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1. BEVEZETES

A lizofoszfatidsav (LPA) egy bioaktiv lipid mediator, melyben
a glicerin véazhoz egy foszfatcsoport ¢és valamilyen zsirsav
kapcsolodik. A vegyiiletcsalad tobb tagja is széles korben el6fordul
az ¢lovilagban, hatasait els6sorban az LPA¢ nevli G-fehérjéhez
kapcsolt receptorok kozvetitik, de képes aktivalni a PPARy sejtmagi
receptort is. Az LPA szamos élettani és korélettani folyamatban
jatszik szabalyoz6 szerepet, mint pl. az idegrendszer fejlodése,
gyulladdsos folyamatok, férfi és néi reproduktiv miikodések, az
embri6 beagyazoddsa, a csontanyagcsere szabalyozédsa, vagy a
tumorok terjedése. Szintéziséért elsdésorban egy extracellularis
foszfolipaz D, az autotaxin (ATX) felelds, lebontasat pedig lipid
foszfat-foszfatazok végzik. Az LPA termelddik és degradalodik az
érrendszerben, és a legtobb vér- és érsejtre kifejt valamilyen hatést.
A vérplazmaban koncentracidja nyugalmi koriilmények kozott az
alacsony-kézepes nanomolaris tartomanyban van, am vérlemezke
aktivacio hatasara akar a 10 mikromolos nagysagrendet is elérheti.
Errendszeri hatasai koziil messze legtobbet tanulmanyozott — és
oriasi klinikai relevancidju — szerepe az ateroszklerozis és a
trombozis kialakulasaban van, de nem elhanyagolhaté az ATX-LPA
tengely jelent6sége az érrendszer fejlédésében, a tumor
angiogenezisben, az érpermeabilitas- és az értonus szabalyozasaban
sem.

A lizofoszfatidsavat éppen az érrendszeri hatisai kapcsan
fedezte fel Tokumura ¢és munkacsoportja 1978-ban, amikor
megfigyelték, hogy atmeneti, szimpatikus aktivaciotol fiiggetlen
vérnyomasemelkedést valt ki altatott patkanyokban. Késobb leirtak,
hogy az LPA vérnyomasra kifejtett hatdsa er0sen fiigg a kisérleti
allat fajatol, bizonyos fajokban éppen vérnyomas csokkenést hoz
létre. Maig nincs irodalmi adat arr6l, hogy az LPA vérnyomadsra
kifejtett hatasa kozvetlen érhatds miatt alakul-e ki. Tigyi Gabor és
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munkacsoportja késobb az talalta, hogy a lizofoszfatidsav dozisfiiggd
vazokonstrikciét okoz Ujsziilott malac piélis ereiben, Caner és
munkatarsai szerint pedig nyulak arteria basilarisaban. Irodalmi
adatok alapjan az LPA-nak szerepe lehet az erek mechano-
transzdukcios folyamataiban. Nyirderének kitett aortdban az LPA
endotélium-fiiggé kontrakciot okozott tromboxan felszabadulason
keresztiil, ¢és fokozta egyéb vazokonstriktorok hatasat, mas
vizsgalatokban pedig szabadgyok-képzodésen keresztiil erdsitette az
arteriolak miogén valaszat.

Az LPA irodalmi adatok alapjan hatassal van az endotélsejtek
nitrogén monoxid (NO) termelésére, de ez a hatds ellentmondasos.
Chen és munkatarsai szerint az LPA endotél diszfunkciot okoz, mert
szabadgyok képzOdésen keresztiil gatolja az endotelidlis nitrogén
monoxid szintaz (eNOS) miikodését. Mas kutatocsoportok azonban
ennek épp az ellenkez6jét talaltak: kiilonbozd tenyésztett
endotélsejtekben az LPA fokozza az eNOS aktivitasat, amiben
szerepe lehet a foszfatidil-inozitol-3-kinaz (PI3K) enzim altali eNOS
foszforilacionak. Kutatasunk kezdetekor nem volt ismert, hogy az
LPA in situ, vagy in vivo képes-e a vaszkularis endotélsejtek NO-
termelését befolyasolni és ez altal megvaltoztatni az értonust.

2. CELKITUZESEK

Annak ellenére, hogy a lizofoszfatidsav szerteagazd szerepet
tolt be a kardiovaszkularis rendszer miikodésének szabalyozasaban
mind élettani, mind korélettani korilmények kozott, az értonusra
gyakorolt hatdsaval kapcsolatos ismereteink tobbnyire kdzvetettek és
hidnyosak. A bevezetésben roviden Osszefoglalt irodalmi adatok arra
utalnak, hogy az LPA az erek 0sszehuzodasat és elernyedését
egyarant képes lehet kivaltani, illetve befolyasolni tudja az erek
biomechanikai stimulusokra és farmakonokra adott valaszkészségét.
Mig az LPA direkt vazokonstriktor hatasa részben mar ismert volt,
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esetleges kozvetett vagy kozvetlen vazorelaxans hatdsarol kutatdsunk
kezdetekor semmilyen irodalmi adat nem allt rendelkezésre.

Kisérleteink soran ezért a kovetkez6 kérdésekre kerestiik a
valaszt:

e Van-e¢ a lizofoszfatidsavnak endotél-fiiggd vazoaktiv hatasa,
elsdsorban

o képes-e a lizofoszfatidsav NO felszabadulason keresztiil
befolyasolni az értonust, €s ha igen, akkor az

e milyen receptor(ok) kozvetitésével, milyen jelatviteli
utvonal(ak)on keresztiil valosul meg?

o Kifejezddnek-e a lizofoszfatidsav receptorai €s az autotaxin az
endotélsejtekben?

3. MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok

Kisérleteinket C57BI1/6J genetikai hatteri egereken végeztiik,
kontrollként vad tipusa (WT, wild type) allatokat vizsgaltunk.
Kisérleteink soran az alabbi, genetikailag modositott egértorzsekkel
dolgoztunk: ciklooxigenaz 1 knockout (COX1 KO), foszfolipaz C ¢
knockout (PLCe KO), eNOS KO, valamint LPA; és LPA, receptor
KO. Minden beavatkozas a Semmelweis Egyetem ¢és a University of
Tennessee Health Science Center allatvédelmi szabalyzatainak
megfeleléen ¢és érvényes allatkisérletes engedélyek birtokaban
tortént.

3.2. Erpreparatumok el6készitése miografos Kisérletekhez

Eterrel vagy izoflurAnnal mélyen altatott egereket
transzkardialisan 10 ml heparinizalt (10 IU/ml) Krebs oldattal
perfundaltunk. A mellkasi aortat (TA) illetve a hasi aortat (AA)



mikroszkop alatt megtisztitottuk a zsirtol és kotészovettdl. Ezutan a
kovetkezd Osszetevoket tartalmazo, karbogén gazzal
atbuborékoltatott (95% O,, 5% CO;) szobahémérsékletii Krebs
oldatba helyeztiik: 119 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 1,2 mM KH,POs,,
2,5 mM CaCly'H20, 1,2 mM MgSO47H,0, 20 mM NaHCOs, 0,03
mM EDTA és 10 mM glikoz, pH=7,4. Az erekbdl kb. 3 mm
hosszusagth gyliriiket preparaltunk és konvenciondlis miograf
rendszer értart6 tiiire (d=200 um) helyeztiik. Az endotélium €pségére
kiilondsen vigyaztunk a preparalds soran. Ez aldl kivételt jelentettek
azok a vizsgalatok, amikor az endotéliumot szandékosan roncsoltuk.
A roncsolashoz sebészi fonalat huztunk at tobbszor ovatosan az ér
lumenében. Kisérleteink sordn az endotélium eltavolitdsdnak
sikerességét az acetilkolin-okozta relaxacié hianya jelezte.

3.3. Az értonus vizsgalata miografos kisérletekben

A miografok szervfiird6it 6 ml Krebs oldattal toltottiik fel és
karbogénnel buborékoltattuk at. Az ereket 30 percig pihentettiik az
értartokon, mikozben a Krebs-oldat hdmérsékletét 37 °C-ra emeltiik
¢s bedllitottuk az erek optimdlis nyugalmi fesziilését (TA=15 mN,
AA=10 mN).

A 30 perc elteltével lecseréltiik a Krebs-oldatot 124 mM K*-t
tartalmazo oldatra (K'-Krebs) 1 percen keresztiil, majd néhany
kimosas ¢s az alaptonus visszatérte utan 10 uM fenilefrinnel (PE)
prekontrahaltuk és 0,1 uM acetilkolinnal (ACh) relaxaltuk éket, és a
rosszul reagalokat kizartuk a tovabbi kisérletekbol.

Tobbszori kimosas €s a nyugalmi téonus visszatérte utan 3
percig tarto K'-Krebs expozicido kovetkezett. Az igy kialakuld
érvalaszt tekintettiilk a késObbiekben referencia-kontrakcionak, és
hasznaltuk a vazokonstriktor anyagok hatasanak normalizalasara. Ezt
kovetéen PE (10 nM — 10 uM) és ACh (1 nM — 10 uM) kumulativ



dozis-hatas 0Osszefiiggését vizsgaltuk meg az érsimaizom és az
endotélium valaszkészségének pontos tesztelése érdekében.

A  TA-k egy részében valamint a deendotelizalt
aortaszegmenteken megvizsgaltuk, hogy az egyes LPA analogok
okoznak-e értonus fokozodast. A tobbi éren a referencia-kontrakcio
70-90 szazalékdnak megfeleld elofeszitést hoztunk 1étre és
megvizsgaltuk, hogy az LPA analogok képesek-e vazorelaxaciot
kivaltani. A tovabbi kisérleteket a legnagyobb relaxacidt kivalto
oleoil-LPA-val végeztiik.

Az LPA okozta relaxaci6é jelatvitelének vizsgalatdhoz a
kiilonb6z6 enzim inhibitorokat és receptor gatloszereket kétféle
modon alkalmaztuk. Wortmannin, MK-2206, Kil16425 és AMO095
esetében az LPA expozici6 eldtt 30 perccel kezdtiik el inkubalni az
ereket, és a gatloszer az LPA kezelés alatt is az oldatban volt. A PLC
endotélium-szelektiv gatlasara a kovetkez6 modszert alkalmaztuk: a
perfuzios oldatban hoztuk létre a sziikséges gatloszerkoncentraciot,
¢s lassan perfundaltuk az allatokat, hogy az ér lumenében aramlo
gatloszerrel hosszii ideig érintkezhessenek az endotélsejtek. A
kontrollkisérleteket is hasonléan végeztik: az U73122 inaktiv
analogjat az U73343-at, vehikulumukat a DMSO-t, valamint az
edelfosine vehikulumat, az etanolt is minden esetben a perfizids
oldathoz adtuk. Hogy ne teljen el sok id6 a gatloszer beadésa és az
LPA tesztelése kozott, kihagytuk az érreaktivitas kezdeti
ellendrzését. A szelektiv gatlast a PE kontrakcio épségével és az
Ach-relaxécio elromléasaval ellendriztiik. Annak igazolasara, hogy a
gatloszer a jeldtviteli utat gatolta, és nem a simaizom NO-
érzékenységét, az NO-donor nitroprusszid-natrium (sodium
nitroprussid, SNP) hatasat is megvizsgaltuk.



3.4. Endotelialis LPA receptorok és autotaxin expresszio-
analizise

Az  expresszidanalizist  frissen izolalt egér aorta
endotélsejtekben végeztiik. Altatds és perfizié utdn az aorta lumenét
DMEM oldattal atmostuk, és feltdltottiik 2 mg/ml Il-es tipust
kollagenazt tartalmaz6 DMEM oldattal. Az aortat mindkét végén
fonallal lekotottiik, kivagtuk, DMEM oldatba helyeztiik és 45 percen
keresztiil 37 °C-on inkubaltuk. A lument 3 ml DMEM oldattal
atmostuk, hogy kinyerjiikk beldle az endotélsejteket. Az igy kapott
sejtszuszpenziot két centrifugacsébe  szétmértik, ¢és 1200
fordulat/perc sebességgel 5 percen keresztiil centrifugaltuk. Az elsé
csében 1évo iiledéket 300 pul RNAlater oldatban vettiik fel, majd az
RNS izolalasig hiitdszekrényben taroltuk. A masik cs6ben 1évo
mintat immuncitokémiai vizsgéalathoz készitettiilk el6: az {iledéket
reszuszpendaltuk 20% FBS, 100 U/ml penicillin és 100 pg/ml
streptomycin tartalmt DMEM-ben, feddlemezre pipettaztuk és egy
¢jszakan keresztil 37 °C-on inkubaltuk, hogy a sejtek
kitapadhassanak. Az immuncitokémiai vizsgalat célja az
endotélsejtek relativ aranydnak meghatarozasa volt, vagyis azt
vizsgaltuk, mennyire sikeriilt ,.tiszta” endotél-populaciét nyerniink.

A mintéban 1év6 Osszes sejt megszamlalasara DAPI festést, az
endotélsejtek kimutatasara pedig klaudin-5-immuncitokémiai festést
alkalmaztunk. A lemezeket 4-szer atmostuk PBS oldattal, a kitapadt
sejteket pedig szobahdmérsékleten, 20 percig formalinnal fixaltuk.
Ezutan a lemezt 100 mM glicin tartalmi PBS oldatban 10 percig
szobahdén atmostuk, majd 0,1%-os Triton X-100 oldattal 20 percen
keresztiil permeabilizaltuk és 1 oran keresztiil 3% BSA tartalmu PBS
oldattal blokkoltuk a sejteket. Ezt 1% BSA tartalmu PBS-ben oldott
monoklonalis klaudin-5 antitesttel (1:200 higitas) torténd inkubdacio
kovette 1 oran keresztiil, szobahon. Az elsddleges antitestet PBS-sel
lemostuk, majd 1 6ras inkubécid kdvetkezett szobahén Alexa 568



konjugalt egér ellenes IgG antitesttel (1:500 higitas). A magfestéshez
Alexa 488 konjugalt DAPI festéket hasznaltunk (1:1000 higitas), 10
percen  keresztill, szobah6n.  Fluoreszcens  mikroszkoppal
megszamoltuk az endotél sejtek ardnydt az Osszes sejtszamhoz
viszonyitva.

Az expresszidanalizist csak abban az esetben végeztiik el, ha
az endotélsejtek ardnya a mintaban meghaladta a 98%-ot. Az RNS
mindségét Nandrop-pal hatdroztuk meg. A reverz transzkripcidt az
Ovation PicoSL WTA System V2-el végeztiikk. A modszer lehetévé
tette, hogy az atirt cDNS-t felszaporitsuk. Az amplifikalt ¢cDNS-t
QIAquick oszloppal tisztitottuk, majd mennyiségét Nanodrop-al
mértiik meg. A kvantitativ valos ideji PCR-hez 4 ng amplifikalt
cDNS-t hasznaltunk. A PCR reakcidk triplikditumban torténtek, RT2
SYBR Green/ROX PCR master mix felhaszndlasaval 25 pl
végtérfogatban, Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR
rendszerben. Ciklusparaméterek: 1 inkubacios lépés 50 °C-on 2
percig, 1 denaturacios lépés 95 °C-on 10 percig, és 40 ciklus
denaturaci6 95 °C-on 10 masodpercig, primer kapcsolddas és
elongacio 60 °C-on. A vizsgalt gének relativ expressziojat dCt
modszerrel hataroztuk meg, normalizaldé génként GAPDH-t
hasznaltunk.

3.5. Kiértékelés, statisztikai elemzés

Az értonus valtozasainak rogzitéséhez és az eredmények
kiértékeléséhez Biopac MP100 rendszert és AcqKnowledge 3.7.3
szoftvert hasznaltunk. A konstriktor érvalaszokat a K*-Krebs altal
kivaltott kontrakcié 3 perces értékére, a relaxans valaszokat pedig a
PE-nel kivaltott prekontrakcid értékére normalizaltuk. Az adatok
atlagtstandard hiba forméjaban jelennek meg, n pedig a tesztelt
érszakaszok szamat jeloli. A statisztikai elemzéshez GraphPad Prism
szoftvert hasznaltunk. A dozis-hatas Osszefliggések kiértékelésekor
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nonlinedris regressziot alkalmaztunk a maximalis hatads (Emax) és a
félmaximalis hatast kivaltdé koncentracié (ECsy) meghatarozasahoz.
Két csoport dsszehasonlitasakor Student-féle paratlan ¢-tesztet, tobb
csoport Osszehasonlitasakor pedig varianciaanalizist hasznaltunk az
elrendezésnek megfeleld post hoc teszttel. A kiilonbséget p<0.05
esetében tekintettiik szignifikdnsnak.

3.6. Reagensek

A kisérletekhez hasznalt palmitoil-, heptadekanoil-, sztearoil-,
¢s oleoil-LPA-t az Avanti Polar Lipidstdl, mig a linoleoil- ¢és
linolenoil-LPA-kat az Echelon Biosciences Inc.-t6l szereztiik be. A
telitetlen LPA-kat kdzvetleniil a kisérlet el6tt oldottuk fel fiziologias
sooldatban, a kadakban Iétrehozott végkoncentracidhoz képest
szazszoros toménységben. A telitett LPA-kat szintén kozvetleniil a
kisérlet el6tt oldottuk metanolban, a kadakban létrehozott
végkoncentraciohoz képest ezerszeres toménységben. Az AMO095
szintetizalasa egy korabban leirt modszer alapjan tortént. A Kil6425-
t, az edelfosine-t valamint az U73122-t a Cayman Chemical Co.- t6l
vasaroltuk, az inzulint, az U73343-at és a wortmannint a Tocris
Bioscience-t6l, az MK-2206-ot pedig a Selleckchem-t6l. Minden
egyéb, jelen munkdhoz felhasznalt anyagot a Sigma-Aldrich-tol
szereztlink be. Amennyiben egy vegyliletet szerves olddszerben
oldottunk (U73122, U73343, Kil6425, wortmannin és MK-2206
esetében DMSO-ban, AM095 és edelfosine esetében etanolban), az
olddszer végkoncentracidja a szervfiirdoben legfeljebb 1 ezrelék volt,
perfuzid esetén pedig 1 szazalék. Ezekben a kisérletekben a kontroll
erek oldoszert kaptak. Az 4&brdkon és a szovegben minden
alkalmazott anyag szervfliirddben létrehozott végkoncentracidja
szerepel.



4. EREDMENYEK

4.1. A lizofoszfatidsav vazorelaxaciot okoz egér mellkasi
aortaban

Annak eldontésére, hogy képes-e valamely lizofoszfatidsav
analog vazorelaxacio kivaltasara, ép endotéllel rendelkezé mellkasi
aortagyurtiket PE-nel prekontrahdltunk, majd a prekontrakcid
stabilizalodasa utan kiilonb6zo, eltérd oldallanc-hosszusagu, illetve
eltér6 mértékben telitetlen oldallancot tartalmazé LPA analdgot
alkalmaztunk 10 pM-os koncentracidban. Az altalunk vizsgalt
palmitoil- (16:0) és heptadekanoil-LPA (17:0) gyorsan létrejovo,
tranziens relaxacidt okozott, mig a sztearoil-LPA (18:0) alig valtott
ki relaxaciot.
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LPA (10 pM) LPA (10 uM)

1. abra A lizofoszfatidsav vazorelaxans hatasa

A maximalis relaxdns hatasok kiértékelése soran a relaxacio
mértéke az oldallanc hossziisdganak novelésével csokkend tendenciat
mutat (1. 4bra A panel: 26,3+3,6%, 18,6+3,8% valamint 1,4+0,8%,
##p<0,01 vs. 17:0 LPA, ****p<0,0001 vs. 16:0 LPA, n=16, 10, 10;
egyvaltozos ANOVA, Tukey-féle post-hoc teszt). Mivel a 18
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szénatom hosszisagu oldalldncot tartalmazé LPA-k koéziil mind a
telitett, mind kiilonbozo telitetlen formak eldfordulnak az emberi
szervezetben, ezért kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk az oleoil-
(18:1), linoleoil- (18:2) és linolenoil (18:3) LPA-k vazorelaxans
hatasat. Mind az egyszeresen telitetlen oldallancu oleoil-, mind a
kétszeresen telitetlen oldallanct linoleoil- és a haromszorosan
telitetlen oldallanct linolenoil-LPA gyorsan kifejlédo, tranziens
relaxaciot okoz. A relaxaciok maximumanak kiértékelése alapjan a
relaxans hatas a telitetlenség fokanak nodvelésével csokkend
tendenciat mutat (1. abra B panel: 43,1+1,6%, 37+6,7% ¢és
30,2+6,4%, *p<0,05 vs. 18:1 LPA, n=59, 10, 11; egyvaltozos
ANOVA, Tukey-féle post-hoc teszt). Erdekes, hogy amig az oleoil-
LPA relaxans hatasanak lecsengése utan az értonus az elézdleg
beéllitott prekontrakcié értékére tér vissza, addig a tdbbszordsen
telitetlen LPA analogok a relaxacid lecsengése utdn a prekontrakcio
szintje folé ndvelik az értonust.

A relaxacid  tovabbi  vizsgalatahoz  leghatékonyabb
vazorelaxaciot kivaltod oleoil-LPA-t valasztottuk. Az oleoil-LPA altal
kivaltott vazorelaxdci6 maximuma (Emax) 53,9%, a félmaximalis
hatashoz tartozé koncentracio (ECso) pedig 400 nM. Ez az ECs érték
a kisérleti allatokban és emberekben mért plazma és szérum LPA
koncentréci6 tartomanyaban van.
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4.2. A lizofoszfatidsav vazorelaxans hatasanak kialakulasa-
hoz ép endotéliumra és az eNOS enzimre van sziikség

Ezutan megvizsgaltuk, hogy milyen mediator(ok) kdzvetitik az

LPA vazorelaxans hatasat. Azt feltételeztiik, hogy a relaxéacidban

endotélium-fiiggé  vazoaktiv anyagok, elsdsorban NO ¢és

prosztanoidok jatszhatnak szerepet. Ezt a feltételezést kétféleképpen

ellendriztiik: az LPA-t vad tipusu allatokban endotélirtast kdvetden,

illetve eNOS-deficiens és COX1-KO egerekbdl preparalt erekben
alkalmaztuk.

Az endotélium eltavolitdsa

509 teljesen megsziintette az

ol [ T LPA-okozta vazorelaxéci-

o0t, sot, endotélium hianya-
ban az LPA novelte az
értonust (2. abra,
101 - *EXXPp<0,0001  vs. LWT

E+”, n=59, 21, 27, §;
egyvaltozos ANOVA,
Dunnett-féle post-hoc
teszt). Ez arra utal, hogy az
LPA hatdsa komplex, az
eredd6 hatasban nem csak endotél-fliggd relaxacio, hanem
endotélium-fiiggetlen kontrakcio is szerepel.

304

20+

Relaxacio (% + SE)

o

WT E+ WT E- eNOS-KO COX1-KO

2. abra Az LPA vazorelaxans hatasanak
endotélium-fiiggése

4.3. A lizofoszfatidsav-indukalta vazorelaxaciot kozvetito
receptor(ok) azonositasa

Mivel eredményeink alapjan az endotélium jatszik szerepet az
LPA vazorelaxans hatasanak kialakitasaban, elsoként ellendriztiik,
hogy az egér aorta endotélium sejtjeiben valdban expresszaldédnak-e
LPA receptorok és autotaxin. Izolalt egér aorta endotél sejteket
kvantitativ valés idejii PCR technikaval vizsgalva azt talaltuk, hogy
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az edg tipusu recetorok koziil
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3. abra Az LPA receptorok és az
autotaxin expresszioanalizise

A kovetkezd 1épésben azt vizsgaltuk, melyik LPA receptor
altipus(ok) kozvetiti(k) az eNOS-fiiggé vazorelaxaciot, amihez
farmakoldgiai és genetikai moddszereket egyarant felhasznaltunk.
Kisérleteinkben az LPA;3 receptorokat Kil6425-tel gatolva
szignifikansan lecsokkent az LPA-indukalta vazorelaxacio (4. 4bra A
panel, n=7, 18), mig az AMO095 nevli szelektiv LPA; receptor
gatloszer 10 pM koncentracioban az LPA-okozta relaxacio jelentds,
90%-0s csokkenését okozta (4. dbra B panel, n=7, 8; mindkét
panelen ****p<(0,0001 vs. oldoszerrel kezelt erek, Student-féle
parositatlan z-proba). Egyik receptor gatloszer sem valtoztatta meg az
acetilkolin-okozta eNOS-fiiggd relaxaciot.

A B
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?) 10- *kkk E 104 *kkk
) H B
0 0
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4. dbra Az LPA vazorelaxans hatdsanak receptor-fiiggése
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Ezutan LPA; és LPA, KO egerekbdl izolalt aortdkon is
megvizsgaltuk az LPA hatasat. LPA; KO egerek erei nem mutattak
relaxaciot LPA hozziadasara, mik6zben az acetilkolinra adott
valaszkészségiik normalis volt, mig LPA, KO egerek aortai sem az
LPA, sem az acetilkolin hatdsokban nem kiilonb6ztek a kontroll
egerektol. (5. abra A panel, n=19, 15, 4; ****p<0,0001 vs. ,,WT”,
egyvaltozos ANOVA, Dunnett-féle post hoc teszt). A fenti
eredmények ismeretében megvizsgaltuk a tobbi LPA tipus relaxans
hatéasat is LPA; KO egerekbdl preparalt aortakban. Mivel a sztearoil-
LPA nem valtott ki érdemleges vazorelaxaciot, igy ezt az LPA-t nem
vizsgaltuk KO erekben. A tobbi altalunk vizsgalt LPA fajta
vazorelaxdns hatasat nagyrészt LPA; receptorok kozvetitik (5. dbra B
panel, n=19, 13, 52, 10, 11 a WT és n=6, 6, 20, 7, 9 az LPA; KO
esetében. *p<0,05, ***p<0,001, ****p<0,0001 vs. ,WT”,
kétvaltozos ANOVA, Sidak-féle post hoc teszttel).
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5. abra Az LPA vazorelaxans hatasanak receptor-fliggése
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4.4. A lizofoszfatidsav indukalta vazorelaxacio kialakulasa-
ban érintett intracellularis jelatviteli utak azonositasa

Azért, hogy az LPA, receptor és az eNOS enzim aktivacidja
kozotti jelatviteli ttvonalat tisztdzzuk, elséként megvizsgaltuk a
foszfatidilinozitol-3-kinaz (PI3K) — Akt/protein kinaz B (PKB)
jelatviteli ut esetleges szerepét, ugyanis irodalmi adatok alapjan az
LPA ezen utvonal aktivalasan keresztiil okozta az eNOS enzim
aktivalodasat tenyésztett endotélsejtekben. Eredményeink alapjan
sem a PI3K gatloszere, a wortmannin (100 nM), sem az Akt/PKB
gatlo MK-2206 (5 pM) nem valtoztattak az LPA-indukalta
vazorelaxaci6 amplitidojan (6. abra A panel, n=27, 16, 17
*EEXH<0,0001 vs. “DMSO”, egyvaltozos ANOVA, Dunnett-féle
post hoc teszt). Annak ellenérzése céljabol, hogy a fent emlitett
anyagok valéban gatoltdk a PI3K-Akt/PKB utvonalat, az inzulin
okozta vazorelaxaciot vizsgaltuk meg. Az ismerten PI3K-Akt/PKB
utvonalon hat6 inzulin vazorelaxans hatasa szignifikdnsan csokkent a
wortmannin és MK-2206 kezeléstdl. fgy allithatjuk, hogy az LPA, és
eNOS altal kdzvetitett vazorelaxacio nem a PI3K-Akt/PKB jelatviteli
utvonalon keresztiil alakul ki.
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6. abra Az LPA indukalta vazorelaxacioban érintett jelatviteli utvonalak

Szintén irodalmi adatok utalnak arra, hogy az LPA; receptor
képes fokozni az inozitol-triszfoszfat (IP3) termelddését, és az ezt
kovetd intracellularis Ca®" koncentracid emelkedés aktivalhatja az
eNOS-t. Azért, hogy tisztdzzuk az eNOS aktivacié mechanizmusat,
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ezutan a foszfolipaiz C (PLC) enzimre fokuszaltunk, ami a fent
emlitett IP3-Ca?" utvonalon keresztiil aktivalhatja az NO termel8dést.
Mivel az LPA néhédny hatasat az irodalmi adatok alapjan PLCe
kozvetiti, els6ként ennek az izoenzimnek az érintettségét vizsgaltuk
meg. PLCe-KO egerekbodl preparalt aortakban azonban az LPA
vazorelaxdns hatasa nem volt kiilonb6z6 a vad tipusi kontroll
erekben mérhet6tdl (6. abra B panel, ,,Vehikulum” oszlopok; n=18
WT; 20 PLCe-KO), igy kizarhatjuk ennek az izoenzimnek a szerepét
a jelatvitelben.

Ezt kovetden a tobbi PLC enzimre fokuszaltunk. A PLC enzim
endotélium-specifikus gatlasa érdekében az ereket a lumen feldl
kezeltik 10 pM U73122-vel. Az LPA vazorelaxans hatdsa szinte
megsziint mind vad tipust, mind PLCe-KO egerek aortaiban U73122
kezelést kovetden, mig a kontrollként haszndlt inaktiv analdg
U73343 hatastalan volt (6. abra B panel; n=18, 7, 18 WT; 20, 11, 20
PLCe-KO; ****p<0,0001 vs. “Vehikulum”, kétvaltozos ANOVA
Tukey-féle post hoc teszt). Kisérleteinket egy kémiailag ¢és
hatasmechanizmusban eltéré masik PLC gatloszerrel, edelfosine-nal
is elvégeztiik, €s hasonld eredményre jutottunk: az edelfosine is
megsziintette az LPA-ra kialakul6é vazorelaxaciot (6. abra C panel,
n=10, 11. ****p<0,0001 vs. “Vehikulum”, Student-féle parositatlan
t-proba). A 3.3 fejezetben leirt modon ellendriztiikk, hogy e két
gatloszeres kezelés (U-73122 és edelfosine) egyébként valoban
hatékonyan csokkentette a PLC fliggd vazorelaxaciot, de nem
befolyasolta a simaizom exogén NO-ra adott valaszkészségét.
Osszefoglalva tehat megallapitottuk, hogy a PLC enzim(ek)nek — de
nem a PLCg izoforméanak — dont0 szerepe van az LPA vazorelaxans
hatasanak kozvetitésében.
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4.5. A lizofoszfatidsav endotélkarosodas esetén vazo-
konstrikciot okoz

Az LPA adasat kovetoen tobb esetben értonus-novekedést is
tapasztaltunk, pl. endotélirtast kovetden, valamint eNOS KO
egerekbdl preparalt aortakon az LPA konstriktor hatast fejtett ki.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az altalunk latott érhatés tobb
komponensti lehet, de a vazokonstriktor komponenst az esetek
tobbségében felillija az endotélium-fiiggd vazorelaxacid. Ennek
kikiiszobolése érdekében tovabbi kisérleteinkben az endotéliumot
eltavolitottuk, az oleoil-LPA-t pedig a nyugalmi érténusra adtuk. A
kontrakcios hatas kiértékelésekor a kovetkezd megfigyeléseket
tettiik:

— a kontrakci6é amplitiddja nagyobb endotél irtas esetén, mint
ép endotéllel rendelkezéd erekben (1,2+0,3%, n=17 vs.
4,8+1,0%, n=14, a 124 mM K" altal 1étrehozott referencia-
kontrakciohoz viszonyitva, p<0,001, Student féle paratlan ¢-
teszt),

— a kontrakcié amplitiddja nagyobb hasi aortaban, mint
mellkasi aortaban (7. dbra A panel, n=14, 42; ***p<0,001
vs. “TA”, Student féle pératlan t-teszt), €s

— hasi aortdban tovabbvizsgilva a  kontrakcidt, az
dozisfiiggdnek bizonyult, maximalis értéke (Emax) a
referencia kontrakcio 30,3 %-a, a félmaximalis hatashoz
tartoz6 koncentracié (ECso) pedig 3,15 puM (n=4-42,
nonlinedris regresszio).

Az oleoil-LPA vazokonstriktor hatdsa igy gyengének
mondhat6, foleg annak tiikrében, hogy az LPA receptorok koziil az
edg receptorokon agonista VPC31143 sajat eredményeink szerint
ennél 1ényegesen erdsebben képes kontrahdlni az endotél irtott hasi
aortat (jelen dolgozatban nem keriil bemutatisa). Ezért
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megvizsgaltuk a tobbi, korabban mar emlitett LPA tipus
vazokonstriktor potencialjat is.
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7. abra Az LPA altal kivaltott vazokonstrikcio

A tobbszorosen telitetlen linoleoil- és linolenoil-LPA az oleoil-
LPA-nal Iényegesen erdsebb vazokonstrikciét okoznak (7. dbra C
panel, n=48, 12, 13; ***p<0,001, ****p<0,0001 vs. 18:1 LPA,
egyvaltozés ANOVA, Tukey-féle post-hoc teszt). Ezek a tipusok
szintén tranziens, de a VPC31143 hatasaval 0sszemérheto
érosszehuizodast valtottak ki. Ugyanakkor az altalunk vizsgalt telitett
LPA-k egyaltalan nem, vagy alig okoztak az endotél irtott hasi aorta
Osszehuzodasat (7. abra B panel, n=9, 9, 6).
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5. KOVETKEZTETESEK

Kisérleteink soran arra kerestiink valaszt, hogyan befolyasolja a
lizofoszfatidsav (LPA) az erek tonusat, és ennek hatterében milyen
jelatviteli folyamatok allhatnak. Eredményeinkkel igazoltuk, hogy
egér aortaban:

* Az LPA dozisfiiggd vazodilataciot okoz, melynek kialakulasa az
endotélium épségéhez kotott. A vazodilatacio erdssége fiigg az LPA-
ban taldlhaté zsirsavlanctol: telitett zsirsavlancti LPA-k esetében a
lanchossz, mig a 18 szénatomszamu LPA-k esetében a kettds kotések
szdmanak novelése csokkenti a relaxans hatast.

* Endotélium hidnyaban az LPA dozisfiiggd vazokonstrikciot okoz,
mely kifejezettebb a hasi aortdban, mint a mellkasi aortaban, és
erdssége fokozodik az LPA zsirsav oldallancanak telitetlenségével.

* Az endotélsejtekben kifejezodnek az LPA;, LPA,, LPA4 és LPAs
receptorok, valamint az LPA szintéziséért felelos autotaxin enzim. A
vazorelaxacio kozvetitéséért az LPA, receptor felelds.

* Az LPA okozta vazorelaxaciot az endotelidlis nitrogén-monoxid
szintaz (eNOS) kozvetiti, ciklooxigenaz metabolitoktol fiiggetlen.

* Az eNOS aktivalasa a foszfolipaz-C (PLC) — de nem a PLCe —
kozremuikodésével torténik, és fiiggetlen az eNOS foszforilacidhoz
vezeto foszfatidil-inozitol-3-kinaz — Akt/PKB ttvonaltol.
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