményeink bemutatasakor ki kell térniink arra az ellentmondasra, amelyet az els6

kisérletsorozat és a jelenleg targyalt tanulmany eredményeinek dsszevetésekor talaltunk.
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Korabban azt mutattuk be, hogy 5 mM K* koncentracié mellett az erek nyugalmi tonusat
a glibenclamid alkalmazasa csokkentette, vagyis a Katp csatornék szerepet jatszottak a
nyugalmi értonus fenntartdsaban. Ebben a kisérlet sorozatban nem sikeriilt valtozast
kimutatnunk glibenclamid jelenlétében a nyugalmi értéonusra. Mivel ugyanazon faj,
ugyanolyan nemii, koru egyedeit vizsgaltuk, azonos technikaval késziilt preparatumon,
az egyetlen lehetséges kiilonbséget az anesztézia modjaban taldltuk (halotan és
pentobarbital). Mint azt demonstraltuk, az anesztetikum valasztas meghatarozé szerepet

tolthet be a rezisztencia erek reakcidiban.

Fent bemutatott eredményeink alapjan elsdként igazoltuk azt, hogy a levosimendan és
OR-1896 nevii metabolitja a szisztémas keringés egyes rezisztencia ereiben azonos
mechanizmussal fejti ki hatasat: a Katp csatornak aktivacidja révén dilatalja a patkany
cremaster izom arteriolait in vivo. Feltételezhetéen a levosimendan és metabolitja
mikrovascularis rezisztenciat csokkent6 hatasa legalabb részben a fenti mechanizmus
révén valosul meg a szervezet tobbi vazizmaban is, és ez altal szerepet jatszik a

levosimendan hatasara bekovetkezd rovid és hosszutavi hemodinamikai hatdsokban.
6.4 Az eredmények jelentosége a gyakorlati életben

Eredményeim segitenek megérteni a mikroerek szintjén zajlé szabalyozési folyamatokat.
Hozzajarulnak ahhoz, hogy atfogobb képet kapjunk az alkalmazott gydgyszerek
hatdsmechanizmusardl. Mindezen ismeretek iranymutatdak lehetnek tovabbi kisérletek

tervezése soran, illetve lehetdséget biztosithatnak Gjabb terapias eljarasok kialakitasahoz.
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7 OSSZEFOGLALAS

Munkamban a negyedrendii arteriolak ératmérd valtozasat vizsgaltuk anesztetizalt
patkany cremaster izmaban, harom kiilonboz6 kisérletsorozatban. Ezek mindegyikében
a kipreparalt izom felszinére juttattunk kiilonb6z6 vazoaktiv anyagokat, majd intravitalis
videomikroszkopia révén rogzitettiik az ératmérd valtozasokat. E16szor az erek nyugalmi
tonusanak fenntartasaban résztvevd ioncsatornakat tartuk fel. 5 mM K™ mellett az erek
atmérdjét a glibenclamid és a barium szignifikansan csokkentette, mig az iberiotoxin
ineffektiv volt. Eredményeink alapjan a vizsgalt erek nyugalmi tonusat a Kir és a Katp
vazodilataciot barium, glibenclamid vagy iberiotoxin jelenlétében. Egyediil a barium
jelenléte akadalyozta meg az érvalaszt, tehat a vazodilatacioért a Kir csatornak voltak

felel6sek.

Munkam masodik részében azt vizsgaltam, hogy az anesztetikum valasztas (halotan,
izofluran vagy ketamin) befolyasolja-e a NO és az EDHF hozzajarulasat az agonistak
(acetilkolin, bradikinin) altal kivaltott vazodilatacidhoz. A NO szintézist gatlo L-NMMA
alkalmazdsa izoflurdn anesztézia sordn az ACh ¢és BK vazodilatativ hatasat
megakadalyozta, de nem volt hatasos a halotan és ketamin anesztézia alkalmazasakor.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy az anesztetikumok megvélasztisa befolyasolja az
endotélium-fiiggd vazodilatacié mechanizmusat in vivo, azaz a mikrocirkulaciot vizsgalod
kisérletek kimenetele fligghet az alkalmazott anesztetikumtol. Izoflurdn anesztézia

mellett a NO-fiigg6 folyamat dominanssa valik, mig az EDHF szerepe hattérbe szorul.

Dolgozatom harmadik részében a levosimendan és aktiv metabolitja, az OR-1896
rezisztencia erekre gyakorolt hatasat vizsgaltuk. A levosimendan és az OR-1896 azonos
mértékli, koncentracid-fliggd vazodilataciot valtott ki a vizsgalt mikroereken.
Hipotézisiink szerint ezt az értdgulatot a Kartp csatorna kozvetiti, ezért eldszor
demonstraltuk e csatorna élettanai funkcidjat a preparatumon a Katp csatorna nyitd
pinacidilre kivaltott dilatacioval és ennek gatolhatosagat a Kartp csatorna gatlo
glibenclamiddal. A glibenclamid ugyanolyan koncentraciokban alkalmazva gatolta a
levosimendan és az OR-1896 altal kivaltott érvalaszokat is. Ezzel igazoltuk, hogy a
levosimendan és az OR-1896 a patkany cremaster izom arteriolaiban in vivo hatékony

vazodilataciot valt ki, amelyben a Katp csatorna aktivacidja jatszik vezetd szerepet.
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8 SUMMARY

We studied the changes in the diameter of fourth order cremaster arterioles of
anesthetised rats, using intravital videomicroscopy technique in three different sets of
experiments. The various agents studied were added to the superfusate of the muscle in
all experiments. At first we investigated the contribution of different types of K* channels
to the maintenance of the resting vessel tone. At 5 mM K" vessel diameters were
significantly decreased by glibenclamide and barium, but not by iberiotoxin, suggesting
that basal diameter of the vessels was regulated by Kir and Katp channels. Subsequently,
we studied how barium, glibenclamide or iberiotoxin, the specific inhibitors of Kir, Katp
and Kca channels, respectively, influence the reaction of the blood vessels to 10 mM K*
concentration. We found that barium prevented K*-induced dilation only, i.e., the Kir
channel can be responsible for the K*-induced vasodilation in fourth order arterioles of

the rat chreamser muscle.

In the next section of our study we investigated if the choice of anesthetics (isoflurane,
halothane or ketamine) alters the balance between NO and EDHF in agonist
(acetylcholine, ACh or bradykinin, BK) induced vasodilation. L-NMMA, the inhibitor
of NO synthase abolished the agonist induced vasodilation during isoflurane, but not
halothane or ketamine anesthesia. Our data suggest that anesthetics can alter the pathway
of endothel derived vasodilation in vivo, i.e., the outcome of in vivo vascular-biology
experiments may depend on the choice of anestethics: NO dependent mechanisms are

enhanced and EDHF action is inhibited during isoflurane anesthesia.

In the last set of experiments we investigated the in situ effects of levosimendan and its
metabolite OR-1896 in vivo. We found that the two compounds induced arteriolar
dilations with identical dose-response relationships. The vasodilation-response of the
arterioles to pinacidil, the opener of the KATP channel, and the inhibition of this response
by the selective Katp channel blocker glibenclamide demonstrated the function of this
channel in regulating vascular tone. Glibenclamide counteracted the arteriolar dilation in
response to levosimendan or OR-1896 and thus, the Katp channel was isolated as a target
of these vasoactive compounds. In concluson, this was the first study to demonstrate that
Levosimendan and OR-1896 elicit arteriolar dilation in vivo, via activation of Katp

channels in real resistance vessels in the rat cremaster muscle.
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9 GYAKRAN ELOFORDULO ROVIDITESEK JEGYZEKE

AC: adenilciklaz

ACh: acetilkolin

ADO: adenozin

BHa4: tetrahidrobiopterin

BK: bradikinin

BKca: nagy konduktanciaju Ca?* -aktivalt K* csatorna, Kcal.1
CAMP: ciklikus adenozin monofoszfat

cGMP: ciklikus guanozin-monofoszfat

COX: ciklooxigenaz

cTnC: troponin C

CYP450 2c: citokrom P450 2C enzim

DMSO: dimethyl-sulfoxid

EDHF: endotéliumbol szarmazo hiperpolarizald faktor
EDRF: endotélium eredetii relaxacios faktor

EET: epoxieikozatrién sav

eNOS: endotélium eredetii nitrogén-monoxid szintetaz
FiO2: Az oxigén aranya a belégzett gazkeverékben
IbTX: iberiotoxin

IKca : kdzepes konduktanciaju Ca?* -aktivalt K* csatorndk, Kca3.1
INOS indukalhato nitrogén-monoxid szintetaz

IP: prosztaciklin receptor

Katp: ATP szenzitiv K* csatorna

Kca: calcium aktivalta K* csatorna

Kir: befelé egyeniranyito K* csatorna

Kv: fesziiltség kapuzott K™ csatorna
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Levosimendan: (—)-0-ciano-N-{4-[(4R)-4-metil-6-0x0-1,4,5,6-tetrahidropiridazin -3-
il]fenil} metankarbohidrazonoil-cianid

L-NMMA: N®-monomethyl-L-arginin

MAC: minimum alveolaris koncentracio

NNOS idegi eredetii nitrogén-monoxid szintetaz
NO: nitrogén-monoxid

OR-1896: [N-(4-(1,4,5,6-tetrahidro-4-metil-6-oxo-3-piridazinil)fenil]acetamid(-)
enanciomerje

PaCO, : COz parcialis nyomas

PaO>: Oy parcialis nyomas

PGl2: prosztaciklin

PKGI: ¢cGMP dependens protein kinaz |

PLA:: foszfolipaz A2

SERCA: szarko-endoplazmatikus retikulum Ca?*-ATP-az
sGC: szolubilis guanilat ciklaz

SKca : kis konduktanciaju Ca?* -aktivalt K* csatorna, Kca2.x
SOD: szuperoxid-dizmutaz

VSM: vaszkularis simaizom
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