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BEVEZETES

A szigma-1 receptor (SIR) mind a kozponti idegrendszer, mind a periférias szervek
sejtjeiben expresszalodik. Az S1R-k foként az endoplazmatikus retikulum (ER)
mitokondrium-asszocialt membranjaban (MAM) talalhatok, de mas sejtmembranokban is
kimutathatok. Az SIR-k részt vesznek az intracellularis jelatviteli utvonalak szabalyozasaban
azaltal, hogy modulaljak az ioncsatornak, az inozitol-foszfatdzok és a protein-kinazok
aktivitasat. Az eikozanoidok szubsztratja, a foszfolipaz A, (PLA;) éaltal membran
foszfolipidekbdl (PL) felszabaduld arachidonsav (AA). A szabad AA mennyisége fligg a
sejtmembran foszfolipid (PL) tartalmatol, a PL-ek re- vagy de-acilacidjatol, az intracellularis
kalciumion-koncentraciotol ([Ca?'];), valamint a ciklooxigenaz-1 vagy -2 (COX-1, -2) és
lipoxigenaz (LOX) enzimek aktivalodasatol. A prosztaglandinokat (PGF,,, PGE;, PGD,),
tromboxan At (TxA;) és prosztaciklint (PGly), a ciklooxigendz hatasara képz6dd
endoperoxidbol (PGHy), szovetspecifikus szintetdzok hozzak létre. Mig a lipoxigenazok
aktivalodasa hidroxi-eikozatetraénsavak (HETE-K) kialakulasat eredményezi.

A S1R-k nemcsak a fiziologias, hanem a patologias sejtfunkciok szabalyozasaban is részt
vesznek. Az SIR génexpressziorol ismert, hogy szerepet jatszik a diabéteszes szovédmények
megelézésében. A glikacios végtermékek (AGE-k) és reaktiv oxigén gyokok (ROS)
képzidéséhez vezetd cukorbetegség endotél diszfunkcidt és vérlemezke aktivaciot
eredményez.

A vérlemezkék nemcsak a  vérzéscsillapitasban, hanem a gyulladasos és
immunfolyamatokban, valamint a mikrokeringés szabalyozasaban is részt vesznek. A
vérlemezkék és az endotélsejtek altal szintetizalt bioaktiv lipidmediatorok fontos szerepet

jatszanak ezekben a folyamatokban.

CELKITUZES

Elsddleges célunk volt azon hipotézisiink igazolasa, hogy a patkany vérlemezkék képesek
S1R-t expresszalni.

Feltételeztiik, hogy az SIR szerepet jatszhat vérlemezkék fiziologias miikddésében. Ennek
megerdsitésére elékisérleteinkben egy ismert SIR agonista ligand, a PRE-084 vérlemezkék
in vitro AA-metabolizmusara és vérlemezke aggregaciora kifejtett hatasat vizsgaltuk meg
egészséges patkanyokban.

Fontosnak tartottuk annak tisztzasat is, hogy a patkanyoknak szub-kronikusan, i.p. adott
S1R ligandumok: egy ismert S1IR agonista PRE-084, egy antagonista NE-100 és egy 1j

Dvoracskd és mtsai. (2021) altal kivalasztott, (S)-L1 képesek-e¢ olyan mértékii in vivo



valtozasokat eléidézni az egészséges patkdny vérlemezkék ¢és hasi aorta AA
metabolizmuséaban, amelyek ex vivo kimutathatok még akkor is, ha a ligand mar nincs jelen a
vizsgalt kozegben.

Feltételeztiik, hogy az S1R ligandumok nemcsak a szabad AA-szubsztrat mennyiségét és az
enzim aktivitast, hanem a megakariocitakbol szarmazo és a vérlemezkékben tarolt SIR-t és
COX-ot kodold gének (Sigmarl, Ptgs) mRNS-szintjét is befolyasolhatjak.

Feltételeztiik, hogy a vérlemezkék és endotélsejtek altal szintetizalt eikozanoidoknak
kozvetito szerepe lehet a SIR-k diabéteszben észlelt jotékony hatasaban.

Célunk volt annak tisztdzasa, hogy az STZ-indukalt cukorbetegség befolyasolja-e a
vérlemezkék Sigmarl és Ptgs mRNS-szintjét, a vérlemezkék és az aorta AA-metabolizmusat.
Majd ezt kovetden arra kerestiik a valaszt, hogy az i.p. szub-kronikusan beadott SIR
ligandumok a diabétesz hatasara megvaltozott, el6bb emlitett paramétereket helyre tudjak-e

allitani? Valamint, hogy van-e kiilonbség az egyes ligandumok hatasaban?

MODSZEREK

A SIR patkany vérlemezkéken valdo expressziojat RT-qPSR-rel mutattuk ki és
immunfestéssel, valamint konfokalis 1ézer szkenning mikroszkép segitségével tettik
lathatova. Az eikozanoid-szintézis tanulmanyozasara radioaktiv szubsztratot és ELISA-
tesztet alkalmaztuk egészséges és diabéteszes allatokban egyarant. A vérlemezke-aggregacios
vizsgalatokat teljes vér, ADP és AA induktorok felhasznéalasaval, ,,Multiple-electrode”
aggregometriaval végeztik. LC-MS hasznalataval hataroztuk meg a szub-kronikusan, i.p.
beadott SIR ligandumok vérszintjét, egészséges és diabéteszes patkanyokban. A SI1R
ligandumok vérlemezke Sigmarl és Ptgs génjeinek expresszidjara kifejtett hatasat RT-gPSR
segitségével vizsgaltuk. Diabéteszes patkanyokat hoztunk létre, a SIR koéros koriilmények

kozotti hatasanak tanulmanyozasa céljabol.

EREDMENYEK

A Sigmarl génexpressziot nem aktivalt, egészséges patkany vérlemezkékben RT-PCR és
qPCR modszerrel is kimutattuk (17,3 + 0,22), és a Gapdh és Actb kontrol génekhez
viszonyitott relativ expresszioval szamszerisitettiik. Az SIR fehérjeszinten is jelen volt a
nem aktivalt patkany vérlemezkékben: a pontszerii festédési mintazat ko-lokalizalodott a
patkany vérlemezkék F-aktin szerkezetével vagy buzacsira agglutinin lektin festédésével,
amit konfokalis mikroszkoppal vizualizaltunk.

Ezt kovetden megvizsgaltuk a mar S1R-agonistaként ismert PRE-084 in vitro hatasat a nem

aktivalt, egészséges patkany vérlemezkék mikodésére.



A nem aktivalt patkany vérlemezkék in vitro radioaktiv AA-metabolizmusdt az altalunk
vizsgalt PRE-084 minden koncentracidja fokozta, mind a COX, mind a LOX utvonalon
keresztiil. A COX-utvonalon képz6dé metabolitok teljes mennyiségét és a TxBj, PGD,
valamint PGE; szintézisét a PRE-084 2 uM-os koncentracidja fokozta a legjelentdsebb
mértékben. A PRE-084 dozishatas gorbéi az Osszes fent emlitett COX-termék esetében
szigmoidalisak voltak. ELISA-val, mennyiségi elemzéssel is kimutattuk, hogy a 2 uM PRE-
084 in vitro alkalmazasa a vérlemezkékben a COX-1 (48,4 + 8,3 ng/ml vs. 11,3 + 2,5 ng/ml)
és a TxB; (0,528 + 0,16 ng/ml vs. 0,194 + 0,038) koncentracidjanak novekedését
eredményezte.

A PRE-084 egészséges patkanyokban a kontroll mintdhoz képest fokozta az ADP és AA altal
kivaltott vérlemezke-aggregaciot. A PRE-084 aggregaciora gyakorolt hatasa szigmoidalis
dozishatas gorbét eredményezett, a legalacsonyabb hatasos koncentracio 2 uM volt. Nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget az AA- vagy ADP-indukalt vérlemezke aggregacié kozott
azonos agonista alkalmazasa mellett. El6zetes kisérleteink igazoltdk a PRE-084 vérlemezke
funkciot fokozo hatasat patkanyban.

Tovabbiakban vizsgalatainkat ki kivantuk terjeszteni az SIR antagonistaként ismert NE-100-
ra és egy U] ligandumra, az (S)-L1-re, amelyet a Szegedi Tudomanyegyetem Gydgyszerészi
Kémiai Intézet sajat vegyiiletkonyvtarabol valasztottunk ki in silico sziiréssel, Dvoracsko és
munkatarsaival egytittmikodve.

Molekularis modellezés segitségével vizsgalva a ligandumok SIR-hez valo kotddését,
megallapitottuk, hogy az (S)-L1 és az NE-100 nagyon hasonld kotédési pozicidval
rendelkezik. In vitro kisérleteink igazoltak a PRE-084 akut hatdsat egészséges patkanyok
vérlemezkéiben. Az S1R ligandumok in vivo/ex vivo, szub-kronikus hatasainak
tanulmanyozasahoz a ligandumok intraperitonealis beadasat valasztottuk.

Elozetes kisérleteinkben kimutattuk a ligandumok keringésbe jutasat és a kezelés utan 20
oraval torténé teljes eliminacidjat. Kozvetlen ex vivo vizsgalatainkat megel6zGen, a plazma
ligandum-koncentracioja minden egészséges és cukorbeteg allatban a kimutatasi vagy mérési
hatar koriil volt, azaz e kisérletek eredményei nem tekinthet6k akut ligandum hatasnak.

A szub-krénikus, in vivo kezelés alkalmaval, a S1R ligandumok egyike sem eredményezte az
ex Vvivo radioaktiv AA metabolitok 6sszmennyiségének (COX+LOX) valtozasat, egészséges
patkany vérlemezkékben. Azonban mind a PRE-084, mind az (S)-L1 csokkentve a COX- és
novelve a LOX-metabolitok képzodését, mig az NE-100 ellenkezé hatast kivaltva, AA-
kaszkadon belilli termék eltolodast eredményezett. Az érosszehuzo, vérlemezke aggregalod

(CON) és az értagito, vérlemezke aggregaciot gatlo COX metabolitok aranyanak csokkenését



csak az (S)-L1 S1R ligand idézte el§. Mig a CON és DIL COX metabolitok képzédését PRE-
084 azonos mértékben csokkentette, az NE-100 viszont fokozta.

A diabéteszes patkanyok vérlemezkéi altal COX és LOX tuton képzett radioaktiv AA
metabolitjainak mennyisége az egészségeshez hasonld volt. Ennek ellenére, a diabéteszes
patkanyok vérlemezkéinek AA metabolizmusat a PRE-084 és az (S)-L1 a LOX ut, mig az
NE-100 a COX 1t iranyaba tolta el. Diabéteszes patkany vérlemezkékben fokozott DIL
COX-termék képzodést észleltiink, valtozatlan CON COX-metabolit szintézis mellett. A
diabéteszes vérlemezkék DIL COX dominancigjat az NE-100 nem befolyéasolta, azonban
mind a PRE-084, mind az (S)-L1 csokkentette.

Egészséges és diabéteszes patkany vérlemezkékben is, ki tudtuk mutatni mind a COX-1,
mind a COX-2 enzimet, ELISA mddszerrel. Egészséges patkany vérlemezkékben (S)-L1 és
kovetkeztében a teljes COX (COX-1+COX-2) koncentraciot is. A két enzim koncentracio
novekedése eltéré mértékit volt, amit a COX-1/COX-2 hanyados csokkenése bizonyit. A
konstitutiv. COX-1 koncentracidja nem kiilonbozott, mig az indukalhato COX-2
koncentracidja magasabb volt a vivoanyaggal kezelt cukorbeteg patkanyok vérlemezkéiben,
mint a vivéanyaggal kezelt egészséges patkanyok vérlemezkéiben. A PRE-084 és az (S)-L1 a
diabéteszes patkany vérlemezkék COX-1 és COX-2 mennyiségét azonos mértékben
fokozodta a vivéanyaggal kezelt egészséges és diabéteszes csoporthoz képest is. Bar a NE-
100 is novelte a COX enzimek teljes mennyiségét a diabéteszes vérlemezkékben, ez
kizarolag a COX-2 novekedésének volt koszonhetd, amit a COX-1/COX-2 arany csokkenése
is bizonyit.

Az S1R ligandumok Sigmarl, Ptgsl és Ptgs2 transzkriptumokra Kifejtett ex vivo hatasanak
vizsgalatakor, sem egészséges, sem diabéteszes patkany vérlemezkékben nem tudtunk
kimutatni Ptgs2 mRNS-t RT-qPCR-rel. Az egészséges patkany vérlemezkék Sigmarl és a
Ptgsl mRNS szintjét nem valtoztatta meg a SIR ligandumokkal val6 egyhetes kezelés.

A PRE-084 és az (S)-L1 ligandumokkal végzett in vivo kezelés megnovelte a Sigmarl
transzkript szintjét a diabéteszes patkanyok vérlemezkéiben, mind a vivéanyaggal kezelt
diabéteszes, mind az egészséges patkdnymintakhoz képest. A Ptgsl transzkriptum szintje
magasabb volt a vivéanyaggal kezelt diabéteszes patkanyok vérlemezkéiben, mint a
vivéanyaggal kezelt, egészséges allatokban. A diabéteszes patkanyokban a PRE-084 kezelés
nem valtoztatta meg a Ptgsl mMRNS-szintjét a vivoanyaggal kezelt, diabéteszes allatokbol
szarmazd mintakhoz képest. A Ptgsl mRNS-szint alacsonyabb volt az (S)-L1 csoportban,

mint a vivéanyaggal vagy PRE-084-gyel kezelt diabéteszes patkanyok csoportjaban, de nem



kiilénbozott szignifikansan a vivéanyaggal kezelt, egészséges csoporttol. A NE-100 kezelés a
diabéteszes patkanyokban csokkentette a vérlemezkék Ptgsl szintjét a vivéanyaggal kezelt,
diabéteszes csoporthoz képest. Az (S)-L1 ligandum a PRE-084-hez hasonloan novelte a
Sigmarl mRNS-szintjét mind az egészséges, mind a diabéteszes kontroll csoportban, mig a
NE-100-hoz hasonléan csokkentette a Ptgsl mRNS-koncentracidt a vivéanyaggal kezelt
diabéteszes patkanyok vérlemezkéiben.

In vivo kezelést kovetden, az egészséges patkany hasi aortdban, mind a PRE-084, mind az
(S)-L1 csokkentette, az ex vivo radioaktiv AA-bol szintetizalt eikozanoidok 6sszmennyiségét
(COX+LOX), mig az NE-100 novelte azt. A COX- és LOX-metabolitok mennyiségének
valtozasa PRE-084 és NE-100 hatdsara hasonlé mértékii volt, azonban az (S)-L1 kezelés
csokkentve a LOX-metabolitok képzését, a COX ut iranyaba tolta el az eikozanoid szintézist,
amit a COX/LOX arany novekedése is bizonyit. Egészséges patkanyok aortdjaban mind a
PRE-084, mind az (S)-L1 hasonlo csokkenést eredményezett az ex vivo CON- és DIL-COX
metabolit szintézisben, ezért ebben az esetben nem volt megfigyelhet6 a CON/DIL arany
eltolodasa. Azonban, az NE-100 in vivo kezelés annak ellenére, hogy névelte mind a CON-,
mind a DIL-COX metabolitok képzddését, a CON/DIL arany csokkenését, azaz a DIL-COX
dominanciat eredményezett. Az egészséges patkany aortaban a 6-k-PGF, szintézisét az (S)-
L1 és az NE-100 novelte, a PRE-084 pedig csokkentette, a vivéanyaggal kezelt mintdhoz
képest.

Sem a COX-, sem a LOX-metabolitok mennyisége, sem az ¢sszemennyisége (COX+LOX),
sem az aranyuk (COX/LOX) nem valtozott a cukorbeteg patkanyok aortajaban, a
vivoanyaggal kezelt, egészséges patkanyokéhoz viszonyitva. Nem tudtunk kiilonbséget
kimutatni sem a CON-, sem a DIL COX metabolitok képzédésében a vivéanyaggal kezelt
cukorbeteg és a vivdanyaggal kezelt egészséges patkanyok aortajaban.

A PRE-084 és (S)-L1 in vivo kezelés csokkentette a LOX termékeinek képzédését a
diabeteszes patkanyok aortajaban, mig az NE-100 fokozta azt, a vivéanyaggal kezelt
diabéteszes allatokéhoz képest. A diabéteszes patkanyok aortidban, az (S)-L1 kezelés
csokkentette a CON-COX metabolitok szintézisét, mig az NE-100 kezelés novelte a DIL-
COX képzddést, mind az egészséges, mind a diabéteszes, vivoanyaggal kezelt mintdkhoz
képest, amik a CON/DIL aranyt csokkentve, DIL-COX dominanciat eredményeztek. A TxB;
szintézise nem valtozott, mig a 6-k-PGF;, termelédése szignifikinsan csokkent a
vivéanyaggal kezelt, diabéteszes patkany aortaban az egészséges allatokhoz képest. Az (S)-

L1 a TxB; szintézisének csokkenését idézte el6 a diabéteszes aortaban a vivoanyaggal kezelt



egészséges és diabéteszes allatokhoz képest. Az NE-100 azonban egyrészt csokkentette a
TxB, termelését, masrészt novelte a 6-k-PGF |, szintézisét.

Az egészséges patkanyok hasi aortajaban magasabb COX-2 koncentraciot mutattunk ki, mint
COX-1-et, ELISA segitségével. Egészséges patkanyok in vivo kezelése PRE-084-gyel a
COX-1 koncentracio novekedést, mig az NE-100 kezelés COX-2 koncentracid csokkenést
idézett el az aortaban. Az (S)-L1 kezelés viszont, mind a COX-1, mind a COX-2 szintjét
fokozta, azonban nem egyelld mértékben, mivel a COX-1/COX-2 arany megemelkedett.

A vivbanyaggal kezelt, diabéteszes patkanyok aortdjaban sem a COX-1, sem a COX-2
koncentracidja, sem az sszegiik (COX-1+COX-2) nem kiilonbozott a vivéanyaggal kezelt,
egyik vizsgalt SIR ligandum sem véltoztatta meg. A COX-1/COX-2 arany azonban a
vivbanyaggal, illetve PRE-084-gyel kezelt diabéteszes patkanyok aortijaban magasabb volt,

mint a vivianyaggal kezelt egészséges patkanyokéban.

KOVETKEZTETES / MEGBESZELES

Az S1R jelenlétét, fiziologias és patologias folyamatokban betoltott szerepét mar szamos
sejttipusban  kimutattak, de vérlemezkékben vald jelenlétét és szerepét még nem
tanulmanyoztak. Intracellularisan, az SI1R f6ként az ER mitokondrium-asszocialt
membranjaban talalhatd, de képes az ER-b6l a plazmamembranba vandorolni.

Bar a vérlemezkék magnélkiili sejtek, szdmos mas intracellularis sejtalkotoval rendelkeznek,
amelyek biztositjak az SIR jelenlétének strukturalis feltételeit. Még fehérje bioszintézisre is
képesek a megakariocitakbol szarmazo citoplazmatikus mRNS révén. RT-PCR, qPCR és
immuncitokémiai eljaras segitségével, mind mMRNS-, mind fehérjeszinten sikeriilt
megerdsiteni azon feltételezésiinket, hogy a nem aktivalt patkany vérlemezkék is
expresszalnak S1R-t. A vérlemezkék nemcsak a hemosztdzisban, hanem a szervezet
védekez6 reakcidiban is részt vesznek. Aktivalodasuk receptoraik expressziojat,
kitapadasukat, degranulaciojukat, aggregalodasukat, valamint AA anyageseréjiik fokozodasat
eredményezi.

Az S1R szémos intracellularis folyamatot (ROS anyagcserét, koros fehérje eliminaciot, ATP-
termelést, ioncsatornak mitkodését, ic. lipidszallitast és enzimek aktivitasat) befolyasolhat. A
SIR membran szerkezetet ¢és sejtfunkciot modositd hatasat mar széles korben
tanulmanyoztak, valamint aktivalatlan patkany vérlemezkékben sikeriilt SIR-t kimutatnunk.
Mindezek alapjan feltételeztilk, hogy az SIR agonista PRE-084 képes befolyasolni a

membran foszfolipidek AA-va és eikozanoidokka torténé metabolizmusat, in vitro.



A SIR ligandok hatasanak helyes értelmezése érdekében nemben és korban illesztett him
patkanyokat hasznaltunk kisérleteink soran. Fontos szempont volt a vérlemezkék spontan
aktivalodasanak, az endotél karosodasanak megel6zése, valamint a mintavételt koveten
gyors felhasznalasuk. A vérlemezke-aktivacio megeldzése érdekében szeparalashoz milanyag
eszkozoket, vérvételhez vastag tht, valamint vérlemezke-aggregaciot gatld, kalcium
kelatképz6 antikoagulanst, EDTA-t hasznaltunk. A vérlemezkék eikozanoid szintézisének
vizsgalatahoz, EDTA- és plazmafehérje mentes szovettapoldatot hasznaltunk, ami biztositotta

* koncentraciot. A vérlemezék

a vérlemezkék fiziologids mikddéséhez sziikséges Ca’
aktivalodasanak elkeriilésének céljabol, a jelolésként alkalmazott radioaktiv szubsztrat
koncentracidja (0,172 nM 1-**C-AA) lényegesen kisebb volt, mint az aggregaciot eléidézd
induktor AA (0,5 mM) mennyisége.

A SI1R agonista PRE-084 liganddal torténé in vitro el8kezelés fokozta az egészséges, 12
hetes him patkanyok aktivalatlan vérlemezkéinek AA-metabolizmusat, amit Szemikvantitativ
moédon radioaktiv szubsztrat alkalmazasaval és kvantitativ modon, ELISA-val is Ki tudtunk
mutatni. E hatds magyarazata lehet az, hogy a PRE-084 intracellularis lipidszallitd hatasa
révén novelte a sejtmembran PL-tartalmat, mig foszfolipaz-aktivalo képessége révén, a PL-ek
deacilaciojat el6idézve, fokozta az eikozanoidok szubsztratjanak, a szabad AA-nak a
mennyiségét.

Bar a COX uton ¢és a LOX tton képzddd AA metabolitok dsszmennyisége is novekedett in
vitro PRE-084 kezelés hatasara, azonban novekedésiik mértéke és dozis-fliggése nem volt
azonos. Ezen eredmények felvetik annak lehetdségét, hogy e SIR ligand, nemcsak a szabad
AA szintjének novelése révén, hanem kozvetlenil a COX, illetve LOX expresszidjara
és/vagy aktivitasara is stimulalolag hat. A PRE-084 ligandum COX és LOX expressziora
és/vagy aktivitasra kifejtett kiilonb6z6 hatasa, az eltéré behatasi iddigénnyel €s az enzimek
eltéro érzékenységével magyarazhato.

A ciklooxigenaz enzim konstitutivan expresszalodo izoformaja a COX-1, mig a COX-2 egy
indukalhat6 izoenzim. Annak ellenére, hogy a vérlemezkék anukledris sejtek, mégis képesek
de novo COX-1-et szintetizalni a megakariocitakbol szarmazo citoplazmatikus mRNS-bdl.
Human vérlemezkében mar ki tudtak mutatni COX-2 mRNS ¢és fehérjét is, azonban a COX-
1-nél joval kisebb mennyiségben. In vitro PRE-084 kezelés hatasara, COX-1 koncentracio
ndvekedést tudtunk kimutatni ELISA segitségével, aktivélatlan patkany vérlemezkékben, ami
Osszhangban van, a radioaktiv szubsztrat hasznalataval kapott COX-metabolitok
Osszmennyiségének fokozodasaval. Jelen vizsgalati koriilmények kozott, az egyes COX

termékek (TxB,, PGD,, PGE;) szintézise egyarant, de kiilonb6z6 mértékben fokozoddott.



Ezen eredményeink arra utalnak, hogy az aktivalatlan vérlemezkék in vitro PRE-084-gyel
torténd el6kezelése nemcsak a PLA,;, COX és LOX enzimek expressziojat és/vagy
aktivalodasat képes fokozni, hanem az egyes, COX tutvonalon szintetizal6do eikozanoidok
képzésében szerepet jatszo specifikus enzimeket is. E hatasok pontos mechanizmusa még
nem ismert, annak ellenére, hogy mar tobb tanulmany is beszamolt, a SIR ioncsatornat és
enzim milkodését modulald szerepérdl. In vitro, PRE-084 hatasara, a nem aktivalt patkany
vérlemezkék tobb aggregald, és érsziikité TxA, stabil metabolitot, azaz TxB.-t, aggregaciot
gatlo és vazodilataitor PGD-t, valamint PGE,-t szintetizdltak, melynek azonban
vérlemezkékre gyakorolt hatasa koncentracio-fiiggo.

Ezen kisérleti eredmények mellett, a PRE-084 trombocita aggregaciora gyakorolt hatasanak
tisztazasa érdekében megvizsgaltuk ennek az S1R ligandumnak a kozvetlen hatasat az ADP
és AA altal kivaltott trombocita aggregaciora. Az aktivalatlan allapotban 1év6 vérlemezkék
eikozanoid-szintézisét fokoz6 PRE-084 koncentraciok fokoztdk mind az ADP, mind az AA
altal kivaltott vérlemezke aggregaciot, teljes vér aggregometria alkalmazasakor. Ezen eljaras
soran, a vérlemezke aggregaciot eldsegitd fibrinogén, kalcium ion és egyéb keringd vér
alakos elem is rendelkezésre allt. Az SIR agonista hatasa az AA altal kivaltott aggregacio
sebességére volt a legkifejezettebb, a kontroll csoporthoz képest. Ez azzal magyarazhato,
hogy az AA-bol szintetizalodd tromboxan, sajat receptoraihoz kotédve, autokrin és parakrin
vérlemezke aktivaloédast valt ki, valamint az AA altal kivaltott vérlemezke aktivalodas
endogén (granulumbol térténd) ADP induktor felszabadulast idéz el6. A PRE-084 dozis-
hatdsa gorbéje, az ADP vagy az AA altal kivaltott vérlemezke aggregaciora nem kiilonbozott
szignifikdnsan, annak ellenére, hogy az ADP elsddleges hatdsa a vérlemezkékre receptor-
medialt, mig az AA elsddleges hatasa nem. Masodlagos intracellularis jelatviteli utvonalaik
azonban hasonléak, mivel mindkettd képes a [Ca®"]; emelkedését és az endogén induktorok,
ADP ¢és az AA ezen ko6z0s, intracellularis jelatviteli Gtvonalat mddosithatja a PRE-084.
Azonban, a PRE-084 altal kivaltott vérlemezke-aggregacio emelkedésének mértéke kisebb
volt, mint a tromboxan-termelésé. Ez a kiilonbség az antiaggregator eikozanoidok (PGD», és
PGE>) képzbédésének fokozodasaval, valamint a PRE-084-t megkotd sejtek és plazmafehérjék
egyidejii jelenlétével magyarazhaté. Ez utdbbi folyamatok mechanizmusa, jelenléte a
vérlemezkékben azonban még nem tisztazott egyértelmiien. A SIR agonista PRE-084 in vitro
patkany vérlemezke AA metabolizmust, és aggregaciot fokozo hatasanak kimutatasat
kovetden, vizsgalatainkat kiterjesztettiik mas SIR ligandumra, mint példaul a SIR

antagonistajaként ismert NE-100-ra és egy j ligandumra, az (S)-L1-re.
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Az erek belsé felszinét béleld endotélsejt-réteg és a vérlemezkék funkciondlis egységet
alkotnak. A vérlemezkék elsésorban érdsszehtizd, vérlemezke aktivald tromboxant, mig az
endotél foként értagitd, vérlemezke aggregaciot gatld prosztaciklint szintetizal, melyek
fiziologias korilmények kozott egymassal egyenstlyban 1évén biztositjdk a normal
mikrocirkulaciot.

Ezen ismeretek birtokaban vizsgaltuk a fent emlitett SIR ligandumok in vivo/ex vivo hatasat
a trombocita- és aorta eikozanoid-szintézisre szub-kronikus i.p. kezelést kdvetGen egészséges
és STZ-indukalt cukorbeteg 16 hetes him patkanyokon. Az alkalmazni kivant SIR
ligandumok kivalasztisa receptorhoz vald kotédésiik erdssége és az SIR kotézsebében
elfoglalt kotShelyiik alapjan tortént. A 6 kiilonbség a SIR agonista és antagonista kotddése
kozott az, hogy a ligandum kolesonhatasba tud-e 1épni a SIR C-terminalis spiraljaval. A
PRE-084 ciklohexan gytiriije az egyetlen olyan rész, amely képes kdlcsonhatasba 1épni ezzel
a spirdllal. Az (S)-L1, nagyon hasonld kotddési pozicidval rendelkezik, mint az SIR
antagonista NE-100. A kezelés id6tartamat a vérlemezkék élettartama (egy hét) hatarozta
meg.

Az ip. beadott SIR ligandumok mindegyike bekeriilt a keringésbe, azonban 30 perces
szérumszintjik kozotti eltérés felszivodasuk sebességének kiilonbségére utalhat. A
ligandumok id6fiiggd szérumszintjének kiilonbsége eltéré metabolizmusukkal és
kivalasztasukkal magyardzhatd, amiknek mechanizmusa még nem teljesen tisztazott. Az SIR
ligandumok koézvetlen hatasanak kizarasa érdekében ex vivo/in vitro vizsgalatainkat 20 draval
az utols6 ligandum kezelés utdn kezdtiik, amikor a ligandumok szérumszintje mar a
kimutatdsi vagy mennyiségi meghatdrozasi hatdr alatt volt. Azaz ebben az esetben, a
vérlemezkékben és az aortdban ex vivo kimutatott AA-metabolizmusban bekovetkezd
valtozasok a ligandumok altal in vivo kivaltott hatasoknak tudhatdk be.

In vivo kezelés alkalmaval, az altalunk vizsgalt SIR ligandok egyike se eredményezte az
egészséges patkany vérlemezkék ex vivo radioaktiv AA metabolitok &sszmennyiségének
valtozasat. Ennek ellenére a PRE-084, valamint az (S)-L1 hatasara 1étrejové COX/LOX
arany csokkenés, mig NE-100 hatasara ezen arany fokozodasa volt kimutathato,
vérlemezkékben. Egészséges patkdny aorta esetén viszont az AA metabolitok
Osszmennyiségét a PRE-084 és az (S)-L1 is csokkentette, mig az NE-100 fokozta, s6t
mindemellett (S)-L1 kezelés hatasara az AA kaszkadon belil COX ut iranyaba torténd
termékeltolodas is megfigyelhetd volt. Az egészséges patkany trombocitakban egyik
ligandum sem idézett el6 valtozast sem az SIR, sem a COX mRNS szintjében; vagyis az

AA-metabolizmusban mutatkozo kiilonbség nem magyarazhaté a ligandumok SIR vagy
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COX enzim atirdsara gyakorolt hatdsaval. Annak ellenére, hogy human vérlemezkékben mar
kis mennyiségben tudtak COX-2 mMRNS-t ¢és fehérjét kimutatni, jelenlegi kisérleti
koriilményeink ko6zott azonban mi nem tudtuk kimutatni a COX-2 (Ptgs2) mRNS-t a
patkanyok vérlemezkéiben 40 ciklusos RT-QPCR-rel. Ez azzal magyarazhato, hogy a
megakariocitakbol szarmazo mRNS-transzkriptek korlatozott poolja hasznalhato fel fehérje
(pl. COX-2) szintézisre, igy a fokozott AA-metabolizmus az ic. tartalékok (mRNS, enzim
pool és [Ca®"];) kimeriiléséhez vezethet.

Bar a PRE-084 és az (S)-L1 in vivo kezelés csokkentette, mig az NE-100 fokozta a radioaktiv
COX metabolitok dsszmennyiségét egészséges patkanyok vérlemezkéiben, a PRE-084-gyel
torténd kezelést kovetden, nem tudtunk kimutatni valtozast a COX enzim (COX-1+COX-2)
koncentracioban ELISA-val, mig (S)-L1- és NE-100-kezelés esetén novekedést észleltiink.
Mind az (S)-L1, mind az NE-100 névelte a vérlemezkék COX-1, és COX-2 enzimek
hogy a COX-2-t novel6 hatasuk nagyobb mértékii volt, mint a COX-1-é. Mindezért, a COX
utvonal altal képz6do radioaktiv A A-metabolitok 6sszmennyiségének csokkenése egészséges
patkanyok vérlemezkéiben, PRE-084 és (S)-L1 in vivo kezelést kovetGen, a COX enzim
gatlasaval vagy a szabad AA-szubsztrat abszolut vagy relativ mennyiségének csokkenésével
magyarazhato. Az AA-metabolitok keletkezése elegendé mennyiségii szabad AA jelenlététol
fiigg, amelyet befolyasolhat a membran PL-5sszetétele, a foszfolipaz-aktivitas és a [Ca?'];
szint. Az S1R kozismerten képes mindezen tényezok megvaltoztatasara. Mivel az egészséges
patkany vérlemezkék AA-metabolitjainak (COX+LOX) 6sszmennyiségét se a PRE-084-gyel,
se az (S)-L1l-gyel torténd in vivo kezelés nem csokkentette, ezért a szabad AA
mennyiségének abszolut csokkenése kizarhato. Ezért ebben az esetben a COX-metabolitok
Osszmennyiségének csokkenését a ciklooxigendz kozvetlen gatlasa és/vagy a LOX
aktivitasanak novekedése, azaz az AA szubsztrat relativ csokkenése okozhatta, amit a
COX/LOX arany csokkenése is alataimaszt. Bar a SIR ligandumok COX-aktivitasra
gyakorolt kozvetlen hatasarol nem allnak rendelkezésre adatok, egy nemrégiben végzett
ligandum hatasara. A PRE-084 ligandummal ellentétben mind az (S)-L1, mind az NE-100
kezelés alkalméaval, COX enzimkoncentracié emelkedést tudtunk kimutatni, az egészséges
patkanyok trombocitaiban, ELISA-val. Az (S)-L1 azonban csokkentette, mig az NE-100
fokozta a radioaktiv COX-metabolitok képzddését. Azaz, az egyes ligandumok eltérd

hatasainak magyarazata, az egyes ligandumok ciklooxigendz, valamint az eikozanoidok
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aktivalodasara kifejtett hataskiilonbsége lehet.

Az egyes SIR ligandummal t6rténd in vivo kezelés altal kivaltott, kiilonb6z6 mértékii és /
vagy iranyt valtozasa az egészséges patkany vérlemezkék COX uton képzodo
metabolitjainak arra utalhat, hogy a ligandumok nemcsak a PLase, COX és LOX, hanem az
egyes specifikus enzimek befolyasolasan keresztiil is hatnak. Az (S)-L1-kezelés példaul
csokkentve a CON termékek szintézisét, CON/DIL arany csokkenéséhez vezetett. A
vérlemezkék 6 COX-metabolitjanak, az érdsszehtizd és  vérlemezke-aggregalod
tromboxannak a szintézisét sokkal jobban csokkentette az 0j ligandunk, az (S)-L1, mint a
PRE-084.

Az altalunk vizsgalt SIR ligandumok egészséges patkany aorta AA-metabolizmusara kifejtett
hatasa jelentdsen kiilonbozott a vérlemezkékre gyakorolt hatastol. SIR ligandok az
egészséges patkany aorta COX metabolitjainak Osszmennyiségében a vérlemezkékhez
hasonl6 iranyt, de kisebb mértéki valtozast eredményeztek. A vérlemezkékkel ellentétben az
aorta altal a LOX ttvonalon keresztiil képz6d6 eikozanoidok Osszmennyiségét az (S)-L1
csokkentette, mig a NE-100 novelte. Ezek a valtozasok mind az abszolat, mind a relativ AA-
szubsztrat mennyiségének valtozasaval magyarazhatok. Az aortaban, az AA-metabolitok
(COX+LOX) teljes mennyiségének (S)-L1, valamint PRE-084 altali cs6kkenése, mig az NE-
100 hatasara bekovetkezd novekedés arra utal, hogy az SIR ligandumok befolyasolhattak az
AA foszfolipidekbdl valo felszabadulasat, azaz a szubsztrat abszoliit mennyiségét. Masrészt a
COX és a LOX metabolitok (COX/LOX) aranyanak (S)-L1 hatasara bekovetkez6 ndvekedése
az aortaban, a ciklooxigenaz it dominanciajara utal, ami a LOX enzimek szamara relativ
szubsztrathianyt eredményezett. Bar a ligandumok hatasa a vérlemezke- és aorta-COX-
metabolitok Osszmennyiségére hasonld volt, a COX uton képzédd vazokonstriktor és
vérlemezke aggregator (CON), valamint a vazodilatator, vérlemezke aggregaciot gatlo COX-
metabolitok (DIL) aranyara (CON/DIL) gyakorolt hatasuk jelentésen kiilonbozott. Az (S)-L1
a vérlemezkékben, mig az NE-100 az aortdban eredményezett CON/DIL csokkenését.
Aortaban, az NE-100 annak ellenére csokkentette a CON/DIL aranyt, hogy mind a CON,
mind a DIL-metabolitok szintézisét novelte. Az aorta f6 COX-metabolitjanak, a vazodilatator
és anti-aggregator prosztaciklin szintézisét az altalunk vizsgalt uj ligandum, az (S)-L1
fokozta, amit viszont a PRE-084 gatolt. A PRE-084, (S)-L1 és NE-100 ligandumokkal
torténd szub-kronikus in vivo kezelés esetén, az értagitd ¢s a vérlemezke aggregaciot gatld
COX eikozanoidok tulstlyat tudtuk kimutatni ex vivo, egészséges patkany vérlemezkékben

¢és aortaban. Jelen vizsgalati koriilményeink k6zott, a vérlemezke- és érrendszeri eikozanoid-
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szintézis egyensulyanak, azaz a szoveti perfuzié és a mikrokeringés fenntartdsaban az
altalunk vizsgalt S1R ligandumok koziil az (S)-L1 bizonyult a leghatasosabbnak.

A PRE-084 és (S)-L1 ligandumokkal vald kezelés nem befolyasolta a cukorbeteg patkanyok
vérlemezkéi altal szintetizalt radioaktiv eikozanoidok (COX+LOX) Osszmennyiségét, de
csokkentette a COX/LOX aranyt. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a PRE-084 ¢és az
(S)-L1 a vérlemezkék AA-metabolizmusanak eltolodasat idézi elé a LOX-utvonal felé
anélkiil, hogy megvaltoztatna a foszfolipidekbdl felszabaduld AA-szubsztrat mennyiségét.
Bar a PRE-084 ¢és az (S)-L1 nem emelte a COX-1 mRNS-t a diabéteszes vérlemezkékben a
vivbanyaggal kezelt diabéteszes vérlemezkékhez képest, az ELISA-val meghatarozott COX
enzimkoncentraciét viszont novelték. Ez azonban nem eredményezte a COX-utvonal
termékeinek osszmennyiségének novekedését, azaz a COX-enzimaktivitas fokozodasat. Mig
az egyes COX-termékek szintézisében részt vevd specifikus enzimeket Gigy modositottak,
hogy normalizaljak a diabéteszes vérlemezkékben bekovetkezé valtozasokat. Példaul a
diabéteszes patkanyoknal a PRE-084- és (S)-L1-kezelt allatok vérlemezkéiben magasabb
CON/DIL aranyt figyeltink meg, ami a CON COX metabolitok talsalyat jelzi a
vivoanyaggal-kezelt, diabéteszes patkanyok vérlemezkéihez képest, amelyek viszont
csokkent CON/DIL aranyt mutattak a vivoanyaggal-kezelt, egészséges csoporthoz képest. A
NE-100 nem befolyasolta a cukorbeteg allatokbol szarmazo vérlemezkék AA-
metabolizmusat a vivoanyaggal-kezelt, cukorbeteg csoporthoz képest.

Bar a vérlemezkék izolalasa és az in vitro vizsgalatok soran szamos biztonsagi eljarast
vizsgalatok soran kozvetlen vérlemezke-aggregaciot nem indukaltunk, a vérlemezkék
intracellularis jelatviteli Utvonalainak aktivalodasa nem zarhaté ki teljesen. A vérlemezkék
elkiilonitése soran hasznalt EDTA csokkentette a vérlemezkék szamara elérheté e.c. Ca®
mennyiségét, amit az X Vivo vizsgalatban hasznalt szovettenyészt6 kozeggel normalizaltunk.
Ex vivo vizsgalatunkban, mivel a szovettenyészté kbzeg nem tartalmazott fibrinogént, a
vérlemezke aggregacio nem kovetkezhetett be. Vizsgalatunk korlatjanak tekintjiik, hogy nem
nyugalmi allapotban 1évé vérlemezke-populaciot vizsgaltunk, hanem a taptalaj
kornyezetének fiziologias paraméterekkel torténd valtozasaihoz adaptalodott vérlemezke-
populaciot. Ez azonban nem teszi lehetetlenné az SIR ligandumok ex vivo hatdsainak
Osszehasonlitasat, mivel a ligandummal kezelt és a ligandummal nem kezelt mintdkat
parhuzamosan, ugyanabbdl a vérlemezke-populaciobdl nyertik. Az SIR ligandumok
eikozanoid-szintézisre gyakorolt hatdsa a hasi aortdban nagyon kiilonbozott a

vérlemezkékben megfigyelt hatasoktdl. A cukorbeteg patkanyok aortajaban a 6-k-PGFj,
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csokkent szintézisét mutattuk ki. Az aortdban az NE-100 bizonyult a leghatiasosabb S1R
ligandumnak a fiziologias allapot helyreallitasanak elésegitésében a 6-keto-PGF,, szintézis
fokozasaval. Az AA-metabolitok (COX+LOX) Osszmennyiségének novekedése a NE-100
csoportban arra utal, hogy ez valdsziniileg nemcsak a specifikus prosztaciklin-szintaznak
koszonhetd, hanem a foszfolipaz aktivacié miatt magasabb AA-szubsztrat hatasanak is. Az
(S)-L1 viszont azaltal noveli az értagitd6 COX-termékek aranyat, hogy csokkenti az érsziikito,
vérlemezke aggregator eikozanoidok szintézisét mind a vivéanyaggal-kezelt, diabéteszes,
mind a vivGanyaggal-kezelt, egészséges patkany aortdhoz képest. Az aorta AA-
metabolizmusanak vizsgéalatdban a PRE-084 volt a legkevésbé hatékony ligandum, nem
befolyasolta a COX-ttvonal termékeinek szintézisét sem a vivoanyaggal-kezelt, egészséges,
sem a vivOanyaggal-kezelt, diabéteszes patkanyokhoz képest. Ezen eredmények alapjan
megerdsitést nyert az a feltételezésiink, hogy az in vivo szub-kronikusan alkalmazott S1R
ligandumok mind a vérlemezkék, mind az aorta AA-metabolizmusat képesek ex vivo
modulélni. A vérlemezkék és az endotélsejtek AA-metabolizmusa egészséges koriilmények
kozott kozismerten jelentésen kiilonbozik egymastol. A vérlemezkék elsGsorban a
vazokonstriktor tromboxant szintetizaljak, mig az endotélsejtek elsGsorban a vazodilatator
prosztaciklint. Az ezen arachidonsav metabolitok kozotti egyenstly, donté szerepet jatszik a
normal helyi keringés fenntartasiban. Osszességében az SIR ligandumok ellentétes hatast
gyakorolnak a vérlemezkék és az aorta AA-anyagcseréjére diabéteszes patkanyokban.
Feltételezésiink, miszerint az S1R ligandok Ugy modositjdk a diabéteszes patkanyok
vérlemezkéiben és aorta gyliriiiben a koros AA-anyagcserét, hogy a kozottiik 1évo fiziologias

egyensuly helyreall, megerésitést nyert.
OSSZEFOGLALAS

Patkany vérlemezkéken sikeriilt kimutatnunk S1R-t, mind gén, mind fehérje szinten. A S1IR
agonistaként ismert PRE-084 ligand in vitro alkalmazasa fokozta az egészséges, him
patkanyok aktivalatlan vérlemezkéinek AA metabolizmusat. E hatast, radioaktiv szubsztrat és
ELISA segitségével is ki tudtunk mutatni. In vitro, PRE-084 hatasara, az aktivalatlan patkany
vérlemezkék tobb aggregalo, mint aggregaciot gatldo COX metabolitot szintetizaltak, ami a
vérlemezkék aktivalodasahoz vezet. Ezen eredményiinket a PRE-084 hatasara fokozodo
ADP- ¢és AA-indukalt vérlemezke aggregacio is alatdmasztotta. A S1R agonista PRE-084-
gyel, az antagonista NE-100-zal, valamint egy uj liganddal, az (S)-L1-gyel torténd szub-
kronikus, intraperitonealis kezelés olyan in vivo vérlemezke és aorta funkciovaltozasokat

idézett eld, melyek ex vivo is kimutathatd eikozanoid szintézismodosulast eredményeztek,
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annak ellenére, hogy a vizsgalati minta nem tartalmazott ligandumot. Az egészséges patkany
trombocitakban egyik ligandum sem idézett eld valtozast sem a S1R, sem a COX mRNS
szintjében; vagyis az AA-metabolizmusban mutatkozo kiilonbség nem magyarazhatd a
ligandumok SIR vagy COX enzim 4atirasara gyakorolt hatasaval. Az egyes SIR
ligandumokkal torténé in vivo kezelés altal kivaltott, kiilonb6z6 mértékii és/vagy iranya
eikozanoid szintézisvaltozas egészséges ¢és diabéteszes patkanyok vérlemezkéiben és
aortajaban arra utal, hogy a ligandumok nemcsak a PLase, COX és LOX, hanem az egyes
befolyasoljak. A SIR ligandumok, a vérlemezkék és az aortat bélel6 endotélsejtek kiilonbdzo
hatast (aggregalo / vazokonstriktor, és anti-aggregalo / vazodilatator) eikozanoidjai kozott
fennallo fiziologias egyensuly fenntartdsara, illetve diabétesz esetén annak helyreallitasara
iranyulo véltozasat idézik elé. Annak ellenére, hogy az (S)-L1, az S1R antagonista NE-100-
hoz hasonl6 kotédési pozicioval rendelkezik, eikozanoid szintézisre kifejtett hatasa azonban,
hol a PRE-084, hol az NE-100 liganddal azonos. Az altalunk vizsgalt SIR ligandumok koziil
az 1j, (S)-L1 bizonyult a leghatasosabbnak. Mind ezek alapjan, a SIR ligandok nagyfokt

enzim-, sejt-, és szovet-specificitassal rendelkeznek.

Vizsgalataink legfontosabb megallapitasai a kovetkezok:

1.  Patkany vérlemezkék rendelkeznek sigma-1 receptorral.

2. A PRE-084 (sigma-1 receptor ligand) fokozza a patkany vérlemezkék in vitro AA

3. PRE-084, NE-100 és (S)-L1 (egy uj) liganddal torténd in vivo kezelés ex vivo is

kimutathaté AA metabolizmus valtozast idéz el vérlemezkékben és aortaban is.

4. A SIR ligandumok el6segitik a vérlemezke és endotél altal képzett, ellentétes

hatast eikozanoidok kozotti egyensuly helyreallitasat STZ indukalt diabéteszben.
5. A SIR ligandok nagyfokt enzim-, sejt-, és szovet-specificitassal rendelkeznek.

6. Vizsgalati korilményeink kozott, az 1j, (S)-L1 ligand bizonyult a
leghatasosabbnak, azonban annak ellenére, hogy a sigma-1 receptor antagonista
NE-100-hoz hasonld kotédési  pozicioval —rendelkezik, nem nevezhetd

egyértelmiien antagonistanak.
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KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekel6tt szeretnék koszonetet mondani témavezetémnek, Dr. Mezei Zsofianak, akitél
sokat tanultam az elmult évek soran, és aki mindvégig tdmogatta tudomanyos

palyafutasomat, az 6 vezetése nélkiil ez a Ph.D értekezésem nem johetett volna 1étre.

Szeretnék koszonetet mondani Prof. Dr. Szabd Gyulanak a korabbi és Prof. Dr. Rakonczay
Zoltannak a Korélettani Tanszék jelenlegi vezetSinek, akik lehetdséget biztositottak

szamomra, hogy intézményiikben dolgozhassak.

Kiilon koszonettel tartozom Prof. Dr. Deli Marianak és kutatocsoportjanak, kiilonésen Dr.
Barna Lillanak és Dr. Mészaros Marianak a kisérleteimben nyujtott segitségiikért és a kozds

publikaciok létrehozasaért.

Halas vagyok Prof. Dr. Penke Botondnak, Prof. Dr. Janaky Tamasnak, Dr. Fiilop Livianak és
Prof. Dr. Rakhely Gabornak a munkam soran ny(jtott timogatasukért és segitségiikért.

EzGton is koOszonom Dr. Foldesi Imrének és a Laboratoriumi Medicina Intézet
munkatarsainak, Dr. Onody Ritanak, Dr. Siska Andreanak, Kis Anitanak és Varadi Anikonak
az aggregacios kisérletekben és a laboratoriumi paraméterek meghatarozasaban nyujtott

segitségiiket.

K0szonom Dr. Tomosi Ferencnek, Dr. Bogar Ferencnek és Dr. Laczi Krisztidnnak a
kutatdsaim soran nyujtott segitséget, valamint a Korélettani Intézet minden munkatarsanak a

doktori éveim alatt nyujtott segitségiiket.

Végiil, de nem utolsdsorban kdszonettel tartozom csaladomnak és barataimnak.



