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1. Bevezetés

I./1. Ut a méregtél az endogén szabalyozé molekulaig

A szénmonoxid (CO) alattomos méregként ¢l a kdztudatban: szintelen, szagtalan,
iztelen gaz, igy jelenlétét nehéz felismerni. Ha mégis felismerjiik, akkor sincs sok idonk
cselekedni, mert észrevétleniil eldlmosit, és cselekvésképtelenné tesz. A szénmonoxid-
mérgezés gyakran tarsul akut fiistbelégzéshez. A szdveti oxigenizaciot jelentdsen karositja,
mivel igen nagy hemoglobin affinitasa (210-szer nagyobb az oxigénénél) csokkenti a vér
oxigénszallito kapacitasat, emellett balra tolja az oxigén disszociacids gorbéjét, ami gatolja az
oxigeén leadasat a szovetekbe. Ezenkiviil er6s vazodepressziot okoz, ami igen gyakran halalos
kimenetelli. Kevésbé ismert, hogy hosszabb ideig tartd, alacsony szénmonoxid expozicid
idegi elvaltozasokat okozhat, és modositja a kardiovaszkularis funkciokat (Penney DG,

1988).

A legtobb emlds fajban egy allando6 0,5-1 %-os carboxyhemoglobin-szintet talalunk.
Kezdetben ezt az egyre nagyobb méreteket 61t kdrnyezetszennyezés szamlajara irtdk, de ma
mar tudjuk, hogy a szervezetben felszabaduld szénmonoxidnak tulajdonithat6. Ez az endogén
szénmonoxid elsésorban a hem metabolizmusdnak terméke. A legutobbi 1dokig egyszeri
"hulladéknak" gondoltak, de ma mar egyre novekvo figyelem 6vezi az endogén szénmonoxid

bioldgiai hatésait.



I./2. Az endogén szénmonoxid forrasai és azok szabalyozasa

Az endogén szénmonoxid elsOsorban a monomer szabad hembdl szabadul fel a hem-
oxigendz (HO) altal katalizalt reakcioban. Ebben a reakciéban a hem equimoléris mennyiségii
vasra, biliverdinre és szénmonoxidra bomlik (Tenhumen R és mtsai, 1969). A vas elsésorban
az ) hem szintézisében hasznalodik fel, a biliverdin pedig igen gyorsan bilirubinna alakul a
nagy feleslegben jelenlévd bilirubin-reduktaz altal (Kutty RK és Maines MD, 1984a). A
szénmonoxid végsd soron a keringd hemoglobinhoz kotédik és carboxyhemoglobinként

szallitodik, amig a 1égzéssel el nem tavozik a szervezetbdl.

Eddig harom izoformdjat azonositottdk a hem-oxigenaznak (Tenhumen R és mitsai,
1969; McCoubrey Jr WK ¢€s mtsai, 1997). A HO-1, vagy mas néven hé-sokk fehérje 32,
nehézfémek hatisara és minden olyan stimulusra és agensre indukalodik, amik oxidativ
stresszt és egyéb patologids allapotokat okoznak, mint példaul a hd-sokk, iszkémia, glutation-
deplécid, sugarzas, hipoxia, hiperoxia, és sejttranszformacios allapotokban is fokozodik az
expresszioja. Tény, hogy jelenleg nincs még egy enzim, ami ilyen sok, kiilonbozd tipust
behatdsra tudna reagalni, mint a HO-1 (Maines MD, 1984). Megemelkedett aktivitdsanak
kimutatdsa hasznos lehet bizonyos klinikai diagnoézisok felallitasaban, illetve gyulladasos
betegségek aktivitasanak kovetésében is (Horvath I és mtsai, 1998a; Horvath I és mtsai,
1998b). A HO-2 nem indukalhaté ezekkel a faktorokkal, a mai napig csak egyetlen kémiai
induktorat ismerjiik, a mellékvese eredetli glilkokortikoidokat. Nagyon keveset tudunk a
nemrég felfedezett hem-oxigendz-3-r6l (McCoubrey Jr WK ¢és mtsai, 1997), ujabb
eredmények alapjan gy tlinik, hogy nincs is funkcionalis HO-3 gén, a felfedezett gének csak

intron nélkiili pszeudogénjei a HO-2-nek (Hayashi S és mtsai, 2004).

A hem-oxigendz expresszid szabalyozdsa nagyon Osszetett, de az vilagos, hogy a
hem-oxigendz néhany szovetben lehetdvé teszi a szénmonoxid helyi termelését. A hem-
oxigendz megnovekedett expresszidja azonban nem az egyetlen eszkdz a szénmonoxid €s
adagolasa igen gyorsan megndveli a plazma bilirubin szintjét (Johnson RA és mtsai, 1996),
olyan modellben ahol az enzim-indukciot kizartdk. A hem-elérhetdség tehat sebesség-

meghatdrozo 1épése az endogén szénmonoxid-termelésnek.

A fiziologias, nyugalmi, szabad hem koncentraci6é koriilbelil 0,5-1 mikromol/liter.

Kiilonosnek talaltak, hogy 50-szeres feleslegben adott hem a plazma bilirubin szintet és a



szénmonoxid termelést csak a 2-3-szorosara novelte (Johnson RA és mitsai, 1996). A
kiilonbség oka a hem fizikai tulajdonsdgaiban rejlik. Vizes fazisban, fiziologias pH-n a
szabad hem 2 mikromoél/liter koncentracioig talalhatd monomer formaban. E koncentracid
felett dimer struktirékat illetve polimer lancokat alkot. Ezek a formak egy potencialis "hem-
raktar"-at jelentenek, és valosziniileg nem szubsztratjai a hem-oxigenaz enzimnek (Tenhunen
R és mtsai, 1969; Tenhunen R, 1972). Tehat hem adagolasaval maximum 2-3-szoros szabad,
monomer hem-koncentraciot tudunk elérni. Ez a hem-oxigendz szubsztrit ndvekedés
parhuzamos a bilirubin illetve a szénmonoxid keletkezésének novekedésével (Johnson RA,

1996).

Az endogén szénmonoxid azonban nem csak a hem lebontasabol keletkezik. A hem-
oxigenaz mikodésének kompetitiv gatldsa metalloporphyrinekkel a legjobb esetben is csak
30-50 %-kal csokkenti a szénmonoxid termelést (Vreman HJ és mtsai. 1991). Amig normalis
esetben a hem-lebontas a szénmonoxid keletkezésének elsddleges utja, addig a hem-oxigenaz
gatlasakor mas, alternativ anyagcsereutak keriilnek eldtérbe (Vreman HJ és mtsai, 1991). Itt
els6dlegesen a zsir-anyagcsere mechanizmusaira gondolhatunk, de hangstlyoznunk kell hogy

ezek az Osszefiiggések még alig ismertek.

A kiilonbozd szervek HO expresszidja jelentdsen kiilonbozik, a legmagasabb HO
aktivitast a 1épben, a herékben és az agyban talaltak (Maines MD, 1988). A 1ép az egyetlen
olyan szerv, ahol nyugalmi koriilmények kozott a HO-1 az uralkod6 izoforma (Braggins PE
és mtsai, 1986). A felndtt patkdnyok agyaban a HO-2 sokkal gyakoribb izoforma, mind
fehérje, mind transzkripci6 szintjén (Ewing JF és Maines MD, 1992; Sun Y és mtsai, 1990;
Trakshel GM ¢és mtsai, 1988; Verma A ¢és mtsai, 1993). HO-2-t expresszalnak az eldagy, a
hippocampus, a kozépagy, a bazilis ganglionok, a thalamus, a kisagy és az agytorzs
neuronjai. Az mRNS- és fehérje-expresszido ezeken a teriileteken elég jo atfedést mutat

(Ewing JF és Maines MD, 1992).

Kezdetben, amikor a HO expressziojat vizsgéltak az agyban, nem sikeriilt sem
kromatograffal, sem Western-blottal HO-1 expressziot kimutatni (Trakshel GM és mtsai,
1988); azonban a HO-1 expreszidja jelentésen megnétt a glia sejtekben és astrocytakban
oxidativ stressz esetén (Dwyer BE és mtsai, 1995; Ewing JF és Maines MD, 1991; Ewing JF
¢s Maines MD, 1992; Ewing JF és Maines MD, 1993; Ewing JF ¢és mtsai, 1992; Maines MD
¢s mtsai, 1993b; Matz P és mtsai, 1991; Premkumar DRD ¢és mtsai, 1995). Patkany agyban
két HO-2 mRNS (~1.3 kb és ~1.9 kb) volt megtaldlhato a fejlddés minden vizsgalt



stadiumaban (1. prenatalis naptol a felndtt allatig), és ezek szintje fokozatosan ¢€s
parhuzamosan ndvekedett az allat fejlodésével (Maines MD ¢€s mtsai, 1996a; Sun Y és mtsai,
1990). A HO-1 ~1.8 kb mRNS-e azonban nagyon alacsony expresszidt mutatott az
agyfejléddés minden stddiumdban (Sun Y ¢és mtsai, 1990). A HO-2 mRNS szintek kiugrd
emelkedést mutatnak az agyban az ¢let masodik hetében, ami a mellékvese eredeti
szteroidok megemelkedett keringd vérszintjével esik egybe. Amikor a gliikokortikoidok
indukaljak a HO-2-t, a megnodvekedett expresszid kizardlag a neuronokra korlatozodik és a

glia nem érintett (Maines MD ¢és mtsai, 1996a; Weber CM ¢és mtsai, 1994).

A hypothalamusban kiemelkedéen magas a HO expresszid, a ventromedialis
magvakban mind a HO-1, mind a HO-2 expresszioja kiemelkedd, a paraventrikularis
magvakban a HO-1, mig a supraopticus magvakban a HO-2 expresszioja dominal (Ewing JF
¢és mtsai, 1992; Weber CM és mtsai, 1994; Ewing JF és Maines MD, 1992). Az agykéregben
a HO-2 a predomindns forma, azonban HO-1 expressziot is sikeriilt kimutatni RT-PCR
segitségével, ez utdbbi az astrocytakban mutatott magasabb expressziot (Scapagnini G €s

mtsai, 2002).

A HO-1 és HO-2 expresszigjat kiterjedten vizsgaltak a vesében, a szivben és az
érhalozatban élettani koriilmények kozott €s vizsgaltak az oxidativ stresszre bekdvetkezd
valtozasokat 1s. A kardiovaszkularis rendszerben a HO-2 a predominans forma nyugalmi
kortiilmények kozott (Maines MD és mtsai, 1993b; Ewing JF és mtsai, 1994; Raju VS és
mtsai, 1996). A HO-2 fehérje mind az endotélben, mind az erek simaizomrétegében
konstitutiven expresszalodik (Ewing JF és mtsai, 1994; Zakhary R és mtsai, 1996),
neuronokban is (Zakhary R és mtsai, 1996). Stresszhelyzetek esetén azonban egy jelentds
novekedést figyelhetiink meg a sziv, a vese és az érhalozat HO-1 mRNS expresszidjaban
(Maines MD ¢és mtsai, 1993; Ewing JF és mtsai, 1994; Raju VS ¢és mtsai, 1996). HO-2
expressziot azonban nemcsak az érfal elemeiben (artérids és vénds endotél, simaizom),
hanem a kotészovetben (fibrocita, fibroblaszt, fibroblaszt-szerli sejtek), a zsigeri
simaizomsejtekben (légati simaizom, myometrium és a vékonybél muscularis mucosija),
valamint a serosus membranok mesotél sejtjeiben és bizonyos epitélsejtekben is ki lehet

mutatni (Grozdanovic Z és Grossrau R, 1996).



I./3. A hem — hem-oxigenaz — szénmonoxid és az L-arginin — nitrogén monoxid szintaz —
nitrogén monoxid rendszerek kozotti hasonlésagok és kolesonhatasok

A szénmonoxid (CO) aktivalja a tisztitott szolubilis guanil-ciklazt (sGC), aktivitasat
megkétszerezi, meghatszorozza in vitro (Brune B ¢és Ullrich V, 1987; Burstyn JN ¢s mtsai,
1995; Friebe A és mtsai, 1996; Makino R és mtsai, 1999; Stone JR és Marletta MA, 1994;
Vogel KM ¢és mtsai, 1999). Ez relativ szerény aktivitds-fokozddas, ha dsszehasonlitjuk a
nitrogén monoxid (NO) szazszor nagyobb hatdséval, azonban ez nem zarja ki lehetséges
¢lettani szerepét (Marks GS és mtsai, 1991; ¢s Schmidt HH, 1992). Elképzelhetd, hogy a
szénmonoxid nem direkt modon aktivalja a szolubilis guanil-ciklazt, ugyanis felfedezték,
hogy a szénmonoxid hatasat drdmaian megnoveli egy xenobiotikum a 3-(5’-hidroximetil-2’-
furil)-1-benzilindazol (YC-1) (Friebe A és mtsai, 1996; Stone JR és Marletta MA, 1998). A
YC-1 ¢és a szénmonoxid egylittesen megkozelitdleg olyan mértékben aktivaljadk a szolubilis
guanil-ciklazt, mint a nitrogén monoxid. Lehetséges tehat, hogy 1étezik egy endogén anyag,

ami felerdsiti a szénmonoxid szolubilis guanil-ciklaz aktivald hatésat.

Sokan tugy véltek a szénmonoxid élettani hatdsai megegyeznek a nitrogén
monoxidéval. Valdéban sok a hasonlésag kozottik: mindkét vegyiilet alacsony
molekulatomegili gaz, aktivaljdk a szolubilis guanil-ciklazt, és a katalitikus formajuk
NADPH-dependens (Tenhunen R és mtsai, 1969; Moncada S és Higgs EA, 1995). Azonban a
nitrogén monoxidot és szénmonoxidot termeld rendszerek sok kiilonbséget is mutatnak. Mig
a nitrogén monoxid nagyon labilis, a biologiai féléletideje masodpercekben mérhetd
(Moncada S és Higgs EA, 1995), addig a szénmonoxid egy szokatlanul stabil, nehezen
atalakithatdo molekula (Penney DG, 1988). Ahogy kordbban emlitettem a nitrogén monoxid
egy igen erds aktivatora a szolubilis guanil-cikldznak, mig a szénmonoxid hatisa sokkal
gyengébb. A hem-oxigenaz konstitutiv izoformaja szintén jelen van az agyszdvetben €s az
endotélben (Moncada S ¢és Higgs EA, 1995), azonban szemben a nitrogén monoxid-

szintazzal (NOS)- gazdagon jelen van a simaizomban is (Cristodoulides N és mtsai, 1995).

Jelentds kolcsonhatasokat tudtak kimutatni a két rendszer kozott. A HO-1 indukcidja

szamos modon befolyasolja a nitrogén monoxid keletkezését.

1. Mivel a NOS egy hemoprotein (White KA és Marletta MA, 1992), a megnovekedett HO

crer

de novo szintézisét; a NOS aktiv helye ugyanis két hem molekulat tartalmaz (Xie Q-W és

mtsai, 1996).
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2. Mivel a NOS egy citokromP450 (cytP450) tipusti hemoprotein, és a citokromP450
hemoproteinek intakt €¢s denaturalt formaja is szubsztratja mind a HO-1, mind a HO-2-nek
(Kutty RK ¢és Maines MD, 1984b), a megndvekedett HO aktivitds felgyorsithatja a NOS
turnoverét. A cytP450 koncentracid és a hem-oxigenaz aktivitds forditott ardnyossadgban
allnak; minden stimulus ami ndveli a HO-aktivitasat, magaval vonja a cytP450 szint

kovetkezményes csokkenését (Maines MD, 1984).

3. A hem-oxigenaz termelte szénmonoxid kotddhet a jelenlévd NOS-hoz és inaktivalhatja
azt; mind a neuronalis, mind a makrofdgokban megtalalhat6 indukalhat6 nitrogén monoxid
szintaz (iNOS) forma mutatja ezt a kdlcsonhatast (McMillan K és mtsai, 1992; White KA
¢s Marletta MA, 1992).

4. A hem lebontasa soran felszabaduld vas gatolhatja a NOS keletkezését, a magban folyd

transzkripcio gatlasan keresztiil (Weiss G és mtsai, 1994).

5. Mind a HO-rendszer, mind a NOS izoenzimek NADPH kofaktort hasznalnak. Ha a HO-
izoenzimek szintje joval magasabb a NOS szintjénél, akkor ez a faktor inkdbb az
oxigendz-rendszert valasztja. Mivel a biliverdin redukcidja bilirubinnd a biliverdin-
reduktdz katalizélta reakcioban is NADPH-dependens (Kutty RK és Maines MD, 1981;
Maines MD ¢és mtsai, 1996b), és ennek az enzimnek nagyon gyors a reakcio-kinetikdja,

ezért az elektronok még inkabb a hem-bonto rendszert favorizaljak.

A kolcsonhatés ellentétes iranyban is miikddik, azaz az NO is befolyédsolja a CO
képzddés. Az endotoxinok és a gyulladdsos citokinek példaul nem kozvetleniil indukaljak a
HO-1-et, hanem nitrogén monoxid keletkezésén keresztiil, ugyanis hatasuk gatolhaté volt
NOS-inhibitorokkal, példaul N-monometil-L-argininnel (Billiar TR és mtsai, 1992). Mas
kisérletekben a HO-1 aktivalasat és mRNS expresszigjat indukalni tudtdk NO-donorokkal,
ugy mint natrium-nitroprusszid (SNP) (Takahashi K ¢és mtsai, 1996), S-nitroso-N-
acetilpenicillinamin (Motterlini R ¢és mtsai, 1996a), vagy 3-morpholinosydnonimin
(Motterlini R és mtsai, 1996b) aorta endotélsejtekben (Motterlini R ¢és mitsai, 1996a),
simaizomsejtekben (Durante W és mtsai, 1997), és patkdny hepatocytakban (Kim YM és
mtsai, 1995).

Patkany hepatocytakban tanulmanyoztdk behatéan a NO-CO kolcsonhatas részleteit
(Immenschuh S és mtsai, 1998). Ugy talaltak, hogy mind az NO-donor SNP, mind a 8-Br-
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cGMP indukalni tudjak a HO-1-et. A HO-indukci6 kivédhetd volt a specifikus protein kinaz
G inhibitor KT 5823-mal. A ¢cGMP-dependens HO-1 indukci6 dozisfiiggd, és transzkripcio
szintjén szabalyozott volt. A cGMP okozta ndvekedést megakadalyozta a cAMP (ciklikus
adenozin-monofoszfat) response elem / aktivator protein-1 (CRE/AP-1) (-665/-654) hely
mutacioja vagy delécigja. Tehat a cGMP medialt HO-1 indukci6 valdsziniileg protein kinaz
G-n keresztiil torténik, ami féleg a CRE/AP-1 elemen keresztiil kozvetitddik a patkdny HO-1

promoterén.

A nitrogén monoxid - szénmonoxid kolcsonhatast vizsgaltak kisagyi granuldris sejt-
tenyészeten is (Ingi T és mtsai, 1996). Hem-oxigendz gatloval (cink protoporfirin IX
(ZnPPIX)) a szénmonoxid termelést csokkenteni tudtik, mig az N%-nitro-L-arginin metil
észternek (L-NAME) nem volt szignifikans hatdsa. A nitrogén monoxid-szintaz
miikddésének szabalyozasat vizsgalva azt tapasztaltdk, hogy a hem-oxigenaz inhibitorok
koziil a ZnPPIX gyengén csokkentette az enzimaktivitast, azonban sem cink deuteroporfirin
IX 2,4-bisz glikol (ZnDPBG), sem szénmonoxid adagolasa nem befolyasolta aktivitasat. A
ciklikus GMP felszabaduldst a ZnPPIX illetve ZnDPBG emelte, mig L-NAME illetve L-
NAME ¢és ZnPPIX egyiittesen csokkentette szintjét. Exogén szénmonoxid adasa a masodik
napon novelte a cGMP szintet. A hetedik napon azonban dozisfiiggd hatast mutatott, azaz a
1,5-5 mikromolos tartomanyban csokkentette, a 150-500 mikromolos tartomanyban novelte a
cGMP szintet. Ezt a sejtek érésével novekvéd NOS aktivitdsnak tulajdonitottak. Ezt
bizonyitandd6 NO-donort, natrium-nitroprusszidot adagoltak. Ebben az esetben hasonld
dozisfiiggd gorbét kaptak. Tehat azt talaltak, a hogy fizioldgids tartomanyban a szénmonoxid
feltehetden gatolja a NOS aktivitast, és csokkenti a cGMP szintet. Azonban a magas
koncentraciokban taldlt cGMP-noveld hatas megkérddjelezi az egyszerli kompetitiv
antagonista modell 1étjogosultsagat. Lehetséges, hogy a szénmonoxid egy konformécios

valtozast indukal a guanil-ciklazon, esetleg allosztérikus hatdsa van.

A fenti kisérletben azt lattuk, hogy a L-NAME nem csokkentette a szénmonoxid
termelést. Ennek némileg ellentmondani latszik az a kisérlet, melyben hem-oxigenaz
indukciot vizsgaltak NO-donorok adagolasaval (Takahashi és mtsai, 1996). Azt talaltak, hogy
a natrium-nitroprusszid indukdlja a HO-1 mRNS-ének termelését. Azonban ennek és az
ehhez hasonlo kisérleteknek az értékeléséhez tudnunk kell, hogy a hem-oxigendz igen

konnyen indukélodik, igy ezekkel az eredményekkel dvatosan kell banjunk.
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I./4. A hem — hem-oxigenaz — szénmonoxid rendszer egyéb feltételezett bioldgiai

hatasmechanizmusai

A szénmonoxid, a nitrogén monoxiddal egyiitt részt vesz a fizikalis-emociondlis
stresszre adott adrenokortikotrop hormon (ACTH) véalaszban is (Turnbull AV és mtsai, 1998).
L-NAME hatasara a jelentds vérnyomas valasz mellett az ACTH valasz jelentds csokkenését
talaltak. A hem-oxigenaz inhibitorok kéziil az 6lom mezoporfirin enyhe vérnyomas valasz
mellett majdnem hasonldé nagysagat ACTH felszabadulas csokkenést okozott, mig 6lom
protoporfirin a vérnyomads-valasz elmaradasa mellett hasonld6 ACTH szupresszor hatést

indukalt.

A hem tartalmu fehérjék megkotik a szénmonoxidot (White KA ¢és Marletta MA,
1992). Ezek a fehérjék gyakran rendelkeznek enzimatikus tulajdonsdgokkal és a
szénmonoxid kotés megvaltoztathatja aktivitdsukat (Raff H és Jankowski B, 1994; Schmidt
HH, 1992; Wada A ¢és mtsai, 1985; White KA és Marletta MA, 1992). Ebbdl kovetkezoen a

hem-proteinek potencialis hirvivd molekulai a szénmonoxidnak.

A citokrom P450 csalad egy masik csoportjat képviseli azon enzimeknek, melyek
potencialis medidtorai a szénmonoxid hatasanak (White KA és Marletta MA, 1992). Ezen
enzimek szénmonoxid kotése emelkedik megndvekedett metabolikus sziikséglet esetén és
csokkent  oxigéntenziés kornyezetben. A mitokondrium  membran ezen, az
elektrontranszportban, ¢és az ATP eldallitasaban résztvevd citokromjai vezethetnek egy

Osszetett hatdshoz a kindzok muikodésében ¢és mas ATP-fiiggd folyamatokban.

A prosztaglandin G/H (PGH) szintdz is szerepet jatszhat a szénmonoxid élettani és
korélettani hatasaban (Gaspard S €és mitsai, 1996). A hem-oxigenaz egyik szubsztratjat,
hemint adagolva mérték a hypothalamus PGE,; felszabadulast (Mancuso C és mtsai, 1997). A
szubsztrat hatdsara nétt a PGE, termelés, ami hem-oxigenaz inhibitorokkal (ZnPPIX és
SnMPIX) kivédhetdnek bizonyult, s6t a hem-oxigenaz inhibitor a PGE; nyugalmi termelését
is gatolta. A ZnPPIX azonban nem inhibitora a PGH szintaznak, hiszen nem befolyasolta a
TXB,-felszabadulast. Tehat megallapithatjuk, hogy a ZnPPIX-nek a HO-on hatva
masodlagos hatdsa van a PGE, felszabadulasra a hypothalamusban, s ilyen médon a
szénmonoxid alapvetd szerepet jatszhat a hypothalamus PGE, termelésében, és ezaltal részt

vehet a testhdmérséklet, az étvagy €s az alvas-ébrenlét ciklus szabalyozasaban is.
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Ujsziilott malacokon végeztek kisérleteket a szénmonoxid pialis értonusban jatszott

szerepének feltérképezésére (Leffler CW ¢és mitsai, 1999). A szénmonoxid dilatalo

ben cAMP novekedést taldltak, mig a cGMP szint nem valtozott. Ez a kisérlet két uj

potencialis hirvivd mechanizmussal gazdagitotta a szénmonoxidrol kialakitott képiinket.

A katalaz (Hu S és Kincaid JR, 1992) és a ndtrium csatornak (Wang R és mtsai,
1997) is lehetséges célpontjai a szénmonoxidnak. Rdaadasul a ciklooxigendaz-2-nek is
felismerték hem-kotd szerepét (Percival MD és mtsai, 1994), ami szintén kozvetitheti a
szénmonoxid bioldgiai hatasait. Mindezek jelentdsége a szénmonoxid €lettani €s korélettani

hatasaiban még nem tisztazott.
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I./5. A hem — hem-oxigenaz — szénmonoxid rendszer kronikus vérnyomashatasai

Kronikusan hem-adagolassal indukdlhato a hem-oxigenaz, ¢és lelassithato a
hipertenzidé kialakuladsa spontan hipertenziv patkdnyokban (spontaneously hipertensive rats,
SHR) (Sacerdoti D és mtsai, 1989). Kronikus hipertenziv €s normotenziés allatokon akutan is
vizsgaltdk a szénmonoxid vérnyomadshatdsat. Hem-preparatumokat alkalmaztak (hem L-
lisinat), amelyek hem-oxigenaz altal kozvetitett szénmonoxid termelést eredményeztek és
csOkkentették a vérnyomast SHR és deoxikortikoszteron acetat-soval (DOCA-s6) kezelt
hipertonias patkdnymodellekben, valamint olyan patkdnyokban, akiket akutan hipertenzivvé
tettek fenilefrin infuzidoval (Johnson RA ¢és mtsai, 1996). Ezek a hem-indukalt
vérnyomascsOkkenések kivédhetdek voltak hem-oxigendz inhibitorok eldzetes adasaval. E
megfigyelések alapjdn a hem vazodepressziv hatdsa egy hem-oxigenaz termék

keletkezéséhez kapcsolodna.

A hem-oxigendz medialt hem degraddcionak harom terméke van: a vas, a biliverdin,
¢s a szénmonoxid (Tenhunen R és mtsai, 1969). Vas kelatképzoék nem védték ki a hem-
indukélt vazodepressziot SHR-ekben (Johnson RA és mtsai, 1996), és a biliverdin sem
mutatott akut vazodepresszor hatast sem normotenziv, sem hipertenziv modelleken (Johnson
RA ¢és mtsai, 1995; Johnson RA ¢és mtsai, 1996), intraperitonedlisan alkalmazott
szénmonoxid injekcié azonban meggydzden csokkentette hipertoniat (Johnson RA €s mtsai,
1996). Tehat nagyon valdszinli, hogy a hem-indukalt vazodepresszié a felszabaduld
szénmonoxid hatdsa. Az a tény pedig, hogy a szénmonoxid az akut hipertenziot is képes

mérsekelni, azt mutatja, hogy hatasahoz nem sziikséges a kronikus hipertenzi6 hattere.

Egyes tanulményok kronikus modellekben (Levere RD ¢és mtsai, 1990; Martasek P és
mtsai, 1991) a vérnyomascsokkenést a megfigyelt cytP450 enzimek depléciojanak
tulajdonitottdk. Azonban az, hogy akut kisérletekben 30 percen belill is csokkent a
vérnyomas, azt valdsziniisiti, hogy 6nmagaban a szénmonoxid is vérnyomascsokkentd hatast
hipertenzioban. Ugy tiinik, hogy hipertenziv kisérleti allatok megvaltozott érzékenységet
mutatnak a hem vazodepresszids hatdsara. Plazma bilirubin-szintjiikben nem kiilonboznek a
normotenzids allattol, tovadbba a hipertenzioban hatdsos adag hem hatdsdra mindkét
modellben azonos, 2-3-szoros bilirubin-szint emelkedést figyelhetiink meg. A hipertenziv

modellek mind akutan, mind kronikusan érzékenyebbek az exogén alkalmazott szénmonoxid

vazodepresszor hatdsaira, mint normotenziv tarsaik. Tovabba az eredmények arra mutatnak,
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hogy ezek a normotenziv €s hipertenziv kisérleti modellek nem mutatnak kiilonbséget a hem-
oxigenaz termékek eldallitasaban, ideértve a szénmonoxidot is, inkabb ugy tlinik, hogy az
SHR ¢és valoszinlileg mas hipertenziv allatok is, sokkal érzékenyebbek lehetnek a

szénmonoxid vazodepressziv hatdsaira.

A hem-oxigendz hipertenzioban jatszott szerepét megerdsitették Dahl so-szenzitiv
patkany modellben is (Dahl salt-sensitive, Dahl-S). Azonban ebben a modellben, az
elézdekkel ellentétben, emelkedett HO-1 fehérje tartalmat talaltak az abdominélis aortdban és
emelkedett szénmonoxid termelést a magas sotartalmti diétaval kezelt (HS), hipertenziv
allatokban az alacsony soétartalmu diétaval kezelt (LS) nem hipertenziv allatokhoz képest
(Johnson FK ¢és mtsai, 2003). A HS allatokbol izolalt erek csokkent valaszt mutattak L-
NAME ¢és acetilkolin (Ach) adagoldsara az LS allatokhoz képest, és ezt a kiillonbséget az
endogén szénmonoxid gatlasdval meg lehetett sziintetni. Ezen eredmények alapjan ugy tlinik,
hogy a megndvekedett endogén szénmonoxid szint hozzajarul a Dahl-S patkanyok so-
indukalta hipertenzidjdhoz az artérias NO termelés termelés diszfunkcidjaval. Felismerték
tovabba, hogy a HO-1 indukcidja nem pusztan a hipertenzié eredménye, hiszen amig DOCA-
soval hipertenzivvé tett allatokban megemelkedett a HO-1 expresszid és az endogén
szénmonoxid termelés, addig SHR patkanyokban nem, ¢és csak a DOCA-sévval kezelt
csoportban volt endotelialis diszfunkcio, ami az endogén szénmonoxid termelés gatlasaval
visszafordithatonak bizonyult (Johnson FK ¢és mtsai, 2004). Tovabba, a korabbi
megallapitasokkal 0sszhangban, az aramlas indukalta vazodilatdcid megsziint a HS diétan
tartott Dahl-S allatokban, ami azonban visszadllithatdo volt a HO gatloszerével. Exogén
szénmonoxid adagolasa megakadalyozta a HO gatlds ezen hatédsat, tovabba a HO gatlas
csokkentette a HS diétan eld allatok vérnyomdsat, de nem befolyasolta a LS diétan élokét
(Teran FJ és mtsai, 2005). Osszefoglalva elmondhatd, hogy a HO termelte CO felelds az

endotelialis diszfunkcioért és hozzajarul a Dahl-S patkanyok hipertenzidjahoz.

Az utdbbi idOben fedezték fel, hogy patkdny diabétesz modellben (Zucker patkanyok)
is megndvekedett CO termelés figyelhetd meg, és ezt feleldsnek talaltdk a vérnyomas
emelkedésért és a diabéteszben fellépd endotelidlis diszfunkcioért (Johnson FK és mitsai,

2006).
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I./6. A kozponti idegrendszer szerepe a hem-oxigenaz kardiovaszkularis hatasaiban

A hem-oxigenazt és ennek aktivitasat kimutattak az agyban (Johnson RA ¢s mitsai,
1995; Verma A ¢és mtsai, 1993; Zakhary R és mtsai, 1996), de eloszldsa nem egyenletes
(Verma A ¢és mtsai, 1993). Amig néhany metalloporfirin, Ggy mint a ZnDPBG atjut a vér-agy
gaton (Johnson RA ¢és mtsai. 1995; Vreman HJ és mtsai, 1991) és képes gatolni a hem-
oxigenaz mukodését az agyban, addig a hem nem jut at a vér-agy gaton (Lindén IB és mtsai,
1987). Azonban a &-aminolevulinsav-szintdz (dALA-szintdz), az 0j hem keletkezésében
sebesség-meghatarozo6 enzim, és a tobbi hem-szintézisben szerepld enzim kimutathato6 volt az
agyszovetben. Az a felfedezés, hogy az agy elhatarolt a keringd hem hatésatol, de lokalisan
rendelkezik a hem szintéziséhez sziikséges metabolikus utakkal, arra utal, hogy a kdzponti

idegrendszer egy onallé hem-oxigenaz funkcionalis egység.

A ZnDPBG intraperitonedlis alkalmazéasa képes gatolni a hem-oxigenaz aktivitast
mind a periférian, mind az agyban (Vreman HJ és mtsai, 1991), és vérnyomas-emelkedést
okoz ¢éber patkdny modellben, parhuzamosan a teljes periférias érellenallas novekedésével
(Johnson RA ¢s mtsai, 1995). Ez a presszor valasz kivédhetd o;-adrenerg receptor
blokkolokkal, vagy a ganglionfunkcio farmakoldgiai blokadjaval, de kétoldali sinus aorticus
blokaddal nem. Ezek a tények arra utalnak, hogy a ZnDPBG-indukalt vérnyomas-emelkedés
magaban foglal egy hem-oxigenazhoz kapcsolt reakciot az agyban (Johnson RA és mtsai,

1995; Johnson RA ¢és mtsai, 1997).

A nucleus tractus solitarius (NTS) a kardiovaszkularis, és respiratorikus afferens
rostok végallomasa a nyultveldben, kulcsfontossagi struktirija a  glutamaterg
kardiovaszkularis afferentdcionak és integrald régidja a baroreceptor és a kemoreceptor
valasznak (Colombari E és mtsai, 1994). A hem-oxigenaz szisztémdas gatlasa gyengiti a
nyomas-bradycardia kapcsolatot, amely az NTS-en keresztiil modulalodik (Johnson RA és
mtsai, 1997). Hem-oxigenaz inhibitorok képesek glutamaterg depolarizaciot 1étrehozni izolalt
NTS preparatumon (Glaum SR és Miller RJ, 1993). Mindezekbdl gy tlinik, hogy az NTS

szerepet jatszik a ZnDPBG altal indukalt presszor valaszban.

Ezt a feltételezést tamogatja az a megfigyelés, hogy ZnDPBG mikroinjekcidja az
NTS-be képes novelni a vérnyomast ¢és ez a hatds szénmonoxid mikroinjekcidval

megfordithatd (Johnson RA ¢és mitsai, 1997). Ugyancsak NTS-be adott szénmonoxid
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mikroinjekcioval ~a  szisztémasan adagolt ZnDPBG  vérnyomasemeld  hatasa
visszafordithatonak bizonyult (Johnson RA és mtsai, 1997). Ugy latszik tehat, hogy az a hem-
oxigendz termék, ami az NTS-ben keletkezik, vazodepresszor hatast gyakorol, és minden

valdsziniiség szerint ez a termék a szénmonoxid.

Az L-glutamat, mint neurotranszmitter szerepet jatszik az baroreflexben. A hem-
oxigendz inhibitorok NTS mikroinjekcidja csokkenti az L-glutamat mikroinjekciora adott
presszor valaszt (Colombari E és mtsai, 1998), és csokkenti a szivfrekvencia véltozasanak
mértékét is. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy jelentds kolcsonhatas 1étezik az NTS-ben
a hem metabolizmus ¢és a glutamaterg transzmisszid kozott. Az még azonban nem vilagos,
hogy ezek a glutamaterg hatasok kizardlag csak a szénmonoxid termelésen keresztiil

érvényesiilnek-e.

Amig ezek a tények tamogatjdk a hem-oxigendz altal termelt szénmonoxid
neuromodulator szerepét, addig igen koriiltekintéen kell eljarnunk, amikor a metallopofirinek
kozponti idegrendszeri hatasait vizsgaljuk. A porfirin szintézisben a dALA keletkezése
enzimatikusan szabdlyozott €s a hem szintézisének sebesség-meghatarozo 1épése. A szabad
hem koncentracié negativ feed-backként miikodik a dALA-szintdz enzimen. Ez a
mechanizmus tartja fenn a szoveti hem szintet. A dALA, szerkezetileg rokon a gamma-
aminovajsavval (GABA). Ezen kiviil a hem 6nmagaban is affinitdst mutat a benzodiazepin
receptorok irant (Woods MJ és Williams DC, 1996). Elfogadott tény, hogy a GABA ¢és a
benzodiazepin receptorok egyiittmiikodve fontos szerepet jatszanak a vérnyomas kodzponti
szabalyozasaban. Amig a dALA hatdsa a GABA receptorokon, és a hem hatasa a
benzodiazepin receptorokon nem teljesen tisztazott, addig minden beavatkozasnal, ami noveli
a hem elérhetdségét, szamolnunk kell a benzodiazepin- és GABA-fiiggd funkciok

megvaltozasaval a kdzponti idegrendszerben.

Azon akut allatkisérleteket, ahol szisztémasan alkalmazzuk a hemet, kevésbé
komplikaljak a kozponti idegrendszeri reakciok, mert a hem nem jut at a vér-agy gaton
(Lindén IB és mtsai, 1987). Ugyanakkor bizonyos hem-oxigenaz inhibitorok (Johnson RA és
mtsai, 1995) és a szénmonoxid atjut a vér-agy gaton (Penney DG, 1988) és potencilisan

kifejthetik vérnyomads-hatasukat az NTS-en vagy mas kdzponti struktiran.
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I./7. A hem — hem-oxigenaz — szénmonoxid rendszer szerepe az értonus

szabalyozasaban

A legkiterjedtebben a szénmonoxid értonusra vald hatasat vizsgaltak. Azt talaltak,
hogy a szénmonoxid képes relaxalni a simaizom-preparatumokat (Graser T és mtsai, 1990),
ugyanakkor megfigyelték, hogy a szénmonoxid kotddni tud a nitrogén monoxid-szintazhoz
¢s gatolja a nitrogén monoxid termelését (Klatt P és mtsai, 1992; Matsuoka A és mtsai,
1994; McMillan K és Masters BSS, 1995; Pufahl RA és Marletta MA, 1993; White KA és
Marletta MA, 1992), igy vazokonstrikciot is okozhat.

Stratégiai kérdés elkiiloniteni az endogén szénmonoxid endotél-fiiggd szerepeit az
endotél-fiiggetlen hatdsoktol. Perfundalt patkany gracilis arterioldkon az endotél
eltavolitasa utdn a hem vazodilataciot valtott ki, ami hem-oxigenadz inhibitorokkal
visszafordithatonak bizonyult (Kozma F ¢és mtsai, 1998). A megfigyelésekbdl az a
kovetkeztetés vonhatd le, hogy egy hem-oxigendz termék, vélhetdleg a szénmonoxid,
endotél-fliggetlen vazodilaticiot képes eldidézni ezekben a rezisztencia erekben, tehat
vazodilatator hatdsa fliggetlen az endotél-eredetii relaxald faktoroktol. Mivel feltételezhetd
volt, hogy a szénmonoxid endoté¢l-fiiggd vazokonstriktor hatasat a gracilis arteriolakon a

nitrogén monoxid-szintaz aktivitas gatlasa okozta, tovabb vizsgaltak ezt a kdlcsonhatast.

Intakt endotéliumu erekben N@nitro-L-arginin metil észterrel (L-NAME)
maximalisan gatoltdk a nitrogén monoxid szintézist, és azt talaltdk, hogy a hem
vazodilataciot okoz, ami visszafordithatd volt hem-oxigenaz gatlokkal (Kozma F és mitsai,
1997; Kozma F és mtsai 1998; White KA és Marletta MA, 1992). A hem-oxigendz gatlok
onmagukban vazokonstrikciot okoztak (Kozma F és mtsai, 1998). Tehat a nitrogén
monoxid-szintdz blokad el6térbe hozta a szénmonoxid vazodilatator hatasat, még endotél
jenlétében is. Eszerint a simaizomban termelddd szénmonoxid lokalis hatdsa vazodilatacio.
Ezt a dilatator hatast ellensulyozza az endotélium-fiiggd nitrogén monoxid altal kozvetitett

vazodilatacio6 gatlasa.



Ezt az elképzelést Gijabb tanulmanyok is megerdsitették. Exogén szénmonoxid vagy
a hem prekurzor d-aminolevulinsav (dALA) az izolalt arteriolak konstrikciojat valtotta ki
intakt endothelium jelenlétében, az endotél eltavolitasa azonban megsziintette ezt a hatast
(Johnson FK és Johnson RA, 2003). Ha az endotéliumot megtartottak, és az ereket
elékezeltek a NOS gatldé L-NAME-mel, vagy az NO donor SNP-vel, vagy a két szer
kombinaciojaval, a szénmonoxid illetve a dALA 4altal kivaltott vazokonstriktor valasz
vazodilataciova modosult. A szénmonoxid-indukalta vazokonstrikcid szintén megelézhetd

volt a NOS szubsztrat, L-arginin adagolasaval (Johnson FK és Johnson RA, 2003).

Az NO ¢és a szénmonoxid, mint egy adott szervben egymas mellett miikodo és
egymast kiegészitd rendszer modelljét igazoltdk hepatikus ereken végzett kisérletekkel
(Pannen BH ¢és Bauer M, 1998). Azt talaltak, hogy az arteria hepaticdban L-NAME-mel a
nyugalmi vazodilatdtor tonus gatolhatd volt, mig a hem-oxigendz inhibitorok teljesen
hatastalanok voltak. Ezzel szemben a vena hepaticaban az L-NAME volt hatastalan, és a
hem-oxigendz inhibitorok vazokonstrikciot okoztak. Tehat a nyugalmi aramlas
fenntartdsaban az a. hepaticaban a nitrogén monoxid jatszik szerepet, mig a v. hepaticaban
a szénmonoxid. Ez annak a ténynek is koszonhetd, hogy a majbol kidramlé szénmonoxid
koncentraci6 a NO-énak a huszszorosa. Az endogén szénmonoxid {6 termeldi a majban a
sinusoid koriili parenchymasejtek. Tehat a szénmonoxid csokkenti a portalis véndk
nyomasat, ilyen modon csokkenti a m4j vérraktarat (pool), és oedema-védoéfaktorként is

jelentds szerepet jatszhat.

Az endotoxin sokk életveszélyes szovédménye néhany Gram-negativ infekcionak,
jellegzetes simaizomsejt-relaxacidval, és sulyos hipotenzidval. Az iNOS jelentds szerepet
jatszik ebben a korképben (MacMicking JD és mtsai, 1995; Wei XQ ¢s mtsai, 1995). A
hem-oxigendz szerepét is kimutattdk az endotoxin sokk patomechanizmusaban (Yet SF és
mtsai, 1997). A HO-1 mRNS szint drdmaian megndtt az endotoxinnal kezelt patkanyokbol
izolalt aorta simaizomsejt tenyészetében, és ez a megndvekedett érfali HO-1 vdlasz

majdnem kilencszeres HO aktivitassal jart egylitt in vivo. Mind a nagy (aorta), mind a
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kisebb (arteriola) erek simaizomzatdban jelen volt ez a megndvekedett HO-aktivités,
tovabba a HO-blokad kivédte az endotoxinra adott hipotenzids valaszt. Simaizomsejtekben
az emelkedett HO-1 mRNS mennyiség a gén-transzkripcid szintjén szabalyozott, és az
indukci6é fiiggetlen az NO termeléstdl. Osszefoglalva ezek a tanulméanyok azt mutatjak,
hogy a HO-1 indukcionak és a kovetkezményes szénmonoxid termelésnek jelentds szerepe
van a csokkent értonusban endotoxin sokk alatt. Az endogén szénmonoxid azonban mas
kardiovaszkularis korképek mechanizmusdban is jelentdés szerepet jatszthat, mivel
csokkenti az 4ramlas-indukalta vazodilataciot és hozzajarulhat a traumdés allapotokban

kialakul6 érdiszfunkciohoz is (Johnson RA és Johnson FK, 2007).

A hem — hem-oxigendz — szénmonoxid rendszer érhatasait az 1. tablazat foglalja

0ssze.
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Szénmonoxid

forrasa Allatfaj Szovet Erhatas Irodalom
i .. . Coceani R és
Exogén Barany Ductus arteriosus i mtsai, 1984
B} i Andersen JJ és
Exogén Egér MCA l mtsai, 2006
Exogén Kutva Basilaris artéria és Brian JE Jr és
9 y MCA “  mtsai, 1994
Exogén Kutva Carotis, Koronaria, Vedernikov YP és
9 y Femoralis artéria l mtsai, 1989
. . Furchgott RF és
Exogén Nyul Aorta l mtsai. 1991
Exogén Nvdl Basilaris artéria és PN Brian JE Jr és
9 y MCA mtsai, 1994
i , - . Steinhorn RH és
Exogén Nyul Pulmonalis artéria l mtsai, 1994
Exogén Malac Mesenterialis Villamor E és
9 artéria l mtsai., 2000
Exogén Malac Pulmonalis artéria Villamor E és
9 és véna l mtsai., 2001
. . Longo M és mtsai,
Exogén Patkany Aorta l 1999
Exogén Patkany Farok artéria l Wang R és mtsai,
1997
i i .. L. McGrath JJ és
Exogén Patkany Koronaria artéria l Smith DL, 1984
i i . . Holt DC és mtsai,
Exogén Patkany Pialis arteriola l 2007
. . - - Thorup C és mtsai.
Exogén Patkany Renalis artéria l 1999
i . . . - Werkstrom V és
Exogén Sertés Hugyhdlyag artéria — mtsai, 1997
Exogén Sertés Koronaria artéria Graser T és mtsai,
9 és véna ! 1990
. . . Coceani R és
Endogén Barany Ductus arteriosus — mtsai, 1997
. , . . Pannen BH és
Endogén Patkany Hepatikus artéria — mtsai, 1998
. , . . Pannen BH és
Endogén Patkany Hepatikus véna l mtsai, 1998
Exogén és : - - Gagov H és mtsai,
Endogén Tengerimalac ~ Koronéria artéria l 2003
Exogén és - .y Leffler CW és
Endogén Malac Pialis arteriolak ! mtsai, 1999
Exogén és Patkan Gracilis izom Johnson FK és
Endogén y arteriolak T Johnson RA, 2003

1. Téblazat. A hem — hem-oxigendz — szénmonoxid rendszer érhatisai az

érrendszer kiilonbozo teriiletein illetve kiilonb6z6 fajokban.

(] relaxéacio, <> nincs hatas, T konstrikcio)
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II. Kérdésfeltevés

Az endogén szénmonoxid hatdsait kiterjedten vizsgaltdk a vérkeringés kiilonb6z6
teriiletein €s a vérnyomads szabalyozasdban, de a hem — hem-oxigendz — szénmonoxid
rendszer szerepérdl az agyi vérkeringés szabalyozasaban nagyon kevés informéacio allt

rendelkezésre.

Izolalt nyul illetve kutya agyi artéridk in vitro vizsgélata soran azt talaltak, hogy a
szénmonoxid nem befolyasolja az erek fesziilését (Brian JE Jr és mtsai, 1994). Ezutdn a
negativ eredmény utdn sokdig nem foglalkoztak az endogén szénmonoxid hatasaival az
agyi vérkeringésben, majd 0jsziilott malacok pialis erein végeztek méréseket és azt talaltak,
hogy az exogénen adagolt szénmonoxid dozis-fliggd dilataciot okozott (Leffler CW és
mtsai, 1999). Mivel az agyi erek valaszkészsége jelentosen valtozik az egyed fejlodése
soran (Armstead WM ¢és mtsai, 1994; Zuckerman SL és mtsai, 1996), tovabba a hem-
Sun Y és mtsai, 1990), ezért mi felnétt him Wistar patkdnyokon kivantuk tisztazni a

kovetketkezo kérdéseket:

1., Mi a hem — hem-oxigenaz — szénmonoxid rendszer szerepe a nyugalmi hypothalamikus

véraramlas fenntartasaban?

2., Milyen kdélcsonhatasban van a hem — hem-oxigendz — szénmonoxid rendszer a nitrogén

monoxid szintazzal a hypothalamus véraramlasanak szabalyozasaban?

3., Milyen kdlcsonhatas van a hem — hem-oxigenaz — szénmonoxid rendszer €s a vazoaktiv

prosztanoid vegyiiletek kozott a hypothalamikus véraramlas szabéalyozasaban?

4., Mi a hem — hem-oxigendz — szénmonoxid rendszer szerepe a nyugalmi agykérgi
véraramlas fenntartdsdban, és kimutathato-e kolcsonhatds a nitrogén monoxid szintaz

aktivitasaval?
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5., Megfigyelhetdek-e izolalt agyi artéridkon is a hem — hem-oxigendz — szénmonoxid

rendszer in vivo tapasztalt hatasai?
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I11. Kisérleti modszerek

I11./1. In vivo patkanykisérletek el6készitése

Kisérleteinket felnétt (300-400 g testtomegii) him Wistar patkanyokon végeztiik. Az
allatokat 1,3 g/kg intraperitonedlisan adott urethdnnal altattuk, és spontan lélegeztek
tracheakaniilon keresztiil. Kétoldalon megkaniilaltuk az arteria femoralist, a kisérlet soran
ezen keresztll folyamatosan regisztraltuk a vérnyomast, illetve mintékat vettiink az artérias
sav-bazis paraméterek €s vérgaz-tenziok analiziséhez. A bal vena femoralist megkaniilaltuk

intravénas anyagbeadas céljabol.

Valamennyi kisérletiink sordn rektalis hdmérdvel folyamatosan mértiik az éallatok
testhOmérsékletét, a hOmérdét automatikus hdémérséklet-szabalyzohoz csatlakoztattuk,
melyet ugy allitottunk be, hogy egy infra-lampa segitségével 36.5-37°C kozott tartsa az

allatok maghdmeérsékletét.

I11./2. Lokalis szoveti véraramlas meghatarozasa a hypothalamusban H,-gaz
clearance médszerrel

A Hj-gaz clearence mddszer a szdvetekbe juttatott és ott felhalmozddott H,-gaz
deszaturacios (kimosasi) gorbéjét hasznalja fel a szdveti vérdramlds meghatarozasara
(Aukland K és mtsai, 1964; Mersich T és mtsai, 2007; Sandor P és mtsai, 1991; Szelke E és
mtsai, 2005). A hidrogén detektalasat a szovetekbe helyezett platina elektrod teszi lehetove.
A szovetbe, ill. a szovetbdl a gazt a vér szallitja. A levegdvel belélegzett hidrogén a tiidd
alveolaris terébdl a tiid6 kapillarisokba, onnan pedig - a szisztémas keringésen keresztiil - a
szoveti kapillarisokhoz jut, amelyeknek endotéliuman keresztiil a szovetek iranyaba
diffundal. Ez a szaturacié folyamata, amelynek ideje alatt a nyomasgradiens, tehat a
diffizié a tiidében az alveolusoktdl a vér felé, a szovetekben a vérbdl a kapillarisokat

koriilvevd szovetrészek felé iranyul. Ez a folyamat addig tart, mig a hidrogén parcialis
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nyomadsa az artérids vérben nagyobb a szovetekben felhalmozott H, parcidlis nyomasanal.
Kiegyenlitett allapotban dinamikus egyensuly alakul ki a szovetek és a vér kozott, a Hp

nyomasgradiense 0.

A deszaturacids fazist gy inditjuk meg, hogy a diffuzios egyensulyi allapot elérése
utan a hidrogén gaz belélegeztetését megsziintetjiik. Ekkor az artérids vér koncentracidja
csokken, mert a tiid6 kapillarisok vérgaz-tenzidja nagyobb lesz, mint az alveolusokban levo
vérgaz-tenzio. Ez a megfordult irdnyt nyomdsgradiens diffuzios aramlast hoz létre a vérbol
az alveolusok felé. Az artérias vér H,-gdztol vald "megtisztuldsa" tenziokiilonbséget hoz
létre a szovet és a szovetet ellatd kapillarisok vére kozott. Az igy kialakuld diffuziods
aramlas irdnya a szovetbdl a vér felé mutat és addig tart, mig a szoveti H, parcidlis
nyomasa el nem éri az artérids vérét. Ez utébbi a H, bel¢legeztetésének pillanatszerii
megsziintetése ellenére nem egységugras-szerlien valtozik, hanem exponencialis gorbe
forméjaban tér vissza nullara, mert a tiid6 alveolusaiban a belégzés megsziintetése utan még

néhany masodpercig magasabb H, tenzid uralkodik, mint a tiid6 kapillarisok vérében.

A vizsgalni kivant szdvetbe vezetett polarizalt Pt elektroda segitségével a
szovetekben 1év0 hidrogén parcidlis nyomdsanak pillanatnyi értékei mérhetdk, mert
megfeleld koriilmények kozott a szoveti elektroda drama ardnyos a hidrogén parcialis
nyomasaval. Megfeleld koriilményeken itt azt értjiik, hogy megfeleld polarizacios aramkort
hozunk 1étre, amelyben a referenciaelektrodként hasznalt telitett kalomel elektrodhoz
képest +250 mV fesziiltséggel polarizaljuk a Pt elektrodot. igy annak szigeteletlen hegyén a
H, molekulak ionizadlédnak és ezt az ionizacidés aramot mérjik. Lényegében tehat a
polarizalt Pt mérdelektrod segitségével azon H, molekuldk mennyisége kdvethetd, amely az
elektrod hegyén lejatszodo ionizacid szamara a szovetben rendelkezésre 4ll, ennek idébeli

valtozasa pedig aranyos a szdvet véraramlasaval.

Kisérleteink sordn a H-gazt inhalacios mddszerrel, a trachedban helyezett kaniilon
keresztiil juttattuk az allatok szervezetébe. A szaturacios féazis altalaban 0,5-1 percig, a
deszaturacios fazis pedig 5-15 percig tartott. A mérés helyéiil a hypothalamust véalasztottuk,

mert irodalmi adatok szerint (Maines MD, 2000) itt igen magas a hem-oxigenaz aktivitas.

26



Szikével megnyitottuk a fejbdrt, majd a bregmatol hatra 2 mm-re, és lateral felé 1
mm-re fartuk at a koponyat. Mérdelektrodként 100 um atmérdjii, teflonnal szigetelt Pt
elektrédot vezettliink sztereotaxids modszerrel a hypothalamusba, referencia elektrodként
Ag/AgCl elektrédot hasznaltunk, amelyet az allatok nyakan régzitettiink a bor alatt. A
szOoveti véraramlds mérésére szolgald Pt elektrodok +250 mV fesziiltséggel torténd
polarizalasara hazilag gyartott polarizald egységet hasznaltunk. Az elektrdd helyét utdlagos

szekcioval igazoltuk.

I11./3. Agyszoveti véraramlasmérés 1ézer-Doppler modszerrel

Az allatok koponyijat egy sztereotaxikus fejtartoban rogzitettilk. A parietalis
régioban megnyitottuk a fejbort, majd a csontot egy furdval elvékonyitottuk a fali lebeny
felett, gy hogy a koponya lamina internajat intaktan hagytuk. Az elvékonyitott
koponyacsontra a fiiggélegeshez képest 12°-os ddlésszogben két 1ézer-Doppler (LD)
szondat helyeztiink a két félteke folé (4 mm-re caudalisan a bregmatél, és 5 mm-re
lateralisan a kozépvonaltdl). A véraramlast kétcsatornds LD aramlasmérével (Moor
Instruments, UK)) mértiik és rogzitettiik folyamatosan a kisérlet folyaman. Az LD szondéakat
minden kisérlet eldtt kalibraltuk egy latex emulzio segitségével. A 1ézerfény az infravoros
tartomanyban (780 nm) volt, és koriilbelil 1 mm mélységig hatolt be az agyba, egy

megkozelitdleg 7 mm’-es teriiletét fedve le a parietalis agykéregnek.

I11./4. Patkanyokbol izolalt arteria cerebri media szegmentek izometrias tenziojanak
mérése

Mély éter altatasban gyorsan elvéreztetett him Wistar patkdnyokbol kipreparaltuk és
szobahdmérsékletli Krebs oldatba helyeztiik az arteria cerebri media-t (MCA). Sebészeti
mikroszkép alatt megtisztitottuk a kotdszovettdl, és ~1,5 mm hosszisagu érgytriket
preparaltunk. A preparalas alatt az endotélium megérzésére kiilonds gondot forditottunk.

Az izometrids tenzid mérésére egy hagyomanyos miografot (610-M, Danish Myo
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Technology A/S, Aarhus, Dénia) hasznaltunk. Az érgytriiket két L-alaka 50 pm-es
wolfram tlire helyeztiik. Az egyik tii egy erdméréhdz csatlakozott, amelynek segitségével,
erOsités utan, az izometrias tenzidban bekovetkezd valtozasokat regisztraltuk. Az ér az
értartokkal egy 8 ml térfogati kddban, 37 °C-on tartott hdmérsékletii, 95 % O, és 5 % CO,
keverékével atbuborékoltatott Krebs oldatban helyezkedett el. A standard Krebs oldat
Osszetétele a kovetkezo: 119 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 2,5 mM CaCl,*2H,0, 20 mM
NaHCO;3, 1,17 mM MgCL*7 H,0, 1,18 mM KH,POs, 0,027 mM EDTA, 11 mM gliikoz.
Az ereket 60 percig inkubaltuk 1,5-2 mN eldfeszitéssel mikozben az inkubald oldatot 20
percenként cseréltiik, felmelegitettiik a szervfiirddket szobahdmérsékletrdl 37 °C-ra. A
kisérlet kezdetén és végén meghataroztuk a maximalis depolarizciora adott kontrakcios
valaszt 124 mM K'-ot tartalmazé Krebs oldat segitségével. Az ereket 10 uM PGF,-val
feszitettiik eld, majd 10 uM ZnDPBG ¢s 10 uM bradikinin hatasat teszteltiik

I1L./5. cGMP szint mérése a liquorban

Az utols6é véraramlasmérés utan az allat nyakan felnyitottuk a bort, a nyaki izmokat
szétvalasztottuk, majd letisztitottuk a membrana atlantooccipitalist. A membranon keresztiil
egy szarnyastli segitségével liquor cerebrospinalist (CSF) nyertiink a cisterna magnabol. Az
igy nyert CSF mintékat gyorsan lefagyasztottuk, és a mérésig -75 °C-on taroltuk. A CSF
cGMP szintjét enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgalattal (ELISA) hataroztuk meg a

gyarto cég utasitasait kovetve (Assay Designs Inc, Ann Arbor, MI, USA).

I11./6. A nitrogén monoxid szintaz aktivitaisanak mérése a hypothalamusban

A CSF minta levétele utdn a mélyen altatott allatot gyorsan elvéreztettiik és
szovetmintat vettiink a hypothalamusbol a NOS aktivitdsanak méréséhez. Az igy nyert

szovetmintakat gyorsan lefagyasztottuk, és -75 °C-on tartottuk.
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A hypothalamus mintdk NOS aktivitdsanak mérése L-arginin — L-citrullin
konverzids eljarassal tortént. A hypothalamus szdvetmintdkat a kovetekezd Osszetételii
agyhomogenizalo oldattal homogenizaltuk: 50 mmol/L TrisHCI (pH 7,4), 0,3 mmol/L
szukréz, 0,1 mmol/L EDTA, 1 mmol/L dithio-erythritol, 1 mmol/L phenyl-methyl-
sulfonylfluorid (a protedz gatld szer). A homogenizatumokat a kovetkezé oldattal kevertiik
Ossze: 5 mmol/L HEPES, 1 mmol/L NADPH, 10 pmol/L tetrahydrobiopterin, 30 umol/L
calmodulin, 2.5 mmol/L CaClL, (pH 7,4), és a reakciét 20 pmol/L *H-arginine
hozzaadéasaval inditottuk el. Harminc perces inkubalas utdn a reakciot leallitottuk és a
mintékat 2 cm-es Dowex 50x8-as gyanta oszlopokra helyeztiik. A leoldodott mintdkat 5 ml
dioxan alapu szcintillacios folyadékkal kevertiik 6ssze és egy Beckman TriKarb folyadék
szcintillacios spektrométerben mértiik le. A minta fehérjetartalmat biuret reakcidval
hatdroztuk meg, a NOS aktivitdsokat pikomol citrullin / perc / milligramm fehérje

egységekben szamoltuk.

I11./7. Endogén szénmonoxid szintézis mérése agyszovetben

A ZnDPBG esetleges in vivo agyszoveti HO-gatlo hatasanak vizsgalata céljabol
patkdnyok egy csoportjat ZnDPBG-vel, a masikat ennek vehikulumaval (fizioldgias
sooldat) kezeltiik. 30 perccel késébb az agyi endogén szénmonoxid termelést szilard fazisu
gaz kromatografiaval hataroztuk meg (Peak Performer 1 RPC, Peak Laboratories LLC,
Mountain View, California, USA).

Az izolalt agyi szovetmintdkat Krebs pufferben szonikaltuk, majd nyolc aliquotra
osztottuk. Az aliquotok egyik felét 2 °C-on tartottuk, mig masik felét 37 °C-on 60 percig
inkubaltuk, igy minden mintdhoz négy-négy par mérés tartozott. Az inkubalt, illetve
hidegen tartott aliquotok CO-termelése kozotti kiillonbséget tekintettiik a HO aktivitas

mértékének.
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I11./8. Prosztanoid szintek mérése a liquorban

A liquor prosztanoid (PGE,, 6-keto-PGF,,, PGF,,, PGD,) szintjeinek mérés¢hez az
allatok egy csoportjat ZnDPBG-vel, a mésikat ennek vehikuluméval kezeltiik, majd mély
éter altatdsban elvéreztettiik. Az 4llat nyakan felnyitottuk a bort, a nyaki izmokat
szétvalasztottuk, majd letisztitottuk a membrana atlantooccipitalist. A membranon keresztiil
egy szarnyastl segitségével liquor cerebrospinalist (CSF) nyertiink a cisterna magnabol. A
mintdkat lefagyasztottuk, és -75 °C-on tartottuk. A mérés gaz kromatografia/triple-
quadrupole tomegspektrografidval (GC-MS-MS) tortént. A deuteralt belsé standardok
hozzaadéasa utan, a prosztaglandinokat metoxim-szarmazékka alakitottuk, majd etil acetat-
hexannal extrahdltunk. A mintdkat tovabb alakitottuk pentafluorobenzil-észterekké, majd
vékony-réteg kromatografidval tisztitottuk. A prosztanoid szdrmazékokat trimetilsilyl

éterekké alakitottuk, majd a termékeket GC-MS-MS-sel kvantifikaltuk.

I11./9. Kisérleti anyagok

A szervezetben termel6dd vazoaktiv anyagok szerepének tanulmanyozasahoz a

termeld enzimek farmakologiai gatloszereit alkalmaztuk.

A hem - hem-oxigendz — szénmonoxid reakciout tanulméanyozéasdhoz cink
deuteroporfirin 2,4-bisz glikolt (ZnDPBG, Frontier Scientific Europe Ltd, Carnforth,
Lancashire, UK) alkalmaztunk 45 pmol/kg dozisban, a szert intraperitonedlis adagoltuk.
Oldészerként fiziologids soéoldatot hasznaltunk. A ZnDPBG-t azért vélasztottuk maés
gatloszerek helyett, mert irodalmi adatok szerint az 4ltalunk hasznélt dozis
intraperitonealisan az allatba juttatva, atjut a vér-agy gaton ¢€s jelentdsen gatolja az agyi

hem-oxigenaz aktivitast (Johnson RA €s mtsai, 1997).

Az L-arginin-nitrogén monoxid reakcidutat a nitrogén monoxid szintdz (NOS)
specifikus gatloszerével, 50 mg/kg N-nitro-L-arginin metil észterrel (L-NAME, Sigma)

gatoltuk, amely atjut a vér-agy gaton, €s jelentésen csokkenti az enzim aktivitasat (Ayers
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NA ¢és mtsai, 1997). Az L-NAME-t fiziologids soéoldatban oldottuk és intravénasan

adagoltuk.

A ciklooxigenaz (COX) enzimet 10 mg/kg diklofenakkal (Sigma) gatoltuk, melyet
fiziologias sooldatban oldottunk, és intravénasan adagoltunk. Az altalunk hasznalt dozis
jelentdsen csokkenti az agy prosztanoid termelését patkanyban (Abdel-Halim MS ¢és mtsai,
1978). A diklofenakot azért részesitettiik elényben az indomethacinnal szemben, mert az
indomethacinnak szamos, nem-specifikus hatdsat mutattak ki, igy példaul blokkolhatja az

agyi erek prosztaciklin receptorat is (Parfenova H €s mtsai, 1995).

I11./10. Statisztikai modszerek

A szdvegben, tablazatokban és az dbrdkon a kisérletek atlaga + SEM (standard error
of mean — atlag szoréasa) keriilt feltiintetésre. A dokumentacios anyagban az n a kisérletek
szamat jeloli. A statisztikai értékelést variancia analizissel (repeated measurement vagy
one way analysis of variance (ANOVA)) végeztiik, majd Fisher-féle LSD, Dunett-féle vagy
Tukey-féle post-hoc tesztet alkalmaztunk. Két csoport dsszehasonlitasahoz paratlan Student
t-tesztet hasznaltunk. A p<0,05 értéket tekintettiik statisztikailag szignifikans eltérésnek, és

ezt a tabldzatokban illetve az dbrdkon csillaggal jeleztiik.

31



IV. Eredmények

IV./1. A hem — hem-oxigenaz — szénmonoxid rendszer szerepe a hypothalamus
nyugalmi véraramlasanak szabalyozasaban

Kisérleteink els6 részében a hem — hem-oxigenaz rendszer szerepét vizsgaltuk a
hypothalamus nyugalmi véraramlasanak fenntartdsaban. Az éllatok egy csoportja (n=6)
vehikulum-kezelt kontrollként szolgalt, és intraperitonalisan fiziologids soéoldatot kapott.
Az allatok masodik csoportjaban (n=8) intraperitonalis cink deuteroporfirin 2,4-bisz glikolt
(ZnDPBG, 45umol/kg) alkalmaztunk az endogén szénmonoxid szintézis gatlasara. A
hypothalamikus véraramlast (HBF) a gatloszer adagolasa eldtt, és utan a 15., 30., illetve 45.

percben hataroztuk meg.

A kisérleti csoportokban a kardiovaszkularis, 1égzési és sav-bazis paraméterek a
normadl tartomdnyban voltak (2. tdblazat), nem valtoztak szignifikansan a kisérlet folyaméan

¢s nem volt kiilonbség a kisérleti csoportok kozott a vizsgalt idétartamban.
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A kiindulasi HBF hasonld volt a két kisérleti csoportban (1. 4bra), és sem a

fiziologiés sooldat, sem a ZnDPBG nem okozott szignifikdns dramlasvaltozast (1. abra).
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1. Abra. Hypothalamikus véraramlas a HO-gatlé cink
deuteroporfirin 2,4-bisz glikol (ZnDPBG, 45umol/kg, fekete, n=8)
illetve vehikuluma (fizioldgias sooldat, fehér, n=6) intraperitonealis
alkalmazdsa el6tt (0. perc) és utan 15, 30, és 45 perccel.
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Az utols6 véraramlasmérés utan vett liquormintdban meghataroztuk a cGMP szintet,
mivel ismert volt, hogy a hem — hem-oxigenaz — szénmonoxid reakciout hatdsainak egy
részét cGMP-n keresztiil fejti ki (Friebe A és mtsai, 1996; Makino R és mtsai, 1999; Vogel
KM ¢és mtsai, 1999). Méréseinkben a kisérleti csoportok kdzott nem volt kiilonbség a liquor

cGMP szintjében (2. 4bra).

Bar a ZnDPBG HO-g4tl6 hatéasa ismert volt, és kimutattak hogy képes atjutni a vér-
agy gaton, eredményeink verifikdldsa céljabol lemértiik HO-gatlé hatasat az altalunk
hasznalt koriilmények kozott. A ZnDPBG jelentés mértékben csokkentette az agyi HO
aktivitast (3. &bra).
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2. Abra. A liquor cerebrospinalis (CSF) cGMP tartalma
vehikulum (fiziologids sooldat, fehér, n=6) illetve a HO-
gatld cink deuteroporfirin 2,4-bisz glikol (ZnDPBG,
45umol/kg, fekete, n=6) intraperitonealis alkalmazasa
utan.
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3. Abra. Az agyszdvet szénmonoxid termelése vehikulum
(fiziologids sooldat, fehér, n=6) illetve a HO-gitld zinc
deuteroporfirin 2,4-bisz glikol (ZnDPBG, 45umol/kg, fekete,
n=60) intraperitonedlis alkalmazasa utan (***p<0,001 vs.
vehikulum, Student-féle paratlan t-teszt).
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IV./2. A hem — hem-oxigenaz — szénmonoxid rendszer kolcsonhatasa a nitrogén

monoxid szintazzal a hypothalamikus véraramlas szabalyozasaban

A kovetkezokben hem — hem-oxigendz rendszer kolcsonhatasat vizsgaltuk a

hypothalamus véraramlasanak szabalyozéasaban.

Az allatok egy csoportja (n=6) vehikulum-kezelt kontrollként szolgalt, ¢és
intraperitonalisan fizioldgids sooldatot kapott. Az allatok mésodik csoportjdban (n==8)
intraperitonalis ZnDPBG-t alkalmaztunk az endogén szénmonoxid szintézis gatlasara. A
véraramlas-mérések befejezése utan kimetszettilkk a hypothalamust, és meghataroztuk a
nitrogén monoxid szintdz aktivitdsit. A ZnDPBG-vel kezelt kisérleti csoportban
szignifikansan magasabb NOS aktivitast taldltunk a hypothalamusban, mint a

vehikulummal kezelt csoportban (4. abra).
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4. Abra. A hypothalamus nitrogén monoxid szintaz (NOS) aktivitasa vehikulum
(fiziologias sooldat, fehér, n=6) illetve a HO-gatld cink deuteroporfirin 2,4-bisz
glikol (ZnDPBG, 45 pmol/kg, fekete, n=8) intraperitonedlis alkalmazasa utan
(***p<0,001 vs. vehikulum, Student-féle paratlan t-teszt)
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Mivel a hypothalamikus véraramlds valtozatlan maradt a megemelkedett NOS
aktivitas ellenére, azt feltételeztiik hogy a hem-oxigenaz gatlasanak van egy kozvetlen agyi
véraramlast csokkentd hatasa, ami ellensulyoznd a megndvekett nitrogén monoxid szint
agyl véraramlast noveld hatasat. A HO-gatlas ezen feltételezett direkt hatdsat a
hypothalamikus vérkeringésre vizsgaltuk tovabbi két kisérleti csopotban, amelyekben

megismételtiik kisérleteinket L-NAME-mel kivaltott NOS-gatlas utan.

Ezen csoportokban a kezdeti nyugalmi aramlasmérés utan az allatok 50 mg/kg L-
NAME-t kaptak intravéndsan. Az allatok egy csoportja (n=9) vehikulum-kezelt
kontrollként szolgalt, és az L-NAME adagolas utan 30 perccel intraperitonalisan fiziologias
sooldatot kapott. Az &llatok masodik csoportjaban (n=8) intraperitondlis ZnDPBG-t
alkalmaztunk az endogén szénmonoxid szintézis gatlasdra ugyanebben az idépontban. A
hypothalamikus véraramlast (HBF) a gatloszer adasa el6tt, €s utan a 15., 30., illetve 45.

percben hataroztuk meg.

Az allatok 1égzési és sav-bazis paraméterei a fizioldgias tartomanyban voltak (3.
tablazat), és nem valtoztak szignifikansan a kisérlet folyaman egyik kisérleti csoportban
sem. Az L-NAME el6kezelés szignifikansan megnovelte az artérias  kozépnyomast
(MABP) (105£7 vs. 138+6 Hgmm, p<0,001, Student-féle paratlan t-teszt), azonban ez az
emelkedett vérnyomas a kisérlet folyaman mar nem valtozott. A megemelkedett vérnyomas
ellenére a kezdeti HBF jelentdsen alacsonyabb volt, mint az el6kezeletlen csoportokban

(969 vs. 67+£5 ml/100g/perc, p<0,001, Student-féle paratlan t-teszt).
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A mar jelentésen csokkent HBF tovabb csokkent a ZnDPBG kezelés hatasara, mig a
fiziologias sooldat alkalmazdsa nem befolydsolta a HBF-et (5. &bra). Ezen feliil
szignifikans linearis korreldciot talaltunk a NOS gatlas utdni HBF értékek és ezek
csokkenése kozott HO-gatlast kovetden (6. abra). Ez az 6sszefliggés arra utal, hogy a HBF
jobban megtartott maradt azokban az NO-hidnyos allatokban akik nagyobb hypothalamikus
HO-aktivitassal rendelkeznek.
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5. Abra. Hypothalamikus véraramlas a HO-gatlo cink deuteroporfirin
2,4-bisz glikol (ZnDPBG, 45umol/kg, fekete, n=8) illetve vehikuluma
(fiziologids sooldat, fehér, n=9) intraperitonedlis alkalmazésa el6tt (0.
perc) és utan 15, 30, 45 perccel N-nitro-L-arginin metil észterrel (L-
NAME) eldkezelt éallatokban ***P<(0,001 vs 0. perc (repeated
measurement ANOVA ¢és Fisher-féle protected LSD post-hoc teszt)
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HBF (ml/100g / min) NOS blokad utan

90
R? = 0,677

P =0,012 ©

80

HBF csokkenés (ml/ 100g / min) ZnDPBG hatasara

6. Abra. A NOS gatlas utani hypothalamikus véraramlas-értékek
(HBF) szignifikdns linearis korrelaciot mutatnak értékiik
csOkkenésével HO gatlas utan.
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IV./3. A hem — hem-oxigenaz — szénmonoxid rendszer kolcsonhatasa a ciklooxigenaz-
prosztanoid rendszerrel a hypothalamus véraramlasanak szabalyozasaban

Irodalmi adatok szerint a hem-oxigenaz befolyasolja az agyi prosztanoid-szintézist
in vitro agyszeleteken és sejtkultirdkon (Lee HU és mitsai, 2001; Mancuso C és mitsai,
1997; Vairano M ¢és mtsai, 2001). Kisérleteink els6 szakaszaban azt vizsgaltuk, hogy ez a
kolesonhatas megfigyelhetd-e in vivo is. A HO-blokad jelentdsen csokkentette a CSF PGE,
tartalmat (7. dbra), azonban érdekes moédon nem befolyasolta a tobbi prosztanoid (PGD,, a

PGI, metabolit 6-keto-PGF, é¢s PGF,,) szintjét a CSF-ben (7. 4bra).
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7. Abra. A ligour cerebrospinalis (CSF) prosztanoid szintjei
vehikulum (fiziologids sooldat, fehér, n=9) illetve a HO-gatl6 cink
deuteroporfirin 2,4-bisz glikol (ZnDPBG, 45 pmol/kg, fekete, n=8)
intraperitonealis alkalmazasa utan (*p<0,05 vs. vehikulum,
Student-féle paratlan t-teszt)
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Ezek az eredmények a korabbi in vitro megfigyelésekkel egylitt arra utalnak, hogy a hem-
oxigenaz reakciout konstitutivan és szelektiven stimulélja a PGE, termelését az agyban.
Kisérleteink mésodik szakaszaban azt kivantuk feltarni, hogy ez a kdlcsonhatds milyen
szerepet jatszik a nyugalmi hypothalamikus véraramlas szabalyozasaban. A HO-géatlas (45
umol/kg ZnDPBG ip.) hatdsat tanulmanyoztuk a hypothalamus véraramldsara két kisérleti
csoportban: normadlis illetve gatolt (10 mg/kg diklofendk iv.) COX aktivitds mellett. A
kisérleti csoportokban a 1égzési €s sav-bazis paraméterek a fizioldgias tartomanyban voltak

(4. tablazat), és nem valtoztak szignifikdnsan a kisérlet folyaman.

A ZnDPBG-nek nem volt hatdsa a kontroll csoportban, azonban szignifikdnsan
megnovelte a hypothalamikus véraramlast diklofenak elékezelés utan (8. dbra) az artérids
vérgaz ¢és szisztémas kardiovaszkuldris paraméterek megvaltoztatdsa nélkiil. Mivel a
korabbi megfigyeléseink alapjan a HO-gatlas novelte a hypothalamikus NOS aktivitast, az
eredményeinket a kovetkezOképpen interpretaltuk. Elettani koriilmények kozott a HO-
gatlds két azonos erdsségli hatdssal rendelkezik, egyfeldl egy NO altal kozvetitett
vazodilataciot okoz, masfeldl egy vazokonstrikciot, ami a csokkent PGE, termelésnek
tulajdonithato. A diklofendk eldkezeléssel létrehozott COX-gatlds utan azonban csak az NO
altal kozvetitett reakciout tud érvényesiilni és ez okozza a megfigyelt HBF novekedést.
Hipotézisiink tesztelésére megvizsgaltuk, hogyan befolyasolja a HO gétlasa a hypothalamus
vérkeringését olyan allatokban, akiket kettds eldkezelésben részesitettiink: diklofendkot
adtunk a COX reakciout gatlasara, mig a NOS-t L-NAME-mel (50 mg/kg iv.) gatoltuk. A
kombinalt eldkezelés szignifikdnsan megemelte az artérids kozépnyomast a vehikulummal
elékezelt csoporthoz képest (4. tdblazat), azonban ez az emelkedett vérnyomas a kisérlet
folyaman mar nem valtozott. A ZnDPBG-nek nem volt hatdsa az 4llatok HBF-jére ebben a

kisérleti csoportban (8. abra).
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HBF (mi/100g/min)
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8. Abra. Hypothalamikus véraramldas a HO-gatlé cink
deuteroporfirin  2,4-bisz  glikol (ZnDPBG, 45 pmol/kg)
intraperitonedlis alkalmazésa el6tt (0. perc) és utan 15, 30, 45
perccel vehikulummal (fizioldgidas sooldat, négyszdg, n=5)
diklofendkkal (10 mg/kg, kor, n=5) illetve egyidejiileg adott
diklofenak és N%-nitro-L-arginin metil észterrel (L-NAME, 50
mg/kg) eldkezelt (haromszég, n=7) allatokban. *p<0,05
*#p<0,01 vs 0. perc (repeated measurment ANOVA ¢és Dunett-
féle post-hoc teszt), n=5-7.
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IV./4. A hem — hem-oxigenaz — szénmonoxid rendszer szerepe az agykéreg

véraramlasanak szabalyozasaban

A hem-oxigenaz illetve NOS aktivitas jelentdsen eltér a kiillonb6z0 agyi régiokban
(Ewing JF és Maines MD, 1992; Necchi D és mtsai, 2002), ily modon teljesen mas szerepet
jatszthatnak ezen régidk nyugalmi vérdramldsdnak szabalyozasaban. Az esetleges
regiondlis kiilonbségek feltaradsara kisérleteinket megismételtiik az agykéreg aramlasanak

folyamatos regisztralasaval.

Az allatok egyik csoportja (n=6) vehikulum-kezelt kontrollként szolgalt, ¢és
intraperitondlisan fiziologias sooldatot kapott. Az allatok masodik csoportjaban (n==8)
intraperitonalis ZnDPBG-t alkalmaztunk az endogén szénmonoxid szintézis gatlasara. A
harmadik (n=7), és negyedik (n=8) csopotban megismételtiik méréseinket a NOS gatlasa
(50 mg/kg L-NAME) utan. A parietalis agykéreg véraramlasat (CBF) fiziologias sooldat
illetve ZnDPBG adésa el6tt, és utan a 15., 30., illetve 45. percben hatidroztuk meg. Az
artérias vérgadz €s sav-bazis paraméterek a fiziologias tartoményban voltak (5. tdblazat), és
nem valtoztak szignifikansan a kisérlet folyaman. Az L-NAME eldkezelés megndvelte az
artérias kozépnyomast (MABP) (5.tdblazat), azonban ez az emelkedett vérnyomads a
kisérlet folyaman mar nem valtozott. A megemelkedett vérnyomas ellenére a kezdeti HBF
jelentdsen alacsonyabb volt, mint az elékezeletlen csoportokban (348+16 vs. 249+23 AU
(Arbitrary Unit, 6nkényes egység, p<0,001, Student-féle paratlan t-teszt).

A HO-gétlas megnovelte az agykéreg véraramlasat, mig a vehikulumként
alkalmazott fiziologids sooldat nem befolyasolta a CBF-t (9. abra). A NOS gatlasa L-
NAME-mel teljes mértékben kivédte a HO-blokad okozta aramlasndvekedést (9. abra).
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Kezelés Vehikulum ZnDPBG L-NAME+ZnDPBG
Vérnyomas (mmHg) 99+5 99+4 13946 **
HR (1/min) 422416 404+10 366+20
VR (1/min) 128£16 120+8 112£10
aPO, (mmHg) 96+3 90+3 96+4
a0, sat. (%) 96,6+0,4 95,5+0,4 96,0+0,7
apCO; 4342 44+1 45+2
apH 7,36+0,02 7,34+0,01 7,34+0,02

5. Tablazat. Kardiovaszkularis,

1égzési

és

sav-bazis paraméterek az elsé agyi

véraramlasméréskor a 3 kisérleti csoportban. Az NSnitro-L-arginin metil észter
elékezelés (L-NAME, 50mg/kg) szignifikdnsan megemelte az artérids kozépnyomast a
vehikulummal elékezelt csoporthoz képest, egy€b ¢lettani paraméterekben nem volt
szignifikans eltérés. (p<0,001 vs. vehikulum, one-way ANOVA, Dunett-féle post-hoc

teszt)

HR: szivfrekvencia, VR: légzésszam, apO,: artérids oxigéntenzid, aO, Sat: artérids
oxigénszaturacio, apCO,: artérias széndioxid tenzid, apH: artérias pH, n=6-8.
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9. Abra A parietalis agykéreg véraramlasanak valtozasa vehikulum
(fiziologias soéoldat, fehér, n=6), illetve a HO-gatldo cink deuteroporfirin
2,4-bisz glikol (ZnDPBG, 45 pmol/kg) intraperitonealis alkalmazasanak
hatasara elOkezeletlen (fekete, n=8) illetve NG-nitro-L-arginin metil
¢szterrel eldkezelt (L-NAME, 50 mg/kg, keresztbe csikozott, n=8)
allatokban. ***p<0,001 vs Kontroll (one-way ANOVA ¢és Dunett-féle post-
hoc teszt)
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In vitro is megvizsgaltuk a parietalis kérget ellatd arteria cerebri medidn (MCA) a
HO-gatlas hatasat. A ZnDPBG (10 uM) nem befolyasolta az izolalt MCA szegmentek
tonusat (10. abra), azonban 10 uM bradikinin szignifikdns vazodilatacidt okozott igazolva

az endotélium funkcionalis épségét (10. abra).
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10. Abra Arteria cerebri media szegmentek in vitro
tenzidvaltozasa HO-gatlas (10 uM ZnDPBG) utén az 5., 15. és 30
percben, illetve 10 uM bradikinin hatasara.
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V. Megbeszélés

V./1. A hem — hem-oxigenaz — szénmonoxid rendszer szerepe és kolcsonhatasa a
nitrogén monoxid szintazzal a hypothalamus ¢és az agykéreg nyugalmi
véraramlasanak szabalyozasaban

Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy nyugalmi koériilmények kozott a HO gatlasa
megnovelte a hypothalamikus NOS aktivitast a hypothalamikus véraramlas megvaltoztatasa
nélkiil. Ez a megfigyelés arra utal, hogy az endogén szénmonoxidnak kettds hatasa van a
hypothalamus vérkeringésére: egy vazodilatator hatds, amit kompenzal a NOS gatlasa.
Tehat ugy tlinik, hogy nyugalmi korilmények kozott az endogén szénmonoxid
vazodilatator hatdsu a hypothalamusban, de a szénmonoxid termelés gatlasa nem okoz HBF
csokkenést az NO termelés egyidejlileg bekdvetkezd fokozodasa miatt. NOS gatlas utan
azonban a HO géatlasa tovabbi jelentds csokkenést okozott a HBF-ben, ami arra utal hogy
NO hianydban a szénmonoxid lesz felelds az agyi perfuzi6 fenntartasdért. Ezt a
kovetkeztetést tdmasztja ald az is, hogy direkt korrelaciot figyelhetiink meg a NOS gatolt
allatok hypothalamikus véraramldsa és annak csokkenése kozott HO-blokad utan.
Masképpen fogalmazva a HO gatlasa azon allatokban okozta a legjelentdsebb
aramlascsokkenést, amelyek relativ magas aramlast mutattak NO hidnyaban. Tehat ugy
tinik, hogy a NOS géatlasa utan a hypothalamikus véraramléas viszonylagos megorzottsége

az endogén szénmonoxid vazodilatator hatasanak kdszonheto.

A ZnDPBG adasara megnovekedett NOS aktivitds arra utal, hogy a konstitutiv
szénmonoxid termelés tonusosan csokkenti a hypothalamus NO termelését. Hasonlo
kolesonhatast feltételeztek a NO és CO kozott mas kisérleti felallasokban is: Leffler CW és
mtsai (1999) leirtdk, hogy a HO gatladsa krom mesoporfirinnel NO-medialt dilataciot
okozott 0jsziilott malacok pidlis arteriolaiban. Mayevsky A és mtsai (1995) kisérleteiben az
exogén szénmonoxid adagoldsa agykérgi véraramlasoszcillacidkat okozott, amelyek
nagyon hasonlitottak a NO szintaz gatlasa utan kialakulé oszcillaciokhoz (Lacza Z és mtsai,

2000; Mayevsky A és mtsai, 1995; Meilin S és mtsai, 1999). Kimutattdk tovabba, hogy a
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HO gatl6 cink protoporfirin IX ndveli a NOS-III mRNS-ének expresszidjat patkdny aorta
endothelsejteken (Seki T és mtsai, 1997) és noveli az NO termelést nyulak enteralis
idegrendszerébdl izolalt neuronjaiban (Chadker S és mtsai, 1996). Ugyanakkor a HO-1
indukcioja utan megnovekedett HO aktivitas gatolta a NOS aktivitast patkdny agyszovetben
(Maines MD ¢és mtsai, 1993a).

A mechanizmus, amin keresztiil a szénmonoxid gatolja a hypothalamikus NOS
aktivitdst, még nem tisztazott. A szénmonoxid kotddik a NOS-hoz és gatolja a NO
termelését (McMillan K és mtsai, 1992; White KA ¢és Marletta MA, 1992), de az kérdéses
hogy ez a kolcsonhatds befolydsolhatta-e a NOS aktivitdst az ex-vivo
hypothalamusmintdkban. Valdszinlibb, hogy a kofaktor mennyiségének, illetve a NOS
LHturnoverének” megvaltozasa (lasd bevezetés) jatszhat szerepet a NOS aktivitas
novekedésében HO gatlas utdn. A HO-blokdd utdn megndvekedett NOS aktivitds
megmagyarazhatja, hogy miért nem valtozott meg a CSF ¢cGMP tartalma annak ellenére,
hogy kiesett a szénmonoxid szolubilis guanil ciklazt (sGC) stimuladlé hatdsa. Ezt az
elképzelést erdsen tamogatjdk azok az eredmények, amelyeket patkanyok frontélis
agykérgének dializisével nyertek (Laitinen KSM ¢és mtsai, 1997). Ebben a
kisérletsorozatban a cGMP termelés lecsokkent 30 perccel a HO-gatlészer cink
protoporfirin IX adagolasa utan, de visszatért a kiinduldsi szintre a 60. percben, abban az
idépontban, amikor mi is vettiik a CSF mintankat. A cGMP termelés atmeneti csokkenése
arra utalhat, hogy amig a szénmonoxid medialta sGC aktivitas hamar megsziinik HO-
blokad utan, addig a NO-sGC reakciout masodlagos aktivalodasa egy lassabb folyamat,
amelyet talan a NOS ,,turnover rate”-jének valtozasa okozhat. Maines MD ¢és mtsai (1993a)
kimutattak a szénmonoxid kettds hatasat az agyi cGMP termelésre, 36%-os kisagyi NOS
aktivitas csokkenést talaltak miutan 65%-kal novelték a HO aktivitast, azonban ez a két

hatés a sGC szintjén kiegyenlitette egymast és a cGMP szint nem valtozott.

Bar ugy tlinik, hogy a HO reakcidutnak nincs jelentds befolydsa a nyugalmi HBF-re
¢lettani korlilmények kozott, nem szabad aldbecsiilni a potencialis jelentdségét olyan
koérképekben amelyek az NO szintézis csokkenésével jarnak. Figyelemre mélto, hogy a

kisérletsorozat masodik szakaszaban (ahol az allatokat NOS gatloval kezeltilk) a mar
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jelentdsen lecsokkent HBF tovéabb csdkkent az endogén szénmonoxid termelés gatlasa utan.
Tehat levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy NO hidnydban a szénmonoxid ,tartalék”
vazodilatatorként funkcional. Annak ellenére, hogy a szénmonoxid dnmagéaban nem képes
teljesen fenntartani a véraramlast a hypothalamusban, ez a részleges perfuzidjavulas
megeldzhati az irreverzibilis neuroldgiai karosodas kialakulasat. A HO reakciout ezen
szerepe egyértelmiien fontos lehet keringési sokk illetve globalis agyi ischemia esetén,
amikor a hypothalamus kozponti szerepet jatszik azon védelmi mechanizmusok
koordinalasaban amelyek ilyen stresszhelyzetekben aktivalddnak azért, hogy megelézz¢ék a
szisztémas keringés teljes Osszeomldsat. Megfigyeléseink magyardzatot adhatnak a
hypothalamikus vérkeringés relativ megdrzottségére 1is ischemia/reperfizid soran

(Liachenko S és mtsai, 2001).

Tehat ugy tlnik, hogy az endogén szénmonoxid direkt vazodilatitor hatdsaval
noveli a hypothalamikus vérdramlast, ugyanakkor gatolja a nitrogén monoxid szintaz
aktivitasat és igy a hypothalamikus véraramlas csokkenését okozza. A szénmonoxid ezen
hatésai kiolthatjdk egymast élettani koriilmények kozott. Az agykéregben azonban az NO-
altal kozvetitett reakciout tiinik domindnsnak, ugyanis a HO-blokad kisérleteinkben
agykérgi hiperémiat okozott, mas kisérletekben NO-fiiggd pidlis vazodilataciot (Ishikawa
M ¢és mtsai, 2005). Ezek a megfigyelések megerdsitik az a nézetet, hogy a HO-reakciout
kiilonbozd agyi régidkban eltéréen befolyasolja az agyi vérkeringést; azonban ez a valasz
nem csak régionként eltérd, hanem gy tiinik, hogy a HO-reakci6ut hatasai jelentdsen kor-
¢s fajfiiggdek (Holt DC és mtsai, 2007). Az hogy a HO gatladsanak in vitro nem volt hatasa
arra utal, hogy az agykérgi véraramlés csékkenését okoz6 endogén szénmonoxid nem az

érfalbol szarmazik, illetve hatasait nem kozvetleniil az érfalon fejti ki.
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V./2. A hem — hem-oxigenaz — szénmonoxid rendszer kolcsonhatasa a ciklooxigenaz-
prosztanoid rendszerrel a hypothalamikus véraramlas szabalyozasaban

Megtigyeléseink alapjan gy tlinik, hogy a HO-reakcidut vazodilatacids hatasat a
PGE, kozvetiti a hypothalamikus érhalézatban. A HO a hemet szénmonoxidra, szabad
vasra ¢€s biliverdinre bontja, ez utdébbi késébb bilirubinna alakul a biliverdin reduktaz-altal
katalizalt reakcioban. Ezen metabolitok koziil a szénmonoxid és a bilirubin lehet a PGE,
szintézis aktivatora, mivel kimutattak, hogy ezen metabolitok stimuléljdk a PGE, termelését
patkany hypothalamikus sejtkultarakban in vitro (Lee HU és mtsai, 2001; Mancuso C ¢és
mtsai, 1997; Mancuso C és mtsai, 1998). Ezek a megfigyelések és az, hogy a HO reakciéut
nem befolydsolja az agyi mikroerek PGE, termelését (Kanu A ¢és mtsai, 2006)
egyértelmiien arra utal, hogy az agyi parenchyma sejtjeinek PGE, termelése kozvetiti a
konstitutiv HO aktivitas vazorelaxans hatasat; ebbdl kifolyolag nem meglepd, hogy exogén
szénmonoxid relaxalta a patkany pialis artéridkat in vivo (Holt DC és mtsai, 2007), azonban
in vitro hatastalan volt (Andersen JJ és mtsai, 20006), és kisérleteinkben sem volt hatésa a

HO gatlasnak in vitro koriilmények kozott.

A kiilonbozd kisérletsorozataink eredményét 6sszegzd 11. dbran lathatd, hogy a
ZnDPBG-vel kivaltott HO-gétlas nem befolyasolja a hypothalamikus véraramlast nyugalmi
kortilmények kozott, azonban csdkkenti a HBF-t NOS gatlas utan és noveli azt COX-
blokad utan. Egyidejii NOS és COX gatlas utdn a ZnDPBG nem befolyésolja a HBF-et. A

megfigyeléseink alapjan felallithato kdvetkeztetéseket 6sszegzi a 12. abra.

53



Itozas

-

”

las va

”

eraram

”

Hypothalamikus v

(m1/100g/min)

- - N N
(3] o (3] o (3]
1

o

S S-S S
o (3] o (3]
[ 1 1 1

— 3%

OVehikulum

O L-NAME eldkezelés

Bl Diklofenak eldkezelés

1 B L-NAME + Diklofenak
* elokezelés

11. Abra Hypothalamikus véraramlas valtozasa a HO-gatlo zinc
deuteroporfirin  2,4-bisz  glikol (ZnDPBG, 45 pmol/kg)
intraperitonedlis alkalmazasa utan vehikulummal (fizioldgias
sooldat, fehér, n=8) N-nitro-L-arginin metil észterrel (L-NAME,
fiiggblegesen csikozott, n=8) diklofenakkal (vizszintesen
csikozott, n=5) illetve egyidejileg adott diklofendkkal és L-
NAME-mel (keresztbe csikozott, n=7) el6kezelt allatokban.
*P<0,05 vs. vehikulum (one-way ANOVA ¢s Dunnett-féle post-
hoc teszt), n=5-8.
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12. Abra A hem-oxigenaz feltételezett jelatviteli mechanizmusai a
hypothalamikus vérkeringés szabalyozasaban. Bdvebb kifejtés
illetve a roviditések feloldasa a szovegben talalhato.

Ugy tiinik, hogy a HO-reakciottnak nincsen kozvetlen cerebrovaszkularis hatésa

felndtt patkanyokban, azonban képes mind ndvelni (PGE;-n keresztiil), mind csdkkenteni (a
NOS gatlasaval) a hypothalamikus véraramlast. Elettani koriilmények kozott ezen hatasok
azonos erdsségliek ¢és kioltjak egymast, korélettani allapotokban azonban az egyik
mechanizmus dominanssa valhat és jelentds hatdsa lehet a hypothalamus véraramlasara.
Endotelidlis diszfunkcio esetén példaul, amikor az NO termelés jelentdsen lecsokken, a
PGE;-medialta reakciéut dominanssa valhat, és jelentdsen hozzajarulhat a hypothalamus
véraramlasanak fenntartisdhoz. Erdemes megemliteni, hogy ez a reakciéut nem fiigg az
endotélium morfologiai és funkcionalis integritasatol, mivel a szénmonoxidot mind a
simaizom (Cristodoulides N ¢s mtsai, 1995), mind pedig az agyi parenchyma sejtjei

(Maines MD, 2000) képesek termelni, és ugy tlinik, hogy a masodlagos PGE, termelés is
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szarmazhat nem-vaszkuléris sejtekbél (lasd fent). gy a HO-CO-PGE,-cAMP reakcidut

idedlis “tartalék” vazodilatator lehet elégtelen endotelidlis NO termelés esetén.

A fent leirt kdlcsonhatas a HO és COX reakcioutak kozott megvaltozhat olyan
korélettani allapotokban, ahol jelentésen megné a HO aktivitasa. Mivel a COX enzimek
hem fehérjék és a hem prosztetikus csoport elengedhetetlen a katalitikus aktivitdsukhoz
(Smith WL és Marnett LJ, 1991), a hem-oxigendz altali hem degradacié negativan
befolyasolhatja a COX aktivitasat. Ezzel 6sszhangban, a HO-1 indukcio csdkkentette a
COX expressziojat és aktivitasat endotélsejtekben (Haider A és mtsai, 2002; Li Volti G és
mtsai, 2003), és a vesében (Botros FT és mtsai, 2002; Quan S és mtsai, 2004). Tovabba a
hem-oxigendz indukcidja endotélsejtekben megnodveli a prosztaglandin transzporter
expressziojat és igy novelte a prosztaglandinok clearence-ét (Pucci ML és mtsai, 2004). Az
eredmények alapjan a konstitutiv HO aktivitas az agyban nem okoz ilyen hatdsokat, mivel a
PGE, szintek csokkentek HO gatlas utan, mig mas prosztanoidok szintjei nem véltoztak.
Bizonyos korélettani allapotokban azonban, amelyek a HO-1 indukcidjat okozzak az
agyban (pl. subarachnoidedlis vérzés), a PGE, csokkent termelése ¢és a PGE, illetve PGI,
megnovekedett clearence-e a NOS aktivitds CO-altal kozvetitett gatlasdval egytitt

egyértelmiien negativan befolyasolhatja az agyi vérkeringést.
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VI. Kovetkeztetések

A kisérleti eredmények alapjan a kovetkezdkben foglalhatéak Ossze roviden az

értekezés 1j eredményei:

Az endogén szénmonoxid noveli a hypothalamikus véraramlast egy PGE,-fiiggd
mechanizmus segitségével, ugyanakkor gatolja a nitrogén monoxid szintdz aktivitast és igy
a hypothalamikus véraramlés cs6kkenését okozza. A szénmonoxid ezen hatasai kiolthatjak
egymast élettani kortilmények kozott. Olyan korélettani allapotokban azonban, amelyek
megvaltozott ciklooxigenaz illetve nitrogén monoxid szintdz aktivitassal jarnak, a hem-

oxigenaz reakciout jelentdsen befolyasolhatja a nyugalmi hypothalamikus véraramlést.

A parietalis agykeéreg terliletén az endogén szénmonoxid dominans hat4sa a nitrogén
monoxid szintaz gatlasa és ezaltal a véraramlas csokkenése. Ugy tlinik, hogy az agykérgi
véraramlas csokkenését okoz6 endogén szénmonoxid nem az érfalbdl szérmazik, illetve

hatasait nem kozvetlentil az érfalon fejti ki.

Osszefoglalva, a hem-oxigenaz reakciéut régionként eltéré modon szabalyozza az
agyi vérkeringést, és ezen hatasait a ciklooxigenaz illetve nitrogén monoxid szintaz

rendszerekkel egyiittmiikodve fejti ki.
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VII. Summary

Heme-oxygenase (HO)-mediated heme degradation is the primary cellular
mechanism for production of endogenous carbon monoxide (CO). Previously thought to be
simply a waste product, endogenously formed CO is now known to serve as a messenger in
numerous physiological and pathophysiological processes. The HO-CO pathway has been
reported to evoke direct vascular effects and to influence other vasoregulatory mechanisms
like the cyclooxygenase (COX) and nitric oxide synthase (NOS) systems. However, the
participation of CO in the regulation of the cerebral circulation has received little attention.
Therefore, the aims of our studies were fivefold: (1) to investigate the involvement of
endogenous CO in the regulation of the resting hypothalamic circulation, (2) to clarify its
possible interaction with the L-arginine-NO pathway, and (3) its possible interaction with
the COX pathway. Furthermore, (4) we aimed to determine the influence of the HO
pathway on the cerebrocortical blood flow in the presence and absence of a functional NOS
system, and (5) to test the presence of these interactions in vitro in isolated middle cerebral

artery (MCA) segments.

Regional cerebral blood flow changes were determined using the Aukland's H,-gas
clearence method in the hypothalamus, and using laser Doppler flowmetry in the parietal
cortex of rats. In vitro tension recording of the rat MCA has been performed using a
conventional myograph system. The hypothalamic tissue NOS activity was measured on
the basis of the formation of labeled citrulline from labeled L-arginine, and prostanoid
levels in the cerebrospinal fluid were determined by gas chromatography/triple quadrupole

mass spectrometry (GC/MS/MS).

HO blockade by zinc deuteroporphyrin 2,4-bis glycol (ZnDPBG) increased
hypothalamic NOS activity without changing hypothalamic blood flow (HBF).
Furthermore PGE, concentration in the CSF of animals treated with ZnDPBG was found to
be significantly lower as compared to saline-treated controls. Interestingly HO-blockade

failed to influence the levels of other prostanoids such as PGD,, the PGI, metabolite 6-
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keto-PGF,, and PGF,,. After NOS blockade, however, inhibition of HO induced a further
significant reduction in the HBF, indicating that in the absence of NO, CO becomes
responsible for the maintenance of cerebral blood perfusion. After COX blockade by
diclofenac the inhibiton of HO increased NOS activity and blood flow in the hypothalamus.
In animals subjected to simultaneous inhibition of COX and NOS ZnDPBG failed to alter
HBF. In the parietal cortex HO blockade increased blood flow, which effect was abolished
by NOS inhibitor pretreatment. Under in vitro conditions, ZnDPBG had no effect on the

tension of isolated MCA segments.

Endogenous CO production appears to increase the HBF via a PGE,-dependent
mechanism, but at the same time suppresses NOS activity which leads to the reduction of
the HBF. These effects of CO may neutralize each other under physiological conditions. In
pathophysiological states, however, which are associated with altered COX and NOS
activity, the HO pathway may significantly influence the resting HBF. In the parietal
cortex, however, the primary effect of carbon monoxid is the inhibition of the NOS activity,
which effect seems to be mediated either by nonvascular carbon monoxide sources, or by
the inhibition of nonvascular NO release. In conclusion, the HO-pathway appears to
regulate the cerebral circulation of adults rats via interactions with the COX- and NOS-

systems in a regionally heterogenous manner.
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VIII. Osszefoglalas

A hem-oxigenaz (HO) katalizalta hem lebontds az endogén szénmonoxid (CO)
keletkezésének legfontosabb utja. Az endogén szénmonoxidot a legutdbbi idokig egyszerii
“hulladéknak” tekintették, de ma mar egyre tobb megfigyelés erdsiti meg jelatviteli
szerepét szamos ¢lettani és korélettani folyamatban. Kimutattdk, hogy a HO-CO reakciout
direkt érhatdsokkal is rendelkezik ¢és Dbefolydsolhatja mas keringésszabalyozé
mechanizmusok, példaul a ciklooxigendaz (COX) és nitrogén monoxid szintaz (NOS)
rendszerek miikodését. Mindezek ellenére az endogén szénmonoxid szerepe az agyi

vérkeringés szabdlyozasaban alig ismert.

Célkitlizéseink ezért a kovetkezOk voltak: (1) feltarni az endogén szénmonoxid
szerepét a nyugalmi hypothalamikus véraramlas (HBF) szabalyozéasadban, (2) tisztazni
esetleges kolcsonhatasat a NOS és (3) COX reakcioutakkal. Tovabba (4) meg kivantuk
hatdrozni a HO reakciout szerepét az agykérgi véraramlas szabalyozasdban nyugalmi
koriilmények kozott, illetve NO hianyaban (5) és feltarni a talalt hatasok, illetve

kolesonhatasok jelenlétét in vitro izolalt arteria cerebri media (MCA) szegmenteken.

A regionalis agyi véraramlast a hypothalamusban Aukland H,-gaz clearence
modszerével hataroztuk meg, mig a parietdlis agykéreg teriiletén lézer Doppler
aramldsmérést hasznaltunk. Az MCA in vitro izometrids tonusdnak mérését egy
hagyomanyos miograf rendszerrel végeztiik. A hypothalamikus NOS aktivitasra a jelolt L-
arginin citrullinnd vald atalakulasanak sebességébdl kovetkeztettiink, mig a liquor (CSF)
prosztanoid szintjeit gaz kromatografia/triple-quadrupol tomegspektografiaval (GC-MS-
MS) mértiik.

A cink deuteroporfirin 2,4-bisz glikollal (ZnDPBG) végzett HO-gatlas megndvelte a
hypothalamus NOS aktivitasat a hypothalamikus véraramlas megvaltoztatdsa nélkil. A
CSF PGE; koncentricioja szignifikdnsan magasabb volt a hem-oxigenéaz gatolt allatokban,
mint vehikulummal kezelt tarsaikban. Erdekes modon a HO gatldsa nem befolyasolta a

tobbi mért prosztanoid (PGD,, a PGI, metabolit 6-keto-PGF;, és PGF,,) szintjét. A NOS
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gatladsa utan azonban, a HO gatlasa tovabbi jelentds HBF csokkenést okozott, azt jelezve,
hogy NO hianyaban a CO valik feleldssé az agyi véraramlés fenntartasaért. A diklofendkkal
végzett COX gatlas utan alkalmazott HO-blokdd megndvelte mind a NOS aktivitast, mind a
véraramlast a hypothalamusban. Egyideji COX ¢és NOS gatlas utdn a ZnDPBG nem
befolyasolta a HBF-t. A parietdlis agykéregben a HO gétlasa NO-fiiggd véraramlés-
fokozodast okozott. In vitro, a ZnDPBG nem befolyasolta az izoladlt MCA szegmentek

tonusat.

Ugy tiinik, hogy az endogén szénmonoxid ndveli a hypothalamikus véraramlast egy
PGE,-fliggé mechanizmus segitségével, ugyanakkor gatolja a NOS aktivitast és igy a HBF
csokkenését okozza. A szénmonoxid ezen hatdsai kiolthatjak egymast élettani koriilmények
kozott. Olyan korélettani allapotokban azonban, amelyek megvaltozott COX illetve NOS
aktivitdssal jarnak, a HO reakciott jelentdsen befolyasolhatja a nyugalmi HBF-t. A
parietalis agykéreg teriiletén azonban az endogén szénmonoxid dominans hatdsa a NOS
gatlasa. Ugy tiinik, hogy az agykérgi véraramlas csokkenését okozé endogén szénmonoxid
nem az ¢érfalbol szarmazik, illetve hatdsait nem kozvetleniil az érfalon fejti ki.
Osszefoglalva, a HO reakciout régionként eltérd modon szabalyozza az agyi vérkeringést,

¢s ezen hatasait a COX illetve NOS rendszerekkel egyiittmitkddve fejti ki.

61



IX. Irodalomjegyzék

Abdel-Halim MS, Sjoquist B, Anggard E. (1978) Inhibition of prostaglandin synthesis in
rat brain. Acta Pharmacol Toxicol (Copenh) 43(4):266-72

Andersen JJ, Shafi NI, Durante W, Bryan RM Jr. (2006) Effects of carbon monoxide and
heme oxygenase inhibitors in cerebral vessels of rats and mice. Am J Physiol Heart Circ

Physiol 291:H223-30

Armstead WM, Zuckerman SL, Shibata M, Parfenova H, Leffler CW. (1994) Different pial
arteriolar responses to acetylcholine in the newborn and juvenile pig. J Cereb Blood Flow

Metab 14(6):1088-95

Aukland K, Bower BF, Berliner RW. (1964) Measurement of local blood flow with
hydrogen gas. Circ Res 14:164-87

Ayers NA, Kapas L, Krueger JM. (1997) The inhibitory effects of N omega-nitro-L-
arginine methyl ester on nitric oxide synthase activity vary among brain regions in vivo but

not in vitro. Neurochem Res 22(1):81-6

Billiar TR, Curran RD, Harbrecht BG, Stadler J, Williams DL, Ochoa JB, Di Silvio M,
Simmons RL, Murray SA. (1992) Association between synthesis and release of cGMP and
nitric oxide biosynthesis by hepatocytes Am J Physiol 262:C1077-C1082

Botros FT, Laniado-Schwartzman M, Abraham NG. (2002) Regulation of cyclooxygenase-
and cytochrome p450-derived eicosanoids by heme oxygenase in the rat kidney.

Hypertension 39:639-44

Braggins PE, Trakshel GM, Kutty RK, Maines MD. (1986) Characterization of two heme
oxygenase isoforms in rat spleen: comparison with the hematin-induced and constitutive

1soforms of the liver. Biochem Biophys Res Commun 141:528-33

Brian JE Jr, Heistad DD, Faraci FM. (1994) Effect of carbon monoxide on rabbit cerebral
arteries. Stroke 25:639-643

62



Brune B, Ullrich V. (1987) Inhibition of platelet aggregation by carbon monoxide is
mediated by activation of guanylate cyclase. Mol Pharmacol 32:497-504

Burstyn JN, Yu AE, Dierks EA, Hawkins BK, Dawson JH. (1995) Studies of the heme
coordination and ligand binding properties of soluble guanylyl cyclase (sGC):
characterization of Fe(II)sGC and Fe(I)sGC(CO) by electronic absorption and magnetic
circular dichroism spectroscopies and failure of CO to activate the enzyme. Biochemistry

34:5869-5903

Chadker S, Rathi S, Ma XL, Rattan S. (1996) Heme oxygenase inhibitor zinc
protoporphyrin IX cause an activation of nitric oxide synthase in the rabbit internal anal

sphincter. J Pharm Exp Ther 277:1376-1382

Coceani F, Hamilton NC, Labuc J, Olley PM. (1984) Cytochrome P 450-linked
monooxygenase: involvement in the lamb ductus arteriosus. Am J Physiol Heart Circ

Physiol 246:H640-H643

Coceani F, Kelsey L, Seidlitz E, Marks GS, McLaughlin BE, Vreman HJ, Stevenson DK,
Rabinovitch M, Ackerley C. (1997) Carbon monoxide formation in the ductus arteriosus in

the lamb: implications for the regulation of muscle tone. Br J Pharmacol 120:599-608

Colombari E, Bonagamba LG, Machado BH. (1994) Mechanisms of pressor and
bradycardic responses to L-glutamate microinjected into the NTS of conscious rats.

American Journal of Physiology 266:8730-8738

Colombari E, Silva CCS, Almeida VA, Haibara AS, Johnson RA. (1998) Role of carbon
monoxide in L-glutamate-induced cardiovascular responses in nucleus tractus solitarius of

conscious rats. FASEB Journal 12:61

Cristodoulides N, Durante W, Kroll MH, Schafer Al. (1995) Vascular smooth muscle cell
heme oxygenases generate guanylyl cyclase-stimulatory carbon monoxide. Circulation

91:2306-2309

Durante W, Kroll MH, Christodoulides N, Peyton KJ, Schafer Al (1997) Nitric oxide
induces heme oxygenase-1 gene expression and carbon monoxide production in vascular

smooth muscle cells. Circ Res 80:557-564

63



Dwyer BE, Nishimura RN, Lu SY. (1995) Differential expression of heme oxygenase-1 in
cultured cortical neurons and astrocytes determined by the aid of a new heme oxygenase

antibody. Response to oxidative stress Mol Brain Res 30:37-47

Ewing JF, Haber SN, Maines MD. (1992) Normal and heat-induced patterns of expression
of heme oxygenase-1 (HSP32) in rat brain: Hyperthermia causes rapid induction of mRNA
and protein. J Neurochem 58:4023-29

Ewing JF, Maines MD. (1991) Rapid induction of heme oxygenase-1 mRNA and protein
by hyperthermia in rat brain: Heme oxygenase-2 is not a heat shock protein. Proc Natl Acad

Sci USA 88:5364-58

Ewing JF, Maines MD. (1992) In situ hybridization and immunohistochemical localization
of heme oxygenase-2 mRNA and protein in normal rat brain: differential distribution of

1sozyme 1 and 2. Mol Cell Neurosci 3:4559-70

Ewing JF, Maines MD. (1993) Glutathione depletion induces heme oxygenase-1 (HSP32)
mRNA and protein in rat brain. J Neurochem 60:1512-19

Ewing JF, Raju VS, Maines MD. (1994) Induction of heart heme oxygenase-1 (HSP32) by
hyperthermia: possible role in stress-mediated elevation of cyclic 3":5'-Guanosine

monophosphate. J] Pharmacol Exp Ther 271:408-14

Friebe A, Schultz G, Koesling D.(1996) Sensitizing soluble guanylyl cyclase to become a
highly CO-sensitive enzyme. EMBO J 15:6863-6868

Furchgott RF, Jothianandan D. (1991) Endothelium-dependent and -independent
vasodilation involving cyclic GMP: relaxation induced by nitric oxide, carbon monoxide

and light. Blood Vessels 28:52-61

Gagov H, Kadinov B, Hristov K, Boev K, Itzev D, Bolton T, Duridanova D. (2003) Role of
constitutively expressed heme oxygenase-2 in the regulation of guinea pig coronary artery

tone. Pflugers Arch 446:412-421

64



Gaspard S, Chottard G, Mahy JP, Mansuy D. (1996) Study of the coordination chemistry of
prostaglandin G/H synthase by resonance Raman spectroscopy. Eur J Biochem 238(2):529-
37

Glaum SR, Miller RJ. (1993) Zinc protoporphyrin-IX blocks the effects of metabotropic
glutamate receptor activation in the rat nucleus tractus solitarii. Molecular Pharmacology

43:965-969

Graser T, Vedernikov YP, Li DS. (1990) Study on the mechanism of carbon monoxide
induced endothelium-independent relaxation in porcine coronary artery and vein. Biomed

Biochim Acta 49:293-296

Grozdanovic Z, Gossrau R. (1996) Expression of heme oxygenase-2 (HO-2)-like

immunoreactivity in rat tissue. Acta Histochem 98:203-14

Haider A, Olszanecki R, Gryglewski R, Schwartzman ML, Lianos E, Kappas A, Nasjletti
A, Abraham NG. (2002) Regulation of cyclooxygenase by the heme-heme oxygenase
system in microvessel endothelial cells. J Pharmacol Exp Ther 300:188-94

Hayashi S, Omata Y, Sakamoto H, Higashimoto Y, Hara T, Sagara Y, Noguchi M. (2004)
Characterization of rat heme oxygenase-3 gene. Implication of processedpseudogenes

derived from heme oxygenase-2 gene. Gene 336(2):241-50

Holt DC, Fedinec AL, Vaughn AN, Leffler CW. (2007) Age and species dependence of

pial arteriolar responses to topical carbon monoxide in vivo. Exp Biol Med 232:1465-9

Horvath I, Donnelly LE, Kiss A, Paredi P, Kharitonov SA, Barnes PJ. (1998a) Raised
levels of exhaled carbon monoxide are associated with an increased expression of heme

oxygenase-1 in airway macrophages in asthma: a new marker of oxidative stress. Thorax

53(8):668-72

Horvath 1, Loukides S, Wodehouse T, Kharitonov SA, Cole PJ, Barnes PJ. (1998b)
Increased levels of exhaled carbon monoxide in bronchiectasis: a new marker of oxidative

stress. Thorax 53(10):867-70

65



Hu S, Kincaid JR. (1992) Resonance Raman studies of the carbonmonoxy form of catalase.

Evidence for and effects of phenolate ligation. FEBS Letters 314:293-296

Immenschuh S, Hinke V, Ohlmann A, Gifthorn-Katz S, Katz N, Jungermann K, Kietzmann
T. (1998) Transcriptional activation of the haem oxygenase-1 gene by cGMP via a cAMP
response element/activator protein-1 element in primary cultures of rat hepatocytes.

Biochem J 334:141-146

Ingi T, Cheng J, Ronett GV. (1996) Carbon monoxide: an endogenous modulator of the
nitric oxide-cyclic GMP signaling system. Neuron 16:835-842

Ishikawa M, Kajimura M, Adachi T, Maruyama K, Makino N, Goda N, Yamaguchi T,
Sekizuka E, Suematsu M. (2005) Carbon monoxide from heme oxygenase-2 is a tonic
regulator against NO-dependent vasodilatation in the adult rat cerebral microcirculation.

Circ Res 12:¢104-14

Johnson FK, Durante W, Peyton KJ, Johnson RA. (2003) Heme oxygenase inhibitor

restores arteriolar nitric oxide function in dahl rats. Hypertension 41(1):149-55

Johnson FK, Durante W, Peyton KJ, Johnson RA. (2004) Heme oxygenase-mediated
endothelial dysfunction in DOCA-salt, but not in spontaneously hypertensive, rat arterioles.

Am J Physiol Heart Circ Physiol 286(5):H1681-7

Johnson FK, Johnson RA. (2003) Carbon monoxide promotes endothelium-dependent
constriction of isolated gracilis muscle arterioles. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol

285:R536-R541

Johnson FK, Johnson RA, Durante W, Jackson KE, Stevenson BK, Peyton KJ. (2006)
Metabolic syndrome increases endogenous carbon monoxide production to promote
hypertension and endothelial dysfunction in obese Zucker rats. Am J Physiol Regul Integr
Comp Physiol 290(3):R601-8

Johnson RA, Colombari E, Colombari DS, Lavesa M, Talman WT, Nasjletti A. (1997)

Role of endogenous carbon monoxide in central regulation of arterial pressure.

Hypertension 30(4):962-7

66



Johnson RA, Johnson FK. (2007) Heme oxzgenase-derived endogenous carbon monoxide
impairs flow-induced dilation in resistance vessels. Shock 2007 Aug 23 [Epub ahead of
print]

Johnson RA, Lavesa M, Askari B, Abraham NG, Nasjletti A. (1995) A heme oxygenase
product, presumably carbon monoxide, mediates a vasodepressor function in rats.

Hypertension 25:166-169

Johnson RA, Lavesa M, Deseyn K, Scholer MJ, Nasjletti A. (1996) Heme oxygenase
substrates acutely lower blood pressure in hypertensive rats. American Journal of

Physiology 271:H1132-H1138

Kanu A, Gilpin D, Fedinec AL, Leffler CW. (2006) Cyclooxygenase products stimulate

carbon monoxide production by piglet cerebral microvessels. Exp Biol Med 231:181-5

Kim YM, Bergonia HA, Muller C, Pitt BR, Watkins WD, Lancaster JR. (1995) Loss and
degradation of enzyme-bound heme induced by cellular nitric oxide synthesis. J Biol Chem

270:5710-5713

Klatt P, Schmidt K, Mayer B. (1992) Brain nitric oxide synthase is a haemoprotein.
Biochemical Journal 288:15-17

Kozma F, Johnson RA, Nasjletti A. (1997) Role of carbon monoxide in heme-induced
vasodilation. European Journal of Pharmacology 323:R1-R2

Kozma F, Ligeti L, Monos E, Colombari E, Johnson RA. (1998) Heme-derived CO:
Endogenous regulator of nitric oxide synthase? Pathophysiology 5:245

Kutty RK, Maines MD. (1981) Purification and characterization of biliverdin reductase
from rat liver. J Biol Chem 256:3956-3962

Kutty RK, Maines MD. (1984a) Effects of induction of heme oxygenase by cobalt and tin
on the in vivo degradation of myoglobin. Biochem Pharmacol 18:2924-2926

Kutty RK, Maines MD. (1984b) Hepatic heme metabolism: possible role of biliverdin in
the regulation of heme oxygenase activity. Biochemical and Biophysical Research

Communications 122:40-46

67



Lacza Z, Erdos B, Gorlach C, Wahl M, Sandor P, Beny6 Z. (2000) The cerebrocortical
microcirculatory effect of nitric oxide synthase blockade is dependent upon baseline red

blood cell flow in the rat. Neurosci Lett 291:65-68

Laitinen KSM, Salovaara K, Severgnini S, Laitinen JT. (1997) Regulation of cyclic GMP
levels in rat frontal cortex in vivo: effect of exogenous carbon monoxide and

phosphodiesterase inhibition. Brain Res 755:272-278

Lee HU, Lee HJ, Park HY, Lee SH, Jang CG, Lee SY. (2001) Effects of heme oxygenase
system on the cyclooxygenase in the primary cultured hypothalamic cells. Arch Pharm Res

24:607-12

Leffler CW, Nasjletti A, Yu C, Johnson RA, Fedinec AL, Walker N. (1999) Carbon
monoxide and cerebral microvascular tone in newborn pigs. Am J Physiol Heart Circ

Physiol 276:H1641-H1646.

Levere RD, Martasek P, Escalante B, Schwartman ML, Abraham NG. (1990) Effect of
heme arginate administration on blood pressure in spontaneously hypertensive rats. J of

Clinical Invest 86:213-219

Liachenko S, Tang P, Hamilton RL, Xu Y. (2001) Regional dependence of cerebral
reperfusion after circulatory arrest in rats. J Cereb Blood Flow Metab 21:1320-1329

Lindén IB, Tokola O, Karlsson M, Tenhunen R. (1987) Fate of haem after parenteral
administration of haem arginate to rabbits. Journal of Pharmacy and Pharmacology 39:96-

102

Li Volti G, Seta F, Schwartzman ML, Nasjletti A, Abraham NG (2003) Heme oxygenase
attenuates angiotensin II-mediated increase in cyclooxygenase-2 activity in human femoral

endothelial cells. Hypertension 41:715-9

Longo M, Jain V, Vedernikov YP, Saade GR, Goodrum L, Facchinetti F, Garfield RE.
(1999) Effect of nitric oxide and carbon monoxide on uterine contractility during human

and rat pregnancy. Am J Obstet Gynecol 181:981-988

68



MacMicking JD, Nathan C, Hom G, Chartrain N, Fletcher DS, Trumbauer M, Stevens K,
Xie Q, Sokol K, Hutchinson N, Chen H, Mudgett JS. (1995) Altered responses to bacterial
infection and endotoxic shock in mice lacking inducible nitric oxide synthase. Cell

81(4):641-50

Maines MD. (1984) New developments in the regulation of heme metabolism and their

implications. Crit Rev Toxicol 12:241-314

Maines MD. (1988) Heme oxygenase: Function, multiplicity, regulatory mechanisms, and

clinical applications. FASEB J 2:2557-68

Maines MD. (2000) The heme oxygenase system and its functions in the brain. Cell Mol
Biol 46:573-85

Maines MD, Eke BC, Zhao X. (1996a) Corticosterone promotes increased heme

oxygenase-2 protein and transcript expression in the newborn rat. Brain Res 722:83-94

Maines MD, Mark J, Ewing J. (1993a) Heme oxygenase, a likely regulator of cGMP
production in the brain: Induction in vivo of HO-1 compensates for depression in NO

synthase activity. Mol Cell Neurosci 4:398-405

Maines MD, Mayer RD, Ewing JF, McCoubrey WK. (1993b) Induction of kidney HO-1
(HSP32) mRNA and protein by ischemia: possible role of heme as both promoter of tissue
damage and regulator of HSP32. J Pharmacol Exp Ther 264:457-62

Maines MD, Polevoda BV, Huang TJ, McCoubrey WK. (1996b) Human biliverdin IX
alpha reductase is a zinc-metalloprotein. Characterization of purified and Escherichia coli

expressed enzymes. Eur J Biochem 235:372-381

Makino R, Matsuda H, Obayashi E, Shiro Y, lizuka T, Hori H. (1999) EPR characterization
of axial bond in metal center of native and cobalt-substituted guanylate cyclase. J Biol

Chem 274:7714-7723

Mancuso C, Pistritto G, Tringali G, Grossman AB, Preziosi P, Navarra P. (1997) Evidence

that carbon monoxide stimulates prostaglandin endoperoxide synthase activity in rat

69



hypothalamic explants and in primary cultures of rat hypothalamic astrocytes. Brain Res

Mol Brain Res 45:294-30

Mancuso C, Tringali G, Grossman A, Preziosi P, Navarra P. (1998) The generation of nitric
oxide and carbon monoxide produces opposite effects on the release of immunoreactive
interleukin-1beta from the rat hypothalamus in vitro: evidence for the involvement of

different signaling pathways. Endocrinology 139:1031-7

Marks GS, Brien JF, Nakatsu K, McLaughlin BE. (1991) Does carbon monoxide have a

physiological function? Trends in Pharmacological Sciences 12:185-188

Martasek P, Schwartzmann ML, Goodman AL, Solangi KB, Lever RD, Abraham NG.
(1991) Hemin and L-arginine regulation of blood pressure in spontaneous hypertensive rats.

J Am Soc Nephrol 2:1078-1084

Matsuoka A, Stuehr DJ, Olson JS, Clark P, Ikeda-Saito M. (1994) L-arginine and
calmodulin regulation of the heme iron reactivity in neuronal nitric oxide synthase. Journal

of Biological Chemistry 269:20335-20339

Matz P, Turner C, Weinstein PR, Massa SM, Panter SS, Sharp FR. (1991) Heme
oxygenase-1 induction in glia throughout rat brain following experimental subarachnoid

hemorrhage. Brain Res 713:211-22

Mayevsky A, Meilin S, Rogatsky GG, Zarchin N, Thom SR. (1995) Multiparametric
monitoring of the awake brain exposed to carbon monoxide. J Appl Physiol 78:1188-1196

McCourbey Jr WK, Huang TJ, Maines MD. (1997) Isolation and characterization of a
cDNA from the rat brain that encodes hemoprotein heme oxygenase-3. European Journal of

Biochemistry 247:725-732

McGrath JJ, Smith DL. (1984) Response of rat coronary circulation to carbon monoxide

and nitrogen hypoxia. Proc Soc Exp Biol Med 177:132-136.

McMillan K, Bredt DS, Hirsch DJ, Ssnyder SH, Clark JE, Masters BSS. (1992) Cloned,
expressed rat cerebellar nitric oxide synthase contains stoichiometric amounts of heme,

which binds carbon monoxide. Proc Natl Acad Sci USA 89:11141-11145

70



McMillan K, Masters BSS. (1995) Prokaryotic expression of the heme- and flavin-binding
domains of rat neuronal nitric oxide synthase as distinct polypeptides: identification of the

heme-binding proximal thiolate ligand as cysteine-415. Biochemistry 34:3686-3693

Meilin S, Mendelman A, Sonn J, Manor T, Zarchin N, Mayevsky A. (1999) Metabolic and
hemodynamic oscillations monitored optically in the brain exposed to various pathological

states. Adv Exp Med Biol 471:141-146

Mersich T, Szelke E, Erdos B, Lacza Z, Komjati K, Sandor P. (2007) Somatosensory pain
does not affect total cerebral blood volume. Neuroreport 18:649-52

Moncada S, Higgs EA. (1995) Molecular mechanisms and therapeutic strategies related to
nitric oxide. FASEB Journal 9:1319-1330

Motterlini R, Foresti R, Intaglietta M, Winslow RM. (1996a) NO-mediated activation of
heme oxygenase: endogenous cytoprotection against oxidative stress to endothelium. Am J

Physiol 270:H107-H114

Motterlini R, Hidalgo A, Sammut I, Shah KA, Mohammed S, Srai K, Green CJ. (1996b) A
precursor of the nitric oxide donor SIN-1 modulates the stress protein heme oxygenase-1 in

rat liver. Biochem Biophys Res Commun 225:167-172

Necchi D, Virgili M, Monti B, Contestabile A, Scherini E. (2002) Regional alterations of
the NO/NOS system in the aging brain: a biochemical, histochemical and immunochemical

study in the rat. Brain Res 933(1):31-41

Pannen BH, Bauer M. (1998) Differential regulation of hepatic arterial and portal venous

vascular resistance by nitric oxide and carbon monoxide in rats. Life Sci 62:2025-2033

Parfenova H, Zuckerman S, Leffler CW. (1995) Inhibitory effect of indomethacin on
prostacyclin  receptor-mediated cerebral vascular responses. Am J Physiol

268(5Pt2):H1884-90

Penney DG. (1988) Hemodynamic response to carbon monoxide. Enviromental Health

Perspectives 77:121-130

71



Percival MD, Ouellet M, Vincent CJ, Yergey JA, Kennedy BP, O'Neill GP. (1994)
Purification and characterization of recombinant human cyclooxygenase-2. Archives of

Biochemistry and Biophysics 315:111-118

Premkumar DRD, Smith MA, Richey PL, Petersen RB, Castellani R, et al. (1995)
Induction of heme oxygenase-1 in mRNA and protein in neocortex and cerebral vessels in

Alzheimer's disease. J Neurochem 65:1399-402

Pucci ML, Chakkalakkal B, Liclican EL, Leedom AJ, Schuster VL, Abraham NG. (2004)
Augmented heme oxygenase-1 induces prostaglandin uptake via the prostaglandin

transporter in micro-vascular endothelial cells. Biochem Biophys Res Commun (4):1299-

305

Pufahl RA, Marletta MA. (1993) Oxidation of NG-hydroxy-L-arginine by nitric oxide
synthase: evidence for the involvement of the heme in catalysis. Biochemical and

Biophysical Research Communications 193:963-970

Quan S, Yang L, Shnouda S, Schwartzman ML, Nasjletti A, Goodman Al, Abraham NG
(2004) Expression of human heme oxygenase-1 in the thick ascending limb attenuates

angiotensin [I-mediated increase in oxidative injury. Kidney Int 65:1628-39

Raff H, Jankowski B. (1994) Inhibition of aldosterone release by hypoxia in vitro:
interaction with carbon monoxide. Journal of Applied Physiology 76:689-693

Raju VS, Maines MD. (1996) Renal ischemia/reperfusion in rats upregulates HO-1
(HSP32) expression and increases cGMP in the rat heart. J Pharmacol Exp Ther 277:1814-
22

Sacerdoti D, Escalante B, Abraham NG, McGiff JC, Levere RD, Schwartzman ML. (1989)
Treatment with tin prevents the development of hypertension in spontaneously hypertensive

rats. Science 243:388-390

Sandor P, Petty M, de Jong W, Palkovits M, de Wied D. (1991) Hypothalamic blood flow
autoregulation remains unaltered following surgical and pharmacological blockade of

central vasopressin. Brain Res 566(1-2):212-8

72



Scapagnini G, D'Agata V, Calabrese V, Pascale A, Colombrita C, Alkon D, Cavallaro S.
(2002) Gene expression profiles of heme oxygenase isoforms in the rat brain. Brain Res

954(1):51-9

Schmidt HH. (1992) NO., CO. and OH. Endogenous soluble guanylyl cyclase-activating
factors. FEBS Letters 307:102-107

Seki T, Naruse M, Naruse K, Yoshimoto T, Tanabe A, Imaki T, Hagiwara H, Hirose S,
Demura H. (1997) Interrelation between nitric oxide synthase and heme oxygenase in rat

endothelial cells. Eur J Pharm 331:87-91

Smith WL, Marnett LJ (1991) Prostaglandin endoperoxide synthase: structure and
catalysis. Biochim Biophys Acta 1083:1-17

Steinhorn RH, Morin FC, Russell JA. (1994) The adventitia may be a barrier specific to
nitric oxide in rabbit pulmonary artery. J Clin Invest 94:1883-1888

Stone JR, Marletta MA. (1994) Soluble guanylate cyclase from bovine lung: activation
with nitric oxide and carbon monoxide and spectral characterization of the ferrous and

ferric states. Biochemistry 33:5636-5640

Stone JR, Marletta MA. (1998) Synergistic activation of soluble guanylate cyclase by YC-1
and carbon monoxide: implications for the role of cleavage of the iron-histidine bond

during activation by nitric oxide. Chem Biol 5:255-261

Sun Y, Rotenberg MO, Maines MD. (1990) Developmental expression of heme oxygenase
1sozymes in rat brain: Two HO-2 mRNAs are detected. J Biol Chem 265:8212-17

Szelke E, Varbiro S, Mersich T, Banhidy F, Szekacs B, Sandor P, Komjati K. (2005)
Effects of estrogen and progestin on hypothalamic blood flow autoregulation. J Soc

Gynecol Investig 12(8):604-9

Takahashi K, Hara E, Suzuki H, Sasano H, Shibahara S. (1996) Expression of heme
oxygenase isozyme mRNAs in the human brain and induction of heme oxygenase-1 by

nitric oxide donors. J of Neurochemistry 67:482-489

73



Tenhunen R, Marver HS, Schmid R. (1969) Microsomal heme oxygenase. Characterization

of the enzyme. Journal of Biological Chemistry 244:6388-6394

Tenhunen R. (1972) Method for microassay of microsomal heme oxygenase activity.

Analytical Biochemistry 45:600-607

Teran FJ, Johnson RA, Stevenson BK, Peyton KJ, Jackson KE, Appleton SD, Durante W,
Johnson FK. (2005) Heme oxygenase-derived carbon monoxide promotes arteriolar

endothelial dysfunction and contributes to salt-induced hypertension in Dahl salt-sensitive

rats. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol 288(3):R615-22

Thorup C, Jones CL, Gross SS, Moore LC, Goligorsky MS. (1999) Carbon monoxide
induces vasodilation and nitric oxide release but suppresses endothelial NOS. Am J Physiol

Renal Physiol 277:F882-F889

Trakshel GM, Kutty RK, Maines MD. (1988) Resolution of the rat brain heme oxygenase
activity: absence of a detectable amount of the inducible form (HO-1). Arch Biochem

Biophys 260:732-39

Turnbull AV, Kim CK, Lee S, Rivier CL. (1998) Influence of carbon monoxide, and its
interaction with nitric oxide, on the adrenocorticotropin hormone response of the normal rat

to a physico-emotional stress. J of Neuroendocrinology 10:793-802

Vairano M, Dello Russo C, Pozzoli G, Tringali G, Preziosi P, Navarra P. (2001) A
functional link between heme oxygenase and cyclo-oxygenase activities in cortical rat

astrocytes. Biochem Pharmacol 61:437-41

Vedernikov YP, Graser T, Vanin AF. (1989) Similar endothelium-independent arterial

relaxation by carbon monoxide and nitric oxide. Biomed Biochim Acta 48:601-603

Verma A, Hirsch DJ, Glatt CE, Ronnett GV, Snyder SH. (1993) Carbon monoxide: a

putative neural messenger. Science 259:381-84

Villamor E, Perez-Vizcaino F, Cogolludo AL, Conde-Oviedo J, Zaragoza-Arnaez F,
Lopez-Lopez JG, Tamargo J. (2000) Relaxant effects of carbon monoxide compared with

nitric oxide in pulmonary and systemic vessels of newborn piglets. Pediatr Res 48:546-553.

74



Vogel KM, Hu S, Spiro TG, Dierks EA, Yu AE, Burstyn JN. (1999) Variable forms of
soluble guanylyl cyclase: protein-ligand interactions and the issue of activation by carbon

monoxide. J Biol Inorg Chem 4:804-813

Vreman HJ, Lee OK, Stevenson DK. (1991) In vitro and in vivo characteristics of a heme

oxygenase inhibitor: ZnBG. American Journal of the Medical Sciences 302:335-341

Wada A, Ohnishi T, Nonaka Y, Okamoto M, Yamano T. (1985) Synthesis of aldosterone
by a reconstituted system of cytochrome P-45011 beta from bovine adrenocortical

mitochondria. Journal of Biochemistry 98:245-256

Wang R, Wang Z, Wu L. (1997) Carbon monoxide-induced vasorelaxation and the
underlying mechanisms. Br J Pharmacol 121:927-934

Weber CM, Eke BC, Maines MD. (1994) Corticosterone regulates heme oxygenase-2 and

NO synthase transcription and protein expression in rat brain. J Neurochem 63:953-62

Wei XQ, Charles IG, Smith A, Ure J, Feng G, Huang F, Xu D, Muller W, Moncada S,
Leiw FY. (1995) Altered immune responses in mice lacking inducible nitric oxide synthase.

Nature 375:408-411

Weiss G, Werner-Felmayer G, Werner ER, Griinewald K, Wachter H, Hentze MW. (1994)
Iron regulates nitric oxide synthase activity by controlling nuclear transcription. J Exp Med

180:969-976

Werkstrom V, Ny L, Persson K, Andersson KE. (1997) Carbon monoxide-induced
relaxation and distribution of haem oxygenase isoenzymes in the pig urethra and lower

oesophagogastric junction. Br J Pharmacol 120:312-318

White KA, Marletta MA. (1992) Nitric oxide synthase is a cytochrome P-450 type
hemoprotein. Biochemistry 31:6627-6631

Woods MJ, Williams DC. (1996) Multiple forms and locations for the peripheral-type
benzodiazepine receptor. Biochem Pharmacol 52(12):1805-14

75



Xie QW, Leung M, Fuorites M, Sassa S, Nathan C. (1996) Complementation analysis of
mutants of nitric oxide synthase reveals that the active site requires two hemes. Proc Natl

Acad Sci USA 93:4891-96

Yet SF, Pellacani A, Patterson C, Tan L, Folta SC, Foster L, Lee W-S, Hsiech C-M, Perella
MA. (1997) Induction of heme oxygenase-1 expression in vascular smooth muscle cells. A

link to endotoxic shock. The Journal of Biological Chemistry 272(7):4295-4301

Zakhary R, Gaine SP, Dinerman JL, Ruat M, Flavahan NA, Snyder SH. (1996) Heme
oxygenase 2: Endothelial and neuronal localization and role in endothelium-dependent

relaxation. Proc Natl Acad Sci USA 93:795-98

Zuckerman SL, Armstead WM, Hsu P, Shibata M, Leffler CW. (1996) Age dependence of
cerebrovascular response mechanisms in domestic pigs. Am J Physiol 271(2Pt2):H535-40

76



X. Sajat kozlemények jegyzéke

X./1. Az értekezés témajaban irt sajat kozlemények és idézheto6 el6adaskivonatok

Horvath B, Hrabdk A, Kaldi K, Sandor P, Beny6 Z. (2003) Contribution of the heme
oxygenase pathway to the maintenance of hypothalamic blood flow during diminished NO
synthesis. Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism 2003; 23(6):653-7 IF: 5,37

Ishiguro M, Horvath B, Lenzsér G, Herman P, Horvath EM, Sandor P, Beny6 Z. (2007)
Influence of the heme oxygenase pathway on the cerebrocortical blood flow under

physiological conditions and during hypoxia/hypercapnia. Neuroreport 2007; 18(11):
1193-1197 IF: 2,137 (2006)

Horvath B, Hrabak A, Johnson RA, Sandor P, Beny6 Z. (2001) Heme oxygenase blockade
increases nitric oxide synthase activity without changing blood flow or vascular resistance
in the hypothalamus of rats. Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism, 2001; 21:
S205 (XXth International Symposium on Cerebral Blood Flow, Metabolism and Function,
June 2001, Taipei, Taiwan)

Horvath B, Hrabak A, Kaldi K, Johnson FK, Sandor P, Benyo Z. (2002) The role of
endogenous carbon monoxide (CO) and its interaction with nitric oxide (NO) in the
cerebral circulation. Acta Physiologica Hungarica 2002; 89:58 (International Congress of
Pathophysiology, June 2002, Budapest, Hungary)

Horvath B, Ishiguro M, Hrabdk A, Kaldi K, Lacza Z, Sandor P, Benyd Z. (2003)
Interaction between the heme oxygenase and nitric oxide synthase pathways in the
regulation of the resting CBF. Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism 2003;
23:S77 (XXIth International Symposium on Cerebral Blood Flow, Metabolism and
Function, June 2003, Calgary, Canada)

Horvath B, Ishiguro M, Lenzsér G, Herméan P, Hrabdk A, Kaldi K, Sandor P, Beny6 Z.
(2004) Interaction between the heme oxygenase (HO) and NO synthase pathways in the
regulation of the resting CBF. FASEB Journal 2004; 18: A268 (Experimental Biology
2004, April 2004, Washington, DC, USA)

77



Horvath B, Ishiguro M, Hortobagyi L, Lenzsér G, Herman P, Hrabak A, Kaldi K, Sandor
P, Benyo Z. (2004) Role of heme oxygenase pathway in the regulation of the resting CBF.
Acta Physiologica Hungarica 2004; 91:302-303 (Magyar Elettani Tarsasag 68.
Vandorgyiilése, 2004 Junius, Debrecen)

Horvath B, Hortobagyi L, Sandor P, Benyo Z. (2005) Interactions between the heme
oxygenase, cyclooxygenase and nitric oxide synthase pathways in the regulation of the
resting hypothalamic blood flow. Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism
2005; 25:S187 (XXII. International Symposium on Cerebral Blood Flow, Metabolism and
Function, June 2005, Amsterdam, The Netherlands)

Hortobagyi L, Kis B, Hrabdk A, Horvath B, Séndor P, Busija DW, Benyo Z. (2005)
Adaptation of the hypothalamic blood flow to chronic nitric oxide synthase blockade
Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism 2005; 25:S206 (XXII. International
Symposium on Cerebral Blood Flow, Metabolism and Function, June 2005, Amsterdam,
The Netherlands)

X./2. Egyéb kozlemények és eloadasok

Horvath B, Orsy P, Benyd Z. (2005) Endothelial NOS-mediated relaxations of isolated
thoracic aorta of the C57BL/6J mouse: a methodological study. Journal of
Cardiovascular Pharmacology 2005; 45(3):225-231 IF: 1,313

Hortobagyi L, Kis B, Hrabdk A, Horvath B, Huszty G, Schweer H, Benyo B, Sandor P,
Busija DW, Benyo Z. (2007) Adaptation of the hypothalamic blood flow to chronic nitric
oxide deficiency is independent of vasodilator prostanoids. Brain Research 2007;
1131(1):129-137 IF: 2,341 (2006)

Wirth A, Benyo6 Z, Lukasova M, Leutgeb B, Wettschureck N, Gorbey S, érsy P, Horvath
B, Maser-Gluth C, Greiner E, Lemmer B, Schiitz G, Gutkind S, Offermanns S. (2008)
G12/G13-LARG-mediated signalling in vascular smooth muscle is required for salt-
induced hypertension. Nature Medicine 2008; 14(1):64-8 IF: 28,588 (2006)

Orsy P, Horvath B, Offermanns S, Benyo Z. (2004) Endothelial-dependent relaxations of
the mouse thoracic aorta Acta Physiologica Hungarica 2004; 91:343-344 (Magyar
Elettani Téarsasag 68. Vandorgytilése, 2004 Junius, Debrecen)

78



Horvath B, Orsy P, Beny6 Z. (2005) Endothelial-dependent relaxations of the mouse
thoracic aorta FASEB Journal 2005; 19:A1553 (Experimental Biology 2005, XXXV.
IUPS, April 2005, San Diego, CA; USA)

79



XI. Koszonetnyilvanitas

Mindenekeldtt koszonettel tartozom témavezetdmnek, Dr. Benyd Zoltannak
folyamatos szakmai segitségéért, feltétlen tamogatasaért és tiirelméért. Személyében egy
emberi nagysagot, egy példamutato jellemet ismerhettem meg, és ¢ az, akinek minden elért

eredményemet kdszonhetem.

Ko6szondm dr. Sandor Péter professzor urnak, hogy didkkordsként kisérletes

munkdmat a laborjdban végezhettem és odafigyeld tdimogatasaval segitette munkamat.

K6sz6nom a Klinikai Kisérleti Kutato- és Human Elettani Intézet jelenlegi és volt
vezetdjének, dr. Kollai Mark és dr. Monos Emil professzor uraknak, hogy idealis
feltételeket biztositottak kisérleteim elvégzéséhez, értékes tandcsaikkal gazdagitottdk a

munkdmat €és tdmogatasukrol biztositottak.

Kozvetlen munkatarsaim koziil Hortobagyi Laszlo, Dr. Hrabak Andrés, Dr. Kaldi
Krisztina, Dr. Leszl-Ishiguro Miriam, Dr. Orsy Petra és Dr. Ruisanchez Eva jarultak hozza

munkam sikeréhez. Segitségiiket halasan koszondm.

Ko6szonom Harvichné Velkei Méridnak, Kovéacs Hajnalkanak Samson Szilvidnak és
az igényes technikai segitségét, Németh Gyuldnak pedig a miiszaki €és technikai hattér
kreativ megteremtését. Koszonettel tartozom a Klinikai Kisérleti Kutato- és Human Elettani
Intézet valamennyi munkatarsanak a kutatdmunkdhoz nyujtott hasznos ¢és Onzetlen

tamogatasért.

Koszonet illeti végiil, de nem utolsésorban a csalddomat és kedvesemet, kitartd

tirelmiikért és belém vetett bizalmukért, amely elengedhetetlen volt munkam elvégzéséhez.

80



	Rövidítések jegyzéke
	I. Bevezetés
	I./1. Út a méregtől az endogén szabályozó molekuláig
	I./2. Az endogén szénmonoxid forrásai és azok szabályozása
	I./3. A hem – hem-oxigenáz – szénmonoxid és az L-arginin – nitrogén monoxid szintáz – nitrogén monoxid rendszerek közötti haso
	I./4. A hem – hem-oxigenáz – szénmonoxid rendszer egyéb feltételezett biológiai hatásmechanizmusai
	I./5. A hem – hem-oxigenáz – szénmonoxid rendszer krónikus vérnyomás�hatásai
	I./6. A központi idegrendszer szerepe a hem-oxigenáz kardiovaszkuláris hatásaiban
	I./7. A hem – hem-oxigenáz – szénmonoxid rendszer szerepe az értónus szabályozásában

	II. Kérdésfeltevés
	III. Kísérleti módszerek
	III./1. In vivo patkánykísérletek előkészítése
	III./2. Lokális szöveti véráramlás meghatározása a hypothalamusban H2-gáz clearance módszerrel
	III./3. Agyszöveti véráramlásmérés lézer-Doppler módszerrel
	III./4. Patkányokból izolált arteria cerebri media szegmentek izometriás tenziójának mérése
	III./5. cGMP szint mérése a liquorban
	III./6. A nitrogén monoxid szintáz aktivitásának mérése a hypothalamusban
	III./7. Endogén szénmonoxid szintézis mérése agyszövetben
	III./8. Prosztanoid szintek mérése a liquorban
	III./9. Kísérleti anyagok
	III./10. Statisztikai módszerek

	IV. Eredmények
	IV./1. A hem – hem-oxigenáz – szénmonoxid rendszer szerepe a hypothalamus nyugalmi véráramlásának szabályozásában
	IV./3. A hem – hem-oxigenáz – szénmonoxid rendszer kölcsönhatása a ciklooxigenáz-prosztanoid rendszerrel a hypothalamus vérára

	V. Megbeszélés
	V./1. A hem – hem-oxigenáz – szénmonoxid rendszer szerepe és kölcsönhatása a nitrogén monoxid szintázzal a hypothalamus és az 
	V./2. A hem – hem-oxigenáz – szénmonoxid rendszer kölcsönhatása a ciklooxigenáz-prosztanoid rendszerrel a hypothalamikus vérár

	VI. Következtetések
	VII. Summary
	VIII. Összefoglalás
	IX. Irodalomjegyzék
	X. Saját közlemények jegyzéke
	X./1. Az értekezés témájában írt saját közlemények és idézhető előadáskivonatok
	X./2. Egyéb közlemények és előadások

	XI. Köszönetnyilvánítás

