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BEVEZETES

Az agyi keringészavarok, mint az iszkémiéas-,
hemorragias sztroke valamint a szubarachnoidalis verzés
a negyedik vezeté halélozési ok a fejlett orszdgokban.
Agyvérzés soran az agyi Vvérkeringés elégtelen a
metabolikus igény, féleg oxigén, Kielégitéséhez, mely
hipoxiahoz vezet. A kialakul6 oxigén-szegény allapot
csokkenti az agyi sejtek oxidativ energiatermelését, mely
az ATP elégtelen képzodéséhez vezet. Ennek hatdséra az
ATP-fiiggé ion-pumpék, mint a Na'/K" ATPaz,
képtelenné vélnak a transzmembran iongrédiens
fenntartasara. Az extracellularis térbsl bearamlé Ca®*
lipazokat aktival, mint a foszfolipdz A, mely az
arachidonsav  képzédéséhez, tovabba arachidonsav
metabolitok forméacidjahoz vezet. A megemelkedett
intracellularis kalcium koncentracié a Ca**-calmodulin
complexet aktivalva fokozza a neuronalis és endothelialis
nitrogén monoxid-szintaz (NOS) aktivitasat, ezaltal
noveli a rendkivil potens vazodilatditor molekula, a
nitrogén monoxid (NO) képzodését. A kezdeti erdteljes
NO képzést kovetéen a NOS aktivitasa és a NO
termelédése fokozatosan csokken, mely kilondsképpen
jelentés, amennyiben az agyi  keringészavar
hipertonidval, traumas agyi sériléssel vagy diabetes
mellitusszal tarsul.

Kordbban mar megfigyelték, hogy olyan korélettani
kortlmények kozott, melynek sordn az oxigén és a NO
ellatas korlatozott, az eragyazat érzékenysége vazoaktiv
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molekulakkal szemben fokozott. Az agyban alacsony
frekvenciaju véraramlas oszcillacio jelentkezik, melyet
izolalt erek esetén vazomdcidnak neveznek, amely a
Klinikai megfigyelések szerint megel6zi az agyi
vazospazmus megjelenését.

Ennélfogva az agyi vérkeringés szabalyozasanak
alaposabb  megértése  nélkulozhetetlen az  agyi
keringészavarok sikeres kezeléséhez, valamint az
eredmeényesebb felépiilés eléréséhez. Jelenlegi munkam
soran az arachidonsav szarmazekainak, fokuszélva a
tromboxan A, (TXA;) és endokannabinoidok (EC),
szerepét vizsgaltam az agyi véraramlas szabalyozasaban.

CELKITUZES

Endothelialis-diszfunkcidhoz gyakran kapcsolodik az
agyi vérkeringeés és az agyi erek ténusanak lassu hullamu
oszcillacioja, mely a csokkent NO termel6dés
kdvetkezménye. Nemzetkdzi irodalombol ismert, hogy
NOS gatlas a vazomoécio megjelenésének esélyét noveli,
valamint UTP vagy U-46619, a TXA; stabil szintetikus
analogja, adasa kivaltja azt. A megfigyelt hatas in vitro
tromboxan receptorok (TP) jelenlététsl fligg, a receptor
gatldsa a vazomoOci0  megsziinéséhez  vezetett.
Kisérleteink soran feltételeztik, hogy NO-hianyos
kornyezetben a TP-receptorok felszabadulnak a NO
tonusos gatlasa aldél, mely a  TP-receptorok
hiperszenzitivitdsdhoz, valamint vazomoécio és agyi
veraramlas oszcillacio kialakulasahoz vezet.
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Kisérleteink  masodik  csoportjdban egy  masik
arachidonsav szarmazék, az endokannabinoid rendszer
szerepét  vizsgédltuk az  agyi  véraramlads  és
kardiorespiratorikus rendszer szabalyozasaban. Korabbi
kozlések egy részrol az endokannabinoidok értagito,
valamint agyi véraramlast ndvelé hatasarél szamol be
kutyaban, macskaban és emberben, ezzel szemben
ellentmondésos eredmények szilettek patkanyokban,
ahol EC adasa az agyi veraramlas csokkenéséhez
vezetett. Ezek az adatok azonban kiilonb6z6 exogén
kannabinomimetikumok szervezetbe juttatdsat kovetd
megfigyelésekb6l szarmaztak, igy nem feltétlendl
reprezentéljdk a regionalisan eltéré koncentracioiktol
fiiggé, endogén kannabinoid molekulak hatasait.
Kisérleteinkben a lokélisan felszabadulo
edokannabinoidok  visszavételét gatoltuk  AM-404
adasaval, mely vegyiilet els6sorban a kannabinoidok
centréalis szabalyozasban betoltott szerepérdl tajékoztat.
Tovabbd vizsgaltuk a CB1 receptorok konstitutiv
aktivitasdt CB1 receptor inhibitor/inverz —agonista
(AM-251) kezelést kovetden a cerebrovaszkularis és
kardiorespiratorikus szabalyozasban élettani, valamint
EC aktivaciot kovetden.

Szamos kozlemény szamol be az endokannabinoidok
okozta kardiovaszkularis depressziorol, melynek mértéke
a megfigyelések alapjan jelentésen fiiggott attol, hogy az
allatok mesterségesen vagy spontan lélegeztek. Ennek
hatterében all6 pontos mechanizmus  nagyrészt
ismeretlen, habéar feltételezik az EC centralis hatasat a
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nyultveléi  1égzékdzpontokban, valamint a CBI
receptorok részvételét. Kisérleteinkben az
endokannabinoid rendszer aktivitasat AM-404 adaséval
fokoztuk és pulzoximetriaval vizsgaltuk a respiratorikus
paraméterek valtozasat. Kisérleteinket mind vad-tipusq,
mind pedig CB1 receptor hianyos egereken (CB1-KO)
megismételtiik, azt vizsgalva, hogy az EC rendszer CB1
receptorok  kozvetitésével hogyan befolyasolja a
légzésszabalyozast.

KISERLETI ALLATOK, ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti Allatok

Kisérleteinket (1) him Wistar patkanyokon (300-400 g)
végeztiik a Magyar Allatvédelmi Torvény (243/1988)
irdnyelvei szerint, valamint a Semmelweis Egyetem
Kisérleti Allatok Etikai Hasznalataval Foglalkozo6
Bizottsag (590/99 Rh) valamennyi eljarasat jovahagyta,
tovabba (2) CB1-KO egereken, Dr. Andreas Zimmer
(Institute of Molecular Psychiatry, University of Bonn,
Németorszag) felajanlasaval és jovahagyasaval.



Anyagok

A CB1 receptor antagonista/inverz agonista AM-251-et
(1-(2, 4-dichlorophenyl)-5-(4-iodophenyl)-4-methyl-N-1-
piperidinyl-1H-pyrazole-3-carboxamide) és az
endokannabinoid re-uptake géatldé AM-404-et (N-(4-
hydroxyphenyl)-5Z, 87, 11Z, 14Z-eicosatetrenamide)
Cayman Chemicals-t6l vasaroltuk (Ann Arbor, MI,
USA); mindkét vegyszert 1 ml olddszerben oldottuk,
melynek 0Osszetétele ethanol/emulphor/saline  (1:1:8;
v:viv) volt. Ketamine-t (Calypsol) és xylazine-t (CP-
Xylazine) a Richter Gedeon Plc. (Budapest,
Magyarorszag) és CP-Pharma GmbH (Burgdorf,
Németorszag) vaséroltuk. A tromboxan A, receptor
agonista U-46619-t (9,11-dideoxy-9a,11a-methanoepoxy
Prostaglandin F2a), a tromboxan A, inhibitor Ozagrel-t
(sodium;(E)-3-[4-(imidazol-1-ylmethyl)phenyl]prop-2-
enoate), a nitrogen monoxid szintaz gatlé L-NAME-et
(Nw-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride), a
Rho-kindz  gatlé  Y-27632-t  ((R)-(+)-trans-4-(1-
Aminoethyl)-N-(4-Pyridyl) cyclohexanecarboxamide
dihydrochloride), bradykinint,  Uridine-5'-trifoszfatot
(UTP), endothelin-1-et (ET-1) és Urethan-t (Carbamic
acid ethyl ester) Sigma-tol szereztiik be (St. Louis, MO,
USA).

Maddszerek

Wistar patkanyokat urethannal anesztetizaltuk (1,5 g kg™
intraperitonedlisan), az altatas mélysegét rendszeresen
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ellendriztik a korneadlis vagy a plantaris reflex
kivaltasdval és amennyiben szilkségesnek bizonyult,
tovabbi urethant adtunk. A Kkisérleti &llatok spontan
Iélegeztek trachea kanulon keresztiil. Tovabbi katétereket
helyeztink  mindkét oldali  arteria  femoralisba
(vérnyomas meérés és vergaz mintavétel céljabol),
valamint a bal oldali véna femoralisba (anyagbeadas
céljabol). Az allatok hémérsékletét 36,5-37,5°C
tartottuk. Szisztémés arterids vérnyomast polygraph-on
regisztraltuk (Model 7E, Grass, Quincy, MA, USA).
Kisérleti egereket ketamine (100 mgkg™) és xylazine
(10 mg kg') intraperitoneélis ad4saval anesztetizaltuk, az
altatdas  mélységét  rendszeresen  ellendriztik  és
amennyiben szilkségesnek bizonyult, tovabbi
anesztetikumot adtunk. Az allatok spontan lélegeztek. Az
allatok homérsékletét 36,5-37,5 °C tartottuk.

A cerebrokortikalis véraramlast (CoBF) lézer-Doppler
aramlasmérével (LD) detektaltuk. A patkanyok fejét
rogzitettiik, majd a koponyacsontot a parietalis régidban
elvékonyitottuk a lamina interna megsértése nélkil. Két
lézer-Doppler méréfejet rogzitettink az elvékonyitott
parietélis tertlet folé (4 mm —re kaudalisan a szutura
koronalisztol, 5 mm —re laterdlisan a szutura
szaggitalisztol) és a lézer-Doppler fluxusat regisztraltuk
(MBF3D, Moor Instruments, UK). Minden kisérlet elott
az LD mérofejeket kalibraltuk a gyartd utasitdsainak
megfeleléen. A kisérlethez hasznalt 1ézer hullamhossza
az infravoros tartomanyban (780 nm) volt és
megkozelitéleg 1 mm —re penetrélt az agyallomanyba

7



korulbelil 7 mm? —es teriilet véraramlasarél szolgaltatva
informéaciot. A vérnyomads, szivfrekvencia és CoBF
valtozésat folyamatosan regisztraltuk (BIOPAC Systems
Inc, Goleta, CA, USA). Arterias vérgaz és pH értekét
Radiometer (Bronshoj, Dania) ABL-77 analizator,
tovabba a Kilélegzett CO, mennyisegét kapnograph
(Capstar-100, CWE Inc., Ardmore, PA, USA)
segitségével mértik.

Egérkiserleteinkben az egerek véltlenszeriien kivalasztott
labarol a szorzetet eltavolitottuk (Veet, Unilever, UK).
Oxigén szaturéciodt, l1égzésszamot és a légzéshez tarsuld
érfaldisztenziét MouseOX pulzoximeterrel regisztraltuk
(Starr Life Sciences Corp., Oakmont, PA, USA). Az
arterids oxigén szaturacié érékét normalizaltuk az
AM-404 adasat 5 perccel megel6z6 oxigén szaturacio
értékével.

Adatfeldolgozas

A cerebrokortikalis véraramlas mérésebol szarmaztatott
lassi hullam( oszcillacio amplitadojat Fast Fourier
Transzformacidval analizaltuk. Eredményeink statisztikai
analiziset GraphPad Prism szoftverrel végeztik (La Jolla,
CA, USA). Ertékeinket atlag+ SEM formatumban
fejeztuk ki, n reprezentélja az esetszamot. Szignifikancia
vizsgalatdhoz  two-way ANOVA-t  alkalmaztunk,
kombinalva Bonferroni post-hoc teszttel. Az eredmény
szignifikansnak bizonyult, amennyiben a p értéke nem
haladta meg a 0,05-t.



EREDMENYEK

Tromboxan receptor aktivacié nyugalmi allapotban nincs
hatassal a szisztémas élettani paraméterekre valamint az
agykeérgi véraramlasra

Munkank soran elsé 1épésben a TP-receptorok szerepét
vizsgaltuk az agyi véraramlas oszcillacié létrejottében. A
TP-receptor agonista, U-466419 intravénds adasa
1pg kgt  Kkoncentracidban vagy ennek oldészere
(fiziologids s6 oldat) nem befolyasolta a sav-bazis,
vérgaz vagy a keringési paramétereket. Tovabba, a CoBF
mértéke, vagy a Fourier spektrum amplitidéja nem
mutatott valtozast U-46619 hatéséara.

NO szintézis gatlas hatasara megné a vérnyomas, valamint
csokken a szivfrekvencia és az agykérgi véraramlas

NOS aktivitasat gyogyszeresen, 100 mg kg™ L-NAME
adasaval gatoltuk. A gatlészer adasa nem befolyasolta a
sav-bazis és vérgaz értékeket, viszont szignifikans
mértekben ndvelte a vérnyomast, és csokkentette a
szivfrekvenciat. A valtozasok 25 perccel L-NAME adasa
utdn jelentkeztek, és valtozatlanok maradtak 1 pg kg™
U-46619 (Group lla.), 1 ml kg™ saline (Group lIb.) vagy
10 mg kg™ ozagrel (Group Ilc.) adasat kovetden.



Tromboxan receptor aktivacio noveli, mig TXA, szintézis
gatlasa csokkenti a vazomoécio amplitudéjat NO-hianyos
kornyezetben

Lassu hulldmi CoBF oszcillacio, mely nem jelentkezett
nyugalmi korilmények kozott, kialakult L-NAME adaséat
kovetéen. A NO gatlas hatdsira 1étrejové vazomocid
dominéans frekvencidgja 148 +2 mHz és magnitudoja
56+05 AU volt. U-46619 kezelés szignifikansan
megndvelte, mig ozagrel adasa lecsokkentette az
oszcillacié amplitaddéjat, de nem volt hatassal a dominans
frekvenciara. Oldoszer adasa nem befolyasolta a
vazomocid frekvencidjat vagy magnitadoéjat.

CB1 receptorok konstitutiv aktivitdsanak géatlasa nem
befolyasolja a vérnyomast vagy az agykérgi véraramlast

A tonusos endokannabinoid felszabadulas és a konstitutiv
CBL1 receptor aktivitds potencidlis szerepét vizsgaltuk a
vérnyomads és CoBF szabalyozasaban nyugalmi
korilmények  kozott. Sem a  szelektiv CB1
antagonista/inverz  agonista, 10 mgkg® AM-251
intravénas adasa, sem oldoszerrel torténé kezelés nem
befolyasolta az atlagos arteridlis vérnyomast vagy az
agykérgi véraramlast a 32 perces vizsgalati periodus
alatt. A pulzusszdm, az arterias vérgaz, sav-bazis
paraméterek €s a hematokrit a megfigyelési idoszak alatt
valtozatlanok maradtak.
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Fokozott  endokannabinoid  felszabadulds  hatésara
létrejovo trifazisos vérnyomas és agykérgi véraramlas
valasz

Kisérleteink soran el6szor a fokozott endokannabinoid
felszabadulas hatasat vizsgaltuk a vérnyomas és a CoBF
szabalyozadsdban. A kiindulési élettani paraméterek
AM-404 kezelés el6tt mind AM-251 hianyaban, mind
annak jelenlétében a normalis élettani tartomanyon belul
voltak. 10 mg kg™ AM-404 adasat kévetéen a vérnyomas
és a CoBF véltozas harom kulonallo féazisat figyeltiik
meg. Az |. fazis soran szignifikdnsan megemelkedett a
vernyomas, amelyhez a CoBF jelent6s emelkedése
tarsult. A vérnyomas és CoBF-emelkedés fél percen belil
érte el maximalis értékét, majd csdkkent a masodik fazis
kezdetéig, mely anyagbeadas utan 1-2 perccel kezd6dott.
A |l. fazis alatt a CoBF emelkedés dominalt, amely
cstcsat AM-404 beadadsa utdn 3,5 perccel érte el, és
melyhez a kilélegzett CO, és vérnyomés emelkedése
tarsult. A vérgaz analizis soran jelent6s mértéki hipoxiat,
hiperkapniat és acidozist talaltunk, emiatt Ggy véltik,
hogy a Il. fazis soran megfigyelt CoBF és vérnyomas
valtozdés maésodlagos eltérées az erételjes légzés
depressziot kovetéen. A harmadik fazis alatt tartds
hipotoniat figyeltink meg, mely 20 percen beldl érte el
maximumat. Ebben a fazisban a parcialis artérias oxigén
tenzié es az oxigén szaturdcié normalizalddott, a II.
fazisban megfigyelt hiperkapniaval szemben enyhe
hipokapniat talaltunk, valamint a vér pH-ja a fiziologias

11



szintre tért vissza. Erdekes mddon a CoBF szignifikans
csokkenést mutatott a Ill. fazisban, melyet a vérnyomas
és a parcidlis artérias CO, tenzid csokkenésének
tulajdonitottunk. Ezt kovetéen a CB1 receptorok szerepét
vizsgaltuk a fokozott endokannabinoid felszabadulas
soran létrejovd valtozasok alatt. Az allatokat 10 mg kg™
AM-251 vagy oldoszerrel elékezeltik, majd AM-404
adasat kovetéen méréseinket megismételtik. Az
. fazisban a vérnyomés ndvekedése 6sszemérhetd volt a
kontroll és a CB1 blokkolt csoport k6zott, mely arra utal,
hogy a CBL1 receptorok nem vesznek részt a tranziens
hipertonia létrejottében, ellenben a CoBF ndvekedése
jelentésen mérséklodott AM-251 jelenlétében, mely azt
sugallja, hogy CBL1 receptor gatldsa jelentdsen javitja az
agyi autoregulaciot. A Il. fazis soran észlelt acidozis,
hipoxia és hiperkapnia jelentésen mérséklédott AM-251
elékezelést kovetden, jelezve, hogy az AM-404 hatdsara
megnOvekedett endokannabinoid szint CB1 receptorok
aktivalasan keresztll befolyésolja a légzésszabalyozast.
Erdekes mddon az enyhe vérnyomas emelkedés és a
CoBF novekedése egyarant ellenallt az AM-251
kezelésnek. Veégul, a Ill. fazis alatt észlelt tartds
hipotenzidét az AM-251 kezelés jelentésen mérsékelte,
megerdsitve a CB1 receptorok részvételét az emelkedett
endokannabinoid szint hatasanak kozvetitésében. Az
artérias O, szaturacio, valamint a pH-ertékét nem
befolyasolta CB1 gatlasa, bar az enyhe hipokapnia
mértéke csokkent.
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Megnotvekedett endokannabinoid szint CB1-fiiggé modon
tranziens légzés depressziéhoz vezet egérben

A légzési paraméterek a fiziologids tartomanyon beldl
voltak mind a vad-tipusu kontroll, mind pedig a CB1-KO
egerekben. 10 mg kg™ AM-404 intravénas adasa erételjes
tranziens csokkenést indukalt az arterias oxigén
szaturdciéban és a légzés szamaban, valamint ezzel
egyidejiileg novelte a légzéshez tarsuld érfaldisztenziot
kontroll egerekben. Az oldoszer Onmagaban torténd
alkalmazasa nem volt hatassal a légzési paraméterekre.
Az &tmeneti légzés depresszi6 AM-404 kezelést
kovetden 1 percen beliil kezd6dott, 4 percen beliil érte el
maximalis szintjét, majd 8 perc elteltével a vizsgalt
légzési paraméterek fokozatosan visszatértek normoxias
értékiikre, mely folyamat 16 percen belll teljes
mértékben lezajlott. Ezenkivil a vad-tipusu kontroll
allatok légzés depresszidjahoz tarsuld érfaldisztenzio
megndvekedése azt jelezte, hogy a  csokkent
légzésszamhoz a centrdlis vénas nyomas nagyobb
mértékii ingadozasa valamint a perctérfogat névekedese
tarsul, mely indirekt mddon a légzés melységének
novekedeésere utal. Az AM-404 kezelés hatasara l1étrejovo
légzés deprimacio CB1-KO egerek esetén nem jelent
meg, nem talaltunk valtozast az allatok artérias oxigén
szaturacidjaban és a légzés szamaban, valamint a
megfigyelt [égzésmélység ndvekedése is elmaradt.
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KOVETKEZTETESEK

A tromboxan receptorok szerepét vizsgaltuk az agyi
vazomocio  létrejottében fizioldgias, valamint NO-
hianyos Aallapotban. A TXA, agonista U-46619 Altal
Kivaltott trombox&n receptor aktivacié  kontroll
allatokban nem vezetett vazomoécié megjelenésehez,
ezzel szemben NOS gatldsa a vérnyomas és agyi
véraramlas csokkenéséhez vezetett, valamint az agyi
véraramlas oszcillacio megjelenéséhez, mely utobbi
jelenséget tromboxan receptor aktivacio tovabb fokozott.
TXA; szintézis farmakoldgiai gatlasa a kialakult agyi
vazomocidt megszintette. Eredményeink alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy azon korélettani
korulmények sorén, melyek endothel diszfunkcidval
tarsulnak, tobbek kozott a szubarachnoidalis vérzés is, a
tromboxan  receptorok  érzékenysége megné a
felszabadult tromboxannal szemben, amely agyi
véraramlas oszcillacié megjelenéséhez vezet, valamint
potencialisan vazospazmus létrejottéhez vezethet.

Tovabba a CB1 receptorok reszvetelét vizsgaltuk a
kardiovaszkularis és az agyi véraramlas szabalyozasaban
nyugalmi &llapotban, valamint fokozott endokannabinoid
aktivaciot kovetéen. Nyugalmi koralmények kozott a
CBL1 receptorok gatlasa AM-251 adasat kovetéen nem
befolyasolta a szisztémas keringési paramétereket, vagy
az agyi véraramlast, arra utalva, hogy a CB1 receptorok
konstitutiv aktivitdsa csekély mértékili szerepet tolt be a
vizsgalt paraméterek szabalyozasaban. Az
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endokannabinoid rendszer aktivacioja trifazisos valasz
megjelenésehez vezetett az agyi verdramlast és a
kardiovaszkularis rendszert tekintve. A tranziens
vernyomas emelkedes az els¢ fazis alatt nem bizonyult
CB1-fligg6 folyamatnak, ellenben az agyi véraramlas
novekedése CB1 receptorok jelenlététol fiiggott. A
harmadik fazis soran az elhiz6dd hipotenzid volt CB1
érzékeny, mig a masodik fazis alatt megfigyelt erételjes
légzésdepressziét CB1 receptor gatlds mérsékelte,
viszont az ehhez kapcsol6d6 agyi veraramlas
emelkedésre nem volt hatassal.

Kisérleteink harmadik részében az endokannabinoidok
Iégzésszabalyozasban betdltott szerepét tanulmanyoztuk.
Az endokannabinoidok visszavételét gatld vegyilet adasa
tranziens  légzésdepressziohoz  vezetett  vad-tipusu
egerekben, mely soran a légzés szam és az ezt Kiser6
artérias oxigén szaturacié csokkenése, valamint a
kompenzatdrikusan megndvekedett 1égzésmélység volt
megfigyelhet6. Ezzel szemben re-uptake gatloszer adasa
CB1-KO egerek esetében nem volt hatdssal a vizsgalt
respiratorikus paraméterekre. Eredményeink arra utalnak,
hogy az endokannabinoid rendszer kdzponti szerepet tolt
be a légzés élettani szabalyozasaban, valamint ez a
mechanizmus CB1 receptorok jelenlététol figg.
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