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Roviditések jegyzéke

4-AP 4-aminopiridin

5-HT Szerotonin

20-HETE 20-hidroxi-eikozatetraénsav

AA Arachidonsav

AC Adenilat-ciklaz enzim

BA Arteria basilaris

BD Alapatméré (Basal Diameter)

[BD%] Normalizalt ératmérd az alapatmerd szazalekaban

BKca Nagy konduktanciaju Ca”-aktivalt kalium csatorna (large conductance Ca?*-activated
potassium channel)

BQ-485 Hexahydro-1H-azepinylcarbonyl-Leu-D-Trp-D-Trp-OH, Na

BTXN Butoxamin

CaM Calmodulin

Ca-CaM Ca**-calmodulin komplex o _

CGRP Calcitonin gén asszocialt protein (Calcitonin gene-related protein)

COX Ciklooxigenaz enzim

CSD Agykérgi terjedd depolarizacié (Cortical Spreading Depolarization)

CSH Agykérgi terjedo hy%eraemia (Cortical Spreading Hyperemia)

CSlI Agykérgi terjedd ischaemia (Cortical Spreading Ischemia)

E5555 1- %,-tert-butyl-4-methoxy-5-morpho||nopheny%-2-(5,6-d|ethoxy-7-fluoro-1-
iminoisoindolin-2-yl)ethanone hydrobromide

EDTA Etilén-diamin-tetraecetsav

eNOS Endotelialis nitrogén-monoxid szintaz enzim

ER Endoplazmas reticulum

ETas Endothelin-A/-B receptor . )

Fura2-AM 5-Oxazolecarboxylic acid, 2- 6-(b|s(2-(Sacetonx )methoxy)-2-oxoethyl) amino)-5-(2-(2-
(bis(2-((acetyloxy)methoxy)-2-oxoethyl)amino)-5-methylphenoxy)ethoxy)-2-
benzofuranyl)-, écetyloxy methyl ester

H:R Hisztamin H;-receptor

HB Hemolizalt teljes vér (Hemolyzed Blood)

HETO0016 N-hydroxy-N'-(4-n-butyl-2-methylphenyl)Formamidine

H%b Hemoglobin

HO-1/-2 Haem-oxigenaz enzim-1/-2

hRBC Hemolizalt vorosvértest koncentratum (hemolysed Red Blood Cell Concentrate)

IBTX Iberiotoxin ) )

IKca Kézepes konduktanciaja Ca®*-aktivalta kalium csatorna (intermediate conductance Ca?'-
activated potassium channel)

INDO Indomethacin

[K] Kalium-ion koncentréacid

Katp ATP-fiiggo kalium csatorna

Keca Ca’*-aktivalt kalium csatorna

v Fesziiltség-fiiggd K'-csatorna

KMUP-1 7-[2-[4-(2-Chlorophenyl)piperazin-1-yl]ethyl]-1,3-dimethylpurine-2,6-dione

L-Arg L-Arginin

L-NAME No-nitro-L-arginin-metil-észter

MCA Avrteria cerebri media

MLCK Miozin konnyl-lanc kinaz

NO Nitrogén-monoxid

OoDQ 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one

ozagrel (2E)-3-[4-(1H-imidazol-1-yImethyl)phenyl]acrylic acid

PB Foszfat-puffer séoldat (Phosphate-buffered saline)

PD Passziv diameter

[PD%] Normalizalt ératméré a passziv atméré szazalékaban

PLTc Intakt thrombocyta (platelet) koncentratum

PLTs Dekompartmentalizalt thrombocyta (platelet) szuszpenzio

PTA Percutan transluminalis (ballon) angioplasztika

S1P Szfingozin-1-foszfat

SAV Subarachnoidealis vérzés

sGC Szolubilis guanilat-cikldz enzim

SKeca Alacsony konduktanciaji Ca**-aktivalta kalium csatorna (small conductance Ca**-activated
potassium channel)

SPPO Stabil plazma protein oldat ) )

SQ22536 9-(Tetrahydro-2-furanyl)-9H-purin-6-amin

SQ29548 1S-[1a,2a(Z),3a,4a|J]]-7-[3-[[2-[(phenylamino)carbonyl]hydrazino]methyl]-?-oxabicyclo
2.2.1] hePt-Z-yI]-S- eptenoic acid

TEA etraethyl-ammonium klorid

TP-receptor Thromboxan-A,/prosztanoid receptor
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l. I. rész: A PERIVASCULARIS VER VASOMOTOR HATASA IZOLALT AGYI EREKEN

1.1 Bevezetés

Az agyi vérkeringés (cerebral blood flow; CBF) szabalyozasa kulcsfontossagii az agy komplex
miikodésének ellatasaban, ugy mint az agyszovet tapanyagellatasa, vér és interstitium kozotti optimalis gazesere,
valamint az intracranialis nyomas és térfogat allandé szinten tartasa [1]. A fenti folyamatok, igy az agyi vérkeringés
bonyolult, interdependens és heterogén szabalyozas alatt all: az agyi autoregulaciot biztositd ér- és biomechanikai
szabalyozas [1, 2], kémiai (respiratorikus komponensii) szabalyozas [3, 4], neurogén szabalyozas [3, 5],
metabolikus szabalyozas [3, 6-9], microvascularis kommunikacio [9-15], valamint a neurovascularis csatolas
(neurovascular coupling) [5, 16, 17].

Az agy vérellatasat anatomiai szempontbol egyrészt az agytorzset ellatdé vertebro-basilaris rendszer,
masrészt dontoen a cerebrum vérellatasaért felels a. carotis interna agrendszere biztositja [18]. Ezen két artérias
rendszer az agyalapon elhelyezkedd circulus arteriosus Willisi-n keresztiill kommunikal, kiemelt jelentdséget
tulajdonitva ezzel a patoldgias vérdramlasi koriilmények esetén, lehetdséget teremtve a véraramlds és az
intravascularis nyomaseloszlas kiegyenlitésére, ill. korrekcidjara. A cerebralis artériak a pia mater arteriolaira
oszlanak, majd az agyfelszinrél a penetralo arteriolak a Virchow-Robin [19, 20] téren athatolva intraparenchimalis
arteriolak halozatat alkotjak, melyek végiil kapillarisokka oszlanak, cerebrovascularis szegmenseket hozva 1étre. Itt
a kapillarisok 6-7 pum atméréjiek, egymastél 40 um tdvolsdgban elhelyezkedd, Osszességében ~ 650 km
hosszisagi halozatot alkotnak [21, 22]. A kapillaris halozat késobb, billentyti nélkiili, centralis/mély venulakba,
majd felszini corticalis vénakba torkollik, melyek az agyfelszinen végiil (traumas behatasra kiilondsen vulnerabilis)
sinusokat alkotnak, melyek a vena jugularisokba tovabbitjak a vért.

Az intracranialis vérzés hatasa az agyi erek vasomotor miikodésére

Intracranialis vérzések alatt a traumas, vagy nem traumas eredetli, koponyan beliili ér folytonossaganak
megszakadasaval jaré koérallapotokat értjiik [23]. A traumas intracranialis vérzések epiduralis, subduralis,
subarachnoidealis €s intracerebralis eredetiick lehetnek, az agyhartydkhoz és az agyhoz valo viszonyatol fiiggéen
[23]. A nem traumas intracranialis vérzések hatterében valamilyen cerebrovascularis rendellenesség all, mely
magaba foglalja az extracerebralis (subarachnoidealis vérzés) és intracerebralis, mas néven parenchymads vérzéseket
[24]. Fontos megemliteni, hogy a stroke a fejlett orszagokban a harmadik leggyakoribb halalok a cardiovascularis
¢és a daganatos betegségek utan, valamint a legfontosabb tényezdje a stlyos, élethosszig tartd fogyatékossagnak
[25]. Mindemellett, mig a nyugati tarsadalmakban a koponyasériilés kovetkeztében kialakulé mortalitas 20-25%,
addig Magyarorszagon eléri a 45%-0t [26]. Craniocerebralis traumak esetén kimagaslo a SAV incidenciaja [27-29],
egyben a SAV jelenléte noveli a morbiditast és mortalitast [28, 29], valamint az egyik legfontosabb prognosztikai
faktor [27, 30], kiemelve a SAV felismerésének és pontos kezelésének jelentoségét.

Klinikai és experimentalis kutatasok szerint haemorrhagias stroke [31] és craniocerebralis trauma [27-30]
talajan kialakuldé subarachnoidealis vérzés (SAV) az agyi autoregulaciot sulyosan karositja [32-34]. Szamos
irodalmi adat bizonyitja, hogy SAV fokozott vasoconstrictiot idéz eld, ezzel a kornyezé agyszovet vérellatasat
rontja, igy szekunder ischaemias agykarosodast eredményez [35-37]. Korabbi kutatasok alapjan az agyi erek vaso-
spasmusaban két fazis kiilonithet6 el: 1) korai (akut) vasospasmus az els6 48 oraban fejlodik ki, valamint a 2) késéi
tipusi vasospasmus 3-7 nappal késébb alakul ki [38]. SAV-t kovetd korai Szekunder ischaemias agykarosodas
részben a kiserek sériilésével és parenchymas arteriolas diszfunkcioval jar [39], melynek hatterében vasoconstrictio
és kovetkezményes csokkent agyi vérataramlas all, egyben meghatarozza a SAV sulyos kimenetelét [37, 38].

1.2. Hypothesisek és célkitiizések
A cerebrovascularis ellenallas (atmérd) kiemelten fontos a folyamatos vérellatas és perfizid biztositdsaban
[2, 31, 40]. A megndvekedett vascularis contractilitas hatterében endothel- és/vagy simaizom-diszfunkcio allhat
[41]. A SAV-indukalta vasoconstrictor valaszok hatterében szamos mechanizmust, ¢s a vér multifaktorialis jellegli
vasoconstrictor komponenseit emlitik [36, 41-67], azonban a perivascularis teljes hemolizalt vér vasomotor hatisa
nem kell6en tisztazott.
Mindezek miatt, kisérleteinkben feltételeztiik, hogy:
1) ahemolizalt vér és komponensel az agyi erek kulonbozo mértéki COHStI‘lCth_] at hozzak létre,
2.) ahemolizalt vér az agyi erek atmérojét a vascularis [Ca i emelése révén csokkenti,
3.) ezen vasoconstrictor hatasok 1étrejottében szamos Ca®*-jel feletti mechanizmusok aktivalodnak és
multifaktorialis eredetiiek.
Ezen hipotézisek tesztelésére célul tiiztiik ki, hogy izolalt agyi ereken:
1) Kkarakterizaljuk a vér vasoactiv komponenseit,
2.) ismert hatasmechanizmussal rendelkez6 farmakologiai gatloszerek alkalmazasaval tisztazzuk a
hattérben huz6do intracellularis vasoconstrictor mechanizmusokat.

1.3. Modszerek
1.3.1. Kisérleti allatok

Kisérleteinkben ~ 2 hdnapos (teststily: 250+£50 g) him Wistar patkdnyok agyabdl izolalt arteria basilaris
(BA) illetve arteria cerebri media (MCA) ereket vizsgaltunk. Az allatokat elkiilonitve tenyésztettik 12 oras



nappal/¢jszaka ciklussal, ahol ad libitum standard patkany tappal taplaltuk, valamint szabad hozzaférésiik volt a
vizhez. Az allatok tartdsa és a kiilonbozd kisérleti beavatkozasok elvégzése az alapvetd allatkisérletes etikai
normak szerint, a Pécsi Tudomanyegyetem Allatkisérleti Etikai Bizottsaganak Jovahagyasaval ¢s a Baranya
megyei Kormanthatal engedélyével (BA 02/2000-13/2008, BA 02/2000-12/2011) tortént, figyelembe véve a
hatalyos magyar Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanécs és EU Direktivakat (2010/63/EU), valamint az ARRIVE
iranyelvet.

1.3.2. Az agyi erek izoldlasa

Korabbi kozleményeink szerint [37, 68, 69], a patkanyokat éteres altatas utan decapitaltuk, majd tigyelve az
agyszovet épségére az agyat a koponyabdl kiemeltiikk, majd azt fiziologias kalciumos Krebs (Ca-Krebs) oldatba
helyeztiik. Ezt kovetden az agyat rogzitettiik egy szilikon aljzata Petri-csészében, és mikrosebészeti eszkozokkel az
agyi erekbol egy megfeleld hosszusagu szakaszt kipreparaltunk.

1.3.3.  Funkcionalis mérések a miograf kamraban

A Kkipreparalt agyi arteriadkat egy 5 ml térfogat, nyomas-aramlas tipusu izotonias miograf kamraba
helyeztilkk, melyben az erek mindkét végét kaniilaltuk, liveg mikropipettakra rogzitettiikk, és az oldalagakat
lekotottiik. Az {iveg mikropipették atmérdje egységes volt, ezaltal elkeriilve a kiilonb6z6 hidrodinamikai
rezisztenciabol addédo nyomasi és aramlasi diszturbancidkat. A miograf-kamraba helyezett érszakasz belso
atmerOJ ¢t video-mikroszkop segitségével, angiométerrel mértiik, mely kozvetleniil a miograf kamra folott talalhato,
¢és egy interfészen keresztiil szamltogephez csatlakozott. fgy az adatokat digitalis uton folyamatosan rogzitettiik. Az
ereket fiziologias Ca-Krebs oldatban, zér6 aramlas és 80 Hgmm intraluminalis nyomas jelenlétében, oxigenizalva
(21% Oy, 5 % CO,, 74% Ny) inkubaltuk egy Oran at a spontan myogen ténus kialakulasaig. Ekkor megmertuk az
erek basalis diaméterét (BD), melyre a vasomotor valaszokat a késdbbiekben normalizaltuk. Kisérleteink végén
kalcium-mentes Krebs-oldattal és 10 M-0s n1fed1p1n jelenlétében megmértiik az erek maximalis, passzw atmerOJet
(passziv diaméter; PD), melyre a késébbiekben szintén normalizaltuk az eredményeinket. Méréseink soran a BD és
PD kozott észlelt szignifikans kiilonbség jelezte a contractilis elemek épségét, és a funkcionalis érvalaszok
validitasat az adott kisérleti koriilmények kozott. Amennyiben az erek BD és PD értéke nem kiilonbozott
szignifikansan, valamint az erek vasomotor funkciojanak vizsgalatakor szignifikdns hatast nem észleltiink, ugy az
érszakaszt életképtelennek itéltiik és kisérletet nem végeztiink rajta. A kisérlet teljes idotartama alatt biztositottuk a
megfeleld hdmérsékletet (36,5-37 °C), oxigén- és ionkoncentraciot.

1.3.4. Vasoactiv hatoanyagok és blokkolok

Az erek vasomotor miikodését az adott kisérleti anyag kozvetlenil a miograf-kamraba torténd
injektalasaval vizsgaltuk: a simaizom- és endothelium-dependens, bifazisos (constrictio a simaizom P,y; receptoron
keresztiil, majd dilatatio az endothelialis P,y receptoron keresztiil) valaszt ad6 adenozin- trlfoszfattal (ATP) [70],
endothel- fuggo acetil-kolinnal (ACh), NO-donor nitroprusszid-natriummal (SNP), Ca®*-csatorna blokkold
nifedipinnel vagy nimodipinnel, ¢s CO,-vel (15% CO,, 21% O,, 64% N,) vizsgaltuk korabbi kozleményiinknek
megfelelden [37]. Ezaltal meggy6zddhettiink mind az endothelium, mind a simaizom funkciok allapotarol. A
receptor-independens vasomotor funkciot a korabban publikalt adatoknak megfeleléen KCI (10-60 mM) oldattal
ellendriztik [71].

a.) A hemolizalt vér és alkoté elemeinek elkészitése

A perivascularis vér hatasat 200 pl hemolizalt vér (hemolysed blood, HB) kamraba torténd juttatasaval
modelleztiik [37]. Az autolog vért heparinos kémcesébe (Vacutainer) gytjtottiik. A hemolizalt vért a heparinos teljes
vér desztillalt vizzel 1:4 aranyban torténd osmolysisével értiik el. A hemolizalt vér hatasat 5-10 percen keresztiil
regisztraltuk, majd a vér kimosasat megel6z6en ismételten megvizsgaltuk az ACh-ra, SNP-re, nifedipinre é¢s CO,-re
adott vasomotor valaszokat. A CO, vasomotor hatasat vékony leveg6zteté kaniilon keresztiil a giz direktben a
kamraba juttattatisaval modelleztiik CO,-t tartalmazo tartalybol (15% CO,, 21% O, 64% N,). A vér és
komponenseinek vizsgalatakor minden kisérlet végén 0jbol teszteltiik a fenti dilatatorok vasomotor hatésait.

Tovabbi, kiilonallo vizsgalat-sorozatban elemeztiik a hemolizalt-vorosvértest koncentratum (hemolysed red
blood cell conentrate; hRBC), vérplazma, szérum, ép thrombocyta-koncentratum (platelet concentrate; PLTc; 10
ul), osmolysissel dekompartmentalizalt thrombocyta-szuszpenziot (platelet suspension; PLTs; 100 ul), illetve
tisztitott hemoglobin (Hgb) hatasat az agyi ereken. A hemolizalt vorosvértest koncentratumot (100 pl) alvadasban
gatolt autolog vér 10 percig, 3000-es fordulatszamon torténd centrifugalasaval nyertiik, majd a vorosvértesteket
tartalmazo tiledék (20 pl) leszivasaval és ennek desztillalt vizzel 1:4 aranyban torténd osmolysisével készitettiik. A
veérplazmat (20 pl) heparinizalt autolog vér 10 percig, 3000-es fordulatszdmon torténd centrifugalasaval allitottuk
el6. A vérszérumot (20 ul) alvadasaban nem gatolt autolég vér 10 percig, 3000-es fordulatszdmon torténd
centrifugalasaval allitottuk el6. Az ép thrombocyta-koncentratumot (10 ul) EDTA-s vér 5 percig, 800-as fordulat-
szamon torténd centrifugalasaval nyertiink, majd a thrombocyta-dus feliiluszot tiz percig 2800-as fordulatszamon
centrifugaltuk, ezutan a thrombocyta iiledéket EDTA-s PBS-sel kimostuk. A dekompartmentalizalt thrombocyta-
szuszpenziot (100 pl) az izolalt iiledék (10 pl) desztillalt vizzel 1:9 ardnyban torténé osmolysisével allitottuk eld.

Vizsgaltuk a prosztanoidok szerepét a HB-indukalta vasoconstrictio klalakulasaban Igy a prosztanoidok
szintézisét a non-szelektiv COX inhibitor indometacinnal gatoltuk [72] (INDO; 5x10° M, 30 min; n=11), melyet
arachidonsav hozziadasaval teszteltiink [73, 74] (AA, 10° M, 15 min; n=11). A thromboxanok hatasat hemolizalt
veér hozzdadasat megelozoen a korabbi kisérleteinknél hasznalt TP- -receptor (TXA,/PGH,-receptor) antagonistaval
[1, 72] (SQ29548; 10 M; 20 min; n=7) blokkoltuk. Az SQ29548 karakterizalasahoz az ismert hatisu TP-receptor
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agonista, szintetikus PGH, analogot [74, 75] hasznaltuk BA ereken (U46619; 107 M, n=9). Az endothelialis NO
szintazt L-NAME-mel blokkoltuk [76] (10™* M; 20 min; n=5-11).

b.)  Vegyszerek és gatloanyagok

A Kkisérleti vegyszereket a Sigma Aldrich Kft-t6l (Budapest, Magyarorszag), valamint az SQ29548
HET0016 a Cayman Chemicals-tél rendeltiik (Cayman Europe, Tallinn, Estonia). A kalium-ion koncentraciot [K']
koncentracié meghatarozasat a Nova Biomedical pHOx plus vérgaz- “analizatorral végeztik (Nova Blomedlcal
Waltham, MA, USA) a 0., 5. és 10. percben.

1.3.5. Vascularis Ca*" mérése

Korabbi leirasnak megfeleléen [37], az intracellularis Ca®*-ion ([Ca®*];) koncentraciot raciometrikus (R)
Ca**-méréssel végeztik Fura2-AM fluorescens festéssel 340 nm és 380 nm hulldmhosszon [77, 78]. A kisérleti
méréseket a Debreceni Egyetem AOK, Kardiologiai Intézet, Klinikai Fiziologia Tanszeken végeztem. A mérés
soran a miograf-kamra fiziologias Krebs oldatat Fura2-AM (5 umol/L) fluorescens Ca** festékkel egészitettiik k1
BSA (bovine serum albumin; 1%) hozziadasaval a 60 perces inkubécios periodus alatt. Az intravascularis Ca®*
koncentraciét fluoreszcens mikroszkép segitségével, valamint a hozza kapcsolt interfészen keresztiil Incytelm2
mérdberendezeéssel (Intracellular Imaging Inc, Cincinnati, OH, USA) regisztraltuk, ¢s mértik a 340 ¢s 380 nm
valtakoz6 hulldmhosszon gerjesztett sorozatfelvételek alapJan (cutoff >510 nm). A sorozatfelvételeket 4
masodpercenként rogzitettiik, a kiértekelese utdlag tortént meg. Az érfali Ca’®* koncentraciokat a 340 és 380 nm-es
excitacio atlagolt jelintenzitds aranyabol (R) szamoltuk a teljes érfalszegmensen.

1.3.6. Statisztikai analizis

Az adatainkat kifejeztilk pm, valamint normalizalas esetén az alapatméré-valtozas [BD%] és passziv
atméro-valtozas [PD%] szazalékaban is. A tézisben bemutatott kisérletek eredményeit, valamint az azok kozott
1év6 statisztikai kiilonbségeket a normalitas-vizsgalatot kovetden egyutas-ANOVA (Holm-Sidak modszer), vagy
Student-féle t-teszttel igazoltuk. A statisztikai analizist SPSS 11.0 programmal végeztiik. Az eredmények kozotti
kiilonbségeket p<0,05 esetén fogadtuk el statisztikailag szignifikansnak.

1.4. Eredmények

1.4.1.1. Hemolizalt vér vasomotor hatasa izolalt agyi ereken
A hemolizalt vér hozzaadasa az alapatmérét szignifikans mértékben csokkentette BA és MCA ereken mig a
vér kimosasat kovetden az alapatmérd visszatért az eredeti értékre.

1.4.1.2. A hemolizalt vér vasomotor hatasa az agyi erek dilatator valaszaira

Az ACh a hemolizalt vér hozzaadasa eldtt szignifikans vasodilatatiot indukalt BA és MCA ereken, majd
hemolizalt vér hozzaadasakor, valamint a vér kimosasat kovetéen szignifikans dilatatio-csdkkenést észleltiink.

Az SNP a hemolizalt vér hozzaadasa el6tt szignifikans dilatatiot indukalt BA és MCA ereken, majd HB
hozzaadasakor, valamint a vér kimosasat kovetden szignifikans dilatatio-csokkenés volt megfigyelhetd.

Nifedipin a hemolizalt vér hozzaadasa el6tt szignifikans vasodilatatiot indukalt BA és MCA ereken,
azonban a vér hozzaadasakor, valamint a vér kimosasat kovetden szignifikans dilatatio-csokkenést nem észleltiink.

A CO; a hemolizalt vér hozzaadasa el6tt szignifikdns vasodilatatiot indukalt BA ereken, azonban vér
hozzaadasakor, valamint a vér kimosasat kdvetden szignifikans dilatatio-csokkenés nem volt megfigyelheto.

A CO, expozici6 a Krebs oldat pCO, értékét szignifikinsan novelte, mig a pH értékét szignifikans
mértékben csokkentette. A CO, az alapatmérdt szignifikans mértékben novelte, valamint a HB jelenlétében is
visszaallitotta az alapatmérot.

A nifedipin szignifikans dilatator hatdsa nem kiilonbozott a SAV therapidban alkalmazott, nagy
cerebrovascularis specificitasi nimodipin dilatator hatasatol.

1.4.1.3. Hemolizalt vér komponenseinek vasomotor hatisa BA ereken
A hemolizalt vér hozzdadasat kovetd 0. percben a Ca-Krebs oldat [K] koncentracioja 521gn1ﬁkans

s

c e

A szmtetlkus PGH, anal6g U46619 521gn1ﬁkans vasoconstrictiot okozott BA ereken, melyet a TP—receptor
(TXA,/PGH,-receptor) antagonista SQ29548 szignifikans mértékben gatolt.

Mind a HB, mind az SQ29548-cal inkubalt HB, mind az indometacinnal inkubalt HB azonos mérték,
szignifikans vasoconstrictiot okozott BA ereken.

Az arachidonsav hozzdadéasa bifazisos valaszt, els6ként szignifikins mértékii vasoconstrictiot, majd
jelentds, szignifikans dilatatidt okozott BA ereken. Az indometacin inkubaciot kovetéen mind a constrictio, mind a
dilatatio szignifikans mértékben lecsdkkent.

1.4.2.  Szérum vasomotor hatasa BA ereken

Autoldg szérum kamraba juttatasa szignifikans vasoconstrictiot hozott 1étre BA ereken, majd a szérum
kamrabdl torténd kimosasat kovetden szignifikans vasodilatatio volt észlelheto.

Az ACh, SNP ¢és nifedipin szignifikans mértékii vasodilatatiot okozott BA ereken. Mig szérum jelenlétében
szignifikans mértékben csokkent az ACh- és SNP-indukalta vasodilatatio, és a nifedipin-indukalta dilatatio nem

6



csOkkent, addig a szérum kimosasat kovetéen az ACh-indukalta dilatatio csokkent maradt, de sem az SNP, sem a
nifedipin esetében nem regisztraltunk dilatatio-csokkenést.

1.4.3. Hemolizalt vorosvértest koncentratum vasomotor hatasa BA ereken

Autoldog hemolizalt vorosvértest koncentratum (hRBC; hemolysed Red Blood Cell concentrate)
szignifikans vasoconstrictiot hozott létre BA ereken, majd a hRBC kamrabol torténd kimosasat kovetden
szignifikans vasodilatatio volt észlelheto.

Az ACh, SNP és nifedipin szignifikans mértékil vasodilatatiot okozott BA ereken. A hRBC jelenlétében,
valamint a kimosast kovetden szignifikans mértékben csokkent az ACh- és SNP-indukalta vasodilatatio, addig
nifedipin-indukalta dilatatio nem cs6kkent sem hRBC hozzaadasakor, sem a kimosast kovet6en.

1.4.4. Vérplazma vasomotor hatasa BA ereken

Autolog vérplazma (plazma) szignifikans constrictiot hozott 1étre BA ereken, majd a plazma kimosasat
kovetéen az alapatméro visszatért az eredeti értékre.

Az ACh, SNP ¢és nifedipin szignifikins mértékii vasodilatatiot okozott BA ereken. Mig a plazma
jelenlétében és kimosasat kovetdéen sem az ACh-, sem a nifedipin-indukalta vasodilatatio nem csékkent, addig az
SNP-indukalta vasodilatatio lecsokkent.

1.4.5. Thrombocytak vasomotor hatasa BA ereken
~ Mig a thrombocyta-koncentratum (PLTc) kamraba juttatasa szignifikans vasoconstrictiot nem hozott létre,
addig a thrombocyta-szuszpenzié (PLTS) szignitikans vasoconstrictiot, majd kimosast kovetéen dilatatiot okozott
BA ereken.

1.4.6. Hemoglobin vasomotor hatisa BA ereken

Tisztitott hemoglobin (Hgb) nem okozott vasoconstrictiot 10 — 10° M koncentracioban BA ereken,
valamint az alapatméré kimosast kovetéen sem valtozott. A HB- 1ndukalta szignifikans vasoconstrictio mértékétol
az L-NAME+HB indukalta vasoconstrictio szignifikdnsan nem kiilonbozatt.

1.4.7. [Ca?7; szerepe a HB-indukalta vasoconstrictio kialakulasiaban BA erekben

A perivascularis hemolizalt vér koncentracio- fuggoen szignifikans raciometrikus (R) Ca?'-jelintenzitas
novekedést okozott, jelezve ezzel az intravascularis [Ca”]; novekedést, majd a HB kimosasat kovetéen, a
funkcionalis vasodilatationak megfelelden, az R szignifikans mértékben lecsokkent.

1.4.8. A perivascularis vér és komponenseinek vasomotor hatasa BA ereken

A hemolizalt vér, a szérum, a hemolizalt vorosvértest koncentratum, a plazma, a thrombocyta-szuszpenzio
szignifikans vasoconstrictiot okozott BA ereken, mig sem a thrombocyta-koncentratum, sem a hemoglobin nem
okozott szignifikans vasoconstrictiot. A fenti eredményeket figyelembe véve, a vasoconstrictio mértékében
szignifikans kiilonbség mutatkozott a HB és szérum, majd a szérum és hRBC, majd a hRBC és plazma kozott. Mig
nem volt kiillénbség a plazma és PLTs kozott, addig kiilonbség volt észlelhetd a PLTs és PLTc kozotti
vasoconstrictio mértékében, valamint nem tapasztaltunk kiilonbséget a PLTc és Hgb kozott.

1.5. Osszegzés

1.5.1. A hemolizalt vér vasoconstrictiot okoz BA és MCA ereken

Kisérleteinkben a spontan myogen toénus [1, 2, 79, 80] (alapatmérd vs. passziv atmérd) kialakulasat
figyelhettilk meg mind a BA, mind az MCA esetén, igy pre-constrictor vegyiiletek nem befolyasoltak a cellularis
vasomotor mechanizmusokat. A fentiek jelzik, hogy kisérleteinket az erek vasomotor kapacitasanak optimumaban
végeztilk. Adataink mutatjak, hogy a HB szignifikdns és jelentds vasoconstrictor tulajdonsaggal bir BA és MCA
esetén. Erdekes, és klinikailag fontos, hogy a HB kimosasat kdvetden az alapatmérdk elérték a kiindulasi értékeket.
Fontos megjegyezni, hogy a kisebb agyi erek (MCA) is hasonld constrictioval valaszoltak HB jelenlétében.
Valoszintsithetd, hogy a még kisebb agyi ereket is karositja a perivascularis vér, hiszen korabbi kutatasok
felvetették annak lehetOségét, hogy a pia mater arteriolainak myogen valaszai karosodtak a vér kimosasat kovetéen
is [54]. Mindazonaltal Gigy tiinik, hogy a HB-indukalt vasomotor valaszok hely- és lokalizacio-fiiggdek.

1.5.2. A HB-indukalta vasoconstrictio helyreallitisanak lehetséges mechanizmusai

Erdekes, hogy a szakirodalmi attekintés soran, a régdta ismert, agyi erekre specifikus vasodilatator hatasu
CO; hatasmechanizmusaval kapcsolatban maig nincs egységes allaspont. A CO, vasomotor hatasa nagyban fiigg a
kisérleti feltételektol, igy a CO,-indukélta vasodilatatio és/vagy a CO, szint csokkenésével 0sszefiiggo
vasoconstrictio. A CO, pH-fiiggé mechanizmusat szamos kutaté megerdsitette [81, 82], masok azonban ezt nem
igazoltak [83-85]. Sokan endothelium-fiiggd [81, 86], mig masok NO-fiiggd [82, 87] mechanizmusokat irtak le.
Szamos esetben az arachidonsav-szarmazékokat [86, 88], mas irodalmi adatok alapjan SKc,/IK¢, Csatornakat [86,
89], és a sejtmembran polarizacio valtozasat [90, 91] tették feleléssé a CO, vasomotor hatasaért. Mindezek alapjan
fontosnak tartottuk tisztazni a CO, vasomotor hatasat az agyi ereken, kiilonosképp HB jelenlétében, - az in vivo
esetben megtalalhato - kdrnyezo szovetek zavard hatasatol mentesen. Kisérleteinkben a 0., 5. és 10. percben mértiik
egyrészt a CO, vasomotor hatasat, masrészt a miograf-kamra oldatanak pCO, és pH értékét. Eredményeinkbdl
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kitinik, hogy a CO, az 5. perctdl szignifikans mértékben novelte a pCO, értékét, mely a pH szignifikans
csokkenésével jart. A CO, szignifikans vasodilatatiot idézett el6 az expozicioé 10. percében, valamint a megel6z0,
HB-indukalta vasoconstrictiot szignifikdns mértékben dilatalta, ezzel visszaallitva az alapatmérét. Masrészt Ggy
tlnik, hogy a CO, vasodilatator hatasa kelléen erételjes ahhoz, hogy ellensulyozza mindazokat a perivascularis
vérben talalhaté vasoconstrictor molekulakat, melyek felel6s lehetnek a kritikus vasospasmus kialakitasaért.
Mindezek alapjan fontosnak tartjuk, hogy a jelentds vasodilatator hatasu perivascularis CO, lokalis emelésének
lehetséges alternativai tovabbi kutatasok alapjat képezze.

Szamos klinikai vizsgalat bizonyitotta a SAV therapiaban hasznalatos, nagy cerebrovascularis specificitast
nimodipin dilatator hatasat [92-96]. A Korabbi kisérleteinkben hasznalt [37, 68] a szintén Ca®*-csatorna blokkolo
nifedipin vasodilatator hatasa nem kiilonb6zott a szakirodalombol ismert nimodipin dilatator hatasaval. A
nifedipin-indukalta vasodilatatio a kontroll, a HB jelenlétében, majd a kimosast kovetden is szignifikans mértéki
maradt, valamint nem volt kulonbseg a kontroll a HB, vagy a kimosast koveto dilatatio mértékében sem BA, sem
MCA esetében. Ebb3l adodéan a Ca>*-csatorna blokkolé nifedipin jelentds és szignifikans mértékben dllatalja az
agyi ereket, endothelidlis és simaizom fiiggd mechanizmusok karosoddsa esetén is, valamint megbizhatéan
helyrealhtja az alapatmérét a HB-indukalta vasoconstrictio esetén is, igy a Ca®*-csatorna blokkoloknak fontos
szerepe lehet a SAV-indukalta vasospasmus kivédésében és helyrealhtasaban

Korabbi tanulmanyok beszamoltak a SAV soran kiszabadult vér perivascularis térbol torténd
eltavolitasanak jelentéségérdl [97, 98]. Kutatasaink soran a HB kimosasaval az alapatmér6 visszatért az eredeti
értékre mind BA, mind MCA esetében, jelezve a perivascularis vér evacuatiojanak kiemelt fontossagat. Az
alapatméré visszatérése ellenére azonban a perivascularis HB mind az endothelialis, mind a simaizomfiiggd
mechanizmusokat karositotta BA és MCA esetén. Az altalunk leirt endothel diszfunkciét masok is igazoltak [99],
ahol az endothel karosodast kévetben, ~3 hétig fennalldé endothel diszfunkcié soran mind az ATP-, mind az ACh-
indukalta vasodilatatio karosodik [64], mig masok szerint az endothelium-dependens relaxacio valtozatlan marad
[50, 100]. A fenti ellentmondasokat Nystoriak és mtsai az ératmérd kiilonbsegb6l adodo eltérésekkel magyarazta
[54]. Fenti kisérleteinkkel igazoltuk, hogy a hemolizalt vér-indukalta vasoconstrictio soran karosodik az endothel-
és simaizom-fiigg6, NO-medialta vasodilatatio, melyet masok is megerdsitettek [36, 44, 101 -103].

A felfedezés, hogy a HB-indukalta vasoconstrictio ellensulyozhato egyrészt Ca”*-csatorna blokkolokkal
lokalis CO,-szint emelesevel vagy a vér kimosasdval, megerdsitette azt az elképzelést, hogy a vascularis Ca’*-szint
valtozésa, — és nem a Ca ¢ érz¢kenysége — allhat a HB-indukalta constrictio hattérében. Feltételezziik, hogy
kisérleti eredményeink klinikai jellegii extrapolalasaval 0ij therapias lehetdségek nyilnak a SAV kezelésében.

1.5.3. A perivascularis vér és komponensei altal indukalt vasoconstrictio feltételezett mechanizmusai

Mint korabban emlitettiik, szamos irodalmi adat igazolja a vér multifaktorialis jellegii vasoconstrictor
komponenseit [36, 41-67], igy a késobbi kutatasoknak kell majd tisztaznia a hattérben huzodo komplex
vasoconstrictor mechanizmusokat.

A szérum és az aktivalt koaguléciés kaszkad szamos vasoactiv eicosanoid [47] és prosztanoid [48, 104]
derivatumot tartalmazhat. Figyelembe véve azonban kisérleti eredményeinket, sSem a non-szelektiv COX gatlo
indometacin, sem a TXA,/PGH, receptor blokkol6 SQ29548 nem gatolta szignifikins mértékben a HB-indukalta
vasoconstrictiét. Ugy tiinik, hogy a. basilaris esetén a HB-indukalta vasoconstrictio sordn sem az arachidonsav
szarmazékok, sem a TXAZ/PGHZ receptorok nem jatszanak jelentés szerepet, hasonléan Ansar éS Toshima
munkacsoportjainak eredményeihez [56, 58]. A szérum tovabba tartalmazhat egyéb, CYP450 eredetti 20-HETE-t
[46, 47], alacsony molekulasulyt peptideket (pl. endothelin-1 [9, 61, 105, 106]), vagy thrombint [41, 50, 60, 62,
107], melynek szintén jelentds szerepe lehet a kialakult vasoconstrictioban. Az indometacin COX-gatlo hatasat
arachidonsavval (AA) teszteltiik. AA hozzdadasa kezdetben vasoconstrictiot, majd vasodilatatiot idézett elo,
melynek hatterében feltehetden kezdeti vasoconstrictor, majd vasodilatator hatast prosztaglandinok szintézise all.
Indometacin inkubaciot kovetden az AA altal indukalt bifazisos vasomotor hatas szignifikans mértékben csékkent,
ezzel igazolva az indometacin COX-gatl6 hatasat.

Az inaktiv koagulacios faktorokkal keringd vérplazmanak szignifikansan kisebb vasomotor hatasa van a
szérumnal, de funkcionalis eredményeinknek megfeleloen a benne talalhatd fibrinogén [63, 65, 108] és plazma
proteinek [51, 53] felelhetnek a kialakult vasoconstrictioért.

A hemolizalt vorosvértest-koncentratum azonban szignifikans vasoconstrictiot okozott, amit részben a
hemoglobin és bilirubin oxidaciés végtermékek [42] endotheliumbol felszabadulo NO megkotesevel [42, 44]
magyaraznak, masrészt a constrictio hatterében a felszabaduld és megemelkedett [K'] szint [36, 45, 54] allhat.
Kisérleteinkben a [K'] szignifikdns mértékben megemelkedett HB jelenlétében, valamint a KCl 521gn1ﬁkans
vasoconstrictiot hozott 1étre. Tovabba, hemolysis soran mind vordsvértest-koncentratumbol, mind a teljes veérbol
[K™] szabadulhat fel, mely alapjan feltételezziik a [K™] szint jelentds szerepét a perlvascularls vér-indukalta
vasoconstrictio kialakulasaban.

Erdekes, hogy korabban masok, a hemoglobin és metabolitjai, a bilirubin oxidaciés termékei (BOX)
[42, 44, 54, 109, 110] vasoconstrictor hatasat leirtak, azonban kisérleteinkben a hemoglobin-indukalta
vasoconstrictiot a. basilaris ereken igazolni nem tudtuk. Mindezek alapjan valdsziniisithetd, hogy a hemoglobin a
HB-indukalta vasoconstrictioban szignifikans mértékben nem vesz részt. Kisérleteink mindezt alatamasztjak,
hiszen az eNOS megel6z6 blokkolasa (L-NAME) — mely feltételezetten a Hgb-NO interakcid révén a f6 constrictor
mechanizmus — esetén is a HB hozzdad4sakor szignifikdns vasoconstrictiot észleltiink.

Erdekes, hogy mig a thrombocyta-koncentratum nem okozott szignifikans vasoconstrictiot, addig osmo-
lysissel dekompartmentalizalt thrombocytak jelentés vasoconstrictiot alakitottak ki, feltehetéen a nagy koncent-
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racioban felszabaduld thrombocyta eredetii vasoactiv anyagok révén. Ugyan irodalmi adatok megemlitik a TXA,
agyi keringésben [49, 111] és SAV-ban betoltott szerepét [57], azt a hemolizalt vér esetében, a TP-receptorok gat-
lasakor nem tudtuk igazolni, hasonléan masokhoz [56, 58, 112]. A latszdlagos ellentét feloldhato, hiszen a multi-
faktorialis, vér-indukalta vasoconstrictioban a TXA; szerepe eltorpiilhet és/vagy abban valoban nem TXA, szabadul
fel (szignifikans kiilonbség a HB és PLTs-indukalta vasoconstrictio kozott), valamint a thrombocytak dekompart-
mentalizacidjaval izolaltan nagy koncentracidoban felszabadulo egyéb thrombocyta-eredetii vasoactiv anyagok
(szerotonin [46], hisztamin [55, 98], szfingozin-1-foszfat [59, 113-115]) jelent6s constrictiot hozhatnak 1étre.

A HB-indukalta, NO-medialta, endothelium-, és 51malzomfuggo mechanizmusok gatlasa és karosodasa
(ACh, SNP) alapjan feltetelezhetjuk hogy HB Jelenleteben a magas [K'] szint direkten befolyasolja a simaizom
miikddéset, depolarizaciot [83] és kovetkezményes Ca®* felszabadulast hoz létre, a perlvascularls KCl-hez hasonld
mértékben. Dreier és munkacsoportja altal leirt CSD [116] hatterében a SAV soran felszabaduld megannyi
vasomotor hatdsti molekula részt vehet, ide értve az [K'] emelkedést, az oxyhemoglobint, az NO csokkent biologiai
hozzaférhetoségét, a fokozott glutamat -szintet, és az ET-1 fokozott expressziojat is [117, 118]. Mindezek
hatterében a SAV-t kdvetd nagy arteriak vasospasmusa, majd a spasmus korai fazisaban a pia mater Kis arteriainak
kompenzatorikus vasodilatatioja allhat (corticalis terjedé hyperaemia; Cortical Spreading Hyperemia, CSH). A
vasospasmus csucspontjaban pedig a CSD a fenti vasoconstrictorok részvételével alakul ki, mely a regionalis CBF
csokkenésével jar, majd kialakitva a kovetkezményes CSI-t (corticalis terjedd ischaemia; Cortical Spreading
Ischemia) és késoi tipusu vasospasmust [41]. (1. abra).

1.5.4. A hemolizalt vér és alkotérészeinek szerepe az agonista-indukalt vasodilatatioban

Korabbi tanulmanyok leirtdk, hogy az endothelium-eredetli faktorok kiemelten fontosak a
cerebrovascularis vasomotor szabélyozasban [2, 119, 120]. Irodalmi adatokbol tudjuk, hogy az oxyhemoglobin
vasoconstrictiot 0koz agyi ereken, amit a kordbban ismertetett, NO megkdtésével magyaraznak [42, 44]. Masrészt a
hemoglobin a proteln tirozin kiniz mechanizmus révén a fesziiltségfiiged K* csatorndk (K,1,5) [54]
internalisatidjaval és kovetkezményes inaktivalasaval képes direktben a simaizomsejtekre hatni, vasoconstrictiot
eléidézve. Tovabba leirtak kutya SAV modellekben a K, 2,2 csatornak expressziojanak csokkenését is [121].

HB jelenlétében az ACh- és SNP-indukalta vasodilatator mechanizmusok szignifikdnsan csokkentek,
melyet masok is megerdsitettek [64], majd a HB kimosasat kovetden is csokkent maradt. Mindez azt sugallja, hogy
korabbi kutatasokkal 6sszhangban [36, 44, 101-103], a HB karositja mind az endothelialis, mind a simaizomfiiggo,
NO-medialta vasodilatatiés mechanizmusokat, mely a kimosast kovetden is karosodott maradt. Mindezek alapjan,
SAYV soran endothel karosodas alakul ki, mely masok altal is leirt endothel diszfunkciédt, majd degeneraciot idéz el
[99]. A fenti eredmények alapjan elmondhato hogy bar a HB-indukalta vasoconstrictio kimoséssal megszuntetheto
a hattérben hizodé fontos vasomotor mechanizmusok sulyosan karosodnak. Tovabb4, kisérleteinkben sem a Ca**-
csatorna blokkolo nifedipin, sem a CO,-indukalta vasodilatatio nem karosodott a HB jelenlétében, és a kimosast
kovetéen sem, melynek jelentés klinikai vonatkozasai vannak. Tekintettel arra, hogy a CO, vasodilatator hatasa
Osszemérhet6 a Ca” -csatorna blokkolé nifedipin hatékonysagaval mind kontroll, mind HB jelenlétében és kimosast
kovetden, ezért a CO, hatasmechanizmusaval kapcsolatban igazolodni latszik a karosodott endothel- és
51malzomfuggo mechamzmusok ellenére fennallo, szignifikans dilatator hatas, melynek hatterében feltehetéen
hyperpolarisatio [86, 89] és Ca®*-antagonista hatas all [90, 91].

Szérum esetében az endothel-fliggd dilatator mechanizmusok szintén karosodtak mind a szérum
jelenlétében, mind a kimosast kovetden. Erdekes, hogy mig szérum jelenlétében a simaizomfiiggdé dilatator
mechanizmusok karosodtak, addig szérum kimosasat kovetden nem észleltiink szignifikans dilatator-csokkenést.
Mindez felveti annak lehetdségét, hogy a szérumban talalhato elhiz6dé hatasu vasoconstrictor agensek dontden
endotheliumhoz asszocialtak, mig a simaizom dependens dilatator-csokkenés csak tranziens gatlas kovetkezménye.
A nifedipin dilatator hatasaban nem tapasztaltunk csokkenést sem a szérum jelenlétében, sem kimosast kovetden,
egyben szignifikans dilatatiot észleltiink az expozicid elétt, kozben és kimosast kdvetden is.

A hRBC jelenlétében a vasodilatatio szignifikdns mértékben lecsokkent mind az endothel, mind a
simaizom-fiiggé mechanizmusok karosodasa miatt, mely a hRBC kimosasat kovetéen is karosodott maradt. A
hRBC vasoconstrictor mechanizmusénak hatterében feltehetoleg bilirubin oxidacids termékek [42] felszabadulasa,
valamint sajat kisérleti eredményeink és masok 4ltal leirt K*-szint emelkedes [36 45, 54] allhat (lasd: 1.5.3 rész),
mely feleldssé tehetd a kialakult vasodilatatio elhuzodo gatlasaért. A Ca’ *_csatorna blokkolo dilatator hatasa
tovabbra is szignifikans mértékii volt, és abban csokkenést nem tapasztaltunk sem a hRBC hozzaadasakor, sem a
kimosast kovetden.
simaizomfliggd ‘mechanizmusok karosodtak, melyek a kimosast kovetden is fennalltak A plazma dilatator-hatast
csOkkentd komponensei korabbi kutatasok szerint a fibrinogén [63, 65, 108] és egyéb plazma proteinek [51, 53]
lehetnek. Mindez azzal magyarazhatd, hogy a nagy molekulasulyuk miatt az extravascularis tér fell adva,
primeren a simaizomszévet dilatator mechanizmusait karosnottak A nifedipin dilatator hatdsa itt sem valtozott a

A fentiek szerint, mig az endothelium és simaizomfliggd dilatator mechanizmusok karosodtak, addig a CO
¢s Ca”-csatorna blokkolo nifedipin okozta dilatator hatas csokkenését nem tapasztaltuk sem a HB és
komponenseinek expozicidjakor, sem a kimosast kovetden. Mindezek alapjan elmondhato, hogy a vér és
komponensei altal indukalt vasospasmus az endothel- és simaizom-dependens dilatator folyamatok gatlasa ellenére
CO,-vel, Ca**-csatorna blokkolokkal és kimosassal ellenstilyozhat6, egyben az alapatmérdt visszaallitva fontos
theraplas konzekvenciai lehetnek (lasd 1.5.2. rész) tovabbi kutatasok alapjat képezve.
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1. dbra. A perivascularis vér és komponenseinek feltételezett vasomotor hatdsa agyi
ereken (fekete nyilak), fenti mechanizmusok experimentdlis vizsgdlatdra alkalmas
hatéanyagok (piros nyilak), valamint a perivascularis vér és komponensei dltal
indukdlt vasoconstrictio lehetséges therapids tamaddspontjai (kék nyilak).

A magyardzatot lasd a megeldzé szévegben (1.1.2.2, 1.1.2.3, 1.1.2.4. és L5. rész). Az abran felhasznalt
roviditések: + aktival; - gatol; E: endothelium; SMC: vascularis simaizomsejt; L-Arg: L-Arginin; NO:
nitrogén oxid;, sGC: szolubilis guanilat-ciklaz, c¢GMP: ciklikus guanozin monofoszfat; PKG:
proteinkindz-G;  MLCK: myosin  kénnyii-lanc  kindaz; COX-1: ciklooxigendz-1; PGI,/PGE;:
Prosztaglandinl/E,; AC: adenildt cikiaz; cAMP: ciklikus adenozin monofoszfat;, PKA: proteinkindz-A;
PIP,: foszfatidil-inozitol-bifoszfat; PLC: foszfolipaz-C; 1Ps: inozitol trifoszfat; ER: endoplasmas
reticulum; CaM: calmodulin; Ca-CaM: Ca?*-calmodulin komplex; ET,: endothelin-A receptor; BQ-485:
enothelin-A receptor antagonista; HiR: hisztamin H; receptor; HIS: hisztamin; PAR;: protedz aktivalt
receptor-1; PAR;-AP: PAR; aktivdlé peptid; E5555: PAR; antagonista; TP-R: TXA,/PGH, receptor;
SQ29548: TP-R antagonista; ozagrel: TXA, szintézis-gatlé; PLTs: dekompartmentalizalt thrombocyta-
szuszpenzio; BKca: nagy konduktanciaji, Ca®*-aktivalta K*-csatorna; KMUP-1: nonszelektiv BKca
csatorna gatlé; Kv: fesziiltség-fiiggd K - csatorna; 4-AP: 4-aminopiridin, Kv csatorna blokkols, Hgb:
hemoglobin; Tyr-kindz: tirozin-kindz;, ROS: reaktiv oxigén szdrmazékok; BOX: bilirubin oxiddcios
produktum; CO: szénmonoxid; HO-1/-2: haem oxigendz-1/-2; Bv: biliverdin, BvR: biliverdin reduktdz;
Bi: bilirubin; SER: szerotonin; 5HTg: szerotonin 5HTg receptor; INDO: indomethacin, nonszelektiv
COX inhibitor; HET0016: CYP450 w-hidroxilaz inhibitor, 20-HETE: 20-hidroxi-eicosatetraénsav, PTA:
percutan transluminalis angioplasztika; CO,: széndioxid; CGRP: calcitonin gene-related peptide; L-
NAME: Nw-nitro-L-arginin-metil-észter, S1P: szfingozin-1-foszfat.

Nem jelolt utvonalak: PAR; receptor és az SIP Gj medialta utvonalon csékkenti az AC aktivitasat, ezzel
indirekt vasoconstrictiét idézve eld.
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1.5.5. A hemolizalt vér noveli a vascularis [Ca®']; szintet

A HB koncentracm -fliggben (Iépcsdzetesen 20 pl-ként 0 es 200 ul koz6tt), szignifikans mértekben novelte
a raciometrikus (R) Ca®*-jelet, jelezve az intravascularis [Ca®*]; szint novekedését. Eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy a HB szignifikans vasoconstrictiot okoz BA ereken, ezért feltételeztiik, hogy a proximalis
jelatviteli folyamatoktol fiiggetleniil, a HB a vasoconstrictiot lCa ") szint novelésén keresztiil alakltja ki. Erdekes,
hogy a HB kimosasa sz1gn1ﬁkansan csokkentette a [Ca”]; szintet, elérve a kontroll alapatmérd értéket,
Eredményeink a parhuzamos atmerd- és Ca®*-szint valtozasok alapjan alatamaszt]ak hogy az a%yl ereken a HB
altal eléidézett veégso 521gnaltranszduk01os mechanizmus a simaizom [Ca®']; szint — és nem a Ca -erzekenyseg -
emelkedése. Eredményeinket Nystoriak és Koide munkacsoportjal igazoltak [54, 122], mig Sasaki és mtsai Szerint
a SAV-indukalta vasoconstrictio hatterében a Ca®*-érzékenység fokozodasa, valamint a feed-back mechanizmusok

“ ey

1.5.6. Kilinikai jelentdség

A cerebrovascularis véraramlas modositasara és fokozasara alkalmas gyodgyszer kutatdsa maig nagy
kihivast jelent az orvostudomany szamara, kiilonosképp a karosodott CBF patofiziologias koriilmények kozott,
mint haemorrhagias stroke [32, 123] és traumas agykarosodas [27-30, 34] esetén. Ezekben az allapotokban a
cerebrovascularis ellenallas jelentésen megnd, csokkentve ezaltal a regionalis agyi véraramlast és karositva a
parenchymas artérias funkciokat [34, 39]. Mindezek alapjan hissziik, hogy kisérleti eredményeink klinikai jellegi
extrapolalasaval 0j therapias lehetdségek alapjaul szolgalhatnak majd a subarachnoidealis vérzés és a traumas
agyseriilés kezelésében, lehetdséget teremtve a karosodott cerebrovascularis véraramlas optimalizalasaban.

Osszegzésként elmondhato, hogy a perivascularis hemolizalt vér (traumas agykarosodas €s egy€b szoveti
faktoroktol mentesen) s21gn1ﬁkans vasoconstrictiét okozott a kiillonb6zo atmerOJu agyi ereken, a vascularis
simaizomsejtek [Ca®*]; szint emelése révén, amely ellenstlyozhaté volt lokalis Ca**-csatorna blokkoldval, CO,
szint novelésével, illetve a vér kimosasaval.

1.6. Uj eredmények osszefoglalisa

Kutatasaink alapjan a fobb eredményeink és megallapitasaink a kovetkezok:

1. A perivascularis hemolizalt vér szignifikans és funkcionalisan szamottevé vasoconstrictiot okozott
mind az arteria basilarison, mind az arteria cerebri median.

2. A fenti funkcionalis mérések korreldlnak és megegyeznek a vascularis Ca* Jehntenznas valtozéasaval.

3. A vér és komponenseinek vasoconstrictor hatasa antagomzalhato volt Ca®*-csatorna blokkol6
nifedipinnel, CO, szint lokalis emelésével, valamint a vér kimosasaval.

4. A perivascularis hemolizalt teljes vér és komponensei sulyosan karositottak az NO-medialt endothel-,
és simaizomfiiggé dilatator mechanizmusokat agyi ereken, mely a vér kimosasat koveten is
karosodott maradt.

5. A perivascularis hemolizalt teljes vérnek, a szérumnak, a hemolizalt vorosvértest-koncentratumnak, a
plazmanak és a dekompartmentalizalt thrombocytaknak jelent6s szerepilkk van a kialakult
vasoconstrictioban.

1. I1. rész: ANEBIVOLOL VASOMOTOR HATASA IZOLALT AGYI| EREKEN

11.1.  Bevezetés

Irodalmi adatok bizonyitjak, hogy szamos cerebralis korfolyamat és betegség (hypertensiv encephalopathia,
vascularis kognitiv karosodas [VCI; vascular cognitive impairment], Alzheimer-betegség, Pre/ecclampsia,
ischaemias- és haemorrhagias stroke) hatterében a karosodott agyi keringés és mikrocirkulacios zavar all [2].
Emiatt tobb experimentalis és klinikai kutatas tlizte ki célul az agyi vérataramlds és vérkeringés fokozasaval
és/vagy helyreallitasaval kapcsolatos gyogyszerkisérletek elvégzését [124]. Tovabba feltételezték, hogy fontos
szerepet tolt be a szamos szovettipusban megtalalhatd, vasodilatator hatast nitrogén monoxid (NO) [125] az agyi
erek vasomotor miikodésében [126], ezaltal az agyi véraramlas szabalyozasaban [127] is. Irodalmi adatok
igazoljak, hogy az NO-medialt jelatviteli folyamatok karosodasa kiilonds szereppel bir egyes cerebrovascularis
korfolyamatok kialakulasaban, ezért szamos kutatds fokuszalt az NO jelatviteli folyamatok helyreallitasara és
megorzésére [128, 129].

A mult szazad utols6 harmadaban a cardiovascularis betegségek gyogyszeres kezelésében vezetd helyre
keriiltek a beta-adrenerg receptor blokkolok (B-blokkolok), melyeket elsédlegesen a szivelégtelenség és
hypertonia kezelésében alkalmaztak [130]. Napjainkban tovabbra is elsoként valasztando szerként emlitik a
hypertonia monotherapiajaban (I1/B evidencia-ESH/ESC 2013) [131], hypertonia és chronicus obstruktiv 1éguti
betegség (COPD) esetén (ESH/NEWS-N51 1IB) [132-134], kettés kombinalt therapidban hypertonia és
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szivelégtelenség esetén (I/A evidencia-ESH/ESC 2013) [134], harmas kombinalt therapiaban ischaemias
szivbetegség [135], szivelégtelenség [136], vagy tachycardia [137] esetén (I/A evidencia-ESH/ESC 2013) [134]. A
B-blokkoldk generacidi kozott szamos alapveto kiilonbség van, ide értve a Pi-szelektivitast, a membranstabilizald
hatast, az intrinsic sympaticomimeticus aktivitast (ISA) és vasodilatator hatast [130].

A nebivolol egy hosszu hatasu, 3. generacios Pi-receptor blokkold [138, 139], mely a d- és I-nebivolol
[140] enantiomerek keveréke, valamint nagy szelektivitasti a B;-adrenoceptorra [139, 141, 142]. Tekintettel a
magas maradékcsucshatasra (90%), elegendé a napi egyszeri hasznalata, illetve felfliggesztése nem jar a P-
blokkolokra jellemz6 rebound effektussal [130]. A nebivolol hatékonyan csokkenti mind a periférias, mind a
centralis vérnyomast, mely utobbi pozitiv hatas kiemelkedik mas B-blokkolokkal 6sszehasonlitva [132], valamint
atenolollal 6sszehasonlitva a nebivolol szignifikansan jobban csokkentette az aorta pulzusnyomast [143].

Klinikai kutatasok alapjan a nebivolol kiilonésen elényds szivelégtelenségben, hiszen csokkenti a
szivfrekvenciat, csokkenti a pre- és afterloadot, a bal kamrai végdiasztolés nyomast, és ndveli a ver6térfogatot
[130]. Az ENECA vizsgalat szerint 65 évnél idGsebb, szivelégtelenségben szenveddk esetében javult a bal kamrai
ejekcios frakcio és az életminéség a kontrollhoz képest [144]. A SENIORS tanulmanyban a 70 évnél iddsebb,
szivelégtelenségben szenvedok (<35% EF) esetében 38%-kal csokkent az 6sszmortalitas [145].

Korabbi vizsgalatok szerint a nebivolol elényés metabolikus profillal rendelkezik, hiszen nem modositja
negativan sem a szénhidrat-, sem a lipidanyagcserét [146-148]. Nebivolol alkalmazasa nem okozott
testtomegndvekedést, valamint nem novelte az Gjonnan kialakuld diabetes gyakorisagat [145]. Celik és mtsai
szerint a nebivolol fokozta az inzulin-szenzitivitast és csokkentette az inzulinrezisztenciat [149], egyben masok is
igazoltak, hogy az inzulin-szenzitivitds nem csokkent [148, 150, 151]. Celik és Lacourciere munkacsoportjai
nebivolol alkalmazasa soran csdkkent LDL- és Osszkoleszterin-szintet mértek [149, 152], valamint Makolkin és
mtsai a szérum-trigliceridszint csokkenésérdl szamoltak be [153].

COPD-ben szenvedd betegek esetében a B-blokkolok hasznalata sokaig kontraindikalt volt, azonban a
nebivolol megjelenésével mara egyéb indikacié parhuzamos fennallasa esetén alkalmazhatova valt (ESH/NEWS-
N51 1IB) [134]. Szamos tanulmany igazolja a nebivolol biztonsagos felhasznalasat COPD-s betegek esetén [154,
155], mivel nem rontja a léguti aramlas paramétereit [156, 157], és csokkentette a mortalitdst [158]. In vitro
kisérletek [159] és klinikai tanulmanyok szerint a nebivolol csokkenti az oxidativ stressz mértékét, és az oldhaté P-
ben kialakul6 1éguti gyulladasos folyamatok gatlasaban, igy az exacerbatiok kockazatanak csskkentésében [134].

A nebivolol alkalmazasa nem okozott erectilis diszfunkciot, egyben a szexualis aktivitas fokozodasat
irtak le mas B-blokkolokkal 6sszehasonlitva [160]. A nebivolol nem befolyasolta a fizikai aktivitast [146], valamint
a legtobb B-blokkoloval ellentétben, nem okozott alvaszavart, egyben szignifikans mértékben javitotta a betegek
¢letminbségét [161].

Korabban kimutattak, hogy a nebivolol vasodilatator tulajdonsaggal bir [139, 145], ¢és kiilonbozo
szovetekben és szervekben jelent6s hatasa lehet az NO-medialta utvonalon [162], valamint mérsékli az NO
inaktivacigjat, csokkenti az endothelialis NO szintaz (eNOS) inhibitor aszimmetrikus dimetil arginin (ADMA)
szintjét [159], egyben fokozza az eNOS aktivitasat [163]. Ignarro és munkatarsai kutya a. pulmonalis és a. carotis
ereken elvégzett kisérletek alapjan feltételezték, hogy a nebivolol az eNOS stimulalasaval néveli az NO szintjét és
kovetkezményes dilatatiot okoz [164], melynek szerepe lehet a nebivolol okozta antihypertensiv hatas
kialakulasaban [165]. A nebivolol-indukdlta endothelium-fiiggd vasorelaxatiot masok is megerdsitették: Gao s
mtsai endothelium-fiiggé relaxatiot észleltek kutya a. coronariakon [166] Bowman és mtsai venodilatatiot
detektaltak human felsé végtagi kisérleteikben [167] valamint Cockcroft és mtsai arterids dilatatiot mértek human
felsd végtagon [168]. Erdekes, hogy Ignarro és mtsai patkany aorta-gytiriikkel végzett kisérleteikben mind
endothel-fiigg6, mind endothel- fuggetlen relaxatiot emlitenek [164].

Mindazonaltal fontos megemliteni, hogy a nebivolol a gatolt endothelidlis NOS (eNOS) esetében is
vasorelaxatiot hozott 1étre, melynek hatterében felvetették az endothelialis hyperpolarizal6 faktor szerepét is [164].
A fentiek figyelembe vételével ez a ketts hatas kiilondsen fontos lehet a csokkent NOS aktivitassal jaro és/vagy
csokkent NO biologiai hozzaférhet6séggel tarsulo, ischaemias korfolyamatokban [169-171].

Erdekes, hogy egyes tanulmanyok beszamoltak mas B-blokkolok altal indukalt vasorelaxatiorol mind
centralis, mind perlferlas artériakban [172-174]. Sakanashl &s mtsai propranolol-indukalta relaxatiét mutattak ki
kutya coronaria ereken, valamint leirtik a propranolol Ca®*-influxot csokkenté hatasat [174]. Priviero és mtsai
patkany aortan és a. mesenterlcan igazoltak a propranolol-indukalta relaxatio hatterében allo, B-adrenerg receptor
blokadtol fiiggetlen, Ca®*-influx csokkentd hatast [173]. Cekic és mtsai kimutattak a B- -blokkolé propranolol Ca**-
antagonista hatasat patkany a. basilarisban [172].

Haemorrhagias stroke és craniocerebralis trauma talajan kialakulo SAV a cerebralis vasospasmus gyakori
megjelenésével az agyi autoregulaciot stlyosan karositja [32, 33], egyben szignifikins mértékben noveli a SAV
morbiditasat és mortalitasat [27-30]. Szdmos irodalmi adat bizonyitja, hogy SAV fokozott vasoconstrictiot idéz eld,
ezzel a kornyezé agyszovet vérellatasat rontja, igy szekunder ischaemias agykarosodast eredményez [35-37].
Korabbi kisérleteinkben igazoltuk, hogy a hemolizalt vér szignifikdns vasoconstrictiot idéz el6 mind BA, mind
MCA ereken [37]. A kutatds fontossagat alatdmasztja, hogy - jelentds mellékhatasok nélkiil - maig limitalt
theraﬂ)és lehetGségek allnak rendelkezésiinkre a karosodott agyi vérkeringés fokozasara és helyreallitasara a fenti
esetekben.
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11.2.  Hypothesisek és célkitiizések

A nebivolol direkt vasomotor hatasa az agyi erekben a mai napig nem kellden tisztazott, figyelembe véve
az eddigi kisérleti modellekben a kornyez6 agyszovet potencialis zavaro hatasait. A fentiek alapjan logikusnak tiint,
hogy feltételezziik, hogy a nebivolol:

1.) szamos intracellularis mechanizmus révén noveli az agyi erek atmérdjét,
2.) elsésorban az irgdalmi adatok alapjan feltételezett NO-medialta jelatviteli utvonalon, és
3.) avascularis [Ca*"]; csokkentése révén, valamint
4.) helyreallitja a perivascularis hemolizalt vér altal indukalt vasoconstrictiot.
Ezen hipotézisek tesztelésére célul tiiztiik ki, hogy:
1) Kkarakterizaljuk a nebivolol vasomotor hatasat izolalt patkany agyi ereken, kontrollalt korilmények
kozott, a kdrnyez6 agyszovet zavaro hatasatdl mentesen.
2.) ismert hatasmechanizmussal rendelkezd farmakologiai gatloszerek alkalmazasaval tisztazzuk a
hattérben hiizodo intracellularis vasodilatator mechanizmusokat.
Tekintettel az a. basilaris anatomiai helyzetére, fontos és specialis funkciondlis szerepe van a Willis-kor és az
agytorzs vérellatasaban [175], ezért kisérleteinkben izolalt basilaris artériakat hasznaltunk.

11.3. Moédszerek

11.3.1. Kisérleti allatok

Kisérleteinkben a korabbiaknak megfeleléen (1.3.1. rész), ~ 2 honapos (teststly: 250+50 g) him Wistar
patkanyok agyabol izolalt arteria basilaris (BA) ereket vizsgaltunk. Az allatok tenyésztése €s tartasa a korabbiaknak
megfelel6 modon tortént (1.3.1. rész).

11.3.2. Az agyi erek izolalasa

Korabbi kozleményeink szerint [37, 68, 69], a patkanyokat éteres altatas utan decapitaltuk, ezutan tigyelve
az agyszovet épségére az agyat a koponyabol kiemeltiik, majd azt fiziologias kalciumos Krebs (Ca-Krebs) oldatba
helyeztiik a korabban leirt izolalasi protokollnak megfeleléen [37, 69] (1.3.2. rész).

11.3.3. Funkcionalis mérések a miograf kamraban

A kipreparalt agyi artéridkat a korabbi leirasnak megfeleléen egy 5 ml térfogatll, nyomas-aramlas tipusa
izotonias miograf kamraba helyeztiik, melyben az erek mindkét végét tiveg mikropipettakra rogzitettiik és az
oldaldgakat lekotottiik. A tovabbi vasomotor valaszok vizsgalatat a korabbi leirasnak megfelelden (1.3.3. rész), és
mindenben megegyezd modon végeztiink a. basilaris ereken.

11.3.4. Endothel eltavolitasa

Az endothelium denudatiojat korabbi kisérleteink szerint [69] az ereken torténd leveg6buborék
ereket feltoltottiik az el6zdekben is hasznalt Krebs oldattal, mely segitségével kimostuk az endothelialis
szovettormeléket. Az erek ezt kovetden ~15 percen beliil kialakitottak egy steady-state tonust, melyben a tovabbi
kisérleteket végeztiik. Ezt kovetéen az erek sikeres denudatidjat, illetve épségének megitélését az endothel-fiiggd
acetil-kolinra (ACh) adott vasodilatatio hianya, mig NO-donor nitroprusszid-natriumra (SNP) adott dilatatios
valasz esetén fogadtuk el.

11.3.5. Vasoactiv hatéanyagok és blokkolok

A kisérleti vegyszereket a Sigma Aldrich Kft-t6l (Budapest, Magyarorszag), az ODQ, SQ22536 és
iberiotoxint a Cayman Chemicalstdl rendeltiilk. A nebivololt a Berlin-Chemie/A. Menarini Ltd téritésmentesen
biztositotta szamunkra. A nebivolol vasomotor hatdsanak modellezésére ndvekvé koncentraciéji (107 - 10 M)
nebivololt kozvetleniil a miograf-kamraba fecskendeztiik, mas vasoactiv tulajdonsagi kisérleti hatéanyaggal
megegyezden.

Az erek vasomotor miikodését a simaizom- és endothelium-dependens, bifazisos valaszt adé adenozin-
trifoszfattal [70] (ATP), endothel-fiiggd acetil-kolinnal (ACh), NO-donor nitroprusszid-natriummal (SNP), Ca**-
csatorna blokkolo nifedipinnel vizsgaltuk. A receptor-fiiggetlen vasomotor funkciokat a korabban publikalt
adatoknak megfeleléen KCI (10-60 mM) oldattal ellendriztiik [71].

Az endothelialis NO szerepének tisztazasa érdekében az endothelialis NO szintazt (eNOS) L-NAME-mel
blokkoltuk a korabbi szakirodalomnak megfeleléen [76]. Az L-NAME hatasanak vizsgalatara ACh- és SNP-
indukalta vasomotor valaszokat ellendriztik az erek L-NAME-mel torténd inkubaciot megel6zen, majd azt
kovetden. Mas kisérletekben a szolubilis guanilat ciklazt ODQ-val blokkoltuk [176]. Az ODQ hatékonysaganak
megitélésében ACh- és SNP-indukalta vasomotor valaszokat az ODQ hozzaadédsa eldtt, majd azt kdvetden
elvégeztiik. Az adenilat-ciklazt SQ22536-tal [177, 178] blokkoltuk. A B, adrenerg receptorok nebivolol-indukalta
vasodilatatioban betoltott szerepét vizsgaltuk, ehhez a B; adrenerg receptor blokkold atenololt hasznaltunk. A B,
adrenerg receptorok nebivolol-indukalta vasodilatatioban betdltott szerepének vizsgalatdhoz [, adrenerg
antagonista butoxamint [179, 180] hasznaltunk (BTXN). A nebivolol-indukélta vasodilatatioban vizsgaltuk a Ca**-
aktivalta kalium-csatornak (Kc,) szerepét is: a K¢, csatornakat tetracthylammoniummal [179, 180] (TEA), mig a
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nagy konduktanciajui Ca®*-aktivalta kalium csatornakat (BKc,) iberiotoxinnal [179, 180] (IBTX) blokkoltuk.
Vizsgaltuk tovabba az autolog perivascularis hemolizalt vér (HB) vasomotor hatasat BA ereken a HB miograf-

kamraba torténd direkt beadasaval. A HB elkészitése és kisérleti felhasznalasa a korabbi leirasnak megfelel6en
(1.3.4. rész) tortént [37].

11.3.6. Vascularis Ca*" mérése

Korabbi lelrasnak megfelelden (1.3.5. rész; [37]), az intracellularis Ca**-ion ([Ca®'];) koncentraciot racio-
metrikus (R) Ca®*-méréssel végeztik Fura2-AM ﬂuorescens festéssel 340 nm és 380 nm hullamhosszon [37, 77,
78] A kisérleti méréseket a Debreceni Egyetem AOK, Kardioldgiai Intézet, Klinikai Fizioldgia Tanszékén
végeztem. A mérés soran a miograf-kamra fiziologids Krebs oldatit Fura2-AM (5 pmol/L) fluorescens Ca?*
festékkel egészitettiik ki BSA (bovine serum albumin; 1%) hozzaadasaval a 60 perces inkubacios periodus alatt.
Az intravascularis Ca** koncentraciét fluoreszcens mlkroszkop segitségével, valamint a hozza kapcsolt interfészen
keresztiil IncyteIm2 mér6berendezéssel (Intracellular Imaging Inc, Cincinnati, OH, USA) regisztraltuk, és mértiik a
340 and 380 nm valtakozé hullamhosszon gerjesztett sorozatfelvételek alapjan (cutoff >510 nm). A
sorozatfelvételeket 4 masodpercenkent rogzitettik, a kiertékelése utolag tortent meg. Az érfali Ca®" koncentraciokat
a 340 ¢és 380 nm-es excitacio atlagolt jelintenzitas aranyabol (R) szamoltuk a teljes érfal-szegmensen.

11.3.7. Statisztikai analizis

Az adatainkat kifejeztiik pm, valamint normalizalas esetén az alapatmérd [BD%] €s passziv atméré [PD%]
szizalékiban is. Az intracellularis CaZ* jelintenzitas valtozas mérésekor a Ratio (R), és a delta Ratio (Ratio
valtozas; AR) értékeket tiintettiik fel. A tézisben bemutatott kisérletek eredményeit, valamint az azok kdzott 1évo
statisztikai kiilonbségeket a normalitas-vizsgalatot kovetéen egyutas-sANOVA (Holm-Sidak moédszer), vagy
Student-féle t-teszttel igazoltuk. A statisztikai analizist SPSS 11.0 programmal végeztik. Az eredmények kozotti
kiilonbségeket p<0,05 esetén fogadtuk el statisztikailag szignifikansnak. Az 50%-os hatasos koncentraciot (ECsp) a
nebivolol dézis-hatas gorbéinek nonlinearis regresszios modszerével szamoltuk ki ,,SigmaPlot for Windows 11.0”
szoftver segitségével.

11.4. Eredmények

11.4.1. Az endothelium és simaizom vasomotor funkciéban betoltott szerepének vizsgalata izolalt

agyi ereken ) )

Mig intakt endothelium esetén (E+) mind az ACh, mind az SNP szignifikéns vasodilatatiot okozott, addig
endothelium denudalt (E-) ereken az SNP dilatatiot idézett eld, az ACh-ra viszont az alapatméré valtozatlan maradt
BA ereken. Az ATP ¢ép endothelium és simaizom esetén gyors bifazisos valaszt okozott BA ereken: kezdetben
vasoconstrictiot, majd vasodilatatiot.

11.4.2. A nebivolol hatasa az a. basilaris atmem]ere

A nebivolol novekvd koncentracioja (107 — 10* M) szignifikdns mértékii Vasodllatatlot hozott 1étre BA
ereken. Masok altal leirt koncentracioknak megfelel6en, a nebIVOIOI ECy, értéke 7,8 = 0,19 x 10° M volt. Emiatt a
kisérleteinkben hasznalt specifikus blokkolokat a nebivolol 10° M jelenlétében Vegeztuk

11.4.3. Ismert hatismechanizmusu gatloszerek hatasa a nebivolol-indukalta vasodilatatiéra a.

basilaris ereken

Az eNOS gatlo L-NAME szignifikansan csokkentette a BA alapatmérdjét. Sem az ODQ, sem a specifikus
B:-R antagonista atenolol, sem a butoxamin, sem a TEA, sem az IBTX szignifikans alapatmérd-valtozast nem
hozott 1étre BA ereken. Az SQ22536 az alapatmérot szignifikans mértékben novelte BA ereken.

A nebivolol szignifikans vasodilatatiot okozott BA ereken. Mig az ODQ nem befolyasolta szignifikansan a
nebivolol-indukalta vasodilatatio mértékét BA ereken, addig a nebivolol-indukalta vasodilatatio redukcidjanak
mértéke, novekvd sorrendben a kovetkezd: butoxamin, iberiotoxin, TEA, endothelium denudatio, L-NAME, és
SQ22536. Az atenolol teljes mértékben gatolta a nebivolol-indukalta vasodilatatiot.

11.4.4. [Ca*; szerepe a nebivolol-indukalta vasodilatatio kialakuliasaban BA erekben ”

A nebivolol koncentracio fiiggéen, szignifikans mértékben csokkentette a raciometrikus Ca“"-jelet (AR) BA
ereken. A nebivolol-indukalta vasodilatatioval megegyezéen, szignifikans mértékben csdkkent a vascularis [Ca™];
koncentracio.

11.4.5. A nebivolol hatasa a perivascularis vér altal indukalt vasoconstrictiora izolalt agyi erekben

A hemolizalt vér (7 B) 521 nifikans vasoconstrictiot okozott BA ereken. A nebivolol a HB jelenlétében
koncentracio- fuggoen (107-tol 10 M-ig) szignifikdns mértékli vasodilatatiot okozott BA ereken, egyben a
nebivolol 10 M koncentraciénal HB jelenlétében elérte az alapatmérot.
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11.5. Osszegzés

Legjobb tudasunk szerint, ez az elsé kisérletsorozat, ahol izolalt agyi ereken kimutatjuk a nebivolol
vasodilatator hatasat. Ugy tinik, a nebivololnak régié-specifikus hatasa van, hiszen a cerebrovascularis dilatatio
szamos, parallel-hatasi vasomotor mechanizmus altal kdzvetitett, beleértve az endothelium-fiiggé, NO- és cAMP-
mechanizmusokat, a By, adrenerg receptorokat, hyperpolarizalé faktorokat/BKc, csatornakat, melyek végiil a
simaizomsejt Ca®*-szint csdkkenéséhez vezetnek. Tovabba, a nebivolol gatolta a HB-indukalta vasoconstrictiot.
Ezaltal a nebivolol hatasos lehet az agyi keringés fokozasaban és helyreallitasaban karosodott koriilmények kozott,
kiilonosképp akkor, amikor kiemelten fontos ¢és elényds lehet a vérnyomas csokkentésével parhuzamos
vasodilatatio, a megfelel6 agyi véraramlas és perfuzio biztositasaval (2. abra)

11.5.1. A nebivolol régié-specifikus vasodilatatiot okoz

Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a nebivolol szerv-specifikus vasodilatator tulajdonsagokat mutat,
hiszen egyrészt Ignarro és mtsai endothelium dependens és independens relaxatiot talaltak patkany aorta gytriikon
végzett vizsgalataikban [164], masrészt egyéb vasodilatator hatasokat is leirtak a nebivolol hatismechanizmusanak
feltérképezése soran: Evangelista és mtsai a nebivolol hatdsaért dontden az antioxidans hatast tették feleldssé, ahol
a human umbilicalis vénak endothel sejtjeiben egyrészt az NO indukcidja (egyben az NO oxidativ inaktivacidjanak
gatlasa) révén alakult ki vasodilatatio, masrészt a Bys receptoroknak tulajdonitottak jelentds szerepet [181].
Tovabba, Georgescu ¢s mtsai klmutattak hogy a nebivolol vasodilatatiot okoz egerek veseartéridin egyrészt a Bz
receptorok mésrészt Ca’*-aktivalta kalium csatornak révén [180]. Tran-Quang és mtsai igazoltak a nebivolol B, és
B3 adrenerg receptor-agonista, és/vagy oy, B; adrenerg receptor antagonista altal medialta vasorelaxatiot patkany
aorta gylirikén [182]. Mindazonaltal fontos megemliteni, hogy a nebivolol a gatolt endothelidlis NOS (eNOS)
esetében is vasorelaxatiot hozott 1étre [164], melynek hatterében felvetették az endothelialis hyperpolarizalo faktor
szerepét is [179]. A fentiek figyelembe vételével ez a kettOs hatas kiilondsen fontos lehet a csokkent NOS aktivi-
tassal jard és/vagy csokkent NO bioldgiai hozzaférhet6séggel tarsuld, ischaemias korfolyamatokban [169-171].

11.5.2. A nebivolol dilatatiot okoz agyi ereken

A nebivolol széles korben alkalmazott 3. generacidos P-adrenerg receptor blokkold [138-140, 142],
melyeknek kiemelt szerepiik van az antihypertensiv therapiaban [139, 165] (I/A evidencia) [131], coronaria-
betegségben [135], szivelégtelenségben [136], és pitvarfibrillatioban [137]. Tovabba kimutattak, hogy periférias
ereken vasodilatatiot okoz [139, 145, 167, 168], részben az eNOS aktivitas emelésével, és kovetkezmenyes NO-
c¢GMP utvonal aktivalasaval [164]. Erdekes hogy nincsenek adatok a nebivolol cerebrovascularis hatasairl. Ezért
célul tiiztik ki a nebivolol vasomotor hatisanak karakterizalasat 1zola1t agyl ereken. A nebivolol kamra-
koncentraciéjélt korabbi tanulmanyok [164, 179, 180, 182] alapjan 107 és 10 M kozott hataroztuk meg, melyek
sajat cerebrovascularis mérési eredmenyemkkel jol korrelaltak. Eredményeink alapjan a nebivolol koncentracm—
fiiggben szignifikans és jelentSs vasodilatatiot okozott agyi ereken. Tekintettel, hogy az ECs is 7,8 + 0,19 x 10° M
kozott volt, a tovabbi, blokkolok jelenlétében végzett vizsgalatainkat az ECs koriil végeztiik, egyezményesen 107
M koncentracional. Huméan Kutatasok soran az 5 mg per os elfogyasztott nebivolol esetében mért alacsonyabb
plazma koncentraciok is szignifikans szisztémas vascularis rezisztencia csokkenést okoztak [182], utalva ezzel a
klinikailag relevans felhasznaldsra, mely alapjan feltételezhetjiik, human esetben is hatassal lehet az agyi erekre.

11.5.3. Az endothelium szerepe a nebivolol-indukalta cerebralis vasodilatatioban

Jol ismert, miszerint az endothelium fontos mechanikai és bioldgiailag aktiv kdzeg a keringd vér és
szovetek kozott. Szamos specialis funkciot tolt be a gazeserétél a vasomotor [183] funkcion at a barrier
tulajdonsagig. Az endothelium vasomotor funkcidja kiterjed a véraramlas altal kialakitott fali nyiroero érzékelésére,
valamint a sajat és kiilsé (farmakologiai) behatas altal kialakult jelatviteli folyamatokra [184, 185]. Ezaltal az
endothelium eltavolitasa jelentds szereppel bir a vasomotor funkcido és myogen tonus kialakitasaban. Adataink
szerint az endothelium denudatio szignifikansan csokkentette az agyi erek alapatmér6jét, bizonyitva az alapvet6
szerepét a spontan myogen tonus kialakitasaban [2, 119, 120]. A nebivolol altal indukalt cerebrovascularis dilatatio
szignifikans mértékben csokkent az endothelium hianyaban, utalva ezzel a nebivolol endothelium-medialta
jelatviteli szerepére. A nebivolollal kapcsolatos eredményeink Osszhangban vannak a masok altal leirt,
endothelium-figgé vasorelaxatioval [162, 164-168, 180].

11.5.4. A nitrogén monoxid (NO) szerepe a myogen tonus fenntartisiban agyi erek esetében

El6z6ekben emlitett eredményekbdl tudjuk, hogy az NO-nak fontos szerepe van a myogen toénus és
alapatméré kialakitasaban. A korabbi kutatasok altal leirt [1, 126, 175], az NO alapatmér6 kialakitasaban betoltott
kiemelkedd szerepét kisérleteink soran mi is igazoltuk, hiszen az L-NAME szignifikans mértékben csokkentette az
a[llapétmérc'it]a. basilarisban, alahtizva az NO ¢lettani szerepét az agyi erek vasomotor ténusanak szabalyozasaban
2,119, 120].

11.55. Az eNOS-NO és c¢GMP/cAMP jelatviteli 1tvonalak szerepe a nebivolol -

indukalta vasodilatatiéban

A kordbbiakban emlitett irodalmi adatok a periféridas erek nebivolol-indukalta eNOS/NO medialta
folyamatat timasztjak ala [164-168]. Jelen tanulmanyban az eNOS blokkolé L-NAME szignifikansan csokkentette
a nebivolol-indukalta vasodilatatiot agyi erekben, utalva az NO-medialta folyamatok szerepére [126-128]. Ismert,
miszerint az eNOS altal termelt NO noveli a simaizom szolubilis guanilat-ciklaz enzim aktivitasat, ami a ciklikus
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guanozin monofoszfat (cGMP) intermedier molekula szintézisét végzi, mely aktivalja a protein-kinaz G-t (PKG)
[186]. A PKG foszforilacio ﬁtjén inaktivalja a miozin kdnnytlanc kinazt (MLCK), ami a vasoconstrictioban
elementaris fontossagu lenne, igy indirekt vasodilatatiét okoz [187]. Korabbi kutatasok szintén tisztaztak az
adenilat ciklaz (AC) enzim altal termelt ciklikus adenozin monofoszfat (cAMP) vasodilatatidban betoltott szerepét
[188]. igy a cCAMP egyrészt aktlvalhatja a protein-kinaz A-t (PKA) inaktivalva ezzel az MLCK-t, vasodilatatiot
okozva. Masrészt aktivalhatja a Ca®*-ATPazt, csokkentve a [Ca®']i-t, igy vasodilatatiohoz vezetve. Harmadrészt
gatolja a Ca-CaM komplex kialakulasat, igy alakitva ki a vasodilatatiot. Fentiek figyelembe vételével
kisérleteinkben gatoltuk a cAMP (SQ22536; [177]) és cGMP (ODQ) szintézisét.

Korabbi tanulmanyokkal (kutya a. coronaria és pulmonalis arteriakon, ill. human alkaron) ellentétben [164,
166-168], de Ogawa és mtsai [189] kutatasaival megegyezden, valamint sajat kisérleteink alapjan elmondhatjuk,
hogy az sGC-inhibitor ODQ nem mddositotta Sem az alapatmérét, sem a nebivolol-indukalta vasodilatatio
mértékét. Mindez felveti annak lehet6ségét, hogy az intracellularis sGC/cGMP ttvonal szignifikans mértékben nem
jéarul hozza a nebivolol-indukalta vasodilatatiohoz agyi erek esetében, mely egy NO medialta sGC/cGMP fiiggetlen
utvonal szerepére vilagit ra [189-196]. Mindemellett evidencia van arra, hogy az NO vasodilatator hatasa
ciklooxigenaz (COX)-dependens, cAMP medialta Gtvonalon alakul ki patkany retina erekben [189, 190].
Szakirodalmi adatok igazoljak, hogy az NO kozvetleniil a BK¢, csatornan kepesek hatni a simaizom-Sejteken,
vasodilatatiot okozva [191, 193], vagy csokkentve a vascularis simaizomsejt Ca”* szenzitivitasat [197].

Adataink szerint az AC inhibitor SQ22536 szignifikans alapatméré novekedést idézett el6 BA ereken,
emiatt feltételezziik a constrictor faktorok tonusos jelenlétét és/vagy nem-specifikus enzimgatlast [198]. Garland
munkacsoportja alapjan a [3; receptor agonista az endogen/exogen induktor (ACh) jelenlétében csokkentette a
vasodilatatiot az endothelialis cAMP szint novelésével [199]. Az endothelialis AC gatlasa (SQ22536) utanozhatja a
fenti kisérletben igazolt, B; adrenerg receptor antagonista altal gatolt endothelialis AC-CAMP-PKA utvonalat,
kovetkezményes vasodilatatiot okozva, mely egyben alatamasztja az SQ22536 altal okozott alapatméro-
novekedést. SQ22536 jelenlétében a nebivolol-indukalta vasodilatatio szignifikans mértékben csokkent, utalva a
feltehetdleg NO-medialta AC/cAMP/PKA utvonal prioritisara a nebivolol hatdsmechanizmusaban, az
sGC/cGMP/PKG utvonallal szemben. Ezek az adatok masok eredményeivel kongruensek [189], ahol bizonyos erek
esetében igazoltak az NO alternativ jelatviteli ttvonalat, kiemelten a cAMP, valamint COX-PGI,/PGE,-Gs
utvonalat.

II.5k6. A B-adrenerg receptorok és a BKc, csatornak szerepe a nebivolol-indukalta dilatatioban BA
erexken

Cekic és mtsai kimutattak, hogy a specifikus B; adrenerg receptor antagonista atenolol nem okozott
cerebrovascularis relaxatiot, mig a nem-szelektiv propranolol vasorelaxatiot idézett el6 [172]. Tran-Quang és mtsai
leirtak, hogy a P; receptor antagonista nem okozott szignifikdns valtozast a nebivolol-indukalta vasorelaxatioban
patkany aortagytirtikdn, jelezve, hogy a B; receptorok jelentdés mértékben nem vesznek részt a nebivolol-indukalta
vasodilatatioban [182]. Yarova és mtsai alapjan patkany mesenterialis artéridkon az endothelialis B-adrenerg
receptor agonista csOkkentette az ACh-indukéalta vasodilatatiot, mig B, receptor antagonista atenolol- az ACh-
indukalta vasodilatatiot nem befolyasolta [199]. Mindezek alapjan feltételezziik, hogy — bizonyos koriilmények
kozott — a P, receptor antagonista funkcionalis agonista hatast valthat ki a gatolt endothelialis Gs-AC-CAMP-PKA
utvonalon, ezzel csokkentve a K¢, csatorndk inaktivacidjat, ami endothelialis és (myoepithelialis gap junction
segitségével) simaizom hyperpolarisatiojat okozza, vasodilatatiot eléidézve [199].

Kimutattuk, hogy a B; szelektiv antagonista atenolol nem befolyasolta az agyi erek alapatméréjét, amit
részben az endothelialis indukcids faktor [172] hianya magyaraz, részben a Nuttall és mtsai altal feltételezett, 3,
antagonista hatasnak koszonheté [200]. Mindazonaltal eredményeink azt mutatjak, hogy az atenolol teljes
mértékben meggatolta a nebivolol-indukalta vasodilatatiot agyi erekben. Ezt részben az atenolol B, antagonista
hatasanak (és kovetkezményes vasodilatatio gatlasanak) tulajdonitjuk [200], részben a B; receptorok elfedésével
(kompetitiv antagonizmus) magyarazzuk, ahol a nebivolol a hatasat ki tudna fejteni NO jelenlétében. Mindez azt
sugallja, hogy a nebivolol-indukalta vasodilatatio részben B; receptor specifikus.

Dorobantu és mtsai feltételezték a B, receptorok szerepét a nebivolol vasodilatator hatasaban egerek
veseartériain [180]. Emiatt kisérleteinkben vizsgaltuk a B, receptorok szerepét a nebivolol-indukalta vasodilatatio
soran. A f,-receptor antagonista butoxamin szignifikans mértékben csokkentette a nebivolol vasodilatator hatasat
BA ereken. B,-receptorok az endotheliumban és simaizomsejtekben is expresszalédhatnak. Az endothelium-
dependens, NO-medialta utvonal a B,-receptorok f6 jelatviteli Gtvonala lehet. A PB,-receptorok stimulacidja a
simaizomsejtekben AC-cCAMP-PKA tutvonal aktivacidjahoz vezet, és vasodilatatiot okoz, amit részben az MLCK
inaktivacidjaval, részben a BKc, csatornak aktivacidjaval [201] és hyperpolarisatioval ér el.

Bolotina és mtsai igazoltdk a BK¢, csatornak szerepét az NO-medialta jelatviteli utvonalban [191], majd
Popov munkacsoportja igazolta a BKc¢, csatornak szerepét a nebivolol-indukalta vasodilatatioban [179]. Korabbi
kutatasokkal megegyezden, kisérleteinkben igazoltuk, hogy a BK¢, csatorna blokkolo iberiotoxin (IBTX) és TEA,
szignifikdns mértékben csokkentette a nebivolol-indukalta vasodilatatiot agyi erekben. Mindezek alapjan
feltételezziik, hogy a nebivolol-indukalta vasodilatatioban jelentds szerepe van az endothelium-fiiggd, NO-
medialta, BK¢, csatorna aktivacionak és hyperpolarisationak, valamint a CAMP-PKA, a ; és B, receptoroknak,
melyek az agyi erekre specifikusnak tiinnek.
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I1.5.7. A nebivolol csokkenti a vascularis [Ca® ]I szintet

Erdekes, hogy egyes tanulmanyok beszamoltak mas B-blokkoldk altal indukalt, endothelium mdependens
vasorelaxatiorol mind centralis, mind periférias artéridkban [172 174]. Tobbek kozott Sakanashi_ és mtsai
propranolol-indukalta vasorelaxatiot mutattak ki kutya a. coronariain, valamint leirtak a propranolol Ca**-influxot
csokkentd hatasat [174]. Priviero és mtsai igazoltak patkany aortan es a. mesenterican a propranolol-indukalta
vasorelaxatio hatterében allo, B-adrenoreceptor blokadtol fiiggetlen, Ca”*-influx csokkentd hatast [173]. Cekic és
mtsai kimutattak a f3- -blokkol6 propranolol kalcium antagonista hatasat patkany a. basilarisban [172]. Tekintettel
arra, hogy a kisérleteinkben a nebivolol agyi ereken vasodilatatiot hozott letre feltételeztiik, hogy a proximalis
Jelatv1te11 folyamatoktol fliggetleniil, a nebivolol csokkenti a vascularis Ca** —szmtet vasodilatatiot idézve elb.
Emiatt parhuzamos kisérlet-sorozatot végeztiink, ahol az eratmero méréssel parallel, a korabbiakban koz6lt modon
[37, 77, 78, 202], raciometrikus modszerrel vascularis Ca** jelintenzitas (R) valtozast Vlzsgaltunk Adataink alapjan
a nebivolol szignifikans R-érték csokkenést idézett eld, jelezve a csokkent vascularis [Ca**]; koncentraciot. Ezen
adatok Osszhangban vannak funkcionalis ératméro- mereselnkkel melyek azt sugalljak, hogy az agyi erekben a
nebivolol-indukalta végso jelatviteli folyamat a simaizom intracellularis Ca>*-szint csokkenése.

11.5.8. A nebivolol gatolja a perivascularis vér-indukalta vasoconstrictiét

Korabbi kisérleteinkbdl tudjuk, hogy a perivascularis hemolizalt vér szignifikans vasoconstrictiot idéz eld
agyi ereken [37]. Tekintettel a HB altal indukalt vasoconstrictio multifaktorialis etiologiajara, komplex
hatdasmechanizmuséra, és NO-medialt endothel-és simaizomfliggd mechanlzmusok karosodasra, vizsgaltuk a
cerebrovascularis erek alapatmérdjének a helyrealhtasara alkalmas CO,, Ca**-csatorna blokkolok és a kimosasi
modszereket. Mindazonaltal a nebivolol szignifikans és funkcionalisan jelentds vasodilatator hatassal bir, melynek
hatterében komplex hatdsmechanizmus érvényesiil, ahol felvetettik tobbek kozott a [Ca®']; szintet csokkentd
hatasat is. A fentiek alapjan kisérleteinkben vizsgaltuk a nebivolol vasomotor hatasat HB-indukalt
vasoconstrictioban. Eredményeink alapjan a szignifikins mértékii, HB-indukalt vasoconstrictio esetén a neblvolol
ndvekvo koncentracidi szignifikans vasodilatatiot idéztek eld. Flgyelemre méltd, hogy a nebivolol mar 10° M
koncentracidban kivédte a HB okozta vasoconstrictiot, utalva a relevans ECSO koncentracional kialakult,
szignifikans és jelentds funkcionalis hatasra, valamint a nebivolol Ca’ *-antagonista tulajdonsagara, melynek fontos
klinikai relevanciai lehetnek.

@) __ NEBIVOLOL(NB)
\//\&/
B,-R BLOCK A< A . AC|- cAMP}- PKA| AB,R
E . K* csatoina aktivacio

hyperpolarisatio

—— DILATATIO

2. abra. A nebivolol feltételezett hatasmechanizmusa cerebralis arteriakon
(E, endothelium; SMC, simaizomsejt) Adataink alapjan 1.) izoldlt cerebralis arteriakona nebivolol szignifikdans
vasodilatatiot okozott, 2.) amelyben szerepet jatszhat a [r-receptor medidlta, endothelium-dependens NO- és
CAMP-mechanizmus, mely részben csokkenti a [Ca?*]; szintet, részben simaizom-hyperpolarisatiét valt ki.
3.) Masrészt ugy tinik, hogy a vasodilatatio kialakulasaért részben a fi-receptor (p1-R) specifikus kétohelyek és
a parhuzamosan megjelend endothelium-fiiggé hyperpolarisatio felelnek. 4.) Ugy tiinik, hogy a cGMP
hatasmechanizmusa szignifikans mértékben nem vesz részt a nebivolol-indukalta vasodilatatioban.
Ezen kutatasi eredmények hozzdjarulhatnak a Bi-receptor blokkolo nebivolol komplex hatasmechanizmusanak a
jobb megértéséhez az agyi erekben, valamint felvetik az agyi vérdramlas fokozdsdnak iijabb fontos therapids
lehetdségét pathologias kériilmenyek kozott.
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11.5.9. Klinikai jelentéség

A klinikai gyakorlatban az agyi véraramlas fokozasaval jard therapias lehetéségek kutatasa a mindennapok
kihivasat jelenti. Ischaemias korallapotokban (ischaemids [203] és haemorrhagias stroke [123]) esetén a cerebro-
vascularis rezisztencia nagymértékben megnd, gatolva ezzel a kielégitd agyi véraramlast. Kisérleti eredményeink
alapjan a nebivolol hatasara jelentds vasodilatatio alakult Ki a. basilaris ereken a kornyez6 idegi és egyéb szoveti
faktorok zavar6 hatasa nélkdil.

Tekintettel a vascularis valaszok hasonlosagara, a vasodilatatorok hatasanak vizsgalatdban a patkany-
kisérletek megbizhatoan modellezik a human vasomotor folyamatokat [204]. Ezaltal a kisérletes adatok klinikai
extraplolalasaval 1j therapias lehetéségek nyilhatnak meg ezen 3. generacids specifikus f; adrenerg receptor
blokkol6 felhasznalasa el6tt. Fontos megemliteni, hogy szakirodalmi adatok szerint a SAV akut fizisdban a betegek
harmadanal szivritmuszavar fordulhat el8, mely a progndzist rontja, és monitorizalast indokol [23]. Korabbi study
(BEST) alapjan vizsgaltak mar a B-blokkold propranolol cerebrovascularis hatasat subarachnoidealis vérzés esetén.
Acut stroke-ban szenved6 betegek esetében a hosszataviu kimenetelben biztaté adatok jelentek meg, mig a
rovidtavu talélést rontotta [205].

Azonban a nebivololt alacsonyabb dézisban hasznaljak a propranololnal [198], valamint biztonsagos-
sagarol és effektivitasarol [132] mar szamos tanulmany beszamolt [206], ezért valoszintUsithetd, hogy kevesebb
mellékhatasa lehet tranziens ischaemias attack-ban (TIA), vagy egyéb stroke formakban torténd alkalmazaskor.
Figyelembe véve a kisérleti eredményeinket, a nebivolol szignifikans és funkcionalisan jelentés mértékben novelte
a cerebralis erek atmérojét perivascularis vér jelenlétében. Mindez felveti annak lehetdségét, hogy haemorrhagias
strokeban, subarachnoidealis vérzés okozta vasospasmus esetén therapias alternativaként szolgaljon, ahol kiemelten
fontos és elényds lehet az antiarrhythmias hatas mellett a vérnyomas csékkentésével parhuzamos vasodilatatio,
valamint a megfelel6 agyi véraramlas és perfuzié biztositasa [207]. Feltételezziik, hogy kisérletes eredményeink a
késobbiekben tovabbi kutatasok alapjaul szolgalnak majd, ezzel eredményeink hozzajarulhatnak a B, receptor
blokkolo6 nebivolol komplex vasomotor hataismechanizmusanak jobb megértéséhez az agyi erekben.

11.6.  Uj eredmények dsszefoglalasa

Els6ként mutattuk ki, hogy a nebivolol koncentracio-fliggé modon, szignifikans, és funkcionalisan
jelentés mértékii vasodilatatiot hozott 1étre agyi ereken.

A nebivolol-indukalta vasodilatatioban szamos, parallel intracellularis jelatviteli folyamat vesz részt,
beleértve a [, adrenerg receptorokat, az endothelium-fiiggé NO ¢és cAMP altal regulalt
mechanizmusokat,

melyek a [Ca*]; csokkenését és/vagy a BKc, csatornakon a simaizom hyperpolarisatiojat hozzak 1étre.
A B specifikus kot6hely fontos szerepet jatszik a nebivolol-indukalta vasodilatatio kialakitasaban.

A fenti funkcionalis vasomotor valaszok korrelalnak a vascularis Ca®* jelintenzitas-valtozasaval.

A nitrogén monoxid fontos szereppel bir az agyi erek vasomotor tonusanak szabalyozasaban.

A nebivolol a hemolizalt vér okozta vasoconstrictio esetében is jelent0s vasodilatator hatassal bir,
valamint megbizhatoan helyreallitja az alapatmérdt a HB-indukalta vasoconstrictio esetén is, utalva a
késObbi, lehetséges therapias alternativara.

coNok wh B

11.7.  Disszertaciom tartalmi pontjainak osszefiiggése:

Bar kezdetben kisérleteim két iranyban indultak el, azonban latva a heterogén patofiziologiai folyamatok
interdependens halozatat és kapcsolodasi pontjait, a ket irany kozott fontos kapcesolat alakult ki.

A cerebrovascularis vériramlis modositasara és fokozasara alkalmas gyogyszer kutatdsa maig nagy
kihivast jelent az orvostudomany szdmara, kiillonosképp a karosodott agyi véraramlassal jar6 patofizioldgias
koriilmények ko6zott, ugy mint ischaemias korallapotokban vagy subarachnoidealis vérzés okozta vasospasmus
esetén. Mindezek soran a cerebrovascularis ellenallas jelentdsen megnd, csdkkentve ezaltal a regionalis agyi
véraramlast és karositva a parenchymas artérids funkciokat.

Kutatasi eredményeink kimutattéak, hogy a direkt perivascularis hemolizalt vér (traumas agykarosodas €s
egyéb szoveti faktoroktol mentesen) vasoconstrictiot okozott, mely kivédhetd volt lokalis Ca**-csatorna blokkold és
CO,-szint novelésével, a vér kimosasaval, valamint nebivolol alkalmazasaval.

Mindezek alapjan feltételezziik, hogy eredményeink hozzajarulhatnak a B;-receptor blokkold nebivolol
komplex hatdsmechanizmusanak jobb megértéséhez az agyi erekben. Experimentalis adataink klinikai
extrapolalasa felveti az agyi véraramlas fokozasanak wjabb fontos therapias lehet6ségét pathologias koriilmények
kozott, ugy, mint a subarachnoidealis vérzés kezelésében. Ezaltal lehetdséget teremtve a karosodott
cerebrovascularis véraramlas optimalizalasidban ott, ahol kiemelten fontos és elényos lehet az antiarrhythmias hatés
mellett a vérnyomas csokkentésével parhuzamos vasodilatatio, és megfeleld agyi véraramlas biztositasa.

Osszegzésként elmondhato6, hogy tudomasunk szerint ezek az elso kisérletek, ill. kutatasok melyek feltarjak
a hemolizalt vér és egy [;-receptor blokkold - eddig nem ismert - cerebrovascularis hatasait. Eredményeink
onmagaban, de egyiittesen is tovabbi kutatasok alapjaul szolgalhatnak, melyek fontosak lehetnek a mindenapi
gyogyitd praxis szamadra.
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