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BEVEZETES

A szoveti vérkeringés €és a mikroerek periférias rezisztenciajanak egyik kulcsfontossagu
mediatora a nitrogén-monoxid (NO). A reaktiv oxigén gyokok (ROS) a NO-dal reakcioba lépve
csokkentik annak bioldgiai hozzaférhetGségét és ezaltal részt vesznek az erek toénusanak
szabalyozasaban, strukturalis valtozasokat okoznak a mikroereken, valamint a kardiovaszkularis
betegségek kialakulasaban és progresszidjaban is lényeges tényezOk. Ismert, hogy a nitrogén-
monoxid szintézisét L-arginin aminosavbdl az Un. nitrogén-monoxid szintdz (NOS) enzim végzi,
ezért az L-arginin szintetikusan eldallitott metilszarmazékai, mint az o-nitro-L-arginin (L-
NNA), az NG-monometil-L-arginin (L-NMMA) vagy az No-nitro-L-arginin-metil-észter (L-
NAME) gatoljak a miikddését, ezaltal befolyasoljak a NO-medialt vazodilataciot. Ugyanakkor
ismert tény, hogy az emberi szervezetben is keletkeznek metilalt L-argininek, pl. az
aszimmetrikus dimetil-L-arginin (ADMA), amelynek a szintje koros koriilmények kozott, mint
példaul hiperhomociszteinémiaban (HHcy), diabetes mellitusban, hipertonidban vagy
praceclampsiaban megemelkedik. Allatkisérletek eredményei arra utalnak, hogy az ADMA
nemcsak érzékeny jelzdje, hanem riziko tényezdje is a kardiovaszkularis eseményeknek. Az
aszimmetrikus dimetilarginin (ADMA) vélhetden NO-szintaz gatlasan keresztiil szabalyozza az
arteriolak tonusat. Legutobbi tanulmanyok azt mutattak ki, hogy az ADMA nem csak az NO
szintézisét csokkenti, hanem szuperoxid termelést is indukal.

Jol ismert tény, hogy az angiotenzin Il (Ang II)-nek fontos szerepe van a vaszkularis
NAD(P)H oxidaz aktivalasaban és ezaltal szuperoxid termelésében. A kozelmultban tortént
vizsgalatok azt mutattak ki, hogy az exogén ADMA szuperoxid termelddést valt ki. Az erek
falaban lokélisan termel6dé Ang II-nek fontos autokrin és parakrin hatdsa van a szervezetben
keringd renin/angiotenzin II normal illetve alacsony szintjei esetén is.

A homocisztein és az ADMA, biokémiai szempontbol, tobb ponton is §sszekapcsolodik.
Vizsgalati eredmények utalnak arra, hogy hiperhomociszteinémiaban nem a homocisztein,
hanem a magasabb ADMA plazmaszintje van 0Osszefliggésben a kardiovaszkularis
betegségekkel, ezért azt feltételezik, hogy a hiperhomociszteinémiaban a magas ADMA ¢és a
ROS fontos szerepet jatszanak az erek diszfunkcidjanak kialakulasaban.

A szakirodalom attekintését kovetden azt feltételeztik, hogy az ADMA aktivéalja a
szoveti renin-angiotenzin rendszert, foként az angiotenzin 1 receptorokat (A1R), amely a
NAD(P)H oxidaz funkciojat fokozza, ezaltal oxidativ stresszt okoz, amely rontja az NO-fliiggd

dilataciot, melynek eredményeképpen vazizom arteriolakon vazomotor diszfunkcio jon létre.



CELKITUZES

1. Az ADMA izolalt arteriolak alapatmérdjére gyakorolt hatasanak vizsgalata specifikus
gatloszerek jelenlétében

2. Az ADMA hatasanak vizsgalata az aramlas fliggd dilataciora specifikus gatloszerek
jelenlétében izolalt arteriolakon

3. Az ADMA hatasa az érfunkcié vizsgalatara hasznalatos agonistak (acetilkolin, natrium
nitroprusszid) valaszaira specifikus gatloszerek jelenlétében izolalt arteriolakon

4. Az ADMA okozta szuperoxid emelkedés eredetének tisztazasa és a sejtszintli mechanizmusok
vizsgalata, melyek érintettek az ADMA altal 1étrehozott vazomotor diszfunkciobanAz
ADMA arteriola alapatmérdjére gyakorolt hatdsanak vizsgalata specifikus gatloszerek

jelenlétében

MODSZER

A kisérleteket him Wistar patkanyok (~350 g) izolalt gracilis arteriolain végeztiik
(belsd ératmérd 153+4 pm és a passziv atméré 235+3 mm, 80 Hgmm-es nyomason).
Az erek belsé6 atméréjének valtozasat mikroangiométerhez csatlakoztatott
videomikroszkopos rendszerrel mértiik, és kiiron valamint analog-digitalis konverterrel
PowerLab szoftverrel rogzitettiik. A szervfiirdében levd arteriolat a ciklooxigenaz
enzimet gatlo indomethacinnal eldinkubaltuk. Az erek endothelium épségének és az
agonista-indukalt valaszok vizsgalatahoz endothelium-fiiggé vazodilatator acetilkolint
és endotheliumtol fliggetleniil hatdé vazodilatator natrium nitroprussidot hasznaltunk.
Az erek alapatmérdjét ADMA adéasat kovetden, gatloszerek jelenlétében mértik az ido
fliggvényében. Az erek tovabbi funkcionalis vizsgalatahoz intraluminalis aramlast
hoztunk létre, mikozben a nyomas allandé maradt. A kisérleteket 10 dozisi ADMA,
L-arginin ¢és kiillonbdzé gatloszerek jelenlétében megismételtik. A kovetkezd
gatloszereket hasznaltuk fel vizsgéalataink soran: a NAD(P)H oxidazt gatlé apocynint,
a xantin oxidazt gatldo oxypurinolt, a reaktiv oxigén gyokoket vizzé alakitdé szuperoxid
dizmutazt (SOD) és katalazt (CAT), az angiotenzin konvertaldé enzimet gatlo quinaprilt,

az angiotenzin | receptor blokkold telmisartant és losartant.

Az izolalt vazizom femoralis arteriak faldban keletkezd szuperoxid kimutatasat

lucigenin kemilumineszcencidval (CL), valamint hydroethidinnel végeztiik.



EREDMENYEK

Az ADMA hatasa az arteriola alapatmérdjére és az agonista-indukalt valaszokra
ADMA (10" M) jelenléte az izolalt gracilis arteriolak alapatméréjét szignifikans
mértékben csokkentette. Endotél denudacio illetve az arteriolak inkubacidoja NAD(P)H
oxidaz inhibitor apocyninnel vagy az angiotenzin-konvertdlé enzim gatldé quinaprillal
megsziintette az ADMA-kivaltotta konstrikcidét, a xantin-oxiddz gatlé oxypurinol
viszont hatdstalan volt. ADMA jelenlétében szignifikdnsan csokkent dilataciot talaltunk
a NO donor natrium nitroprusszid (SNP) hatasara, melyet a SOD/CAT jelentésen
javitott, mig az acetilkolin hatasat nem befolyésolta 10“M ADMA.

Az ADMA hatasa az arteriola dramlas-fiiggdé valaszokra

Az izolalt arteriolak atmérdje az intraluminalis aramlas fokozatos novelése (5, 10, 15,
és 20 uL/min) kontroll koriilmények kozott értagulatot okozott. Az dramlas megsziinése
utdn az arteriola 4tméréje visszatért a kiindulasi allapotba. ADMA (10 M)
jelenlétében az aramlas 1épcsbzetes novelése nem okozott ératmérd ndvekedést
(maximum 31 £ 2%-r61 3 + 1%-ra), mig SOD/CAT visszaallitotta az aramlas-indukalta
dilataciot (maximum 28 + 2%-ra). L-arginin és ADMA jelenléte nem valtoztatott
szignifikans mértékben az intraluminalis aramlas lépcsdzetes emelésére létrejovo
érvalaszon az ADMA-kezelt arterioldkkal Osszehasonlitva. Az apocynin jelentdsen
javitott az ADMA altal csokkentett aramlas-indukalta dilatacion (maximum 4 £ 1%-161
25 + 3%-ra) igy csaknem visszadllitva a kontroll arterioldkban mért értéket, mig a
xantin oxidaz gatlé oxypurinol hatastalan volt. A tovabbi kisérletekben a quinapril és
losartan ugyancsak visszaallitotta az aramlas-indukalta dilataciot, amit az ADMA

csokkentett (maximum 32 + 2% és 23 + 2%)).

Az ADMA hatasa az erek szuperoxid termelésére
Ethidium bromiddal (EB) festett erek fluoreszcenciajat vizsgaltuk kontroll
koriilmények kozott és ADMA inkubaciét kovetéen. Az ADMA hatdsara az EB festés
utan intenzivebb festddést mértiink a kontroll erekhez viszonyitva, mig tovabbi
apocynin, quinapril vagy losartan inkubacido csokkentette az ér faldban a
fluoreszcenciat.

Tovabbi vizsgalatokat végeztiink, hogy meghatarozzuk a szuperoxid jelenlétét,
ezért artéria femoralist hasznalva lucigenin chemilumineszcenciat mértiink. Azt

talaltuk, hogy ADMA jelenlétében a chemilumineszcencia szignifikdnsan nagyobb volt



a kontrollhoz viszonyitva, mig a NO donor SNP vagy angiotenzin | receptor blokkolo

szignifikansan csokkentette azt.

MEGBESZELES

Kisérleteink eredménye alapjan kimondhatjuk, hogy izolalt gracilis izom arteriolaban az
aszimmetrikus dimetilarginin, az ADMA

1) csokkentette az alapatmérdt, amelyet a NAD(P)H oxidazt gatlo apocynin és ACE gatlo
quinapril visszaallitott, azonban a xantin oxiddz oxypurinol hatastalan volt,

2) meggatolta az aramlas-indukalta dilataciot, amelyet a reaktiv oxygén gyok fogé SOD és CAT,
illetve a NAD(P)H oxidazt gatlé apocynin, ACE gatl6 és AT1R blokkolo visszaforditott, viszont
L-arginin és oxypurinol adasa hatastalan volt,

3) fokozta a vaszkularis oxidativ stresszt, amelyet apocynin, ACE gatldo és ATIR blokkold
jelenléte normalizalt és a megndvekedett lucigenin chemilumineszcenciat meggatolta a NO

donor SNP és AT1R blokkolo jelenléte.

Az eddigi eredmények alapjan gy tiinik, hogy az emelkedett ADMA plazmaszintje
Osszefliggésben van a kardiovaszkularis betegségekkel human vizsgalatokban és
allatkisérletekben. Szamos betegségben, mint pl. hipertonidban, diabetesben ¢és
hiperhomociszteinémidban metilalt L-argininek szintje, igy az ADMA szérum szintje is
szignifikdnsan magasabb. Korabbi (féleg biokémiai) vizsgalatok kimutattdk, hogy az ADMA két
feltételezett mechanizmus révén fejti ki hatasat: egyrészt ADMA gatolja az eNOS miikddését,
masrészt ADMA jelenlétében a homodimer eNOS “szétkapcsolodik™ a szubsztrat L-arginin
hianyaban, mik6zben NO helyett szuperoxidot termel.

Ugyanakkor, allatkisérleteken végzett vizsgalatokbol kiderilt, hogy az ADMA-nak
eNOS-tol fiiggetlen hatdsa is van. fgy példaul ADMA kontroll és eNOS-KO egerek
koszoruereiben mikrovaszkularis 1ézidkat okozott, amely eNOS-tdl fiiggetlen hatasat
bizonyitjak, tovabba az is, hogy L-arginin adasa hatastalan volt. Tovabba, ADMA szuperoxidot
termeld hatdsat leirtdk monocytdkon, epitélsejteken, endotéliumon és szivizomsejteken is.
Azonban az a mechanizmus, mely révén szuperoxid termelést valt ki, nem ismert. Korabbi
vizsgalatok fokozott NAD(P)H oxidaz aktivitast észleltek olyan betegségekben, mint példaul
hipertoniaban, diabetesben vagy hiperhomociszteinémiaban. Ezekben a betegségekben az
ADMA szérum ¢és valdszinl cellularis szintje emelkedett. Logikusnak tiint az a feltételezés,
hogy az ADMA, a NOS gatlasan kiviil, fokozza a szuperoxid termelést valosziniileg a NAD(P)H

oxidaz aktivalasan keresztiil. Mivel az angiotenzin II ismert aktivatora a NAD(P)H oxidéznak



ugyancsak feltételezhetd szerepe lehet a renin-angiotenzin rendszernek (RAS) az ADMA altal
létrejott arteriola diszfunkcioban. Ezért vizsgaltuk az ADMA hatasat izolalt vazizom arteriolak
vazomotor mitkddésére.

Elséként igazoltuk, hogy az ADMA szignifikans konstrikciot valt ki arteriolakon. Ezt a
konstrikcidt elézetes szuperoxid-dizmutaz és katalaz inkubacio gatolta, amely eredmény alapjan
feltételezhetd, hogy az arterioldk atmérdcsdkkenését a megndvekedett oxidativ stressz okozta.
Kimutattuk, hogy ADMA jelenlétében a NAD(P)H oxidadz inhibitor apocynin visszaallitotta az
arterioldk normal atmérdjét. Endotélium fosztott erckben tovabbi ADMA hozzadadasa nem
csokkentette az arteriolak alapatmérdjét. Tovabba azt talaltuk, hogy a xantin oxidaz gatlo
oxypurinol inkubacidja az emlitett konstrikciokat nem gatolta. Osszességében az aldbbi
eredmények szerint az arteriolak atmérécsokkenését a megnovekedett szuperoxid-szint és a NO
kozti reakcid okozza, a ROS termelésért pedig nem a xantin oxiddz, hanem elsdsorban a
NAD(P)H oxidaz felelés. Korabbi tanulmanyok bizonyitottak, hogy az L-arginin a NO-
képzddés prekurzora, és az L-arginin-szint novelése eldsegiti a NO-képzddést, L-arginin
adagoldsa meggatolja az eNOS “székapcsolasabol” eredd szuperoxid termelést. A jelen
kisérletekben azonban az L-arginin nem forditotta vissza az aramlas-indukalt dilataciot az
ADMA-val kezelt arteriolakban.

Tovabb vizsgalva az ADMA szuperoxidon keresztiili hatasat, izolalt gracilis arteriolak
dilatacidjanak kivaltasdhoz NO-donor SNP-t hasznaltunk. Az ADMA szignifikdnsan
csokkentette a NO-donor SNP-indukaélta dilataciot arterioldkon és ezt a hatdst a SOD/CAT
szignifikdnsan gatolta. Ebbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a csokkent dilatacioért az ADMA
jelenlétében megnovekedett szintli ROS és az SNP-bol felszabaduldé NO egymast gatlo hatasa
felelds.

Szamos in vitro és in vivo tanulmany bizonyitotta az angiotensin 11 NAD(P)H oxidaz
aktivalasaban betoltott szerepét, és ezaltal oxidativ stresszt okozo hatasat. Korabbi kutatasok az
ADMA ¢és a RAS lehetséges interakciojat is felvetették. Ezek alapjan feltételeztiik, hogy az
arterioldk falaban elhelyezkedé szoveti RAS-nak szerepe van az ADMA-indukalta oxidativ
stresszben. Ezzel 6sszhangban kimutattuk, hogy ADMA jelenlétében az ACE-gatld quinapril s
az ATIR-blokkol6 losartan visszaallitotta az aramlas-indukalta dilaticiot az arteriolakban,
valamint a quinapril az ADMA-okozta alapatmérécsokkenést is gatolta. Tovabba azt talaltuk,
hogy az ADMA novelte a DHE fluoreszcenciat, amelyet apocynin, quinapril vagy losartan
jelenléte szignifikansan csokkentett a kontroll szintre. Ezen kiviil az ADMA fokozta a lucigenin
kemilumineszcenciat, amelyet NO donor SNP, vagy AT1R-blokkold telmisartan eléinkubacid

meggitolt. Osszességében feltételezziik, hogy az ADMA eddig ismeretlen mechanizmus(ok)on



keresztiil aktivalja a mikrovaszkularis RAS-t, amely emelkedett angiotenzin II szintekhez vezet
a mikroerek faldban és ezen ADMA-Ang II ton termelt reaktiv oxigéngyokok termelésében az
AT1 receptoroknak szerepe van.
Korabbi tanulmanyok jelentés kapcsolatot mutattak ki az ADMA, a homocisztein metabolizmus
és a vaszkularis torténések kozott. Szamos egyéb kardiovaszkularis rizikofaktorhoz hasonldan a
hiperhomociszteinémia endothelialis diszfunkcidhoz vezet a NO csokkent biologiai
hozzaférhet6ségébol adoddan. A csokkent NO elérhetdségéért felelés molekularis
mechanizmusok nem teljesen ismertek, de Ujabb bizonyitékok feltételezik az ADMA
kulcsmediator szerepét. Szamos allat- és klinikai kisérlet mutatott ki szoros Osszefiiggést a
plazma teljes homocisztein szintje, az ADMA plazmaszintje ¢és az endothelialis diszfunkcio
kozott. Ezzel Osszefliggésben kimutattuk, hogy a venulas tonus endothelidlis szabalyozasa
alapvetéen megvaltozott hiperhomociszteinémiaban (ez utobbi ismerten Osszefliigg a
megndvekedett ADMA szintekkel), koszonhetéen a megndvekedett thromboxan A2 és
emelkedett ROS szinteknek. Ezek a faktorok ndvelhetik a vénas ellenallast és egyiddben
szerepet jatszhatnak a megndvekedett thrombocyta-aggregacioban és thrombusképzddésben,
ezaltal eldsegitve az okkluzids vaszkularis betegségek kifejlodését.

Az emelkedett ADMA-szintekhez kapcsolddod szamos korélettani folyamat kimutatasa
mellett kutatdsaink szamos betegség esetében elméleti alapot képeznek az antioxidansok,
specifikusabb NAD(P)H oxidaz gatlok hasznalatara és legfoképpen a szdveti renin-angiotenzin

rendszer gatloknak lehet fontos klinikai hatasa.
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