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BEVEZETES

A dolgozat a sziv- és érrendszeri hatasaiban kiemelkedé fontossagu, mintegy
masfél évtizeddel ezelbtt felfedezett vegyllet, a prosztaciklin (PGlo) periférias
szintiének meghatarozasat tizte ki célul, viszonylag egyszeri és nem koltséges
mébdszer segitségével. A dolgozat témavalasztasat indokolja e prosztaglandin
késbbbiekben részletezett jelentosége, melyet bizonyit a munkassagert J. R. Vane-nek

1982-ben odaitélt Nobel-dij.
Az érelmeszesedés koérfolyamatanak vizsgalata laboratériumunk f6 kutatasi

profiliat képezte. A lipidanyagcsere mellett 1980 ota folytak a PGlo-nel kapcsolatos
kutatasok, melyek allatkisérietekben egyebek kozott megerdsitették a PGlo védod
szerepét koleszterin-indukalt atheroszklerézisban.

A témakor tovabbi vizsgalatahoz sziikségessé valt a human plazma PGlo és
tromboxan Ao szintjének meghatarozasa. A kidolgozott modszer birtokaban a korhaz

osztalyai részérol felmerult igények illetve az altalunk a vilagirodalom tanuimanyozasa
kozben felvetddott problémak és lehetéségek kozil néhanyat megvalositottunk,
melyeket a dolgozatban réviden szintén megemilitek.

Szeretném megjegyezni, hogy a dolgozat irodalmi attekintése talan hosszabb a
megszokottnal, s nem kapcsolédik minden részlete a késébbi vizsgalatokhoz, de a
prosztanoidok és ezen belil a PGlo sokszinliségérdl, osszetett szerepérdl, bonyolult
vizsgalati médszereirdl 6sszefoglald és atfogo - még igy sem tokéletesen teljes - képet

szerettem volna festeni.



1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. Roviditések jegyzéke

AA
ACAT
ACEH
ADP
Al

ASA

cAMP
cGMP
CIA
cv
DHA
EDRF
EDTA
EET
EIA
EPA
GC/MS

HDL

HPETE
HPLC

LAT
LDL

LT

arachidonsav (arachidonic acid)

acyl-CoA: koleszterin aciltranszferaz (acyl CoA: cholesterol-acylfransferase)

sav koleszterin-észter hidrolaz (acid cholesteryl ester hydrolase

adenozin difoszfat

atherogén index, az atherogén és antiatherogén koleszterin-frakciok
aranya, a Klimov formulaval szamolhato (2.8.)

acetil-szalicilsav (acetylsalicilic acid), aszpirin

antitesthez koétoétt aktivitas (RIA-ban)

ciklikus-adenozin-3',5'-monofoszfat

ciklikus-guanozin-3',5'-monofoszfat

kemilumineszcencias-immunoassay

variacios egydutthato, relativ széras (coefficient of variation)

dokozahexaénsav, 22:6 n-3

endotélium eredetl relaxacios faktor (endothelium-derived relaxing factor)

etiléndiamin-tetraecetsav dinatrium séja

epoxi-eikozafriénsav

enzimes immunmeghatarozas (enzyme immunoassay)

eikozapentaénsav, 20:5 n-3

gazkromatografiaval kombinalt tomegspektrometria (gas-chromatography-

mass spectrometry

nagysUriségl lipoprotein (high density fipoprotein), antiatherogén hatasu
koleszterin-frakcio

hidroperoxi-eikozatetraénsav

nagynyomasu folyadékkromatografia (high-performance fiquid
chromatography

acil-koenzim A: fizofoszfatidil - acilfranszferaz

kisslrliségl lipoprotein (Jlow density fipoprotein), atherogén koleszterin-

frakcio
leukotrién, pl. LTB4 = leukotrién By



NSAID

NSB
PAF

PF4
PG

PGlo

PRP
RCS
RIA
SD
SEM
SRS-A

TG
TLC
TTP
X

VLDL
6KPGF

nem szteroidalis gyulladascs6kkentd szer (non-steroidal antiinflammatory
drug)

nem specifikus kétés (non-specific binding) (RIA-ban)

vérlemezke aktivalo faktor (platelet activating factor)

4-es verlemezke faktor (platelet factor 4)
prosztaglandin, pl. PGE» = prosztaglandin Eo

prosztaciklin, PGX, epoprosztenol

trombocitadus plazma (platelet rich plasma)

nyulaortat 6sszehluzd anyag (rabbit-aorta contracting  substance)
radioimmunoassay, radioimmun-meghatarozas

az atlag szorasa, standard deviacioé

kdzepes szoras (standard error medium)

anafilaxia lassan reagald anyaga (slow-reacting substance of anaphylaxis
Osszes, total aktivitas (RIA-ban)

triglicerid, triacilglicerol

vékonyréteg kromatografia (thin-layer chromatography)
trombotikus frombocitopénias purpura

tromboxan, pl. TXA = tromboxan Ao

nagyon kis striiseégl lipoprotein (very fow density fipoprotein)
6 - keto - PGF 44



1.2. A prosztaglandinok szerkezete és nevezéktana

A prosztaglandinok (PG-ok) a lipidek sokszinl csoportjaba tartozé, 20
szénatomos, tobbszorésen telitetlen zsirsavak, melyeknél oxidativ zarédas, s ezaltal 6t
szénatomos gylrl kialakulasa kdvetkezik be a lancon belul. A PG-ok és metabolitjaik
rendszerezésének alapja a husz szénatomos prosztansav, melynek két, 7 ill. 8
szénatomos oldallanca egy ciklopentan gytiriih6z kotodik.

A PG-ok a 9,11 és 15-8s szénatomon oxigéntartalmu funkcios csoportokat és
1-3 kettéskoteést tartalmaznak. A PG-okat a ciklopentan gyriin Iévd funkcidés csoportok
alapjan osztalyozzuk, és célszerliségbdl nagy betlkkel jeldljik: A,B,C...stb. (1. abra).

1. abra
Prosztansav
% o HO4, Ho
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R Oy Q—H
o (X
HO\\\ Ho‘\\
s At
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PGE, PGE,
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Az AB,C tipusit PG-ok a PGE dehidrataciojaval és izomerizacidjaval
képzoédnek. Az F tipusi PG-oknal az indexben feltiintetett a () ill. b (R) jelzés a 9-
hidroxilcsoport térhelyzetére utal. A biciklusos PGlo bioldgiai jelentésége miatt trivialis
nevén, prosztaciklinként terjedt el.

A PG-ok neve utan az indexben feltintetett érték a vegyuletben Iévé
kettoskotések szamat jelzi. A PGq-es szérigban a kettdskédtés a 13-as szénatomon

van, a PGp-es és PGg-as csoportban ezenkivil az 5-6s ill. az 5-6s és 17-es

szénatomon is kettdskotést talalunk.

A PG-ok teljes bioszintézisére az élé szervezet nem képes, a felvett nyiltlancu
politelitetlen zsirsavakbdl képzédnek. A zsirsavak jeldlésénél feltintetjiik a molekula
szénatomszamat, a kettoskotések szamat, és azt is hogy a molekula végétdl hanyadik
szénatomon talaljuk az els6é kettdskotést. PL. a 20:4n-6 szerkezet az arachidonsavat
jeloli.

A PG-ok lebomlasakor egy- vagy kétiépéses béta-oxidacioval 2,3-dinor- ill.
2,34 5-tetranor PG-ok képzddnek, ezek az alapvegyilet Cqg- ill. Cqg-vazu
metabolitjai. A 20-as szénatomszamu PG-ok omega-oxidacidban is részt vehetnek
karboxilcsoport képzédése kdzben, s ezek tovabbi béta-oxidacidja vezet roévidebb
vegylletekhez, az un. omega-dinor- és omega-tetranor-prosztansavakhoz.

Ha a PG-ok nem a megfeleld Cpp-as esszencialis zsirsavbol kepzddnek,
hanem kettdvel hosszabb szénlancu zsirsavbol, akkor a Iétrejott PG-ok karboxil
szénlanca két metilen csoporttal hosszabb, s dihomo-prosztaglandinok keletkeznek.
Utdbbiak in vivo képzddése még nem bizonyitott.

A tromboxanok nomenklaturaja kapcsolédik a PG-okéhoz. Alapvegylletik a
trombansav, mely hattagu oxangyurit tartalmaz.

Elettanilag legjelentésebb képvisel6jik a tromboxan As. Hidrolizisével tromboxan Bo
képzddik (2. abra).

Szarmazékaik nevezéktana a PG-okéval egyez6.

2. abra
9.7 5 3,1
10,8 EA~LAZ CcooH
fla 13 15 17 19
Trombansav
6 8\“‘\-=/\/\1C00H HQ . ]
N 2 \\\\=/\/\
P 20 o
OH 0
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Tromboxan A, Tromboxan B,



1.3. Arachidonsav metabolizmus. A PG-ok bioszintézise

A PG-ok a szervezetben esszencialis politelitetien zsirsavakbol képzédnek. Az
ehhez sziikséges zsirsavak a 6-os és 9-es helyzetben cisz helyzeti kettéskotést
tartalmaznak. A novényi taplalék két alapvetd esszencialis zsirsava a linolsav (18:2n-6)
és az alfa-linolénsav (18:3n-3). Ezek a szervezetben atalakulnak: meéginkabb
telitetlenné valnak (deszaturacid), lancuk hosszabodik (elongacio), s létrejonnek a PG-
ok szintézisének kiindulasi zsirsavai: a dihomo-gamma-linolénsav (20:3n-6), az
arachidonsav (20:4n-6) és az eikozapentaénsav (timnodonsav, 20:5n-6). Utobbi harom
szarmaztatott zsirsavhoz hozzajuthatunk kézvetlenul a taplalkozas réevén is, az allati
has és zsiradék ill. a hal és egyéb tengeri él6lények olaja tartalmazza dket (3. abra).

3. abra

n-6 csalad n-3 csalad

18:2 18:3
| l
18:3 18:4
v v
20:3 > PG4 20:4
\ |
20:4 > PGa 20:5 > PG3
\ \
22:4 225
y J
22:5 22:6

A politelitetlen zsirsavakat a szervezetben a membran lizofoszfolipidek veszik
fel, mikozben jorészt 2-acil helyzetben észterezédnek, igy a politelitetlen zsirsavak a
sejtmembran foszfolipidekben tarolédnak. A folyamatot két enzim, az arachidonoil-
CoA szintetaz és a lizofoszfatidil-aciltranszferaz (LAT) katalizélja. A politelitetien
zsirsavak a foszfolipidekben a membran fluiditasanak fenntartasaért felelések, mig a
telitett zsirsavak a membrant merevitik, azt rideggé teszik.



Az arachidonsav (AA), teljes nevén 5,8,11,14-eikdzatetraénsav, a kettes tipusu
PG-ok kiindulasi anyaga majdnem minden szévetben megtalalhatdé. A szabad AA
koncentracidja nyugalmi allapotban igen alacsony. Stimulalé hatasra a foszfolipidekbdl
AA szabadul fel, a legtdbb szévetben a foszfolipaz Ay enzim segitségével (102). Mivel
a foszfolipazok rendkivul érzékenyek mechanikai vagy keémiai stimulusra, a
sejtkornyezetnek mar csekély mértékii megvaltozasa lényeges mennyiségli AA
felszabadulast eredményezhet. A foszfolipaz enzimek aktivalédasa nem teljesen
tisztazott folyamat, a sejtmembran zavarai valtjak ki: pl. kémiai serkentés angiotenzin
Il, bradikinin, arginin vazopresszin, noradrenalin, trombin révén (33,60,110,126,252)
vagy mechanikai stimulus hatasara (60). Legfontosabb a foszfolipaz Ay és a
foszfolipaz C az AA felszabaditasaban. A foszfatidil-etanolamint és a foszfatidil-kolint a
foszfolipaz Ao bontja, mig a foszfatidil-inozitol hidroliziséeért a foszfolipaz C a felelés. A

foszfolipaz Ao enzim aktivitasat a Ca2* - jonok névelik, mig a kalcium-csatorna

blokkolodk és a glikokortikoidok gatoljak (84,105).

A felszabadult AA gyorsan tovabbalakul, igy a teljes folyamatban a foszfolipid-
észter raktarakbol torténé AA feszabadulas a sebességmeghatarozé 1€épés (102,229).
Az AA tobbféle létfontossagu vegylletcsoport kiindulasi anyaga. A dolgozat
szempontjabdél legfontosabb a PG-ok felé mutatdé reakciout, de lényeges a
leukotrienek és az epoxi-eikdzatriénsavak képzodése, s6t az eikdézanoidok
szintézisének fontos szabalyozasi mechanizmusat jelenti az AA visszaépulése a
membran foszfolipidekbe (61). Az AA felszabadulast tehat a foszfolipazok, az
arachidonoil-CoA szintetaz, a CoA-tol fuggetlenul mikoédé AA-transzacilaz és a LAT
kozosen kontrollaljak.

A politelitetlen zsirsavak, igy az AA is oxidacios folyamatok kiindulasi anyaga.
Az oxidacié lehet enzimatikus vagy levegd, fény, hd hatasara bekdvetkezd
autooxidacio. Az utdbbi folyamat soran foként lipid-hidroperoxidok képzédnek, hematin
tartaimu komponensek (hemoglobin, mioglobin) is katalizaljak.

A leukotrienek (LT-ek) képzddése AA-bol a lipoxigenaz enzimek muikodeése
révén torténik. Neviket onnan kaptak, hogy elséként leukocitakbol extrahaltak oket, és
konjugalt trien szerkezettel rendelkeznek. A lipoxigenaz termékek nem biologiai
regulatorok (mint pl. a PG-ok), hatasuk patofiziolégias természetli. Az asztmas
megbetegedéseket okozd anyagrol, melyet az anafilaxia (tulérzékenység) lassan

reagald anyaganak neveztek el (slow reacting substance of anaphylaxis, SRS-A),
bebizonyosodott, hogy leukotrién C4 (LTCy4) és LTD4 keveréke. A LT-ek szerepe

e

féként a tulérzékenységi és gyulladasos folyamatokban érvényesil (190). Részt
vesznek ezenkivil kulonféle rendellenes vérzési folyamatokban és simaizom
O0sszehuzdédasokban (32,190).



A LT-ek és egyéb lipoxigenaz termékek bioszintézise roviden a 4. abran
lathatd. Elészér a zsirsav szubsztratbél oxidacios |épésben nem ciklusos
hidroperoxidok keletkeznek a lipoxigenaz enzim kézremikodesével. Ezek a képzodott
savak a hidroperoxi-eikozatetraénsavak (HPETE). Az oxidacid a molekula kulonboz6
helyein mehet végbe (az 5-HPETE-hez hasonléan képzédik a 8, 9, 11, 12 és 15-
HPETE is). E labilis intermedierek tovabbalakulasakor hidroxisavak képzédnek

(HETE). Az 5-HPETE dehidratalédasaval képzddik a bomlékony epoxid, konjugalt trién
szerkezetli LTA4, melybdl tovabbi LT-ek szarmaztathatok (18).

4. abra

<3

5-HPETE
LTA4
glutahon/ \mmatlkus hidr.
LTC4 LTB4

LTD4

J

LTEq4 —> LTF4

Ujabban megélénkiilt az érdeklédés az AA un. harmadik metabolikus utja felé,
mely reakciosor szintén az AA oxidacidjaval kezdddik, s eredményeként epoxi-
zsirsavak keletkeznek. A folyamat monooxigenaz enzimek altal katalizalt és citokrom
P-450, NADPH és oxigén-fiiggd (156). A képz6dott epoxi-eikozatriensavak (EET-k)
befolyasoljak az értonust és a vérlemezke funkcidt, szabalyozzak a sejtmembran
permeabilitasat és az iontranszportot. Az EET-k epoxid-hidrolaz hatasara gyorsan
hidrolizalnak vic-diolokka. Kémiajuk és gyakorlati jelentdségik ismertetése meghaladja
a dolgozat kereteit.

Az AA napjainkban is legfontosabbnak tartott metabolikus utja a PG-ok
(prosztanoidok) szintéziséhez vezet. A ciklooxigenaz enzim, mely az AA-at PG-
endoperoxidokka alakitja, szinte minden allati €s human szévetben megtalalhato (189).
A ciklooxigenaz egy komplex reakciot katalizal, melynek lépései a kovetkezok:



1. a 13-as szénatomrol egy H sztereospecifikus eltavolitasa

2. 11-es szénen molekularis Oo felvétele, mikozben a 11-cisz kettdskotés 12-transz
helyzetbe tolodik

3. a 11 és 9-es szén kdzott peroxid hid kialakulasa

4. ezzel egyidében a 8-as és 12-es C kozti gylrizarodassal ciklopentan gydrl
képzddik

5. a 14-cisz kettoskotés 13-transz helyzetbe tolodik, a 15-6s C-re hidroperoxi-csoport
epul.

A reakciosort 1965-66-ban tisztaztak, de az endoperoxidokat izolalni csak nyolc
évvel késébb sikerult (72,188). A zsirsav ciklooxigenaz katalizélla a PGGo-PGH»
atalakulast is, azaz a ciklooxigenaz (PGGo képzddes) és peroxidaz (PGHo képzodes)
aktivitast nem sikerdlt elktloniteni. Ezért az enzimet prosztaglandin G/H szintetaznak is
szoktak nevezni.

A PG-endoperoxidok jelentds biologiai aktivitassal rendelkeznek, simaizom
o6sszehuzék és vérlemezke aggregatorok (74). Vizes oldatban bomlékonyak,
félélettartamuk 4-6 perc.

A PG-endoperoxidok tovabbalakulasakor képzdédnek a 2-es tipusu PG-ok. Az

un. klasszikus PG-ok az E,F.D tipusi PG-ok. Késbébb fedezték fel az igen labilis
tromboxan (TX) Ax-t, majd a PGlo-t (5. abra).

5. abra (J. P. Codde, L. J. Beilin: Prostaglandins and experimental hypertension: a

review with special emphasis on dietary lipids. J. Hypertens. 4:675-686. 2. abraja)
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A PGHj atalakulasa lehet enzimatikus vagy spontan reakcié. A PGEp és PGD»
izomerizaciés folyamatban képzdédik, mig a PGFog az endoperoxid redukcidjaval. A
PGly és a TXAp szintetaz enzimek hatasara képzddik, a PGly bicikiusos vegyiilet, a
TXA2 pedig hattagu karbociklusos gydriit tartaimaz. Mindkét anyag gyorsan hidrolizal
6-keto-PGF 1 4 ill. TXBo képzbdese kézben (5. abra).

1.4. A prosztanoidok lebomlasa

A prosztanoidok nagy biologiai potencidllal rendelkeznek, rendkival kis
mennyiségben, a szteroid hormonoknal nagysagrenddel kisebb koncentracidban
hatasosak, igy nem meglepd, hogy a legtobb szdvetben olyan enzimek vannak,
melyek a PG-okat gyorsan degradaljak. A PG-ok felvétele és lebontasa féként a
tudében, majban és vesében torténik. A PG-metabolitok vizsgalata a hetvenes évek
kdozepén kezdddott, amikor allatkisérletek soran egyes szovetek és szervek PG-
tartaimat hataroztdk meg. Késébb a végsé degradacios termékeket vizeletbdl
azonositottak.

A lebomias elsé Iépése altalaban a PG-ok 15-6s helyzetl hidroxil-csoportjanak
oxidaciodja, s ezzel a vegyilet biologiai aktivitasa jelentdésen csokken. Az ezutan, a 13-
as helyzetben levd kettdskotés redukciojaval keletkezd 15-keto-13,14-dihidro-PG-ok
gyakorlatilag inaktivak. Az elsé Iépés nagyon gyors, a 15-hidroxi-PG-dehidrogenaz
katalizalja. Egy harmadik |épésben a 15-keto-reduktaz enzim mikodése réven (az
elsbével ellentétes folyamatban) 13,14-dihidro-PG-ok képzddnek, melyek altalaban
bioldgiai aktivitassal rendelkeznek.

A vizeletbe kivalasztott végsé PG-degracios termékek erdsen oxidalt formaban
vannak, pl. dinor- ill. tetranor- mono- vagy dikarbonsavak formajaban (65).

Jellemzd reakcio az E és F tipusu PG-ok egymassa torténd atalakulasa is. A
PGE> 9-es ketocsoportja hidroxilla redukalédhat in vivo, PGFo5 képzbdése kdzben

(245). A reakciot katalizalé 9-keto-reduktaz enzimet tobbféle szévetbdl izolaltak. Az F4

tipusi PG-ok visszaalakulasaért PGE-vé a 9-hidroxi-dehidrogenaz felelés. A PGD
vegyiiletek 11-es helyzetli csoportjanak redukcidjaval F tipusi PG-ok képzdédhetnek. A
PG-ok interkonverzidjanak jelentésége abban van, hogy a bizonyos szdvetekben
egymassal azonos, mig mas szovetekben ellentétes hatasu PG-ok egyensulya és

mennyisége fenti folyamatok altal is szabalyozhato.
A PGlo kémiai szerkezete (enol-éter) révén igen instabilis sav, spontan

hidrolizal 6-keto-PGF 15 (6KPGF) képzédése kdzben. A PGly szintézisre altalaban
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emiatt a 6KPGF mérése alapjan szoktak kovetkeztetni (122,164). A keringésbe
bekeriilé PGly azonban nem mutat olyan gyors lebomiast,mint azt az in vitro élettartam

alapjan varnank (38), ez a késbbbiekben részletezett stabilizaldo anyagoknak
koszonhetd. A PGly és metabolitjai lebontasaban részt vesz a 15-hidroxi-dehidrogenaz

és a 13,14-dihidro-reduktaz enzim, valamint jellemzé - a tébbi PG-hez hasonldan - a
PGlo béta- és omega-oxidacidja a majban és a vesében. A vizeletben kivalasztott
PGlo metabolitok tébbek kozétt a 6KPGF, a 2,3-dinor-6KPGF, a 6-keto-PGE4, a
pentanor-PGF 14, a 6,15-diketo-PGF 15, a 6,15-diketo-13,14-dihidro-PGF 14 és a 6,15-
diketo-PGE4 (173,182). Vizeletben a f&6 PGly termék a 2,3-dinor metabolit (40).
Intravénas 3H-PGI2 injekcid beadasa utan vékonyréteg kromatografias és
nagynyomasu folyadékkromatografias meghatarozassal hétféle radioaktiv PGip
metabolitot tudtak kimutatni a vérben, a f6 termék a 6KPGF volt. Késdbbi vérvételeknél
a polarosabb komponensek aranya nétt meg (16 és 18-szénlancu dikarbonsavak). A
6KPGF szintje valoszinlleg a cirkulacioba frissen belépé PGlo mennyiségére utal
(223).

A szintén fontos bioldgiai hatasokkal rendelkezd TXAo gyorsan hidrolizal in
vitro a gyakorlatilag inaktiv TXBo-vé. 37 OC-on, fiziologias pH-n a TXAo félélettartama
30, in vivo pedig 37 masodperc (75). A TXBo tovabbi, enzimatikus lebontasat tekintve,
a TXBo a 15-hidroxi-dehidrogenaznak nem jo szubsztratja, 15-keto-13,14-dihidro-TXB»
nem mutathaté ki sem plazmaban, sem vizeletben. A keringésben a f6 TX metabolit
maga a TXBy. Vizeletbe torténd kivalasztaskor a TXBo béta-oxidaciéban vesz reszt
2,3-dinor-TXBo képzddése kézben (44). A béta- €s omega-oxidacido kombinaciéjanak
eredmenyeként tobbféle metabolitot is kimutattak, méréstechnikailag a human
vizsgalatokban a 11-es hidroxil-csoport redukcidjaval képzddé 11-dehidro-TXB»o
jelent6és, melyet a plazma TXA5 szintjenek kdvetésére alkalmaznak (25).

A PGl és TXAo viszonylagos stabilitasa a keringésben bizonyos plazma
faktoroknak koszonhetd, melyek ezeket a labilis molekuldkat stabilizaljak. Mind a
TXAo-rél, mind a PGIp-rél kimutattdk, hogy plazmaban proteinekhez, foként
albuminhoz kotétt formaban vannak jelen (48,161). Ujabb kutatasok a PGlo-t
stabilizalé faktor biokémiai analizisére iranyultak, s az albumin preparatumban levé
apolipoprotein, az Apo A4 bizonyult azonosnak ezzel a faktorral (251). Az Apo Aq az
érelmeszedés ellen véddé koleszterin-frakcionak, a nagy slrlségl lipoprotein

koleszterinnek (high density lipoprotein cholesterol, HDL-Ch) apoproteinje, s
lehetséges, hogy a HDL-Ch ill. az Apo A4 a jotékony hatasat épp a PGlo stabilizalasan
keresztul fejti ki. Errél részletesebben a PGly érrendszeri szerepének vizsgalata soran

még sz6 esik.
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1.5. A prosztanoidok biologiai hatasai

A PG-ok sokrétl biolégiai hatasairél e helyen csak roviden emiékezem meg,
részletes dsszefoglalot tobbek kozott E. Oliw és mtsai kdzoltek 1983-ban (157).

A PG-ok tulajdonsagainak kovetése bonyolult feladat, s ehhez tobb tényezo is
hozzajarul:
- kiilénb6z6 PG-ok hatasa ellentétes lehet (PGE-PGF)
- ugyanazon PG kiilénbdz6 szdvetekben kiildnb6zd hatasu lehet (a PGEo a méhtest
izomzatat 6sszehuzza, a méhnyakét pedig elernyeszti)
- ugyanazon szerv kulonb6zé moédon reagal a fiziologias hatasra kulonb6z6o
idépontokban (pl. a méh a menstruaciés ciklus és a terhesség kulonbozd
szakaszaiban)
- ugyanazon vegyiilet ellentétes hatast okoz kiilénbdzé szervezetekben (a PGFog
vérnyomascsokkentd hatasu nyudlban és macskaban, mig egérben és kutyaban
enyhén vérnyomasemeld)

- ugyanazon PG kiilénb6zé koncentraciéban ellentétes hatasu lehet
- a telitetlenségi fokukban kulonb6z6é PG széridk ellentétes hatasuak lehetnek (a PGE+

a ciklikus-AMP szintet emeli, a PGE» pedig csokkenti).

Fentiek figyelembevételével a PG-ok Osszetett hatasait nagyon koruitekintéen kell
vizsgalat alad venni. Természetesen ez a sokréti hatas legtdobbszér nem kozvetlen,
hanem kiilonb6z6é mediatorok szintjének megvaltoztatasan keresztiil jon Iétre.

A PG-ok az egész szervezetben kifejtik hatasaikat. Elsék kozott a PGE és F
tipus méhizomzatra kifejtett hatasat ismerték fel, intravénas adagolassal azonnali,
gyors Osszehuzodasokat tudtak kivaltani. A terhesség els6é és masodik harmadaban
abortuszt végeztek, a terhesség végén pedig a sziilést inditottak be ilyen médon (242).
Azédta is folyik hatékonyabb és kevesebb mellékhatassal rendelkezé PG-analogok
kutatasa hasonlé célra.

Sok PG talalhat6 a vesevel6ben, mig a vesekéregben kevesebb. A vesében a
PG-ok szabalyozzak annak mikodését, véraramlasat, foként valamely egyéb
hormonalis vagy idegi szabalyozas alatt allo faktor zavara esetén (8). Iranyitjak a renin-
angiotenzin rendszert (52), és féként a PGl, és PGEo részt vesz a so- és
vizkivalasztasban (67).

A gyomor-bél funkcidk tekintetében ismeretes, hogy tobbféle PG gatolja a
gyomorsav kivalasztast és sejtvédo hatast mutat (3,5,137). Foként a PGE4 és a PGE»

a gyomor- és nyombélfekélyek gyodgyitasaban bizonyult hatékonynak, metilalt és egyéb
szintetikus analdgjaik pedig még erdsebb sejtvédd hatassal rendelkeznek (180). A
gyomor- ill. nyombélpanaszok a betegek 10-30 %-anal aszpirin, ibuprofen vagy egyéb



13

nem-szteroidalis gyulladasgatidé (NSAID) szedése utan alakultak ki, éppen a PG-
anyagcsere zavarai kovetkeztében (103). A PGly citoprotektiv hatasa a de novo
protein szintézis stimulalasahoz kapcsolhato (5).

A tidot kezdetben a PG-ok bioszintézisének, és enzimatikus iebontasanak

neiyeként ismerték fel, késébb kiderult, hogy mind a légzés, mind a veérkeringés
funkcidinak eddig ismert leghatékonyabb iranyitéi az AA metabolitok (42,89). A PGFo4

dsszehuzza, a PGE> elernyeszti a horgok simaizomzatat. A TXAo érosszehlzé hatasa

miatt noveli a tudé mikroereiben a nyomast, s noveli a tidében a folyadék
felnaimozodast, mely hajlamosit embdlidas megbetegedésre. A tudé patologias
elvaltozasaiban igen fontos szerepet jatszanak még az AA kaszkad lipoxigenaz
termékei is; a LT-ek felelések elsddlegesen az emberi asztmatikus
megbetegedésekeért.

A PG-ok az idegrendszerben is fontos hatast fejtenek ki. Sok olyan folyamat
van az agyban, melyek soran PG-ok szabadulnak fel. Elektromos ingerlés, migrén,

ischemia, goércsék esetén gyors AA felszabadulas figyelheté meg. Kulénbdzé

szervezetekben kilénb6zé tipusi PG-ok dominalnak az agyban. Pl. egér, patkany:
PGD2; macska: PGEp; kutya, ember: PGFog4; tengeri malac: TXBo. A human és

patkany agyi erek intenziv PGl termeldk is egyben. A PG-oknak szerepik van a

homeérséklet-szabalyozasban, az agyi véraramlasban és keringésben ill. az idegi
valaszokban (56,243,244). Az E tipusu PG-ok gatoljak az adrenerg idegi atvitelt,
valdszinlleg a noradrenalin felszabadulas gatiasa révén (79). A PGD, szamos egyéb
hatasa mellett gatolja a szimpatikus idegi vezetést (151) és természetes alvast
indukalé anyag (160). A PG-oknak fontos szerepik van széamos idegi eredetl
megbetegedésben (pl. schizophrenia, epilepszia, migrén, manias depresszio).

A PG-ok kilonbdzé szervekben betoltott funkcidi, melyeket az elébbiekben

roviden felvazoltam, részben mar utalnak a PG-ok érrendszeri, és vérkeringésben
betoltott szerepére. A PGFog vérnyomasemeld hatasat mar 1968-ban leirtak (36), a

PG-ok termelédését érfalbdl pedig 1975-ben sikeriilt kimutatni (224). A PGE> infuzié a
legtobb szervezetben vérnyomascsokkentd és értagitod hatasu. Klinikai célokra a PGE4

is hasonldéan jol hasznalhatd. Csokkenti a szivizom 6sszehuzddasat, ezaltal fokozza a
sziv tejesitményét, csokkenti az érfal érzékenységét és gatolja a vérlemezke
aggregaciot (158).

A klasszikus PG-ok mellett érrendszeri hatasaiban sokkal jelentésebb szerepe
van a PGlo-nek és a TXA>-nek. Osszetett biokémiai folyamatokban valé részveételik
eés biologiai hatékonysaguk miatt e két anyag érrendszeri hatasait a dolgozat
kovetkezd fejezetében részietezem.

A PG-ok gyors metabolikus inaktivalédasuk miatt nem mint cirkulaldé hormonok
fejtik ki hatasukat, nem tarolddnak, az adott szerv mikodését, mikrokeringését, az
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erek ateresztéképességét sokkal inkabb a helyileg felszabadult PG-ok szintje
hatarozza meg normal és patologias korilmények kozoétt egyarant(127).

1.6. A prosztaciklin és a tromboxan A, szerepe a sziv- és érrendszerben

M. Hamberg és B. Samuelsson 1975-ben fedezték fel, hogy human
vérlemezkékben arachidonsavbdl féként tronboxanok képzdédnek (73,75). Ok
bizonyitottak, hogy biologiai tulajdonsagai és félélettartama alapjan a korabban
kimutatott nyulaortat 6sszehuzd anyag (rabbit aorta contracting substance, RCS)
azonos a TXAg-vel (213). A TXA2 nagyon bomlékony molekulanak bizonyult, biologiai
hatasvizsgalata alapjan félélettartama fiziologias korilmények koézoétt mindossze fél
perc volt (75). Vérlemezkékbdl izolalt frakcid segitségével P. Needleman és mtsai
1976-ban bioassay technikaval kimutattak, hogy PG-endoperoxidokbdl TXAo
szabadult fel, mely erésen 6sszehlzta a nyulaortat ill. vérlemezke aggregaciot okozott.

A folyamatért felelés enzimet tromboxan szintetaznak nevezték el (152).
S. Moncada és mtsai 1975-ben kezdték el vizsgaini a TXAp bioszintézist

kalonb6zé szovetekben. Az érszovet nem termelt TXAo-t, de kaszkad bioassay

technikaval (230) sikertlt kimutatni, hogy a sertés érfal mikroszomalis frakcioi a PG-
endoperoxidokat egy ismeretlen enzim segitségével egy bomiékony, veriemezke
aggregaciot gatlé anyagga alakitjak (140). Az anyagot PGX-nek nevezték el. Ugy mint
a TXAo, a PGX is labilis vegyiiletnek bizonyult, félélettartama fiziolégias kérulmények
kozott 2-3 perc volt. 15 masodperces forralas teljesen megsziintette az aktivitast (38).
Tovabbi vizsgalatok kimutattdak, hogy az Uj vegyulet hatékonyan tagitotta a
koszoruereket (37), lazitotta a bélfodri és hasi artériakat (21) és erds in vivo
antitrombotikus hatassal rendelkezett (81). Erszévetben a PGX volt az AA 6 terméke
(90). 1976-ban C. Pace-Asciak mutatta ki, hogy patkanygyomorban a 6-oxo-PGF {4
(6KPGF) képztdése PG-endoperoxidokbdl a labilis PGX intermedieren keresztil megy
végbe (164).

A Wellcome Research Laboratory (Kent, Anglia) és az Upjohn Company
(Kalamazoo, Michigan) kutatéinak egyuttmiikodése soran sikerilt tisztazni a PGX
kémiai szerkezetét (90). Ezutan a PGX-et biciklusos sajatsaga miatt prosztaciklinnek
nevezték el, és a PGl roviditést vezették be. Kémiai neve 5-{(1S,3Z,5R,6R,7R)-7-
hidroxi-6-(/1E,3S/-3-hidroxi-1-oktenil)-2-oxabiciklo-(3,3,0) okt-3-ilidén pentan}-sav. A
gyogyszertari fagyasztva-szaritott preparatum neve epoprosztenol. Legaltalanosabban
elterjedt azonban a "prosztaciklin" trivialis név.
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A TXAo és a PGl» felfedezése alapvetéen hozzajarult a vérlemezke-érfal kdicsdnhatas
megértéséhez, és () utat nyitott a hemosztazis és a trombotikus folyamatok
kutatasaban. A vérlemezkék 4altal termelt TXA, erés aggregator tulajdonsagu,
érosszehlzé anyag. A PGly az artériak és vénak fé6 PG-ja. Mikroerekben, féként a
kapillarisokban szintén a PGl, a f6 AA termék (59).

Erfali sejtkulturak vizsgalata kimutatta, hogy a PGly f6 termeldje az
endotélium (115,238). Az érfal PGly-termelé aktivitasa legnagyobb az intimalis
felszinen és folyamatosan csokken az adventicia felé (141). A PGly gatolla a

beleértve az 6sszes érfalat.
A PGlp és TXAo gy biologiai ertelemben a homeosztazis

mechanizmusanak két ellentétes polusat képviseli.
A PGl a vérlemezke aggregacid gatlasat az adenilat-ciklaz enzim
serkentésén, azaz a vérliemezkék ciklikus-AMP (cCAMP) szintjének novelésen keresztil

fejti ki (62,222). Hatasa ilyen szempontbdl erésebb és hosszabb ideig tart, mint a
PGE1-é¢ vagy PGDo>-é. A PGIly gatolja a vérlemezke foszfolipdz és ciklooxigenaz

mikodését (104,121). Mindez a PGl cAMP szintet novelé tulajdonsaganak
koszonhetd. A PGly, azéltal, hogy gatolja az AA-kaszkad bizonyos lepéseit, a

vérlemezke aktivitas in vivo szabalyozasat latja el.
A PGlo nem csak a vérlemezkékre fejt ki kontrollalo hatast. Emeli a cAMP

szintet human fibroblasztokban (63), tidé homogenizatumokban (114), polimorf-
magvu leukocitakban (20) stb. is. Ezekben a sejtrendszerekben szintén a PGlo-TXAo

rendszer tolt be fontos szerepet a sejtfunkcidk szabalyozasaban. A PGlo magaban az

endotéliumban is emeli a cAMP szintet, igy a sajat bioszintézisét is befolyasolja,

negativ visszacsatolas formajaban (85,193).
Bar a PGly az endotéliumban termel6dik, az érfali ciklooxigenaz enzim

gatolt mikodése esetén is képzédhet PGly tobb sejt egyittmikodese réven. Friss
ergylrik és endotelidlis sejtek ciklooxigenaz enzimét indometacinnal gatoltak, majd
vérlemezke-szuszpenzioval inkubaltak, és ekkor PGly-szerli aggregaciogatias jelent
meg (21,22). A PGIly szintetdz szelektiv gatlasakor ez a hatds megszint (187). Az
adatok bizonyitjak, hogy az érfal nem csak a sajat endogén prekurzoraibdl képes
PGlo-t szintetizalni, s az érfal és a vérlemezek kozott fontos biokémiai egyittmikodés
all fenn (142). A vérlemezke aggregacié gatlasa parhuzamos a vérlemezkék cAMP
szintiének noévekedésével (13). Alatamasztja a fenti eredményeket az is, hogy az
endotélsejtek a kilsé PGHo-t is képesek PGlo-vé alakitani. A. J. Marcus és mtsai

kimutattak, hogy az endotél sejtjei a vérlemezkék PG-endoperoxidjait csak akkor
alakitjgk PGly-vé, ha a vérlemezkékben gazdag plazma (platelet-rich plasma, PRP)
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koncentracioja hasonlé a normal véréhez (123). Nagy vérlemezke koncentraciéonal a
vérlemezke-vérlemezke koélcsonhatas hattérbe szoritja a vérlemezke-endotél reakciét.

A vér alakos elemei koziul a fehérvérsejtek szintén szintetizalnak PG-
endoperoxidokat és TXAo-t, melyek az érfallal térténé kdlcsdnhatasuk révén PGlp

produkciot segithetnek elé (80). A nyirokrendszer fehérvérseijtjei, a limfocitak PGly-
szintetaz aktivitassal rendelkeznek, s képesek a vérlemezkék altal felszabaditott PGH»
konvertalasara PGlo-vé (246). A fenti folyamatokon keresztiil a PGly szabalyozhatja a

fehérvérsejtek viselkedését és aktivitasat, pl. gyulladasok és immunvalasz-reakciok
esetében (83).

Az intakt, ép érendotélium és a vérlemezkék kodzott nincs reakcid normal
korulmények  kozott, s a PGlp felszabadulasa hozzajarul az  eérfal

tromborezisztenciajahoz. A PGl alacsony koncentracioban gatolia a veérlemezke

aggregaciot (vérlemezke-vérlemezke kolcsdnhatas), mig a vérlemezke adhéziét az
érfalhoz (vérlemezke-kollagén kdlcsénhatas) csak magasabb koncentracioban gatolja.
igy a PGly hozzajarul ahhoz, hogy a vérlemezkék a sériilt érfalhoz tapadhassanak, s
ezaltal azt kijavithassak, mig a vérlemezkékbdl allé trombusképzdédeést
megakadalyozza (82).

A PGly-szintetdz enzim rezisztens sok természetes é€s szintetikus anyagra,
azonban a lipidperoxidok (pl. a 15-hidroperoxi-arachidonsav, oxidalt lipoprotein
frakciok, LDL-peroxidok) a miikddését teljesen gatoljak (21,187). Szabadgydkok attal
indukalt lipidperoxidacié és parhuzamos PGl szint csékkenés figyelheté meg példaul

E-vitamin hianyban, az életkor elérehaladtaval és érelmeszesedésben (58,154). Az
atheromas plakkokban lipidperoxidok halmozodnak fel, az érfali PGly-termelés
gatlédik, mig a vérlemezkék aktivalédnak (203).

Az atheroszklerotikus érfal sokkal kevesebb PGlp-t szintetizal, mint az
egészséges, fuggetleniil attél, hogy kezdeti vagy kifejlett lerakddasokrél, 1éziokrél van-
e sz6 (203). Ez azt mutatja, hogy az érelmeszesedés legkezdetibb szakasza, a zsiros
csikok ("fatty streaks") megjelenése az érfalon a betegség folyamatanak kritikus
szakasza.

A betegség kialakulasanak kezdetén a PGly-termelés atmenetileg nd /ezt
alatdmasztjak koleszterin-etetéses nyulkisérletek (7)/, majd jelentésen, végleg
lecsdkken. Ez a keétfazisu valasz a koleszterin hatasara biologiailag még nem teljesen
tisztazott. A kezdeti szakaszban makroszkdpikus elvaltozasok nincsenek,
mikroszkoppal viszont kimutathaték az érfal morfoldgiai elvaltozasai: vizenyds érfal,
megndvekedett mennyiségl endoplazmas retikulum. A fokozott membranaktivitassal
egyuttjarhat a membranhoz kététt enzimek, igy a ciklooxigenaz és a PGly-szintetaz

enzim aktivalodasa (7), ill. nagyobb AA felszabadulas az érfali sejtmembran
foszfolipidekbdl (128). Az eredmény fokozott PGl szintézis.
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Kisebb helyi intimalis sériléskor a PGlp-TXAo arany nem bomlik meg, a
kérnyezé endotelium és az intima elegendé PGlo-t termel. A vérlemezkék az érfalhoz

tapadhatnak, hogy a sérllést kijavitsak, de az aggregacio gatolt. Kiterjedt, kronikus
érfalsériléskor azonban az arany megvaltozik. A betegseg kifejlédésekor az intima
PGl> termelése lecsokken, majd meg is szlnik az érfali enzimek csokkent mikodése

kovetkeztében, melyhez a lipidperoxidok felszabadulasa is hozzgjarul (106). A
csokkent PGly szint miatt megindul a vérlemezkék aggregéacidja, az aktivalédott
vérlemezkékbdl tromboxanok és mas anyagok szabadulnak fel, majd kis trombusok
képzdédnek, melyek a keringéssel tovabbhaladva a véraramlast lassitjak ill.
megakadalyozzak.

A betegséget a hiperlipidémia nagyban eldsegiti, mert a vérlemezkék
koleszterin tartalimanak névekedésével né a TXAp képzddés (226), a vérlemezkek AA
tartalma egyre nagyobb szazalékban konvertalodik a vérlemezke aktivitast fokozo
TXAx-vé (212). A TXAo aggregaciot okozé hatasahoz kalcium-ionokra van sziikseg. A
kalcium aktivédlja a foszfolipaz An-t, mely a vérlemezkékben emelkedett AA
felszabadulast eredményez (179). A TXA> mobilizalé hatasa miatt az intracellularis

kalcium szint tovabb emelkedik (pozitiv feed-back). A magasabb kalcium-ion tartalom
adenilat-ciklaz gatié hatasu (199).
A PGly szintjének valtozasa az atherogenezis folyaman azert is fontos, mert

egyeb antitrombotikus hatasaira csak ujabb vizsgalatok soran derult fény. A PGly

szabalyozza pl. az érfali koleszterin metabolizmust is. Erelmeszesedés soran az érfali
simaizomsejtekben koleszterin és kolesztein-észterek halmozddnak fel, mivel a
koleszterin transzportért felelés enzimek zavart szenvednek (208). A koleszterin-

észterek hidroliziséért felelés enzim, a lizoszomalis sav koleszterin-észter hidrolaz
(ACEH) aktivitasat csak a PGlo képes névelni, mig a koleszterin-észterek szintézisét a

PGE> is gatolja (70). A PGlo Osszetett hatasat bizonyitja, hogy gatolja az érfali LDL-
influxot és a koleszterin észterezddéseért felelés acil CoA: koleszterin aciltranszferaz
(ACAT) enzim mikodését, ezaltal is csokkentve az érfal koleszterin tartalmat (119). A
PGly koleszterin-észter hidrolizist elésegité hatasa az adenilat-ciklaz aktivitasanak

novelésén keresztul megy végbe. Human atheroszklerotikus simaizomsejtekben ket
PGl analog cAMP-fiiggd folyamatban novelte a koleszterin-észter metabolizmust, s a

sejtek triglicerid és koleszterin tartalma lényegesen csokkent (162).

Sajat laboratériumi eredményeink szerint intravénasan adagolt PGlp
jelentés védelmet nyujtott az érfali lipidlerakédas és plakkok kialakulasaval szemben
hazinyulban (116), ami morfologiailag is igazolhaté volt (167).

A simaizomsejt szaporodas az érfali intima felé az atheroszklerotikus

folyamat korai szakaszara jellemz¢. Vérlemezke-eredetlii novekedési faktorok, 12-
lipoxigenaz termékek elésegitik az érfal ily modon torténé megvastagodasat. A PGly
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analégokkal és a cAMP-vel torténd kezelés gatolta a simaizomsejt proliferaciot
(155,162). A PGlo nem csak a human vérlemezkékbdl, hanem a makrofagokbol és az

érendoteliumbdl is gatolta a sejtosztodast serkentd, mitogén anyagok felszabadulasat
(240). A PGIy gatolja emellett a makrofagokban a koleszterin-észterek tulzott

akkumulacidjat is.
A véralvadas soran végbemend fibrinogén-fibrin atalakulast a PGl oly modon

gatolja, hogy a vérlemezkék felszinén lévé fibrinogén koétéhelyeket, igy a fibrinogén-
vérlemezke kolcsénhatast blokkolja in vivo és in vitro (143,144). Ezenkivil a PGly a

human bér fibroblasztokban noveli a fibrinolizist a proteaz plazminogén aktivator
serkentésén keresztlil, ez a folyamat nagyban hozzdjarul a PGly klinikai

jelentéségéhez kronikus obstruktiv keringési megbetegedésekben.
Emelkedett TXA» szinteket és fokozott trombocita aggregacios hajlamot irtak le
miokardialis infarktuson atesett betegekben (219), vazotonikus €s instabil anginas

megbetegedésekben (181). Akut mellkasi fajdalmakat jelz6 betegekben a
megemelkedett TXBo kivalasztas diagnosztikai értékii lehet az infarktus vagy az

anginas roham eldrejelzésére (111). Szamos kutatd megerésitette, hogy a PGlo
biztonsagosan adhaté infuzidként kdzvetleniil a beteg koronaria artériaba, valamint,
hogy instabil anginas betegekben a kilséleg adott PGly jotékony hatasu (221). Nehéz
kezelhetdsége es mellékhatasai miatt napjainkban a kutatas kulonbozé PGlo analogok
iranyaban folyik.

A diabetes mellitus, mely az érelmeszesedés egyik fontos rizikofaktora szintén
magasabb TXAo, és alacsonyabb 6KPGF termelessel jar egyutt (29). Trombotikus
trombocitopénias  purpuraban (TTP) a diabeteshez hasonléan  mikroér-
tromboembolusok képzbdése, és a PGly csokkent produkcidja a jellemzé (178).
Intravénas PGl infuzid TTP-s betegeknél latvanyos javulast okozott (168).

A PGlp és a TXAp biolégiai hatasainak jelentés részét a cAMP, mint
masodlagos atvivd anyag (second messenger) szintjének valtoztatasaval éri el. A
PGly, PGE4 vagy egyéb PGlp analogok (iloprost, karbaciklin) a vérlemezkék felszinén
levd specifikus receptorhoz kétédnek, mely egy guanin-nukieotidot kété proteinhez
kapcsolodik, s ez az adenilat-ciklaz enzimet aktivalla. A cAMP szintjének
emelkedésével a vérlemezkefunkcid gatiodik, a vérlemezkék alakja megvaltozik,
adhéziojuk, kivalasztasuk csodkken, s mind az elsédleges (primer, reverzibilis), mind a
masodiagos (szekunder, irreverzibilis) aggregacio gatiodik. A vérlemezkék PGlo-vel
térténd inkubalasa soran mindezek a hatasok megfigyelheték (199). Ha a vérlemezke
aggregaciot elézetesen  aszpirinnel  (acetil-szalicilsav, ASA) gatoltak, a
vérlemezkefunkciok kozil csak a szekrécido és a masodlagos aggregacio gatlédott.

Ezért az érelmeszesedés kezelése aszpirinnel jotékony hatasu, de nem akadalyozza
meg minden tekintetben a PGly csokkenésbdl eredd karos folyamatok kialakulasat.



19

A PGI>-TXA> rendszer az elébbiekben ismertetett hatasai kovetkeztében a

vérlemezke-érfal kolcsonhatasokat szabalyozé mechanizmust képviseli, aranyuk
eltolédasa kulonbozé sziv- és érrendszeri zavarokhoz ill. megbetegedések

kialakulasahoz vezethet.

1.7. PG-mérések

Az utébbi évtizedekben nyilvanvaléva valt, hogy a PG-ok szamos fizioldgiai
folyamat iranyitasaban részt vesznek, s hogy az AA-metabolizmus zavarai kiilénféle
megbetegedésekhez vezethetnek. Az ezzel kapcsolatos hipotézisek bizonyitasa azért
nem egyszerl, mert a PG-ok mérése bioldgiai mintaban szamos nehézséget felvet.

A PG-ok a véraramba jutva gyorsan inaktivalodnak, emiatt valészinl, hogy
hatasukat a képzddési helyiik kdzelében fejtik ki. Széveti mérések soran is figyelembe
kell venni, hogy a PG-ok nem tarolédnak a sejtekben, kémiai vagy mechanikai
stimulus hatasara viszont szintézisik ugrasszerlien megnd. Nagy bioldgiai
hatékonysaguk miatt nyugalmi koncentracidjuk igen alacsony. Fentiek miatt a
mintavétel technikaja nagyon fontos mind szoveti mind vérminta esetén. A
mesterséges, ex vivo PG-bioszintézist meg kell gatolni: mélyhdtés, folyékony nitrogén,
a PG-szintetizald enzimek pl.: ciklooxigenaz gatlasa johet szdba (233,250). Az
endogén PG szintek nehézkes meghatarozasa miatt alternativ lehetéséget jelent a
szovet vagy a sejtkultira PG-termelé kapacitasanak vizsgalata meghatarozott ideji
inkubalas utan (166).

A PG-termelés a szovetekben és az érfalban szokatlanul nagy
ingadozasokat mutat, igy a mintavételnek ugyanazon napszakban, és lehetéség
szerint gyorsan kell torténnie (64).

A vérbdl torténd analizis mellett alternativat jelent a vizeletvizsgalat is. A
vizsgalat céljatdl fuggden a vizeletben meghatarozhaték az elsédleges PG-ok - ez a
vese PG-termelésére utal -, ill. a megfelelé PG-bomlastermékek, melyek a keringésben
lévé PG szintekre adnak felvilagositast. Korrekt eredményt a 24 oras, gyujtott
vizeletbdl torténd analizis adhat, azonban ez kulonféle technikai, gyakorlati
nehézségeket vet fel.

Az elsbédleges PG-ok vizsgalatanal altalaban koézvetlenil az alapvegyulet

< s s

6,15-diketo-13,14-dihidro-PG metabolitok mérésével (49). A PGly és a TXAp

kdzvetlenul csak biologiai modszerekkel mérhetd, kémiai meghatarozasuk stabil
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hidrolizistermékik formajaban (6KPGF és TXB») térténik a keringésben, és 2,3-dinor-
metabolitjaikként vagy 11-dehidro-TXBo-ként a vizeletben.

A PG-ok kvantitativn mérési modszerei kozil leginkabb elterjedt a
radioimmunoassay (RIA) és a gazkromatografiaval kombinalt tdmegspektrometria
(GCIMS).

A biologiai hatasvizsgalatot alkalmazo bioassay egyre inkabb kiszorul a
modszerek kozil. Ennél a technikanal a mérés soran a bioldgiailag aktiv vegydilet
mennyiségét egy izolalt szerv valaszreakcidja révén, ismert standarddal torténd

6sszehasonlitas utan lehet meghatarozni. Ez a modszer vezetett szamos bioldgiailag
hatékony vegytulet hatasainak megismeréséhez, a TXAp azonositasahoz (mint RCS)

es a PGl felfedezéséhez (159,230). Nem alkalmazhato a modszer PG-metabolitok

mérésére, mivel ezek gyakorlatilag biologiailag inaktivak. Ugyanakkor, mig a kémiai
modszerek esetén az inaktiv komponensek keresztreakciét hoznak létre, a bioldgiai
meghatarozast nem zavarjak. A leginkabb elterjedt modszert J.R. Vane irta le és vett
részt a modszer tovabbfejlesztésében (230). A vizsgalat soran izolalt szerveket
perfundalnak az aktiv komponenst tartalmazé pufferoldattal. Az adott szervet ugy kell
megvalasztani, hogy simaizomzata érzékeny és megfeleléen specifikus legyen a
vizsgalni kivant anyagra. A specifikussagot novelni lehet karakterisztikus valaszt ado
tobbféle szovet kombinalasaval (kaszkad szuperfuzio). A meérés soran a szovet
tonusanak valtozasat rogzitik. J.R. Vane vezette be szuperfuzios folyadékkent a ver
hasznalatat. Ennek soran a megfeleléen érzéstelenitett allat vére 10-15 ml/perc
sebességgel aramlik at az izolalt, meghatarozashoz hasznalt simaizomsejt-
szbveteken, majd visszatér egy fovénaba. E moddszer jelentdsége, hogy a keringésben
felszabadult aktiv anyagok néhany masodpercen belll elérik az izolalt szoéveteket, igy
a kaszkad szuperfuzios technikaval kémiailag instabil anyagok is meghatarozhatok.

A bioassay technikaval nem csak PG-ok, hanem egyéb vazoaktiv anyagok,
gyogyszerek is vizsgalhatok (adrenalin, noradrenalin, angiotenzin I, bradykinin stb.).
Ma mar bizonyitott, hogy szamos un. vazoaktiv anyag és gyogyszer a biologiai hatasat
éppen a PG-felszabadulasra ill. szintézisre kifejtett hatasa révén éri el.

A PG-ok vérlemezke aggregaciora kifejtett hatasan alapul a PG-ok
aggregacios mérése. Friss vér alacsony fordulatszama centrifugalasaval nyert
trombocitadis plazmaban (PRP) aggregator tulajdonsagu anyag segitségevel
vérlemezke aggregaciét hoznak létre (adenozin-difoszfat /ADP/, kollagén, AA), s az
optikai denzitas valtozasat nefelometriasan kovetik. A méréshez kilonféle tipusu
aggregométereket hasznalnak, elsdé valtozata az an. Born-tipusu aggregométer (19)
volt, melyet azota kétcsatornas eszkozok valtottak fel. Az aktiv anyagok hatasara az

aggregaciés gorbe modosulasabdl lehet kovetkeztetni standarddal  torténd
Osszehasonlitas utan (118,186,241). A modszert legelterjedtebken a PGly szintjének
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meghatarozasara hasznaljak (hasznaltak), mivel antiaggregacios hatasa legalabb egy
nagysagrenddel nagyobb a tobbi PG-énal. Hatranya viszont, hogy kis szelektivitasa
miatt a PGly szintie magasabbnak mérhet6. Ezént inkabb a PG szintekben
bekovetkezett valtozasok kdvetésére szoktak az aggregacios vizsgalatot alkalmazni, s
a "PGly-szerli anyag" szintjére ill. "PGly-szer( aktivitas"-ra szokas utalni (211).

Valamely biologiai hatason alapuld eljaras segitségével ismeretlen
szerkezetl biologiailag aktiv anyagok is kimutathatok. Sokszor alkalmazzak ezeket az
eljarasokat az érrendszeri hatasaiban jelentés trombocita- vagy endotéleredet(
novekedési ill. aktivald faktorok vizsgalatara (pl. vérlemezke aktivald faktor /platelet
activating factor, PAF/). A bioloégiailag aktiv anyagok felfedezésével parhuzamosan
azonban fokozott gondot jelent ezen anyagok megkuildonboztetése biologiai uton, mivel
hatasuk azonos is lehet. (Ezen segit kulonféle szintézisgatiok hozzaadasa vagy a
kémiailag meghatarozott PG-ok hatasanak levonasa a mért bioldgiai hatasbdl. Sajnos
azonban ez sem mindig célszeri megoldas, mert az egyik reakciout gatlasaval a
metabolizmus mas reakcioutak felé tolddhat el, igy annak termékei tulzottan
felszaporodhatnak) (51,125).

A PG-ok mennyiségi meghatarozasa napjainkban szinte kizarélag kémiai
modszerekkel torténik.

A GC/MS modszer soran sokkomponensu minta és bonyolult vegyuletek
esetéen els® |épésként szikséges a kémiai anyagok szeétvalasztasa
gazkromatografiasan, mivel mar az egyes komponensek azonositasa is problémat
jelenthet a tomegspektrumok szuperpozicidja miatt. Az egyes komponensek
detektalasa tomegspektrometriasan torténik. A GC/MS kombinacid nagy
teljesitdképességii, kitiind megoldast jelent. A gazkromatografias elvalasztas altal
megkivant magas hémérsékleten azonban a PG-ok lebomlanak. Ezért elészor
ilékonyabb szarmazékka, leggyakrabban a PG-metilészterek acetoxi-vagy metoxi-
trisz-trimetilszilil szarmazékaiva alakitjak oket. A gazkromatografias elvalasztas utan a
komponensek a tomegspektrométer ionforrasaba jutnak, ahol a molekula térdelddik. A
komponensek azonositasat és detektalasat a képzddott gyokok tomege alapjan
végzik, altalaban szamitogépes feldolgozassal.

A fenti eljaras mennyiségi értékelésénél hibat okoz, hogy az anyag egy
része az oszlopon erésen adszorbealddik és bomlik. A modszer javitasara szolgal az
un. izotéphigitdsos moédszer. Ennek lényege, hogy a vizsgalt mintahoz nagy
mennyiségl stabil izotoppal (deutériummal) jelzett PG-t adagolnak. Ez a tisztitasi
Ilépésnél ill. a detektalasnal vivbanyag és belsd standard. A jelzett és a természetes
PG hasonlo jellemvonasu, s a jelzett PG ismert kiindulasi koncentracioja segitségével
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a tdmegspektrométerben mért két forma aranyabdl a természetes PG eredeti

A GC/MS mobdszerek teriletén rohamos fejlédés tapasztalhatd, amely

szinte lehetetlenné teszi ezek részletes attekintését. Egyebek mellett kiemelked6

jelentdségli a nagyfelbontast gazkromatografias negativ-ion kémiai ionizacios
tomegspektrometria (HRGC/NICIMS) (236).

Természetesen a kilonféle technikaknal olyan PG-derivatumokat kell
elédllitani, melyek a kivanatos tulajdonsagokkal rendelkeznek. A PGlo és TXAp

hidrolitikus termékeinek, azaz a 6KPGF-nek és a TXBp-nek a GC/MS meghatarozasa

a fejlett és egyre bonyolultabb modszerek ellenére sem nélkilézi az elézetes tisztitasi
lépést (Iépéseket), amely a RIA mérést is megeldzi. Ennek oka a prosztanoidok rokon
szerkezete és viszonylag nehéz elvalaszthatésaguk. Leggyakoribb modja e vegydletek
elkulonitésének a vékonyréteg-kromatografia (thin-layer chromatography, TLC), és a
nagynyomasu folyadékkromatografia (high-performance liquid chromatography, HPLC)
(16,40). E modszerek bevezetése azonban mindenképpen a PG-veszteségeket nveli,
s ezaltal a meghatarozas érzékenységét csokkenti. Meg kell emliteni, hogy a TLC vagy
a HPLC lépést nem kozvetlenil alkalmazzak a biologiai minta (plazma,vizelet) esetén -
éppen a minta sokkomponensi, bonyolult 6sszetétele miatt -, hanem meég ezt
megel6zo, eldtisztitasi lépésként olddszeres vagy szilardfazisu extrakciot szokas
alkalmazni (40,236). Ez a kisérd anyagok j6 részét (proteinek, egyéb lipidek, polaros
anyagok) eltavolitja.

A fentiek alapjan jol lathatd, hogy a GC/MS mddszer igen muiszerigényes,
koltséges, az utébbit tekintve a folyamatos raforditasok is jelentdés Osszeget
képviselnek, amellett meglehetésen iddigényes és nehézkes. A felsorolt hatranyok
miatt a PG-ok ilyen tipusi meghatarozasa és ezen modszer klinikai alkalmazasa
erdsen korlatozott.

A PG-ok meghatarozasa korantsem lehetséges - mai ismereteink szerint -
tulsagosan egyszerli médszerekkel, mégis az eldzetes tisztitasi lépéssel ill. Iépésekkel
kombinalt RIA meghatarozas tlinik szamunkra a leghozzaférhetébb, s kiemelkedéen
alkalmas eljarasnak. A RIA rendkivul érzékeny és specifikus, a telitési izotopanalitikai
modszerek kozé tartozik. Lényege, hogy a természetes, mintaban jelenlévd és a
kiilséleg adagolt radioaktiv izotéppal jelzett molekuldk versenyeznek az antitest
kotéhelyeiért. A szteroid hormonok meghatarozasara mar jol bevalt technikakat a
hetvenes évek derekan kezdték el alkalmazni a PG-ok teriletén is. Az egyes PG-okra
és/vagy metabolitjaikra (antigének) specifikus antitesteket leggyakrabban nyulak
immunizalasaval hozzak létre. A PG-okat el6zdleg fehériéhez (globulinhoz vagy
albuminhoz) kétik, e nagyobb molekulatémegl vegylletekkel szemben megindul az

ellenanyag-termelés, s az antiszérumot vérvétel utjan gydjtik. A PG-ok jelzésére
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altalaban triciumot vagy 1251-izotopot alkalmaznak. A jod-jelzéshez legcélszeriibb a
PG-tirozil-metilészterét eldallitani, amely mar alkalmas a jod bevitelére.

A radioimmun-meghatarozas soran az antiszérum a mintaban levd,
jeloletlen PG koncentraciojatél figgden koti meg a jeldlt antigén molekulakat, majd a
szabad, antitesthez nem kotétt PG-ok eltavolitasa utan (csontszenes elvalasztas
(14,26), kicsapas, centrifugalas, szilard fazishoz kotés) a beltésszam mérhetd, és
ismert PG-standardsorral felvett kalibracios gorbérél a minta PG-tartalma leolvashato
(23,108,216).

A RIA nagyon érzékeny meghatarozasi modszer, alkaimas 10-13 molnyi
anyag kimutatasara, s fentiek szerint az egyes PG-okra nézve specifikussa tehetd.

Korrekt meghatarozashoz, ha sok a zavaré6 komponens (ver-, vizeletminta),
a RIA-nal is szukséges megeldzd tisztitasi Iépés, amely az egyéb tipusu vegylletek
java részét eltavolitja (23). Kulonféle szervekbdl izolalt szovetmintak pufferes izolalasa
soran nyert médiumokbol azonban elfogadhaté a 6KPGF és TXBo kozvetlen RIA
mérése (45,117,153,176), bar sok esetben ilyenkor is hasznalnak valamilyen
egyszer(, szelektiv tisztitasi lépést. A szoveti PG-termelést sok esetben ugy kovetik,
hogy az inkubalé pufferhez jelzett AA-t adnak, majd TLC-s felbontas utan a kiilénb6zé
PG-ok izotoptartaimat detektaljak (56,107,166).

Esetenként kozvetlen (direkt) BKPGF és TXBo RIA méreseket vegeznek
egyes szerzOk vérplazmabdl is, az ilyen tipusu vizsgalatok - fokent allatkisérietekben -

kulonféle farmakologiai hatasu anyagok kiprobalasara tortennek (117,136).
Mivel a TXBy szintézisért a vérben lévd vérlemezkek a felelések, a szérum

meghatarozott ideig torténd inkubalasa utan visszamért TXBo szintbél kdvetkeztetések
vonhatok le a trombocitak TXBo-termeld képességérél, azaz a vérlemezke aktivitasrol

(28,232). A szérum inkubalasa 37 ©C-on és altalaban 60 percig torténik. Ez id6 alatt a
TXB> szint a vérben kb. harom nagysagrenddel (pg/mi-rél ng/ml koncentracioig né, igy

a RIA meghatarozashoz a minta megfeleld higitasa szikséges.

A plazma 6KPGF és TXBo szintek meghatarozasara iranyuld igény
novekedésével egyre tobbféle, RIA-t megelézd szelektiv extrakcidés |épés
kidolgozasara kertlt sor. Ezek els6, legegyszeribb fajtaja a kilonbdzd szerves
oldészerekkel végzett extrakcié. Ennek lényege, hogy a meghatarozott médon
gy(jtott plazmat adott térfogatl oldoszerrel razzak ki, altaldban tébb soron, majd a
szerves fazist gyljtik és beparoljak. Az extrakciod leggyakoribb olddszere a dietiléter
(95,196) és az etilacetat (27,233,249) vagy kilonbodzé oldészerkeverékek (47,191), az
oldészer mennyisége altalaban a plazmatérfogat 3-5-szorose, s a kirazast 3-4-szer
ismétlik. A PG-ok jo hatasfokkal gyliinek 6ssze a szerves fazisban, majd az olddszer
elparologtatasa utan az anyagot pufferben visszaoldjak, s a RIA mérés ezutan
kdzvetlenil elvégezhetd. Az oldoszeres szétvalasztasi modszerek egyszerlek,



24

azonban féként a dietiléteres extrakcids modszer nem elég szelektiv, a mént 6KPGF
szintje igen magas, atlagértéke plazmaban gyakran 200 pg/mi feletti (196,233).
Hatranya még az eljarasnak, hogy az extrakcios hatasfok a mérési tartomanyon belil
valtozo lehet (249).

A 6KPGF és TXBo plazmaszintjeinek mérése a szilardfazisu extrakcios

eljarasok bevezetésével nagy Iépést tett a gyors és megbizhatdé meghatarozas felé. A
18-as szénlancu szénhidrogén-lancokkal (C4g) apolarositott szilika fazis bevezetése a
PG analizisbe W.S. Powell nevéhez flizédik (175). Az azoéta kidolgozott eljarasok
megoszlanak az egyes tisztitasi lépések szamaban és minéségében, az eluald szer
milyenségében, f6 vonalaiban azonban egységesek. Az alvadasgatiét es
ciklooxigenaz-gatld szert tartalmazoé plazmat altalaban pH 3-ra savanyitjak, majd
megfeleldéen eldokezelt oszlopra viszik fel. Szelektiv oldoszeres mosasokkal a kisérd
anyagokat eltavolitjak (viz (124,163), 10-15 %-os alkohol (35), benzol), majd a PG-
okat eludljdk kozepesen polaros oldoszerekkel, metil-formiattal, etanollal vagy
etilacetattal (35,163). Az olddszer beparlasa utan a pufferben feloldott anyag RIA-val
mérhetd. Az eljardsnak kisebb az olddszerigénye, s a gyujtott fazis tisztabb,
kdnnyebben kezelheté. A meghatarozott 6KPGF szintek e médszerrel alacsonyabbak.
Irodalmi adatok tamasztjak alda a moédszer megbizhatésagat, j6 hatasfokat és
precizitasat (35, 124).

Itt jegyzem meg, hogy a RIA mellett alternativ megoldast jelent, az antitest-
antigén reakcidé specifikussaganak és érzékenységének megtartasaval, a nem
izotopjelolést alkalmazé kemilumineszcencias immunoassay (CIA), ahol fényt
kibocsaté marker anyagot kétnek a PG-hez (237) és az enzimes
immunmeghatarozasok (EIA és ELISA), ahol enzimfehérjét alkalmaznak az adott PG
jelolésére (39,247). Ezek a modszerek kikliszobolik a sugarzé izotopokkal valé munka
nehézségeit (beszerzés, szigorGian szabalyozott munkafeltételek) és a RIA azon
hatranyat, hogy az izotopok felezési idejével aranyosan a teszt alkalmazhatésaga
csokken.



25

2. ANYAG ES MODSZER

2.1. A vérmintak gyujtése

A modszer bedllitasahoz illetve az egészséges és az érrendszeri
megbetegedések szempontjabdél veszélyeztetett helyzetben Iévd dnkéntesek plazma
6KPGF és TXB» szintjének vizsgalata soran tobb szaz meghatarozas tortent. A
vérmintak zomének gydijtése dr. Mihai Klara féorvos, kandidatus (Bacs-Kiskun Megyei
Onkormanyzat Kérhaza, majd 1992 6ta) Varosi Tisztiféorvos (Kecskemét) vezetésével
tortént, a kardiovaszkularis betegségek elsédleges megelézése érdekében
korhazunkban folyd munka részeként. A vizsgalatokat a SZOTE etikai bizottsaga
engedélyezte (Eng.sz.:15-24/88).

A kontroll értékek gyljtése soran a szulok tajékozott beleegyezése utan, a
gyermekosztalyra kivizsgalasra felvett vagy kontrolira jelentkezé és egészségesnek
talalt 3-14 éves gyermekek, az iskolaorvosi halozat segitségével az 6nként jelentkezd
15-18 évesek koziul kivalogatott kamaszkortak, €s az onkéntes 19-20 évesek
plazmamintait dolgoztuk fel. Kontrollnak mindsiltek azok, akik testvéreiben, szuleiben,
azok testvéreiben és nagyszileiben (elsé és masodfokd rokonaiban) a vizsgalat
idépontjaig érelmeszesedéssel kapcsolatos megbetegedés nem fordult el6, esetleg
néhany gyermek esetében iddskori (65 év feletti magasvérnyomas vagy
cukorbetegség fordult elé6 az egyik nagyszilénél (6sszesen 85 leany és 53 fid,
atlagéletkoruk (+/-SD) 14,5+/-3,7 év ill. 13,7+/-4,1 év).

A beteganyag gyljtése a fiatalkori infarktusos csaladok folyamatos
behivasa soran tortént, a csalad tagjai a vizsgalaton jorészt egyszerre jelentek meg.
Fiatalkori infarktusos szilének mindsult az a szuld, foként apa, aki 45 éves kora elétt a
WHO kritériumai szerint egyértelmien akut miokardialis infarktuson esett at. A csalad
3-20 éves koru tagjait tekintettik az érrendszeri megbetegedés szempontjabdl
veszélyeztetettnek (0sszesen 77 leany és 65 fia, atlagéletkoruk 13,6+/-4,0 és 12,6+/-
4,3 év). Az egyszerliség kedvéért a csaladi megbetegedés halmozddasa szerint nem
végeztem felbontast.

A vizsgalatban azon gyermekek és fiatalok vérmintait dolgoztuk fel, akik
nem dohanyoztak, alkoholt nem fogyasztottak, gyogyszert - beleértve a hormonalis
fogamzasgatiokat - nem szedtek.

A vérmintak gyljtése 1987 éta folyamatos volt.
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A felnétt atlaglakossagbol 78 latszolag egészséges 20-74 éves koru (atlag
36,5+/-17,6 év) férfi és nd (41 nd és 37 férfi) plazma TXBy és 6KPGF szintjét vetettem
Ossze az Osszkoleszterin, a HDL és az Al szinttel. A koleszterin szint 41 %-ban 6,0
mmol/l vagy annal magasabb volt. A vizsgalati anyag gytjtése ebben az esetben is

folyamatos volt.

A Kiskunfélegyhazi Varosi Koérhazban szintén standardizalt kordlmények
kozt folyt mintagyUjtés 11 menopauzaban lévdé nd és 19 férfi részvételével (40-74
évesek, atlag 57,8+/-9,3 év). Mindannyian magas kiindulasi koleszterin szinttel
rendelkeztek (5,6-9,3 mmol/l), azonban a hiperlipoproteinémia klinikai tineteit egyikuk
sem mutatta. A dr. Joo Imre (Laboratoriumi Osztaly) vezetésével végzett lipidprofil és
trombocitafunkcié vizsgalat egy részét jelentették a laboratériumunkban elvégzett
plazma és szérum 6KPGF és TXB> szint meghatarozasok.

A vizsgalatban résztvevok kéthetes kimosasi periodus utan 3 hétig
fogyasztottak busakonzervet (heti 1000 ill. 1800 g), melyben az esszencialis
zsirsavtartalom napi 1,2 g EPA-nak és 0,6 g DHA fogyasztasnak felettmeg, ill. 9
esetben napi 2,2 g EPA és 1,1 g DHA-nak. A két kilénb6zé mennyiség hatasa a
laboreredményekre ilyen idétartam alatt nem kilonb6zétt Iényegesen egymastol.

Az oOnkéntesek a vizsgalat ideje alatt (2 hét kimosasi periddus, 3 hét
halfogyasztas, 2 hét kontroll idészak) életvitelikon (diéta, fizikai aktivitas) nem
valtoztattak, lipid- vagy PG metabolizmust befolyasolé gyogyszert nem szedtek.

A vizsgalat a SZOTE etikai bizottsaganak engedélyével folyt, mellyel 1988-
ban hozzajarult a rendellenes lipidszinteket mutaté egyének kisérletes busa(olaj)
kezeléséhez. A résztvevok szerették a halat és szivesen vettek részt a vizsgalatban.

2.2. Vérvétel

A vérvétel minden esetben reggel, éjszakai pihenés utan éhgyomorra, 15
percig tartdé nyugalmi helyzet utan tortént kényokvénabol, mindig azonos idében és
korilmények kozott. A veérvétel soran mindig azonos tipusu 18G2 (Medicor) tdt
hasznaltunk.

A vérvételt és a vér kezelését egy-egy vizsgalatsorozaton belul lehetéség
szerint ugyanaz a szeméely végezte.

A PG-analizishez a frissen és traumamentesen levett vérhez 7,4 x 102 mol
(2,5 %) Nay-EDTA alvadasgatiot és 2,8 x 10-5 mol (0,001 %) indometacin

ciklooxigenaz-gatlot tartalmazo oldatot adtunk 1:9 térfogataranyban. Egy adott minta
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6KPGF és TXBo meghatarozasahoz altalaban 0,5 ml fenti oldathoz 4,5 mil vénas veért

szivtunk.

A vérminta azonnali, de legkésébb 8 percen belili (ekkor is 4 ©C-on tartva)
1200 g-n, 4 ©C-on térténd 10 perces centrifugalasa utan a plazmat szeparaltuk, majd a
felhasznalasig -25 ©C-on taroltuk, maximum 1 honapig.

Az Osszkoleszterin szint és a HDL-koleszterin frakcid (natriumfoszfor-
wolframatos/magnézium-kloridos lecsapas utan) meghatarozasa szérumbdl tortént.

A busakisérletben a trombocitaszam méréshez EDTA-val alvadasgatolt

plazmat hasznaltak.
2.3. Anyagok

A humén plazmak extrakciéja soran felhasznalt oldészerek: abszolut
etilalkohol, dietiléter, etilacetat, petroléter (40-70 ill. 30-40 OC) Reanal készitmények

voltak.
A szilardfazisu extrakcional haromféle Cqg-szilika oszlop kerdlt

osszehasonlitasra: SEP-PAK (Waters Associates, Milford, USA, MA01757), SIGMA
C18 HPLC szorbens (SIGMA, USA, H-8261, 15-40 um) és a magyar gyartmanyu
SAMPLEX C18 (Bioszeparaciés Technikai GMK, Budapest, Budafok, 50-100 pm
részecskemeéret, 12 % széntartalom, 250 mg toltet).

A plazmak PG-mentesitése csontszenezéssel tortént (Norit A, Serva,
Heidelberg).

A szérum 6sszkoleszterin és HDL-koleszterin meghatarozasara enzimatikus
modszert alkalmaztunk (SERA-PAK, Reanal és CHOD-PAP, Boehringer/Mannheim).
Felhasznalt oldatok:

-7.4x102 mol Na>-EDTA + 2,8 x 10-9 mol indometacin oldat
- 2 M citromsav oldat

- 0,05 M kénsav oldat

- 10 %-os etilalkohol

2.4. 125|6-Keto-prosztaglandin F 14 RIA kit

A 1251-6KPGF RIA kit (kodszam: RK-16, Izinta, MTA Izotép Intézet, Budapest) 100 db
tesztcsdre elegendd anyagot tartalmaz. A gyartd szerint a kit egyenértéki az
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Amersham (Buckinghamsire, Anglia) altal gyartott 125-6KPGF teszttel. A RIA
Osszedllitasat és a mérést a gyarté utasitasai szerint végeztilk, melyet az alabbiakban
részletezek.

A teszt komponensei:

- puffer: a gyari puffer koncentratumot 80 ml d. vizzel higitva az elkészilt oldat 50
mmol-os foszfatpuffer (pH 6,8)

- 6KPGF standard: a liofilizalt standardot 2 ml d. vizben oldva a térzsoldat 4 ng/ml
6KPGF-t tartalmaz. A torzsoldat 0,5 ml-ének feles pufferes tovahigitasaval késziltek a
200-1,5 pg/cs6 6KPGF tartalmu standardok a kalibraciés gorbe felvételéhez

- 6BKPGF antiszérum: 10 ml vizben oldva készll a liofilizalt nyualszérum pufferes oldata

- 6KPGF-125|tirozil-metilészter (tracer): kevesebb, mint 200 kBq (5.4 uCi) 125I-
izotopot tartalmazo antigén 50 %-os alkoholos oldata, 10 ml pufferrel higitando

- dextranhoz kotétt csontszén, masodik antitest: 1 % Norit A-t €s 0,5 % dextran T-70-et
tartalmazé 10 mmol-os (pH 6,8) foszfatpuffer. A dextrannal fedett csontszén az
antiszérumhoz nem kotott, szabad antigént tavolitja el.

A feloldott reagensek 2-8 ©C-on tarolhatok egy honapig.

A mérés Osszedllitdsat az 1. Tablazat mutatja, a jelélt mennyiségek

mikroliterben értendok.

1. Tablazat
Puffer Standard Minta Antiszérum Tracer
] 300 - = 100 100
NSB 400 - - - 100
Bo 300 - - 100 100
St 200 100 5 100 100
Minta 200 - 100 100 100

A rendszer 6sszedllitasa utan az dsszerazott cséveket 4 ©C-on, 18-22 éran
keresztul inkubaltuk, majd a teljes beitést (T) tartalmazé csévekhez 300 pl puffert, az
Osszes tobbi csébe 300 uyl csontszenes oldatot mértiink. Az dsszerazott cséveket 4
OC-on, 10 percig 3000 g-n centrifugaltuk.

500-500 pl tiszta feltluszo radioaktivitasat detektaltuk.

A RIA kiértékelése:
1. Adott minta két vagy harom parhuzamos mérésének beutésszamait atlagoltuk
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2. Az atlagokbdl kivontuk a hattér (NSB) atlagos értékét, ez a B, ill. a zérus standardnal
aBo

3. A normalizalt szazalékos kotések kiszamitasa: B/Bo % (B/Bo*100)
logaritmusos osztasu tengely(l), az Osszekotott pontok tipikusan S alakd,
szigmoid gorbét adnak

e

6. A mintak leolvasott pg/100 ul koncentracidinak visszaszamolasa az eredeti plazma
koncentraciora. Ennek menete TXBo koncentracioknal: a leolvasott
koncentracié szorzasa 10/9-cel a vér vérvételkor tortént higulasat figyelembe
véve, szorzas 10-zel a 100 ul-rél 1 mi-re valé attérés miatt, €s osztas a
hatasfokkal az extrakcids veszteségek figyelembevétele miatt. A 6KPGF
méréseknél alkalmazott, legtobbszoér 6tszords dusitas miatt az elézéeken kivil
Otds osztast is végeztink, s igy a plazma eredeti prosztanoid koncentracioit
pg/ml egységben kaptuk meg.

Megjegyzések:

1. T az osszradioaktivitast jelzi az adott rendszerben, a tracer "frissességére" enged

kovetkeztetni. Az NSB a nem specifikus adszorpciobdl és az elvalasztas
tokeletlenségebdl adodik, Bg pedig a jelzett antigén maximalis kotédéset mutatja

jelzetlen antigén tavoliétében. Az NSB és a Bg pontos meghatarozasa nagyon

lenyeges, a szamitasok ezek segitségével folynak.

2. A direkt és az extrakcids RIA méréseinknél az egyes csdvekben a rendszer
Osszeallitasakor a T, NSB, Bg és St csévekben a puffer mennyiségét 100-100 pl-rel

csokkentettiik, s helyette ugyanennyi "0" plazmat (lasd késébb) vagy "0" extraktumot

mértink be.
3. A 6KPGF antiszérum keresztkotés értékei egyéb PG-okra (50 %-o0s B/Bg értékek

elérésehez sziikséges PG-koncentraciok alapjan): PGFog4 0,8 %, PGEo 1,4 %, PGF 44
2,0 % és PGEq 1,2 %.

2.5. 125 Tromboxan By RIA kit

A 125..TXB, RIA kit (kddszam: RK-17, lzinta, MTA Izotop Intézet,

Budapest) 100 db tesztcsére elegendé anyagot tartaimaz.
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Komponensek:
- TXB9 puffer: a puffer koncentratumot vizzel 100 mi-re kiegészitve az elkészdilt oldat
0,1 % zselatin és 0,01 % mertiolat tartositoszer tartaima 50 mmol-os foszfat puffer (pH

7,3).
- TXB2 standard: az 1 ml vizzel feloldott liofilizalt standard 8 ng/ml TXB>-t tartaimaz

TXBo pufferes kozegben. A térzsoldat feles tovahigitasaval (pufferrel) késziltek a
kalibracids gorbe felvételéhez a 400-1,5 pg/csé standard oldatok

- TXB2 antiszérum: liofilizalt immunizalt nyul antitest pufferes oldata

- 1251.TXB, metil-tirozinat (tracer): megkozelitsleg 74 kBq (2 uCi) sugarzasu izotop
alkoholos oldata, pufferrel higitando

- Dextrannal fedett csontszén szuszpenzié: 1 % Norit A-t és 0,5 % Dextran T-70-et
tartaimazé 10 mmolos foszfat puffer (pH 7,3).

A feloldott vagy higitott komponensek 4 ©C-on tarolva legalabb egy hénapig stabilak.

A TXB2 RIA 6sszedllitasa és a mintak tovabbi kezelése megegyez6 a 6KPGF tesztnel

leirottakkal.

Megjegyzések:

Megegyeznek a 6KPGF mérésnél rogzitettekkel.

A TXB> antiszérum keresztkotés értékei egyéb PG-okra: PGD2 2,5 %; PGFp4 0,4 %,;
PGE> 0,3 %; 6KPGF 0,2 %; PGE1, PGF14, PGA5 és 13,14-DH-15-K-PGF 24 <0,1 %;
13,14-DH-15-K-PGE5, 6KPGE{, 13,14-DH-6,15-DK- PGF24 és AA < 0,01 %.

2.6. Eszk6zok és muszerek

- HGt6 centrifuga (K23 tipus, Janetzki, Lipcse)

- Magneses keveré (MM6 tipus, Poznan), kémcsdkeveré (5164 tipus, Kutesz,
Budapest)

- Az oldészerek beparlasahoz esetenként No-aram, rotacios filmbeparld (Rotadest,
Kutesz, Budapest), legtobbszér pedig vakumhid (specidlis, egyszerre 16 minta
beparlasa lehetséges)

- Szcintillaciés gamma sugar detektor: automatikus mintavaltés, 100 mérdhelyes
készuléek (NZ-310 tipus, Gamma Mivek, Budapest)

- Folyadékszcintillaciés (lagy béta sugarzas mérd) detektor: 3H mérésére az MTA
Izotdp Intézetében TRI-CARB tipusu spektrométerrel (Model 3255, Packard)

- Sejtszamlalo készulék trombocitaszamlalashoz (PS5 tipus, Medicor)

- Személyi szamitogép (Commodore 64) és nyomtaté (GX-80, Epson).
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2.7. Modszerek

2.7.1. A plazma PG-mentesitése

A PG-mentesitéshez kevert plazmat hasznaltam, hogy a mérések soran a
hattér atlagos értéki legyen. A mentesitést 0,1 %, 0,3 % és 1 % Norit A-val 0-10 perc
idotartamban végeztem, folyamatos keverés kozben, majd 10 perces 3000 g-s
centrifugalas utan az oldat tisztajat gy(jtottik, sziikség esetén szartuk.

Az 1 % Norit A-val torténdé 10 perces mentesités volt megfelelé a PG-
mentes vagy mas szoval "0" plazma(extraktum) el6allitdsara hattérként a mintak

mérése soran.

2.7.2. Kontroll plazmak készitése

mennyiségl standard oldatok PG-mentes plazmaval torténd higitasaval jottek létre. A
standard torzsoldatok altalaban a gyari liofilizalt 6KPGF ill. TXBo standard "0" plazmas
oldasaval készultek, kezdetben pedig szilard 6KPGF segitségével, utdbbit azonban
nagyon nehéz volt pontosan bemérni és sokszorosan higitani az igen kis
koncentraciétartomany eléréséhez. Az ilyen modon készilt kontroll plazma
torzsoldatok koncentracioja rendre 400, 800 és 500 pg/100 ui volt, s altalaban feles
PG-mentes plazmas tovahigitassal kaptuk a tovabbi kontroll plazmakat.

2.7.3. Kézvetlen / Direkt RIA mérés

A 6KPGF és a TXBo mérés soran a RIA-ban a standard gorbét 100-100 pi

"0" plazma hatterében vettem fel, s a mintakbdl is ennyit mértem be. Egyes kezdeti
6KPGF direkt meghatarozasoknal 200, 300 vagy 500 uyl PG-mentes plazmat és
ugyanannyi mintat alkalmaztam a mérendé PG-koncentracidk ndvelése céljabol. 500
pul "0" plazma és minta bevitele esetén az antiszérumot kétszeres toménységben
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vittem be, s az egyes csdvekben a szokasos 500 pl végtérfogat helyett a RIA pufferrel
800 pl-t hoztam létre.

TXBo méreésnél a gorbe erds torzulasa miatt a kalibracios gorbét csak 100
pl "0" plazma jelenlétében vettem fel.

Kozvetlen/direkt meghatarozast 40 human plazmaminta esetén veégeztink
6KPGF-re és 23 mintan TXBo-re.

2.7.4. Olddszeres extrakcio etilacetattal

Az eljaras O. Ylikorkala és L. Viinikka és mtsaik (233,247) 1981-ben lekdzolt
madszere alapjan tortént.
Az extrakcié menete:
1. 1 ml plazma savanyitasa 80 pl 2 M citromsavval pH 4-4,5-re
2. 3 x 3 ml etilacetatos extrakcid, a szerves fazist gyujtottik
3. A plazmat végiil eldobtuk
4. Az etilacetatos oldat extrakciéja 2 x 1 ml d. vizzel, a vizes fazis eléntése
5. Az etilacetat beparldasa vakumhidon 37 ©OC- os vizflirdében. Vizcseppek
visszamaradasa esetén 1 ml abszolut etanol hozzaadas és ismételt beparlas

(o))

. A szaraz extrakcios maradék visszaoldasa 1 ml 6KPGF RIA pufferben

\J

. Késdbbi felhasznalas esetén az oldat tarolasa -25 °C-on.

Az extrakcid tesztelésére 16, 31, 62 és 125 pg-os kontroll plazmak késziltek.

2.7.5. Extrakcio dietiléterrel

Az extrakcié menete analég az Izinta 3H-prosztaglandin PGFog RIA kitjéhez

mellékelt tajékoztatoban kozolt oldoszeres mintaeldkészitési modszerrel.

Az extrakcié menete:
1. 1 ml megfeleléen levett plazma savanyitasa 0,1 ml 2 M citromsavval pH 3-ra
2. Extrakcio 5 ml petroléterrel a neutralis lipidek eltavolitasara, elontjik
3. Plazma extrakcio 5 ml dietiléterrel a PG-ok kinyerésére, razas, a vizes fazis elontése
4. A hab eltavolitasara az éteres fazist 3 x 1 ml d. vizzel mostuk, vizes részt elontottik
5. Az éter beparlasa rotacios filmbeparién ill. vakumhidon, viz visszamaradasa esetén

eter vagy etanol hozzaadas, ismételt beparlassal
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6. A plazma visszaoldasa 6KPGF mérésnél 0,5 ml 6KPGF pufferben, TXBp méréshez

visszahigitas TXBo pufferrel az eredeti térfogat szerint, sziikség esetén az oldat

tarolasa -25 ©C-on.

.z

vizsgalat) és 15 db ismeretlen mintan (mérhetéség vizsgalat) végeztem el 6KPGF
mérésnél, ill. 10 és 100 pg-os kontroll plazmakon (hatasfok) TXBo mérésnél.

Az extrakcié vizsgalata és mindségellendrzése az Izotép Intézetben tortént,
a TXB2 extrakciot csak roviden vizsgaltam SH-TXB5 izotéptartalmu plazmakon, mert

az a (147) irodalom alapjan ismert volt.

2.7 6. Szilardfazisu extrakcié Cqg oszlopon

A modszer W. S. Powell (175) és N. Maurin (124) illetve tobb hasonlé
lekozolt eljaras kombinalasaval készilt, sajatosan alkalmazva a laboratériumunk
lehetbségeire.

A Cqg-szénlancokkal apolarositott szilika fazisok kozul a Sigma toltetet
legelészor oszloppa alakitottam (ires fecskenddben alul-folal Gvegszirével ellatva),
majd a Sigma és a Samplex oszlopbdl hasznalat elétt patront kellett keésziteni. Ez ugy
tortént, hogy az oszlop felsé végét kifurt mianyagdugoval lattam el, melybe a 10 mi-es
miianyag fecskendd vége éppen megszorult és jol zart. A Sep-Pak oszlop gyéarilag
hasznalatra kész volt.

Az extrakcié menete:

1. 1-2 ml plazma savanyitasa egytized térfogatu 2 M-os citromsavval pH 3-ra

2. A savanyitott plazma kétszeri, lassi atnyoméasa az oszlopon 10 mi-es fecskendén
keresztul

3. Az oszlop mosasa 6 ml d. vizzel a polaros anyagok, nagy molekulak eltavolitasara

4. Mosas 6 ml 10 %-os etanollal a polaros lipidek, foszfolipidek eltavolitasa céljabol

5. Szelektiv mosas petroléterrel (a 30-40 és a 40-70 OC-os parlat is megfelelé) a
nyiltlancu monohidroxi zsirsavak és a neutralis lipidek eltavolitasara

6. A prosztanoidok elucidja (lassan) az oszloprol 8 ml etilacetattal

7. Az etilacetat beparlasa (féként) vakumhidon vagy No-aramban

8. Az extraktum visszaoldasa RIA pufferben, a mintak esetleges tarolasa mérésig -25

OC-on.
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Megjegyzések:

1. A C18 oszlopokat minden hasznalat el6tt regeneraini kellett: az elékezelés 6-8 ml
abszolut etanolos, majd 6-8 ml d. vizes mosassal tortént. A tébbedszer
(négyszer) hasznalt oszlopokrol a denaturalt fehérjéket is eltavolitottuk: az
elébbi eldkezelés utan 6 ml 0,05 M kénsavas és 6 ml d. vizes mosast végezve.
Az oszlopokat a hasznalatok kézott a mosoé abszolat alkoholban taroltuk.

2. Kezdetben néhany esetben a plazma savanyitas nélkul kerilt az oszlopra, tovabbi
kezelése analég volt.

3. Egyes esetekben a PG-elicidhoz etilacetat helyett abszolit etanolt hasznaltam a
hatasfok valtozasanak vizsgalatara.

4. 6KPGF mérésnél a pufferes visszaoldas soran esetenként 1-, 2-, legtébbszor pedig

5-sz0rds dusitas tortént, majd ezt a 6KPGF pufferes oldatot higitottuk vissza
TXBo méréshez TXBo pufferrel az eredeti plazmatérfogatra.

2.7.7. Mddszerek a szilardfazisu extrakcio és a RIA mindségellenérzésére

A C18 extrakcio egyes lépéseinek vizsgalatahoz els6 kozelitésben jelzett
B6KPGF és TXB2 antigéneket hasznaltam. Mindharom tipusu szilardfazison vizsgaltam
a 6KPGF kotédését (semleges és savanyitott plazmaval is). Ehhez 3H-6KPGF-t
(Izinta, Budapest) és 125|-6KPGF-t alkalmaztam jelzéanyagként.
3H-6KPGF tartalmu plazma készitése: 5 ml szokasos modon gyljtott plazma + 50 pli
SH-6KPGF (20 pCi). A jelzett plazma ill. az extrakcié egyes fazisaiban lejové frakciok
100-100 pl-€ébdl, 10-10 ml szcintillaciés koktél (LumaGel) hozzaadasa utan, mértiik az
aktivitasokat.
125|_.6KPGF tartalmi plazma készitése: 4 ml plazmahoz 0,5 ml 6KPGF RIA tracert
adtam, s ezt extrahaltam 2 parhuzamos mérésben. A beitésszam mérések soran 0,5-
1 ml oszloprdl lejové oldat aktivitasat hataroztuk meg, s ebbdl kdvetkeztettem az adott

teljes fazis izotoptartalmara.
A TXBo kotodését és tavozasat az egyes fazisokban a 6KPGF-hez hasonldan

teszteltem 1239|-TXB,, tracert tartaimazé plazma segitségével.

A RIA paraméterei valtoztak a PG-mentes plazmaextraktum hatterében. A
vizsgalt paraméterek a kovetkezok voltak: Bo/T érték, NSB % (NSB/Bo %), ICgq (50
%-0s kotédésnek megfelelé antigén koncentracio). A Bo/T érték 33-50 % kozétt, az
NSB % 0-5 % kozott idedlis. Végleges értékilket 15 méréssorozat eredményeinek
atlagaként adtam meg.
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Az oszlop kapacitasanak meghatarozasara a felvitt plazma mennyiségét 1-10
ml kozott valtoztattuk (Uj oszlopokon), illetve az oszlopot 1-7 esetben hasznaltuk
ugyanazzal a plazmaval (2-2 ml felvitele), s mindegyik esetben meghataroztuk a PG
szinteket.

Az extrakcié hatasfokanak vizsgalata soran az el6zbekben leirt kontroll
plazmak visszanyerését vizsgaltuk: a RIA-val mért és a bevitt PG koncentraciok
hanyadosanak szazszorosa adta a hatasfokot.

A tobb, 8-13 méréssorozatban tesztelt kontroll plazmak (melyek ellenérzé
mintakként felfoghatok) mért szintjébdl szamitottam a vizsgalatok kozotti, un. kiilsé
variacios koefficienst vagy interassay variation-t ( SD/atlag %). A kontroll plazmak
koncentracié tartomanya 6KPGF mérésnél 3,1-25 , TXBo-nél 6,2-100 pg/100 i volt.
Mivel a kontroll plazmak eikozanoid tartalma mélyh(itott tarolas kézben is valtozik, és
PG-méréseink hatasfokanak ellenérzése folyamatos volt, természetesen a kontroll
plazmak "0" plazma komponense mindig valtozott, legtobbszor frissen késziilt. Az
ebbdl eredd hiba igy a mért kilsé variaciés koefficiens értékét ndvelte.

Ugyanazon minta méréssorozaton belili tébb parhuzamos mérésebdl
szamithato a bels6 variacios koefficiens vagy az intraassay variation (SD/atlag %).
Ertéke altalaban 10 % alatt fogadhaté el, s a méréstartomany 3, also, kdzépso és felsd

oszlopon tortént extrakcidja, s duplikat RIA mérése alapjan végeztem el mind a
6KPGF, mind a TXB> mérésnél - €s mindezt két méréssorozatban.

Alkalmazott mdodszeriinknél az intra- és interassay variacio nem csak a RIA
méréstechnika hibajabol adodott, hanem az extrakcios lépés folytan felleépo
pontatlansagok és technikai hibak is benne foglaltattak.

Azt, hogy az extrakcio lépései soran vittiink-e be a minta PG-tartalman kivul
olyan anyagot, amely a RIA-ban mért koncentracidkat megemeli, a "vak", azaz a
“procedure blank” vizsgalata adta meg. Ehhez 6KPGF és TXBy puffert extrahaltunk
a mintak kezelésével egyezé modon 3-3 C18 oszlopon, majd az puffer extraktumot
RIA-val mértuk.

Adott minta harom parhuzamos RIA mérése adott felvilagositast a RIA
pontossagara (precision). A bemérés (pipettazas), a hattér (pl. a mérécsd hattere) és
a radioaktivitas detektalas véletlen hibainak a nagysagara adott felvilagositast. A RIA
méréseknél altalaban 1-6 % kozétt van, s a méréstartomanyon belul nagysaga valtozo.
A precizioprofilt a telies méréstartomanyban felvettem kb. 150-150 db 6KPGF és
TXB2 minta parhuzamos értékeinek szorasa segitségével (cv % = SD / atlag * 100). A
precizidprofil a koncentracio tartomany also és felsé részén megemelkedik.

Irodalmilag a 6 % kordli cv % még elfogadhatd, a méréstartomanyt a 10 %-nal kisebb

cv %-ok tartomanya adja meg.
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A modszer érzékenységét (kimutathatosagi hatarat, detection limit) a B, érték

szorasanak kétszereséhez tartozé koncentracioként adtam meg, 15 méréssorozat
alapjan.
Megbizhatésag (accuracy): magaban foglalja a pontossagot és a torzitast, azaz a
mért érték eltérését a "valodi" koncentraciotdl. A megbizhatdsagi vizsgalaton belll
gyari kontroll szérum hianyaban a maodszer linearitasanak és paralellitasanak
vizsgalatat végeztik el.

Linearitas vizsgalat: ismeretlen PG-tartalmu kevert alapplazmahoz kiilénbozé,
ismert mennyiségli 6KPGF és TXB»> standardot adtunk (6KPGF mérésnél 3 esetben

50-100-150-200 ill. egy esetben 160-320-640 pg/mi-t, TXBo mérésnél 3 sorozatban

125-250-500-1000 és 1 esetben 100-500-1000 pg/mi-t). A bevitt koncentracio
fuggvényében abrazolhatok a mért koncentraciok, s ha a fuggvénypontokon at
hazhaté egyenes, melynek meredeksége 1,00 , akkor az eljaras megbizhatd és az
antiszérummal interferald anyagok mennyisége a mintaban elhanyagolhatd. A
tengelymetszet az alapplazma PG-tartaimat adja meg. Négy méréssorozat atlagaként
adtam meg a meredekség értékét.

Paralellitas vizsgalat: Az extrahalt kevert plazmaminta 1:2 1:3, 1:5 és 1:10-
szeres pufferes higitasaval készilt oldatokban is meghataroztuk a PG-tartaimat
(megfelelden higitott "0" extraktum hatter( kalibracidos gorbérdi leolvasva).

A 6KPGF és TXBy szinteknek az eredeti €s a higitott mintakban a higitassal
vald korrigalas utan meg kell egyeznitik a modszer belsd variacids koefficiensén belll,
ha a modszer megbizhatd. A paraleliitas vizsgalatot 2-2 mintanal végeztiik el.

A minéségellendérzéshez a 23, 108, 216 és egyéb irodalmak médszertani részei
adtak segitséget.

2.8. Statisztikai paraméterek

Az 6sszedllitas a (92,71) irodalmak felhasznalasaval tortént.

a. Atlag / szamtani kozép
STXj
2

X =

Xj = x aktualis értéke

n n = esetszam
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b. Széras / standard deviacio

% (x-%)2 Q
SD = =
n-1 n-1

c. Négyzetdsszeg / kvadratikus

(£x))2
QX = Z(XI_;(’)Z :Z Xj -

d. Szérasnégyzet / variancia
Q

V= (SD)2 =
n-1

e. Kdzepes szoras / standard error
SD
SEM = —

[

f. Variacios egyutthato / relativ széras
SD
cv% = — *100
X

g. Student féle t-teszt
Két csoport kozotti eltérés vizsgalatara normalis eloszlasu valtozo esetén
A kozds szoras

.)?1-.)22 nq *no

S nq+no

A t értékhez tartozo valdszinliségi szint (p) adott szabadsagi foknal (nq+no-2) t-

tablazatbol (92) kikereshetd. Két csoport kozotti eltérés lényegesnek tekinthetd, ha
p < 0,05 (szignifikancia szint).



38

h. Linearis regresszio
A regressziés egyenes y = a + bx alaku, ahol
S (XX (¥iy) Qxy
b= - =
(xi-x)2 Qx

és a=;-b;

i. Korrelacios egyitthato
SDxy Qxy

SDx * SDy Qx * Qy

j. Atherogén index / Klimov formula
Az atherogén és antiatherogén koleszterin-frakciok aranyat adja meg
0ssz-K - HDL-K
Al = K = koleszterin
HDL-K

Az eredmények értékelésénél felhasznalt Commodore 64 gépre irt programok:
-TT préba
- linearis regr.
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3. EREDMENYEK

A mérési eljaras kidolgozasa elsésorban a 6KPGF meghatarozasra iranyult
human plazmaban, mivel a TXBy mérésére leirt dietiléteres extrakciés modszer mar

rendelkezésre allt (147), masrészt a PGlo viszonylag alacsony koncentracidja a

plazmaban a tobbi eikazanoidhoz képest azt eredményezi, hogy az egyéb
komponensek a mérést erésen zavarjak. A 6KPGF és TXBo mérés beallitasa human

plazmakra iranyult, igy a tovabbiakban mérendé mintan gyermekek vagy felnéttek
egyedi vagy kevert, szigoruan standardizalt kérilmeények kozott levett plazmajat értem.

3.1. Kézvetlen/direkt RIA

A standard gorbét PG-mentes plazma (1 % Norit A, 10 perc) 100-100 pl-ének
jelenlétében vettiik fel. A plazmahatteret nem tartaimazoé, pufferes goérbéhez képest
6KPGF méréseknél a gorbe enyhén balra tolddott, jellegének szamottevéd modosulasa
nélkdl (6. abra). A TXBo kalibracios goérbe a 100 pl "0" plazma jelenléte miatt erésen

torzult (7. abra).

6. abra
B/BaA%
1004 B/ 20
X —X pufferes
) S 0---0 direkt
50
10 100 1000 6KPGF (pg/ml)
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7. abra
100 Bifig % X — X pufferes
O---0 direkt
50 -
10 100 ~ 1000 TXB, (pg/mi)

A direkt 6KPGF es TXBo mérések soran a 3-18 éves koru gyermekektdl vett

plazmamintak koncentracioi dénté tobbségben a mérési tartomany alsé hataran kivdl
estek (40db 6KPGF meéreésbdl 38, 23 db TXB2-bdl 23 esetben) (8. abra).

8. abra

Ky
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6KPGF (pg/ml) TXB, (ps/ml)
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Azért, hogy a meghatarozando PG szinteket néveljem, a 6KPGF méréseket
200, 300 és 500 pl plazma jelenlétében is elvégeztem. 200 pl "0" plazma jeleniétében
a gorbe méginkabb balra toldédott. 300 pl plazmanal a gérbe mar szemmel lathatéan
torzult, felfelé és jobbra tolodott. 500 pl plazmaval kétszeres antiszérum koncentracio
esetén sem lehetett kalibracios gorbét felvenni (6. abra).

A BofT és az ICgq értékek (50 %-os B/Bo-hoz tartozo antigén koncentracio)

valtozasat a plazma jelenlétével az 2. Tablazat mutatja be.

2. Tablazat

0 100 200 300 500

Bo/T (%) 460 384 269 398 1,1
IC50 (pg/ml) 384 296 240 420 -

200-300 ul "0" plazma hatterek jelenlétében 2-2 kevert plazmaminta 6KPGF
szintjét mértem, melyek tul alacsonynak bizonyuitak.

A TXBy direkt RIA mérése soran a kalibracios gorbe erésen lefelé torzult,

ennek megfeleléen a mintak alacsony értéket mutattak (8. abra). A Bo/T érték a
plazmahattér bevitelével 68,6 %-rdl 13,2 %-ra csokkent, igy a tovabbi direkt vizsgalat
értelmetiennek tint.

3.2. Extrakcio etilacetattal

Az extrakcids eljaras viszonylag egyszerd, a minta savanyitasa pH 4,5-re
tortént, mert tovabbi savanyitaskor az etilacetatos kézegben a fehérjék jelentds része
kicsapddott. Az etilacetattal haromszor extrahalt, vizzel mosott, majd pufferben
visszaoldott PG-mentes plazma extraktum jelenléte (100-100 pl) a RIA kalibracios
gorbét felfele, és féként a kisebb 6KPGF koncentracioknal a kevésbé érzékeny
tartomanyba tolta el a pufferes standard goérbéhez képest. Az eltolédas nem volt
parhuzamos. A Bo/T érték 56,9 %-rol 27,4 %-ra csokkent. Az extrakcid nem kielégitd
mindségére utal, hogy a visszanyerés hatasfoka 6KPGF-re az alacsony tartomanyban
a 100 %-ot jocskan meghaladta, a nagyobb koncentraciok felé pedig egyre csokkent
(3. Tablazat).



3. Tablazat

Bevitt (pa/cso)

4

Visszameért (pg/cso)

Visszanyerés (%)

16
31
62
125

31
41
45
56

1937
132,2
72,6
448

3.3. Plazma extrakcio dietiléterrel

A 6KPGF kivonasanak moédja a plazmabdl viszonylag egyszeri és szelektiv
volt ezzel a mddszerrel, a visszamaradt extraktum kevesebb volt, mint az elébbi
maodszernél. Az esetek mintegy 10 %-aban az extraktum beparlasa utan viz maradt
vissza, ezért ujabb éter vagy alkohol hozzaadas, és ismételt beparlas volt szitkséges.
PG-mentes plazma fentiek szerint nyert extraktuma (100-100 pl) a pufferes gorbéhez
képest a standard gorbét felfelé és jobbra, a kevésbé érzékeny tartomanyba , de
torzulasmentesen tolta el. A 6KPGF extrakcids gorbe jol hasznalhato volt (9. abra).

9. abra

B/Bo%
1004 "2

50+

X — X pufferes

0---0 etiléteres extr.

-

10

100

1000 6KPGF (pg/ml)
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A Bo/T érték az extrahalt "0" plazma hatasara 19 %-kal csokkent (41,6 vs. 51,2
%).

A 6KPGF standard torzsoldat PG-mentes plazmas higitasaval késziilt kontroll
plazmak direkt és extrakcid (melynek soran kétszeres dusitas is tortént) utani mérését
is elvégezve kovetkeztetni lehetett - a kontroll plazmak tartaimanak koézvetlen
leellendrzése mellett - az extrakcid hatasfokara is. Az eredmények dsszegezve a 4.
Tablazatban lathatok.

4. Tablazat
Bemert konc. Meghatarozott konc. Direkt Extrakcios
(pg/csd) (pg/csd) visszamérés hatasfok
Direkt Extrakcids (%) (%)
500 >400 229,0 - 22,9
250 226,3 120,6 90,5 24 1
125 1448 76,2 115,8 30,5
62,5 64,6 41,0 103,4 32,8
31,2 26,0 18,2 83,3 29,2
16,1 15,2 8,8 94 4 27,5
Visszanyeres atlag (£ SD):. 97,5+12,5 27,8+3,8

Az extrakcid atlagos hatasfoka 6KPGF-re 27,8+/-3.8 % volt. A direkt
meghatarozas regresszidos egyenesének egyenlete: Y=0,93*X+572 , r=0,988. Az
éteres extrakcids meghatarozas alapjan a bevitt és visszanyert értékek segitségével
huzhato regresszios egyenes egyenlete a kovetkez6 volt: Y=0,22*X+4,62 , r=0,997.

A plazma eredeti és meért koncentracidja kozétt erds volt a korrelacid, azonban
a modszer 6KPGF-re tlulsagosan alacsony hatasfokunak bizonyult. Az extrakcios
eljaras minéségének ellenérzéseként a mintakhoz hasonléan RIA puffert, petrolétert és
dietilétert paroltunk be és oldottunk vissza pufferben, hogy ezen fazisok "fals" anyag
bevitelére kdvetkeztessiink. Az éteres fazisok hozzajarulasa a mért 6KPGF szinthez
elhanyagolhatéan alacsony volt, mig a pufferé mérheté, de kismértéki volt (2-3
pg/cso).

Hat egészséges felnétt plazmamintai kozil kettdben a 6KPGF szint tulsagosan
alacsony, négy esetben viszont mérhetd volt, mely a vérvételi higulast, a kétszeres

dasitast és az extrakcios hatasfokot figyelembevéve 90-499 pg/mi kiindulasi plazma
koncentraciot jelentett. A modszerrel mérhetd legkisebb 6KPGF szint 40 pg/ml volt.
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Az éteres extrakciét hasonlé modon elvégeztem a TXBo meghatarozashoz, a
kétszeres dusitas alkalmazasa nélkial. A TXBo extrakciés RIA gorbe jellege a "0"

plazma extraktum hatterének hatasara nem valtozott, enyhe jobbra tolodasa

parhuzamos volt a pufferes gorbével (megegyezéen a (147) irodalommal).
3H-TX82 izotéptartalmu plazmak extrakcié elétti (Ag €s Bg) és azt kdvetd (Ay
ill. By) belitésszamai alapjan a hatasfok atlagosan 40,2 %-nak adédott (5. Tablazat).

5. Tablazat

Minta Beutésatlag (cpm)  Hatasfok (%)

Ag 7579
Ay 3230 426
Bo 7723

By 2918 37,8

3.4. Szilardfazisu (C18) extrakcio

A szilardfazisu extrakcid végleges formaja egyszerl, viszonylag kénnyen
elvégezhetd miveletnek bizonyult.

A kisérletek kezdetén a plazmakat kdzvetlendl, savanyitas nélkiil vittem fel az
dsszehasonlitani kivant Sigma, Sep-Pak és Samplex tipusu oszlopokra. Ebben az
esetben nem kaptam a dézissal aranyos visszanyerést. A plazmak savanyitasa pH
3-ra a visszanyerést a dozissal aranyos szintre emelte. A haromféle C18 osziop
kuldnbozéképpen viselkedett az extrakcid egyes fazisaiban (6. Tablazat). A kiindulasi
3H-jelzésli 6KPGF-et tartalmazo plazma sugarzasat 100 %-nak tekintve mértik az
egyes fazisokban megjelend beutésszamokat, s szazalékos eértékét szamoltuk.
Savanyitas nélkil felvitt plazma PG-tartalmat Sigma tipusu oszlop alkalmazasakor a
vizes és 10 %-os etanolos mosas eltavolitotta (35 és 60 %-ban). A Samplex és a Sep-
Pak oszloprol a viz nem, de a 10 % alkohol a 6KPGF 40-50 %-at lemosta.

A savanyitott plazma az oszlopokon erésebben koétédoétt meg, de ebben az
esetben is a Sigma oszlop volt a legkevésbé megfeleld, csak az alkoholos mosas
elhagyasaval lett volna hasznalhaté. A Sep-Pak és a Samplex patronon szelektiv
elucidkat lehetett végezni. A Samplex oszlopon az etilacetatos elucio utan kb. 5 %
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6KPGF maradt vissza a fazison, amit az abszolut etanolos regeneralas eltavolitott.
Megjegyzendd, hogy a méréseim ebben az esetben csak tajékozodo jellegliek voltak,
adataim altalaban két méréssorozat atlagait mutatjak. A tovabbi munka iranyanak
mérlegeléséhez azonban elégségesek voltak.

6. Tablazat
Savanyitas nélkili plazma  Sigma Sep-Pak Samplex
Kétszer felvitt plazma 1,8 1,0 3,0
Viz 347 3,7 3.2
10 % etanol 59,9 49,5 39,3
Petroléter 0,2 0,2 0,5
Etilacetat 3,3 452 50,1
Maradék 0,1 0,4 39
Savanyitott plazma Sigma Sep-Pak Samplex
Kétszer felvitt plazma 1,1 0,4 1,2
Viz 0,7 0 1,2
10 % etanol 81,4 0 1,1
Petroléter 0,2 0,4 0,8
Etilacetat 16,6 97,8 90,5
Maradék 0 1.4 52

Koénnyebb beszerezhetésége és kisebb koltsége miatt a tovabbiakban

Samplex oszloppal, savanyitott plazmaval és a tesztelt extrakcios moédszerrel
dolgoztam.

A Samplex oszlopon extrahalt, savanyi PG-mentes plazma jelenlétében (100
pl) a RIA kalibraciés gorbe alig tért el a pufferestdl (10. abra). Ismert 6KPGF tartaimu
kontroll plazmak visszanyerése a méréstartomanyon beliil allando, hozzavetblegesen
80,1+/-10,9 % volt, azonban 6t ismeretien plazmaminta kozil csak egy volt mérhetod,
négyben a 6KPGF szint extrém alacsony volt. Az egyébként is varhatéan alacsony
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koncentraciok miatt dusitast végeztem, beparlas utan az extraktumot az eredeti
plazmatérfogat felében, késébb 6tédében oldottam vissza.

A kétszeresre ill. Otszorosre dusitott plazmahattérben a kalibracios gorbe
csekély, torzulasmentes, egyenletes jobbratolédast mutatott (10. abra).

A Bo/T érték egyenletesen csokkent, az NSB % pedig nétt, de a kit mikodését
nem rontotta annyira, hogy a mérést megbizhatatlanna, pontatlanna tegye, ugyanis

irodalmi adatok szerint a Bo/T 33-50 % kozott idedlis. A gorbe jobbra tolédasat az
IC50 koncentracio emelkedésével jellemeztem (7. Tablazat).

10. abra
B/Bq% —
100! 59. o X X pufferes
............. C18 extrakcios 1x
w | C18 extrakcios 2x
T Aa—— ¢ C18 extrakciés 5x
50+
10 100 1000 6KPGF (pg/ml)
7. Tablazat
Gorbe Bo/T % NSB % IC50 (pg/csd)
Pufferes 62,0 2,1 22,2
Plazma disitas 1* 54,1 3,3 252
Plazma dusitas 2* 46,6 3,9 331
Plazma dusitas 5* 42,5 5,6 33,5

Mivel a 6KPGF RIA paraméterei a PG-mentes plazmaextraktum bevitelével s
Otszoros tomeényitésével sem torzultak tdlsagosan, a modszert alkalmasnak talalttam
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tovabbi vizsgalatok elvégzésére. A késbbbiekben részletezendd eredményeink szerint
a plazmamintak 6KPGF szintje dontdé tobbségben mérhetévé valt, igy 6tszérdésnél
nagyobb dusitasra nem volt sziikség.

A TXBo RIA vizsgalatadt ezek utan, és hasonlé modon végeztem, azzal a

kiilbnbséggel, hogy a magasabb koncentraciok miatt nem alkalmaztam dusitast a
visszaoldaskor. A pufferes TXBo RIA gérbe "0" plazma extraktum jelenlétében

kismértékben és torzulasmentesen szintén jobbra tolédott (11. abra).
11. abra

1004 B/Bo % X——X pufferes
hhhh Sre .\'”'&. ¢-----0 C18 extrakcids
50
10 100 " 1000 TXB, (pg/mi)

A plazmaextraktum hattér a TXBo mérésnél sem okozott a RIA paramétereiben

olyan mérntéki valtozast, hogy a RIA meghatarozas mindségét talsagosan rontotta
volna. A Bo/T érték mindig nagyon magas volt, féként a puffer hattér esetén (8.
Tablazat).

A 7. és 8. Tablazat utols6 soraban kiemelt értékek nem egyetlen, hanem a
késébbiekben végzett, 15-15 méréssorozat atlagos értékeit képviselik.

8. Tablazat
Gorbe Bo/T % NSB % IC50 (Pg/csO)
Pufferes 84,6 41 30,8

Plazmahattér (1*) 62,3 5,4 41,7




48

A modszer segitségével az ismeretlen plazmamintak TXB» tartaima mérhetéve

valt, ezért az eredetileg 6KPGF mérésre kidolgozott eljarast tovabbi vizsgalatokra
tartottam alkalmasnak a TXBo meghatarozas teriiletén is. A modszer eldnye, hogy a

mintaban a 6KPGF és a TXB> tartalom egyazon extrakciot kévetéen meghatarozhato

volt.

3.5. A PG-mentesités mindségellendrzése

Kevert human plazma PG-mentesitését 0,1; 0.3 és 1 %-os Norit A-val,
kilonb6z6 ideig (0-10 perc) végeztik. A lecentrifugalt feliliszd szokasos modon
végzett C18 extrakcidja utan RIA-val hataroztuk meg a PG-tartalmat. A 6KPGF-
mentesitéshez 0,3 % Norit A 5 perces mentesitése elegendd volt (9. Tablazat). A
TXB» tartalom megkétéséhez valoban sziikséges volt a javasolt 1 % Norit A (10.

Tablazat). A mentesitendé plazmaban az eredeti 6KPGF koncentracié 25 pg/ml, a
TXB2o szint 291 pg/mi volt.

A 10 perces 1 % Norit A-s mentesitést elfogadtuk.

9. Tablazat
Norit A 6KPGF (pg/ml)
(g/100 ml) Inkubaciés id6 (perc)
0 2 5 10
0,1 153 147 53 50
0,3 62 62 <29 <29
1,0 73 56 <29 <29
10. Tabiazat
Norit A TXB2 (pa/mi)
(g/100 ml) Inkubaciés id6 (perc)
0 2 5 10
0,1 2475 2747 2720 1931
0,3 231,2 236 16,3 24,5

1.0 136 280 <13 <13
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3.6. A Samplex C18 oszlop kapacitasanak ellenérzése

A Samplex oszlopok megfeleld regeneralasi lépések kozbeiktatasa utan
tobbszor felhasznalhatok voltak. Ugyanazon plazmaminta két oszlopon torténd
sorozatos extrakciojat végeztuk el (legelészér uj volt az oszlop), és meghataroztuk
minden egyes extrakcié utan a 6KPGF és TXBo szinteket (11. Tablazat). A 7.

hasznalat el6tt kénsavas regeneralast is beiktattunk a 2.7.6. 1. megjegyzése szerint. A
meghatarozott 6KPGF és TXBo szintek a kisfoku szérason kivil hatarozott tendenciat

nem mutattak. A 6KPGF szint az |. oszlopon 25,2+/-56 , a |ll. oszlopon 24,9+/-6,0
pg/mi-nek, a TXBp pedig 180,4+/-27,1 és 176,9+/-21,4 pg/ml-nek adddott. Az

oszlopokon megkotdédott fehérjék kénsavas eltavolitasa enyhén segitette a PG-
kotodést. (A 6KPGF mérésnél a viszonylag nagy széras (atlag 23 %) az alacsony
plazma szintbdl adédhat, abszolut értékben ez a széras nem olyan nagy).

11. Tablazat

Hasznalat 6KPGF (pg/ml) TXB2 (pg/ml)

sorszama I il l. I
1. 252 247 173,8 150,0
2, 314 358 165,0 179,3
3. 279 203 188,6 171,8
4. 29,8 20,3 220,8 1854
5. 26,9 281 209,7 216,3
6. 16,2 184 160,0 157.,5
¥ 18,8 26,9 1548 178,3

Vizsgaltuk az oszlopra felviheté plazmamennyiséget is ugyanazon kevert
plazmat hasznalva (12. Tablazat). A visszamért TXBo értékeket a plazmamennyiség
nem befolyasolta, atlagos értéke 171,7+/-27,1 pg/ml volt, mely egyezik a 11.
Tablazatban szereplé értékkel. A 6KPGF meghatarozas 5-10 ml plazma felvitele
esetén nem volt megfeleld, a nagy mennyiségl kisérébanyag a 6KPGF kotédését
zavarta az oszlopon.
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12. Tablazat

Plazmatérfogat (ml) 6KPGF (pg/ml) TXB» (pg/ml)

23,5 150,0
30,8 207,2
<3 150,9
10 <3 178,6

A késobbi gyakorlatban az oszlopokat 5-6-szor hasznaltuk, és a 4. extrakcio
utan kénsavas regeneralast iktattunk kézbe. A meghatarozandé mintakbdl 1,5-2 mi-t

vittink az oszlopra.

37. A Samplex extrakcios modszerrel kombindlt RIA  meghatarozas

mindségellenérzésének eredményei

3.7.1. Extrakcios veszteségek

Az extrakcidé egyes I|épéseinél a PG-tartalomban fellépd veszteségek
adddhatnak egyrészt az antigén nem tokéletes megkotédésébdl a oszlopon, masrészt
a tisztitasi Iépések soran is tavozhat el az oszloprél anyag. llyen irdnyd vizsgalat tortént
vazlatosan a 3.4. pontban a 6. Tablazat szerint. A Samplex oszlopot tovabb vizsgaltam
125 jelzett 6KPGF és TXBo tracert tartalmazo plazmakkal is. A lejové fazisokban

megjelend aktivitas utalt az extrakcios veszteségre, s az eredeti plazma aktivitasahoz
képest szazalékban adtam meg (13. Tablazat). 6KPGF vizsgalatoknal 7, TXBo-nél 5

sorozatmérést végeztiink, ezért az atlag és szoras értékeket tuntettem fel.
A 6KPGF és a TXBo az oszlopon jol és kelld erésséggel kétddott meg, a

tisztitasi lépések a TXBo esetében egy szazaléknél kevesebb hatdanyag-tartalom

veszteséget okoztak, de ez a 6BKPGF esetén sem érte el az 5 %-ot.
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13. Tablazat
1251.6KPGF (%) 1251.TXB5 (%)

Eredeti plazma 100,0 100,0
Plazma, kétszeri

felvitel utan 1,210,8 3,7+1,9
Deszt. viz 1,2+1,0 0,610,5
10 % etanol 1,110,3 0
Petroléter 0,8+0,6 0
Etilacetat 88,41+4,5 88,915,7

Az etilacetat eluens nem tavolitotta el az oszloprél a 6KPGF és TXB> teljes

egészét, de vizsgalataink szerint 8 ml etilacetat elegendé volt, mert a tovabbi
oldészerfelesleg mar nem tavolitott el szamottevé anyagot. (Itt nem részletezett
adataink alapjan viszont ekkora eluenstérfogatra sziikség volt megfelelé mindségi
extrakcidhoz). Az oszlop regeneralasara hasznalt etanollal az oszlopon maradt anyag
tokéletesen lemoshaté volt.

Megjegyzés: Tortént probalkozas az etilacetat kivaltasara abszolut alkohollal a
hatasfok novelésének érdekében. Ennek a cserének elénye volt, hogy mar 4 ml etanol
a 6KPGF-et 99 %-ban lemosta az oszloprél, ez kisebb olddszerigényt és rovidebb
bepariasi id6t eredményezett volna. Az alkoholos ellcié azonban nem volt elég
szelektiv, melyet a megnévekedett extraktum mennyiség és a Bo/T érték tovabbi, a
RIA "jésaganak" hataraig valé csokkenése (36,9 %-ra) is mutatott és a tobbi

paraméterben is kedvezétlen tendencia mutatkozott.

3.7.2. Az extrakcié hatasfoka és méréssorozatok kozotti, kiilsé variacid (interassay
variation)

Ismert 6KPGF illetve TXBo tartalmi kontroll plazmak extrakciojat elvégezve a

visszamért koncentraciok alapjan kdvetkeztethettiink a teljes eljaras (extrakcié és RIA)
hatasfokara. A kontroll plazmak koncentracio-tartomanya lehetéség szerint lefedte a
teljes tartomanyt, mely a mintakban eléfordult.

Ismeretlen mintakat is tartalmazé méréssorozatainkban rendszeresen
alkalmaztunk kontroll plazmakat, igy a hatasfokot szamos alkalommal teszteltiik. 8-13
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kilénbézd méréssorozatban meghatarozott visszanyerések atlagos hatasfoka kontroll
plazmakra 6sszefoglaléan a 14. és 15. Tablazatban lathaté.

14. Tablazat
6KPGF (pg/ml) n Hatasfok (%) cv %
31,2 8 77,0£15,6 20,2
62,5 12 80,3+12,8 15,9
125 12 79,1+10,5 14,6
250 12 76,5+12,3 16,8
31-250 44 78,3%13,0 16,6
15. Tablazat
TXB2 (pg/mi) n Hatasfok (%) cv %
62,5 10 83,0116,8 20,2
125 12 79,5+13,3 16,7
250 13 85,2+11,8 13,8
500 12 86,1+13,1 15,2
1000 10 79,1+12,6 15,9
62,5-1000 57 82,7¢¥13,4 16,2

Az extrakcids modszer hatasfoka a vizsgalt méréstartomanyon belal nem
mutatott valtozé tendenciat sem a TXBo, sem a 6KPGF meghatarozas esetén, atlagos

értéke 6KPGF-re némileg alacsonyabb volt. Mivel az ismeretlen plazmamintak
koncentracioja 6KPGF esetén dontd tobbségben 200 pg/ml alatt volt, TXBo szintjik
pedig altaldban 100-1000 pg/ml kozott, igy a vizsgalt kontroll plazmak altal lefedett
koncentracio-tartomany megfeleld volt. BKPGF mérésnél az alsé hatar (31 pg/ml) alatti
koncentraciok ugyan eléfordultak, de kisebb koncentracioknal a relativ szérédas mar
sokkal jelentésebb lett volna, noha abszollut étékben ezek a kiildnbségek nem voltak
olyan nagyok.
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A hatasfok szérasa segitségével meghatarozott variaciés egyitthatok jelen
esetben megegyeznek a kulsé vagy interassay variaci6 mértékével, mivel a
meghatarozasok kiilonbdzo, fliggetlen méréssorozatokban torténtek.

A kilsé variacios koefficiens tartalmazta médszerinkben:

- az extrakciés hibat

- a"0" plazma extraktum hattér kiilonbségét az egyes sorozatokban

- s mivel a RIA tesztek koltségessége miatt altalaban kb. 30 mintat 6sszevartunk a
mérésig, tehat ugyanazt a kontroll plazmat max. 1-3 alkalommal tudtuk mérni a tarolas
miatt megjelené hibak miatt, a kontroll plazmak eléallitasakor follépd kihigitasi hibak is
megjelentek az interassay variacios egydtthatéban, amely persze esetiinkben nem
szerencseés.

Fentieket figyelembe véve az atlagosan 16 %-os kiilsé variaciot elfogadhaténak
lehet tartani, féként ha e vegyuletek nehéz mérhetdségét figyelembe vesszik.

3.7.3. Méréssorozaton beliili széras (intraassay variation)

A belsd (intraassay) variacios koefficiens értékét a méréstartomany harom

szakaszan adtuk meg. Két méréssorozatban extrahaltuk 5-5 osziopon ugyanazt a 3 db
6KPGF és 3 db TXB2 kontroll plazmamintat. A belsé variaciés egyutthatét a mert

koncentracidk atlaga és szérasa segitségével hataroztuk meg (16. Tablazat).

16. Tablazat

6KPGF (pg/ml) l. (%) iIl. (%) Atlag (%)
31,2 8,4 10,6 9,5
62,5 1.1 8,5 9,8
250 8,2 7.8 8,0
TXB2 (pg/ml)
62,5 6,8 96 8,2
250 7,7 8,9 8,3

1000 6,9 10,2 8,5
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A belsé variacids koefficiens 10 % alatt volt a teljes vizsgalt tartomanyban,
6KPGF-re a 31,2-250 pg/ml tartomanyban atlagértéke 9,1 %, TXBo mérésnél 62,5-
1000 pg/mi koncentracio esetén 8,3 % volt.

Az intraassay variacios koefficiens magaban foglalta:

- az extrakciés hibat
- a RIA mérés hibajat.

A moédszer méréssorozaton beliili szérasa a mért prosztanoidokra nemzetkozi

szinten elfogadhato volt.

3.7.4. A "vak" kérdése (procedure blank)

A vizsgalat arra adott felvilagositast, hogy az extrakcié lépései soran vittink-e
be olyan anyagot, mely a méréskor a prosztanoid szinteket emelte volna. RIA puffer

extrakcidja alapjan a "bevitt PG-tartalom” minden esetben a méréshatar alsé szintie
alatt volt (6KPGF<3 pg/ml, TXB2<13 pg/mi).

3.8.5. Pontossag (reprodukalhatdsag, precision), méréstartomany, érzékenység

A parhuzamos RIA mérések véletlen hibainak nagysagara utald variacios
koefficiens (a mért atlagérték és annak szorasa alapjan) az ismeretlen plazmak

koncentracio-tartomanyaban irodalmilag elfogadhaté szinten volt (6KPGF preciziéprofil
12. &bra, TXB2 13. abra). A TXB2 RIA-nél a cv % minimuma 5 %, 6KPGF mérésnél 3

% koral mozgott, a parhuzamos TXBo szintek nagyobb szoérasat altalaban
megfigyelhettilk a standardoknal és a mintaknal is. Ennek lehetséges oka, hogy a
TXBo antiszérum, mely zselatinos pufferben volt liofilizalva, (a gyartd hibajabdl)
gyakran gombas befertézédést mutatott, feloldasa nehézkes volt, s hosszas razogatas
utan centrifugalassal tisztitottuk meg.

A 10 %-nal kisebb cv % értékekkel a precizidprofil alapjan kijeldlhetd
méréstartomany alsé hatara 6KPGF meghatarozasnal 11 pg/ml (4 pg/csd), TXBo

mérésnél 70 pg/ml (5 pg/csd) volt. Felsé hatara 6KPGF-re legaldbb 600, TXBo-re

pedig ugyanez legalabb 2000 pg/ml volt. Ennél magasabb koncentracié szintek mért

mintainkban nem voltak jellemzéek.
A modszer érzékenysége /kimutathatdsagi hatara/ (a Bo-2SD értékhez tartozo

koncentracio) 6KPGF-re 4 pg/ml, TXBo-re 25 pg/ml volt.
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12. abra

cv %
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3.7.6. Megbizhatosagi vizsgalat (accuracy)

Linearitas vizsgalat:

Kevert alapplazmahoz (pool) ismert mennyiségli 6KPGF és TXBo standardot
adtunk 4-4 (esetleg 3-3) koncentracibban, majd a szokdsos modon végeztink
extrakciot és RIA meghatarozast.

Egy 6KPGF és egy TXB> reprezentativ méréssorozat eredményeit a 14. abran
mutatom be, a tengelymetszet (b) az alapplazma koncentraciéjat adja meg, a
meredekség (m) eltérése 1,00-t6l az interferald anyagok jelenlétét mutatja. Az abran
jelélt méréssorozat eredménye a 17. Tablazat elsé soraban talalhat6. A tablazatban
tovabbi 3-3 méréssorozat eredményei is lathatok, az utolsé sorozatban csak 3-3
koncentracidban adtuk az alapplazmahoz a kontroll plazmakat.

14. 4bra
y BKPGF meghat. / TXB2 meghat
(pgiml) (pg/mi)

200 ] 10004
150 4 750 -
100 500

50 250 +

50 100 150 200 250 500 750
BKPGF bemeért (pg/ml) TXB5 bemért (pg/ml)

17. Tablazat

6KPGF bemeért (pg/ml) m TXBo bemeért (pg/ml) m

51,2 0,982 196,4 1,009
22,0 0,931 523,0 0,989
110,4 1,087 143,0 0,967

127,0 0,894 625,0 1,015




A linearitas vizsgalatban a felvett pontokon huzhaté volt egyenes
minden esetben, melyeknek meredeksége nem tért el jelentésen egytdl.

Paralellitas vizsgalat:

2 db kevert plazma extraktum négyféle médon tértént higitasa utan is meghataroztunk
RIA-val a 6KPGF és a TXB» tartalmat, megfeleléen higitott "0" extraktum hatter(

kalibraciés gorbérdl leolvasva. A lehigitott mintdkban meghatarozott koncentracidkat
(mért), visszaszorozva a higitasi tényezdkkel, meghataroztam, hogy az eredeti
plazmaban mekkora volt a koncentraci6. Ezek atlagos értékét fogadtam el, s
meghataroztam, ennek alapjan mekkora szintet kellett volna a higitott mintakban
mérnem (vart). A hibat szazalékos nagysagban tiintettem fel (mért/vart*100) (18, 19.

57

Tablazat).
18. Tablazat
6KPGF (pg/ml) Mért Vart Kal. % Mért Vart Kl %
Alapkonc. 184 176 45 73,6 81,4 -9,6
1:2 higitas 94 88 6,8 40,2 40,7 -13
1:3 higitas 56 59 -5,1 30,4 27,1 12,2
1:5 higitas 34 35 -2,9 17,3 16,2 6,7
1:10 higitas 17 18 -5,6 7,6 81 -6,2
19. Tablazat
TXB2 (pg/ml) Meért Vart Kil % Mért  Vart Kal %
Alapkonc. 680 680 0 453 465 -2,6
1:2 higitas 363 340 6,8 220 232 -5,2
1:3 higitas 200 226 -115 0 0 0
1:5 higitas 131 136 -3,7 93 92 1.1
1:10 higitas 74 68 8,8 50 46 8,7

A paralellitas vizsgalat eredményei azt mutattak, hogy a mért-vart értékek az
intraassay korrelacids egyiitthaté szintjén mozogtak, mely alatdmasztja az alkalmazott

maodszer megbizhatdsagat.
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3.8. Az extrakciés modszer alkalmazasa, human plazmamintak feldolgozasa

Kidolgozott médszeriinkkel lehetségessé valt a 6KPGF és TXBy szintek

meghatarozasa bizonyos vizsgalati csoportokban (kilonb6zé mértéki érrendszeri
veszélyeztetettség hatasa) és kontrollalhatd lett kilonféle anyagok fenti
prosztanoidokra gyakorolt befolyasa.

3.8.1. Egészséges gyermekek és kamaszkoriak 6KPGF és TXBo szintje

Az érrendszeri megbetegedések szempontjabdl negativ csaladi anamnézisq,
kontroll, egészséges fiatalok plazma prosztanoid szinti¢nek meghatarozasa a késébbi
vizsgalatainkhoz volt sziikséges. A feldolgozasra alkalmas 85 leany és 53 fiu értékeit

nemek és korcsoportok szerint bontottam fel. A nemi érés esetleges hatasat
figyelembevéve, a felbontas a serduldkor elétti, alatti €s utani 6KPGF, TXBo és

TXB2/6KPGF (TX/6K) arany értékeket tukrozi (leanyok 20. Tablazat, fiuk 21. Tablazat).
A 6KPGF és a TXB> szintek a fitkban enyhén magasabbak voltak, a TXBo szint az

életkorral foként a leanyokban kifejezetten csdkkent. A TX/6K arany a lanyokban
kezdetben magasabb volt és folyamatosan csokkent, fitknal a serdilékor idején
csokkent, majd nétt. Nemek kozotti Iényeges differencia ebben a bontasban egyik
vizsgalt paraméterben sem volt.

20. Tablazat
Eletkor 3-11 12-15 16 -19
Esetszam (n) 16 20 49
6KPGF (pg/ml) 52,9+ 9,5 60,7+7,7 493+ 57
TXBo (pg/ml) 295 + 52 243 + 28 183+20"
TX/6K 77+16 53+1,0 45+05"

atlag + SEM értékek, "1 p < 0,02 és " : p < 0,01, killbnbség a 3 -11 és a 16 -19
éves korcsoport kozott
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Eletkor 3-12 13-16 17 -20
Esetszam (n) 17 19 17

6KPGF (pg/ml) 68,7+ 9,8 799+95 54,1+69*
TXBso (pg/mi) 311+29 288 + 26 246 + 34
TX/6K 56+0,9 356+04%t 58+11%t

atlag + SEM értékek, *: p < 0,05 killénbség az el6z6 korcsoporthoz képest

A PG és lipidanyagcsere Osszefliggéseinek vizsgalatara a homeosztatikus
egyensdulyra utalé TX/6K aranyt 6sszevetettiik a lipidprofilt tikr6zé atherogén index (Al)
véltozassal, nemek és életkor szerint (15. abra). Az Al szintén a lanyokban volt
magasabb a pubertaskorig, majd a fitkban Iényegesen megemelkedett (a TX/6K
arannyal egyiitt) a serdulékor utan.

15.abra
LEANYOK
A TX/PG (x) AT (0) |
s
— 2,5
X X
L‘ —
-1
T T T
I II IIT.

FIUK
TX/PG (x) AT (o)‘
X X
+
+
T T T
I. IT. III.

3.8.2. 6BKPGF és TXB» szintek fiatalkori infarktusos csaladok gyermekeiben

Az érrendszeri megbetegedés szempontjabol veszélyeztetett helyzetben 1évd
gyermekekben jelentds eltérést talaltunk a negativ csaladi anamnézisi gyermekekhez

képest (22. Tablazat).
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22. Tablazat
Kontroll Veszélyeztetett
6KPGF leany (85) 52,7+ 4,8 (77) 38,4+ 3,4 "
fiuk (53) 67,9 5,4 (65)38,7£3,5
TXB, leany 218,3+27,5 261,5+24 4
fiak 282,1+28,9 258,5+33,0
atlag + SEM (pg/ml) ©: p<0,01,”" - p< 0,001

A 6KPGF szint mind a veszélyeztetett filkban, mind a leanyokban lényegesen
alacsonyabb volt, mely a fitkban még kifejezettebb volt, s a TXBo enyhe
csOkkenésével jart egyitt (mely azonban igy, életkori bontas nélkil, nem volt
szamottevd). Az atlagéletkorban a kontrollok és a veszélyeztetettek kozétt nem volt
Iényeges eltérés (2.1. pont).

Felmértiik azt is, hogy a kontroll leanyok ill. fiik értékei alapjan felallithaté 10
percentiles 6KPGF szintnél (10 %-os kiiszobérték) kisebb 6KPGF szint a
veszélyeztetett gyermekek hany szazalékaban fordult elé. Ugyanezt a vizsgalatot
TXBo esetén a fels6 10 %-os klUszob, azaz a 90 percentiles érték kijeldlésével
végeztik el. A 23. Tablazat adatai a kontrollok alapjan kijel6lt kiiszobértékeket és a
kéros értékek szazalékos gyakorisagat tinteti fel a veszélyeztetett gyermekekben.
Lathatd, hogy a koéros értékek masfél-kétszer olyan gyakoriak voltak a pozitiv
anamnézisii gyermekekben ill. fiatalokban.

23. Tablazat
Kiszébérték (pg/ml) Gyakorisag (vesz.) (%)
6KPGF leany 14,5 19,6
fia 11,3 16,9
TXBp leany 409 16,7

fia 430 16,9
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Medfigyelhetd, hogy bar a kontroll fitkban a 6KPGF atlagos szintje a lanyokénal
magasabb, a kijeldlt kiszobérték mégis a lanyoknal magasabb, az eloszlasgérbe
eltérd jellege miatt.

3.8.3. Korrelacié a koleszterin-frakcidk eltolédasa és a plazma TXBo koncentracié

kozott egészséges felnbttekben

Az egészséges felnbtteket nemek szerinti bontasban vizsgaltam. Mivel az
eletkorral valtozast kimutatni nem tudtam (ennél a viszonylag kis esetszamnal), az
adatokat 6sszevontan kezeltem.

A 6KPGF atlagos szintje (+/-SEM) nékben 55,3+/-4,5 , férfiakban 54,1+/-4,6
pg/ml volt. A plazma TXBo szintben szintén nem taldltunk nemi differenciat, a
koleszterin-frakcidkat illetéen a férfiaknal talaltunk eltolédast az atherogenitas felé
(magasabb osszkoleszterin és Al), a kildnbség azonban nem érte el a statisztikailag
szignifikans szintet (24. Tablazat).

24 Tablazat
n Ossz-Ch TXB2 Al
(mmol/l) (pg/ml)
Nék 41 55+03" 276427 3,840,3
Férfiak 37 6,240,3 " 265+36 5.3+0,4
Egyiitt 78 59+02 "  271+22 45403

atlag + SEM, " p < 0,05, p< 0,01 pozitiv korrelacié a TXB> szinttel

Az Osszkoleszterin és TXBo szint kézt mindkét nemben pozitiv korrelaciot
tapasztaltunk. Az Al és a TXBo kozott csak a nékben talaltunk szoros 6sszefliiggést

(24,25. Tablazat).
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25. Tablazat
Korr. egyenes r F
Ossz-Ch - TXB2 ndk 28,1*X+120,5 0,325 4,60
férfiak  50,8*X- 51,7 0,438 8,29
Al - TXB2p noék 38,7*X+127 1 0,482 11,83
férfiak  25,4*X+129,6 0,294 3,30

Az Osszkoleszterin és a TX/6K szintén pozitiv kapcsolatban volt egymassal mindkét
nemben (egydttesen Y=0,527*X+2,37 r=0,322 p<0,01), s ez volt érvényes az Al és a
TX/6K kdzoétt is (Y=0,371*X+3,81 r=0,287 p<0,02). A HDL és a TX/6K kdzbtt nem volt
kimutathaté 6sszefiiggés (r=0,04).

A 6KPGF egyik vizsgalt paraméterrel sem mutatott szoros kapcsolatot. A
korrelacios koefficiensek értéke a 6KPGF és az dsszkoleszterin ill. az Al k6zo6tt rendre
0,07 és 0,05 volt. A HDL-koleszterin és a 6KPGF kozotti kapcsolat tendenciajaban
pozitiv volt a férfiakban (r=0,12), nékben viszont a tendencia negativ volt (r=-0,23).

3.8.4. Kuraszerl halfogyasztas hatasa hiperkoleszterinémias onkéntesek 6KPGF és
TXB> szintjére

Haromhetes busafogyasztas hatasat vizsgaltuk magas kiindulasi koleszterin
szinttel rendelkezé 30 felnéttben. A vizsgalt paraméterek egyikében sem talaltunk nemi
vagy életkor szerinti differenciat sem a kura elején, sem a végén, s a két kulonbdzé
mennyiségl (heti 1000 vagy 1800 g) busa hatasa sem tért el egymastdl jelentds
mértékben. igy az 6sszes vizsgalatba bevont személyt egységes csoportként kezeltiik.

A halat az 6nkéntesek kedvelték, és a kura soran semmiféle mell€ékhatas nem
Iépett fel. A széleskorl vizsgalat eredményei kézill a halfogyasztas 6KPGF és TXB»
szintekre kifejtett hatasat mutatom be (26. Tablazat).

A haromhetes halfogyasztas a plazma 6KPGF és TXBo szinteket nem
befolyasolta jelentds mértékben. A vérlemezkék TXAo-termelé kapacitasat tukrozé
szeérum TXBo szint azonban a klra vegeére 27 %-kal csokkent. A vérlemezkeszam

allando értéken maradt.
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Kura elétt Kura végeén Két hét mulva
T=0 T =3 hét T =5 hét
Plazma 6KPGF (pg/ml) 53,7+ 19,4 48,3+ 19,8 48,3+ 16,4
Plazma TXB2 (pg/ml) 341,7+248,1  388,3+270,9 325,5%172,0
Szérum TXB2 (ng/mi) 513 +186 375 +146 43112175
Trombocitaszam (G/1) 231 42 219+ 47 250 +63

atlag + SD értékek,  p < 0,01 vs. kdra elétti érték

Két héttel a kira befejezése utan a trombocitdk TXBo termelé kapacitasa a
kiindulasi érték felé mozdult el, a plazma TXBo szintben viszont ekkor (késleltetéssel)
mutatkozott enyhe csdékkenés.

Az egyénenkeénti szérum TXB» szint valtozast illetéen az 6sszes 410 ng/ml
feletti kiindulasi szérum TXBo szint (a 30-bdl 18 eset) csdkkent a kura végére, mig az
alacsony értékeknél egyes esetekben ndévekedés volt tapasztalhatd. Mindez a TXAo-

termelés normalizalddasara utalhat a kura ideje alatt.
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4. MEGBESZELES

A sziv- és érrendszeri megbetegedések kialakulasanak elsé Iépései, a folyamat
kulcslépésének - ha van ilyen - tisztdzasa, s az atherogenezis megallitasa, sét
visszaforditdsa minden, ezen a teriileten dolgozo, kutaté hazai és kulféldi szakember
alma. Az egyre bovilé ismeretanyag apranként hozzajarul a targykor
feltérképezéséhez. Aggodalommal téitheti el a téma ismerdit, hogy az érelmeszesedés
korfolyamata sokkal hamarabb megkezdédik, mint azt régebben képzelték,
évtizedekkel korabban, mint ahogy a klinikai tinetek megjelennének.

A Kkorai elvaltozasok esetleges indikatorai lehetnek bizonyos potencialis
biolégiai jelentéségli anyagok felszabadulasaban és lebomlasaban bekdvetkezett
valtozasok is. Munkam soran az ebbdl a szempontbdl kiemelkedéen fontosnak tartott
PGl és TXAo keringésben mérhetd, stabil metabolitianak mérésére dolgoztam ki
eljarast, majd olyan vizsgalati csoportokat gy(jtottink ossze, melyekben a prosztanoid
anyagcsere megvaltozasait, eltolédasait tételeztiik fel.

4.1. A C18-szilardfazisu extrakcidval kombinalt RIA modszer értékelése

A prosztanoidok biolégiai mintaban torténé meghatarozasa szamos nehézséget
vet fel, kezdve a mintavétel maodjatol, idépontjatdl, egészen a mérésmodszer
megbizhatésagaig. Mindezek a nehézségek betudhaték tobbek koézott a PG-ok kis
koncentraciojanak, bomiékonysaganak, a képzédésik és lebomiasuk
érzékenységének kilsé stimulus hatasara, a nem kelléképpen ismert szezondlis,

ciklusos és napi ingadozasuknak, mint errél az 1.7. pontban részletesen sz6 esett.
A PGly és a TXAp kémiai modszerekkel kdzvetlenil nem is mérhetd,

keringésben |évé szintjikre elfogadottan a 6KPGF és TXBy metabolitok

.2z

jelenthet a mintagytjtés standardizalasa és a technikai problémak mellett az adott
metabolit eredete is, ezért a vérbdél térténé meghatarozast tartottuk a
legszerencsésebbnek.

Vizsgalataink soran a kisérleti korulmények maximalis standardizalasara
torekedtink. A vérvétel mindig éjszakai pihenés utan reggel, éhgyomorra tortént (2.2.
pont), adott vizsgalati sorozatban a vérvételt, a pipettazast és a mintakezelést gyorsan,
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és lehetdleg ugyanazon személy végezte. Az egyes betegcsoportok kivalasztasanal
térekedtink arra, hogy az életkor, nem, életvitel (dohanyzas, italfogyasztas,
gyogyszerhasznalat) szempontjabdl homogén legyen. A nemi érésiikben, vagy azon
tul 1évé leanyoknal é€s néknél csak a hormonalis antikoncipiensek befolyasolé hatasat
kiszoboltik ki, a menstruacidés ciklus fazisaira nem tudtunk tekintettel lenni,
eredményeink ezért természetszerlleg ndi atlagos értéket képviselnek. Egyes
tanulmanyok szerint a nékben a ciklus valtozé 6sztrogén szintje ellenére is allandoé a
kivalasztott PGlo és TXBo metabolit és az azt valészinlileg befolyasolé HDL szintje is

138,177).
( A) vérvételkor mindig ugyanolyan koncentracidban alkalmazott Nay-EDTA
gondoskodott a vér alvadasgatiasarol, az indometacin pedig megfeleldé mennyiségu
volt a ciklooxigenaz enzim, igy a tovabbi PG-szintézis gatlasahoz (50). A haemolizalt
vérmintakat nem dolgoztuk fel, mert a PGl, eritrocitdkhoz valé kétédése megvaltozott
plazmaszinteket eredményezhetett volna (239). A vért azonnal, vagy legkésébb
(hidegen tartva) 8 percen belil centrifugaltuk 4 ©C-on, majd a plazma szeparalasa
utan azonnal mélyhitéttik. A tarolas -25 OC-on tortént, polipropilén csdévekben,
maximum egy hdénapig.

A plazmamintak C18-extrakcidéjat a RIA mindig maximum 2 napon belil
kovette. Az extraktumok tarolasa ez id6 alatt is -25 ©C-on valdsult meg.

Ezek a korulmények irodalmi adatok alapjan megfeleléek voltak ahhoz, hogy a
plazma 6KPGF és TXBo szintek ne valtozzanak a mintakezelés és tarolas soran

(124,147,157). Hasonldan standardizalt korilmények kozott, 6t egymast kovetd napon
ugyanazon betegtdl levett plazmaminta 6KPGF és TXB, tartalma specifikus volt az
egyénre, s csak kismértéki, 10-12 %-os variacios koefficienst mutatott (124). Mi ilyen
iranyu vizsgalatot nem végeztiink, de mivel a mérési modszeriink hasonié volt,
feltehetéen a hibaforrasok donté részét a fenti mintakezeléssel sikertilt kikliszébolni.

A mérésmodszer bedllitasara szamos probalkozas tortént tobb, a
vilagirodalomban ko6zolt eljaras alapjan. Miiszerezettségiink és lehetéségeink alapjan
az érzékenységében és specifikusssagaban megfelelé RIA modszer tiint alkalmasnak,
mégpedig a magyar gyartmanyd 125)-jelzett izotdptesztek segitségével. A 125
radioaktiv izotép 60 nap felezési idejii, mely a vele valé munkavégzést kényelmessé
teszi, a triciummal ellentétben nem dusulhat fel, specifikus aktivitasa is nagyobb, és a
sugarzas detektalasa is egyszeriibb (108).

Kénnyen beszerezhetd, viszonylag olcs6, és nemzetkozileg elfogadott
minéseégl tesztekkel, az Izotdp Intézet (lzinta) 6KPGF és TXBs RIA kitjeivel
dolgoztunk, mely szinvonalas munkat tett lehetévé. Sajnos mas gyartmanyu kittel valod
Osszemeérésre nem volt lehetdségunk (illetve arrdl visszajelzés nem érkezett), de a
gyartok szobeli tajékoztatasa szerint a 6KPGF teszt egyenérték( az angol Amersham
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gyartmanyu teszttel, és a TXBo kit sem marad el annak megfelel6jétél. Mint minden

RIA tesztnek azonban, ezeknek a készitményeknek is megvannak a maguk korlatai,
mivel a rendkivil alacsony, pg/ml-es méréstartomanyban az antiszérum
specifikussaga gatat szab a sokkomponensi mintak PG-tartalmanak korrekt
meghatarozasanak. A plazmamintak direkt, kozvetlen mérése nem volt eredményes, a
kalibraciés goérbe a 100-100 pl PG-mentes plazma-hattér jelenlétében, a TXB»o
meghatarozasnal erésen torzult (7. abra). A 6KPGF mérésnél a gorbe csak enyhén
modosult, sét a kedvez6bb, alacsonyabb koncentracié tartomanyba tolédott 100 pl “0"
plazma jelenlétében (6. abra), azonban a mintak értékelhetetlenil alacsonyak voltak,
egészséges gyermekek plazmamintai kb. 5 %-ban voltak mérheték. A mintak
meghatarozhatésagahoz sziikséges, kb. 500 yl mennyiségl plazmatérfogat bevitele
azonban a kalibracios gorbe mindségeét jelentésen rontotta a 6KPGF mérésnél is.

A kalibracios gorbe felvételénél indokoltnak tiint a PG-mentes plazmahattér
létrehozasa (30,31), mert ezaltal a mintainkban az extrakcidé soran visszamaradt
"hatteret" atlagos mértékben kompenzaltuk, ezaltal jobban kézeliteni tudtunk a mintak
valés PG-tartalmahoz. A mérendé mintakbdl ésszekevert alapplazma (pool-plasma)
6KPGF és TXB» tartaimat 1 % Norit A-val 10-15 perces kevertetés soran kotottik
meg. Az eljaras megfelelé6 minéséglinek bizonyult (9., 10. Tablazat). A felhasznalt RIA
kitekben szintén csontszén szolgalt masodik antitestként a felesleges szabad
prosztanoidok eltavolitasara.

Human plazmamintak vizsgalatanal nemzetkozileg szikségesnek tartott a RIA-t
megeldzo szelektiv PG-extrakcié, melynek tobbféle modja lehetséges (1.7. pont). Az
egyszerl, egyféle oldészerrel vagy oldoszer-keverékkel végzett tébbszor extrakcio
(etilacetattal, hexan-izopropanol eleggyel) utani plazma hattér esetinkben a RIA
paramétereit (Bo/T érték, a gorbe karakterisztikus jellege) jelentésen kedvezétlen
iranyba befolyasolta, igy a vizsgalt eljarasokat elvetettem.

igéretesnek tlint viszont az Gsszetett, tébb szelektiv mosasi lépést is tartalmazd
dietiléteres extrakcié. Az eljarast a 3H-PGF2£,1 Izinta kit leirasaban ajanljak a gyartok a
plazma elékészitésére, illetve szerepel dr. Mucha |. dolgozataban a TXBy mérés
eldkészitésére (147). A dietiléteres extrakcié soran a RIA paraméterei a PG-mentes
plazmaextraktum-hattérben sem torzultak jelentésen, a gérbe enyhén jobbra tolodott ill.
nem véltozott a 6KPGF és a TXBo mérésnél, a Bo/T érték enyhén csoékkent. Az
extrakcié mindsége bizonyos tekintetben megfelel6 volt (alacsony "procedure blank”, a
méréstartomanyban allandé hatasfok), azonban a rendkivil alacsony extrakcios
hatasfok alkalmazhatatlanna tette. A mérés hatasfoka 6KPGF-re hozzavetblegesen
30, TXBo-re kb. 40 % volt. Utdbbi az emlitett értekezésben pontosan kimérve 52 %-
nak adddott (147), azonban az amugy is varhatéan alacsony 6KPGF szint miatt ez a
maddszer nem volt hasznalhato.
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Az AA metabolitok szelektiv kinyerésére bioldgiai mintakbdl igen nagy
segitséget nyujt a W. S. Powell altal 1980-ban bevezetett C18-fazisu extrakcio (175).
Egyszerisitve olyan eljarasrél van sz6, mely a savanyitott minta prosztanoid
tartalmanak megkotése utan az egyéb (lipidszeri) anyagokat szelektiv mosasokkal
eltavolitja, vegll a prosztanoidokat kdzepesen polaros olddszerrel eludlja, s az
oldészer beparlasa utan az extraktumot pufferben oldja vissza. Ez az egyszerisitett
minta vilagszerte elterjedt, bar a Iépések szama, s az alkalmazott oldészerek kisebb-
nagyobb mértékben valtozéak. Kis atalakitassal sikerilt fecskendére illeszthetévé tenni
a Magyarorszagon el6allitott €s kdnnyen beszerezheté Cqg-lancokkal apolarositott
szilikagél tartalmu Samplex C18 oszlopot, s a vizsgalatokat ezzel folytattam. Kulféldrol
hasonlo patronhoz hozzajutnunk akkoriban hosszadalmas lett volna és a folyamatos
utanpotias szintén gondot okozott voina, anyagi lehetéségeinket nem szamitva.

Eljarasunk soran csak az erésen savanyitott plazma kétédott meg az osziopon
kelld erésséggel (6. Tablazat). Az egyes lépések soran fellépé veszteségeket 3H-
6KPGF, 1251.6KPGF és 1251-TXB, radioaktiv antigént tartalmazo plazmak

segitségével vizsgaltam meg, az egyes fazisokban megjelené radioaktivitas alapjan. A
mintak 6KPGF és TXB» tartalma atlagosan 95-99 %-ban maradt az oszlopon kétszeri
felvitel utan (13. Tablazat). A plazma kiséré anyagait a kdvetkezd szelektiv mosasi
Iépések tavolitottak el: viz - a nagyobb lipidmolekulak és egyéb gyengén koétédo
polaros anyagok; 10 %-os etanol - foszfolipidek; petroléter - neutralis lipidek és nem tal
polaris, nyilttancl zsirsavak. Az egyes mosasi Iépések soran nem tortént jelentds
szubsztrat-veszteség, a TXBo tartalom gyakorlatilag valtozatlan maradt, a 6KPGF kb.
1-1 %-kal csokkent minden Iépésnél (6,13. Tablazat). Nagyobb ingadozast az
etilacetatos fazis prosztaglandin tartaima mutatott, atlagos értéke 6KPGF-re 88,4+/-4,5
%, TXBo-re 88,9+/-5,7 %-nak adodott 7 ill. 5 méréssorozat alapjan.

Az alkalmazott Samplex oszlopot Gsszehasonlitottam kétfajta nyugaton
beszerezheté C18 fazissal. Megallapitottam, hogy a Sigma téltet nem, az irodalomban
elterjedt Sep-Pak oszlop viszont 6KPGF mérésre valoszinlleg jobb hatasfokkal
alkalmazhato, fentiekben vazolt nehézségek miatt azonban megelégedtink a szintén
jol alkalmazhaté Samplex oszloppal.

A C18-extrakcioval kombinalt RIA eljaras mindségellenérzéséhez szamos
kézikdnyv és kdzlemény segitséget adott (23,92,108,124,216).

A 6KPGF és TXBo RIA paraméterei a PG-mentes plazma C18-fazisu

extraktuma jelenlétében kismértékben eltolédtak a pufferes kdzegiihdz képest. A Bo/T
érték mind a 6KPGF, mind a TXBp kitben az irodalmilag elfogadott 50 %-ot
meghaladta az eredeti 6sszeallitasban, igy ennek csékkenése az extraktum miatt nem

okozott problémat. A zajszintet jellemzé "vak" érték (NSB/Bo %) az irodalmilag
elfogadott 5 % kéruli értékre emelkedett, TXB> mérésnél enyhén meghaladta. A
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kalibracios gorbe a 6KPGF RIA-nal alkalmazott 6tszords dusitas ellenére sem tolédott
el erésen, enyhe pozitiv irdnyu eltolédasa gyakorlatilag torzulasmentes volt (az IC5( -

az 50%-os kotéshez tartozo antigén koncentracio - mintegy 10 pg/csé szinttel nétt). A
TXBo mérésnél hasonloan kismértékl eltolddas volt tapasztalhaté (10,11. abra, 7,8.

Tablazat).

Az eljaras hatasfokara ismert 6KPGF ill. TXBo tartalimu kontroll plazmakkal
végzett extrakcio segitségével kovetkeztettem. A visszanyerés aranya a vizsgalt
tartomanyban kézel allandé volt. Atlagos értéke a 6KPGF esetében 78,3+/-13,0 %,
TXBo esetén 82,7+/-13,4 % volt (14,15. Tablazat). Ez az atlagos hatasfok nem
tulsagosan magas, mas PG-okra a C18-extrakci6 esetleg jobb hatasfokkal is mikddik.
N. Maurin hasonléan végzett, a késobbiekben kicsit részletesebben vizsgalt
modszerében a hatasfokot 6KPGF-re szintén 80 %-ban allapitotta meg, W. Siess és F.
Dray pedig Sep-Pak extrakciojaval 75-85 %-os visszanyerést adott meg 6KPGF-re. A
variaciés koefficiens (a hatasfok szazalékos szérasa) a méréssorozatok (melyek
atlagos szama egy-egy koncentracidban 12 volt) koézétti kiillonbségeket mutatja, mely
igy az un. interassay vagy kiilsé variaciés koefficienssel egyezik meg. Ertéke az
extrakcidos hibakbol, az egyes RIA tesztek és a PG-mentes plazmak
kalénb6zéségébdl, a tarolas és egyéb koriimények hibajabdl adédott 6ssze. Sajnos
kontroll szérum a nehezen mérhetd prosztanoidokra nincs, igy a kontroll plazmakat
magunk allitottuk eld, folyamatosan készitettiik. Az elért 16 %-os méréssorozatok
kozotti szorast ezért elfogadhatéonak tartom. Mas munkacsoportok szintén hasonlo
nagysagu kilsé variaciot irtak le médszerik soran (124,145).

A méréssorozaton beliili széras ennél joval kisebb volt, a koncentracio
tartomany also, kdzépso és felsd részén sem érte el a 10 %-ot. Atlagos értéke 6KPGF-
re a 31,2-250 pg/ml tartomanyban 9,1 %, TXBo-re a 62,5-1000 pg/ml koncentracidban
8,3 % volt (16. Tablazat). Nemzetkozileg a 10 % alatti belsé variaciés koefficiens
ertékeket fogadjak el, mely tehat technikankban megfeleld volt.

Jo minéségl extrakcios eljarasra utal, hogy az extrakcios lépések soran bevitt
anyag, az un. procedure blank gyakoriatilag elhanyagolhatdé mértéki volt (3.7.4. pont).

A RIA fontos jellemzéje a pontossag, reprodukalhatéosag, mely a véletlen hibak
nagysagarol tajékoztaté adat; irodalmilag RIA eljarasoknal 5-6 %-ig fogadjak el jo
mindséglinek. A koncentracié tartomany alsé és fels6 végén a precizidprofil
megemelkedik, igy a 10 %-osnal kisebb variaciés koefficienssel jellemezhetd részt
lehet korrekt méréstartomanyként elfogadni. A precizioprofil alapjan az alsé hatar
6KPGF meérésnél 11 pg/ml, TXBo meghatarozasnal 70 mg/ml plazma koncentracional
volt kijelolheté (ez a RIA extrakcidos standardgorbéjén a 36 ill. a 14 pg/csd
koncentracional Iépett fel). Itt jegyzem meg, hogy a plazmaban mért koncentraciokat
mindig pg/ml egységben adtam meg, mely ugyan eltér az Sl (pmol/l) egységtdl, de a
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hasznalt RIA kitekben és az irodalomban is elterjedt, sok esetben még nem maodositott
arégi egység.

Plazmamintaink 6KPGF tartalma tobb esetben is alacsonyabb volt a 11 pg/ml
szintnél, azonban a szamitasokbdl ezeket mégsem hagyhattam ki (pl. veszélyeztetett
gyermekek), mert az az eredményt jobban meghamisitotta volna, mint az igy fellépé
pontatlansag. Normal, egészséges lakossag korében gyujtétt mintainkban az ilyen
alacsony szint nem volt jellemzé.

Mintaink donté tobbsége a moddszerlinkkel mérhetévé valt, és a
méréstartomanyba esett. Feldolgozott mintaink 5 %-aban volt a 6KPGF szint tulzottan
alacsony és értékelhetetlen (3 pg/ml-nél kisebb), mig a TXBo koncentraciét 1 %-ban
talaltuk tul magasnak (5000 pg/ml felett) vagy tal alacsonynak (15 pg/mi alatt, s ez
esetenkeént aszpirin vagy Colfarit szedésének kdvetkezménye volt). Tulsagosan magas
(1200 pg/ml feletti) 6KPGF szintet egyetlen mintaban sem mértiink.

Az altalunk megallapitott 6KPGF és TXB» szintek human plazmaban (melyeket
majd a 4.2. pontban részletesen elemzek) egy nagysagrendbe estek a hasonlé, C18-
extrakcioval kombinalt RIA eljarasok eredményeként lekozolt, és nemzetkodzileg
dontéen elfogadott koncentracidkkal (31,57,124,150). A vérvétel, mintakezelés és
tarolas szempontjabél hasonlé, valamint a modszertanilag 6sszevetheté C18-
extrakciés RIA meghatarozas eredményeként N. Maurin a mar idézett kozleményében
(124) 18-25 éves egészséges Onkéntesek esetén 70-120 pg/ml-ben (atlag 92 pg/mi)
hatarozta meg a 6KPGF szintjét. A TXBo méréshez etilacetattal végzett 3-szori

oldoszeres extrakcidt, a mi esetiinkben ez sziikségtelen volt, mivel a C18-extrakcio
megfelelé volt TXBo-re is, igy mindkét prosztanoidot egyazon maédszerrel hataroztuk
meg. Maurin a Baker C18 oszlopon 80 %-os, reprodukalhaté visszanyerést tudott
elérni. Bar ennek megfelelé hatasfokot értiink el mi is, Maurin modszere eltér a fazis
mindségében, nem hasznal 10 %-os alkoholos és petroléteres mosast, 3 mi mintat
visz az oszlopra és 7 ml etilacetattal elual, ill. mas RIA kittel mér. Ennek ellenére a két

modszer kozott nincsenek Iényeges eltérések, bar a mi mddszerinket vélem némileg
precizebbnek. Megjegyzendd, hogy az emlitett kézleményben a TXBo-t mas médon

extrahaltak, a meghatarozott TXBy szintek mégis a miénkhez hasonléak voltak, 220-

370 pg/ml (atlag 290 pg/ml). L. Roy, J. Mehta és P. Mehta munkacsoportja a
nyolcvanas évek elsé felében szamos tanulmanyt lek6z6lt, melyekben féként a PGlo

érrendszeri szerepével foglalkoztak. C18-RIA moddszeriikkel az egészséges

Onkéntesek plazmai alapjan az atlagos 6KPGF szintet 64+/-14 pg/ml-re (n=23), a
TXBo-t 175+/-35 pg/ml-re tették (185). Lényegében az altalunk alkalmazottnak

megfelel6 moédon végzett meghatarozassal R. J. T. Ouwendijk és munkatarsai
atlagosan 118 pg/ml TXB> szintet irtak le 17 egészséges feinétt mintai alapjan (163).

A. V. Tokar és A. |. Negarae az Izinta RIA kittel végezte a mérést, s bar mddszeriiket
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nem részletezték, 6KPGF-re 100, TXBo-re 150 pg/ml korili atlagos értéket kaptak 35-

75 éves egészséges korosztalyban (225). Az emlitett kézleményekben megvaltozott
prosztanoid szinteket mutattak ki magasvérnyomas, majcirrhosis, trombocitosis és
dohanyzas esetén, mely utalhat e modszerek alkalmassagara és alkalmazhatésagara.

Annak oka, hogy mas modszerekkel (HPLC-RIA, GC/MS) a fenti 6KPGF és
TXBo koncentracioknal altalaban egy, esetleg két nagysagrenddel is alacsonyabb
szinteket hataroznak meg (43,145), a RIA-ban kifejlesztett antiszérum nem kellé
specifikussagaban keresheté. Ebben a nagyon alacsony koncentracioé-tartomanyban
nagyon nehéz pontosan mérni, s teljesen specifikus antitestet teljesen tisztan izolaini.
Mintaink PG-tartaimanak 0Osszemérésére HPLC vagy GC/MS modszerek
valamelyikével nem volt lehetéséglnk. Az alkalmazott eljaras mellett sz6l azonban az
a tény is, hogy mi is és mas kutatécsoportok is az egyes vizsgalati csoportok kozott
tudtunk olyan kuldnbségeket és dsszefiiggéseket kimutatni, melyeket szamos irodalmi
tény alatamasztott, s melyekrél bévebben a tovabbiakban esik majd szo.

C18-extrakciés RIA modszerink mindéségellenérzése soran utolséként a
megbizhatdsagi vizsgalatra térek ki. Ennek lényege annak meghatarozasa, hogy a
minta mért PG-tartalma mennyiben tér el annak valodi tartalmatél. Mivel valédi kontroll
szérum nem all rendelkezésre, az ilyen esetben alkalmazhaté linearitas és paralellitas
vizsgalatot végeztem el (3.7.6. pont). Kevert alapplazmahoz térténd 6KPGF és TXB»
standardok hozzaadasa a mért prosztanoidok szintjét linearisan novelte meg. Az
egyenes meredeksége nem tért el jelentésen egytdl (4-4 méréssorozat alapjan a
meredekségek atlaga 0,974 és 0,995 volt 6KPGF és TXBo méréseknél). Ez azt
mutatja, hogy az extrakcié utan az antiszérummal interferalé anyagok szintje minimalis
volt. A paralellitas vizsgalat a mintak higitasa utan a mért koncentraciocsokkenésbél
kdvetkeztet a mérés megbizhatésagara, s szintén az interferalé komponensek
mennyiségére ad felvilagositast. Két minta négyféle higitasat (2-10-szeres) végeztem
el, s megfelelé pufferes higitasu standardgérbérdl olvastam le a koncentraciokat.A
higitott mintak mért értékének eltérése a vart éntéktdél a belsdé variacios koefficiens
mértékét nem haladta meg sem a 6KPGF, sem a TXBo> meghatarozaskor.

A modszer mindségellendrzése alapjan ugy vélem, hogy sikerilt egy jol
alkalmazhaté , egyszer( tisztitasi Iépésekbdl allé, oldészertakarékos C18-extrakcios
modszert kidolgozni, mely jol illesztheté volt az Izinta altal készitett 6KPGF és TXBo
RIA tesztekhez. A viszonylag egyszer( extrakcios lépés elvégzése utan a RIA kit jo
hatasfokkal és mindséggel dolgozott. Az extrakcié lehetévé tette e két eikozanoid
szelektiv kinyerését a bonyolult rendszert képviseld vérplazmabdl, s a 6KPGF szint
méréséhez szikséges Otszoros dusitast is lehetévé tette a RIA paramétereinek
jelentds mddosulasa nélkiil.
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A modszer hatranya, hogy a 6KPGF mérésnél - a minta extrakcié soran tortént
Otszorés dasitasa utan is - a mért koncentraciok zéommel a méréstatomany alsé
szakaszara estek, ahol a RIA pontatlanabba valik. A minta még nagyobb dusitasa (pl.
tizszeresre) valdszinlleg javitana a mintdk mérhetéségét, de azt is alaposan meg
kellene ebben az esetben vizsgalni, hogy a plazmaextraktum-hattér hogyan valtoztatna
meg a RIA mindségét. Esetiinkben mivel a vizsgalatok zome gyermekeken tortént, a
levett vérmennyiség minimalisra csokkentése nagyon fontos szempont volt, s
megelégedtiink a még megfeleld 6tszords dusitassal.

A fentiek ismeretében megvizsgaltuk a kidolgozott mddszer gyakorlati
alkalmazhatosagat kulonb6z6 vizsgalati csoportok mintainak feldolgozasa soran.

4.2. 6KPGF és TXB> szintek korai érelmeszesedésben, prevencios lehetéségek

Bar a mult szazad kozepétdél megjelent tanulmanyokban szamos elképzelés
latott napvilagot az érelmeszesedés kialakulasanak és kifejlédésének mechanizmusat
illetéen -, beleértve a hemodinamikai tényezdk, bakterialis és viralis patogének, zsirok,
gyulladasos folyamatok szerepét -, az érelmeszesedés a jelenleg leginkabb elfogadott
elképzelések szerint az érfalsériiléssel és a létrejott valaszreakcidk sorozataval
kezdédik. A human atheroszklerdzis lassan kifejlédé betegség, mely féként a nagy
artériak intimalis és szubintimalis rétegét érinti. R. Ross és J. A. Glomset feltételezték,
hogy az artéridas endotélium sériilése a kiindulopont, az ismétlédé vagy folyamatos
serulésekkel a simaizomsejtek proliferacioja, valamint a kotészovet és a lipidek
felhalmozddasa kovetkezik be (183,184). Egyrészt az endoteliumbdl felszabaduld
ndvekedési faktorok segitik elé a sejtszaporodast, mas elképzelések szerint pedig a
hiperkoleszterinémia a lipidakkumulacio és habossejt képzddés kivaltdé oka.
Napjainkban egyre nagyobb teret nyer az éreimeszesedés virushipotézise is (146).

A normalis funkcidja, intakt endotelium nontrombogén, gatolja a trombocitak
kitapadasat. Az ép endotelium csak laminaris véraramlas esetén marad fenn, a
véraramlas zavarai esetén (lelassult véraram vagy éppen a tul nagy nyirasi
igénybevétel, low/high shear stress) az endotél sejtjei sériilnek, s a trombocitak elészér
egy rétegben fedik be, majd az érfal tobbszori sérilése kdvetkeztében trombusok
képzddnek. Az érfalsériilés oka nem teljesen tisztazott, a véraramlas zavarain kivil a
hipertenzié, vérlemezke faktorok, antigén-antitest komplexek, endotoxin, diétas
problémak, dohanyzas, anyagcsere zavarok, stressz, stb. is okként szerepelhetnek. A
trombocita aggregaciéhoz szamos mechanizmus hozzajarul: a kulsé kollagén, a

véralvadasi rendszer aktivalodasa soran szabadda valé trombin, valamint a
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trombocitakbdl felszabaduld szerotonin, ADP és TXAp mind-mind elésegiti a
trombotikus folyamatot (210). A TXAo hatékony vérlemezke aggregator és
érosszehuzo anyag is egyben. Az aggregaciot az intracellularis kalcium mobilizalasaval
és a trombocitamembran glikoprotein lib-llla komplex receptoranak konforméaciés
valtoztatasaval éri el, igy szabadda teszi a fibrinogén és von Willebrand faktor
kotéhelyeket, s ezzel tovabbi trombocitak megkotodését idézi eld (195). Az artériak
koleszterin tartalma szintén néveli a kalcium permeabilitast és a TXBo szintet
(199,212).

Az ismételt érfalsérilés lipidben gazdag atheroszklerotikus léziock kialakulasat
segiti el6, még normolipémias egyedekben is. A lerakodott lipidek eltavolitasaért az
érfalba migralé monocitak felelések, de a zsirokkal megrakott habossejt makrofagok a
plakkbdl mar nem képesek eltavozni, sét a belbliik felszabadulé vazoaktiv faktorok
(PGE>, szuperoxid anion) hozzajarulnak a folyamat sulyosbodasahoz.

Az érelmeszesedésben a vérlemezkék aktivalédasa mellett a koagulaciés és a
fibrinolitikus rendszer is fontos szerepet jatszik. A trombin elbésegiti a fibrin
felszabadulasat, mely a trombocita aggregatumot stabilizalja és allandésitja a
trombust.

A trombocitdk szerepe az érelmeszesedés kifejlddésében a fentiek alapjan
nagyon lényeges, amit az is igazol, hogy kis trombocitaszamu, azaz trombocitopénias
nyulakban atheroszklerotikus Iéziok nem fejlédtek ki az érfal tobbsz6r megsértése utan
sem (210).

A kiterjedt trombusok annyira megvastagodhatnak, hogy az érlument teljesen
leszlikithetik,a véraramlast elzarhatjak (infarktus). Az érgércs és a trombus-embolia
szintén az atheroszklerotikus plakkok képzddésének sulyos kévetkezménye.

Az endotelium felelds normal korilmények kozoétt az érfal relaxacidjaért, ami
medfigyelések szerint a plakkok kifejlédésével parhuzamosan csokken (22). Azért,
hogy az endotelium meg tudja tartani az érfal nyugalmi helyzetét és a vér fluiditasat,
sejtjei sokféle aktiv anyagot szintetizalnak, nagy molekulakat, pl. fibronektint,
plazminogén aktivatort, interleukin 1-et, és tobb kisebb tomegl ndvekedési faktort és
egyéb anyagot, PGlo-t, endotél eredetl relaxaciés faktort (EDRF, azaz nitrogén-
monoxid, NO), endotelin-1-et, stb. (51,231). Ezeknek az anyagoknak a termelése
intracellularis messengerek (CAMP, cGMP, kalcium ionok) koncentraciéjatol fiigg, de
feed-back hatas révén azok mennyiségére vissza is hatnak. Felszabadulasukat
befolyasolija emellett az érfal egyéb sejtekkel torténé kolcsdnhatasa (trombocitak,

leukocitak) és a plazma komponensei (bradikinin, trombin, stb.).
A PGl kiemelkedik az emlitett anyagok koziil abban, hogy a vérlemezkék

<z

adenilat ciklaz enzim aktivalasan keresztil fejti ki, és igen potens annak ellenére is,
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hogy a cirkulaciéban gyorsan inaktivalédik (13,85,193). Meghatarozott szintje ezért
inkabb a helyileg, az érszovetben felszabadult mennyiségére utal. Az éreimeszesedés
kezdetén koncentracioja atmenetileg emelkedik valamely kémiai vagy mechanikai
stimulus hatasara, majd a folyamat progresszidjaval a plakkok PGly termelése

lecsokken. Ebben fontos szerepet jatszanak a felszabaduld lipidperoxidok
(7,58,154,203). A PGIlo termelé kapacitas az életkorral €s szamos mas betegségben is

csokken.
A PGlo tobb mas jotékony hatassal is rendelkezik. Ezek kézil kiemelend6 a

simaizomsejtekben felhalmozott koleszterin-észterek hidroliziséért felelés enzimek
aktivalasa, s a makrofagok koleszterin-észter akkumulacidjanak csokkentése,
bizonyos novekedési faktorok gatlasa (70,119). A trombusok fibrintartalmanak
oldédasat a fibrinolizis novelésével segiti eld, illetve gatolja a trombocitak fibrinogén
kétdhelyeinek aktivalddasat (143,144).

A trombocitdk alakvaltozasa (korong alakrdl tliskés gbmbre), a

szubendoteliumhoz tapadasa, a szekrécié és az aggregacio teliesen gatolhaté a
vérlemezkék PGly elékezelésével. A PGly a trombocita specifikus receptorahoz

(PGE4/PGl>9) kotddik, majd ennek kdvetkeztében a sejten bellli CAMP szint emelkedik,

s ez tobbek kozott bizonyos proteinek foszforilacidjat idézi elé a cAMP-fiiggd protein

kinaz C-n keresztil. Ez a folyamat szintén részét képezi a vérlemezkefunkciok
gatlasanak és a PGl sejtvedd hatasanak (5,20,199).
Mig a PGly kedvezd hatasait dontéen a cAMP szintjének emelésén keresztil

fejti ki, az endotelium masik relaxans anyaga, az EDRF az intracellularis cGMP szintet
emeli, s az aggregacion kivil a vérlemezke adhéziét gatolja jelentésen a sériit
érfalhoz (231).

Elettani szempontbdl rendkiviil fontos, hogy a PGlo és az EDRF potencirozzak
egymas hatasat (231).

Az érfal termel bizonyos érosszehuzé anyagokat is, melyek kdzul a 21
aminosavbdl felépiilé endotelin-1 a tartés vérnyomasemeld tulajdonsagaval emelkedik
ki, s szerepet jatszhat a szivkoszorér- és a bronhokonstriktor-ténus regulalasaban.
Ma még nem tisztazott, hogy az érfal miért termel valdjaban ilyen tipusu anyagokat, s

szereplk van-e az életveszélyes érfalsériilések gyors kijavitasaban és a hemosztazis
fenntartasaban (231). Bizonyos szerz6k érfali TXAo termelést is kimutattak, melynek

mennyisége a PGly-nél harom nagysagrenddel kisebbnek adédott (129). Nem zarhatd
ki azonban, hogy a TXBo képzddés az izolalt -, esetleg atheroszklerotikus- érfalhoz

tapadt vérlemezkék miatt volt mérhetd (46).

Az érelmeszesedés szempontjabol alapvetd jelentéséggel bir az érfal-
vérlemezke kodlcsonhatas regulalasaban és a homeosztazis fenntartasaban a TXA5 és

a PGly egyensulya, mivel ezek bioldgiailag alapvetden ellentétes polust képviselnek.
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Altalanosan effogadott, hogy az olyan betegségekben, ahol tendencia mutathato ki a
trombusok képzbédésére, a TXAo/PGly arany eltolodik, megnd, vagy a PGly

csOkkenése, vagy a TXAo emelkedése vagy mindketté miatt; ugyanakkor a

megnovekedett vérzési tendenciaju betegségekben az eltolédas ennek forditottja
(106,128,142,144).

Az aszpirinnel és egyéb nem szteroiddlis gyulladascsokkentd szerekkel
(NSAID) végzett allatkisérletek sikerei indukalt érelmeszesedésben azt jelzik, hogy a
TXAo valéban lényeges szerepet jatszik a trombusok kialakulasaban (30,142). Ezt
tikrézi az aszpirinterapia alkalmazasanak statisztikaja a koronariainfarktus
mortalitasanak csokkenését illetéen, illetve az instabil angina, a terhességi
magasvérnyomas stb. kezelésében (165,231).

Az atheroszklerézis klinikai tlineteinek megjelenése esetén a trombocitak
féléletideje csokken, a plazma és/vagy a szérum TXA> metabolitok szintje vagy
kivalasztdsa nd, mig az egyéb aktivitasi faktorok (béta-tromboglobulin, 4-es
vérlemezke faktor (PF4), PAF) koncentracioja és az in vitro aggregaciés hajlam
emelkedett vagy valtozatlan (112,165,205).

A felszabadult PGlp gyorsan metabolizalédik in vitro, a plazma proteinjei
azonban képesek stabilizalni, igy félélettartama jelentésen megndhet. Bizonyos
betegségekben azonban (TPP, akut miokardialis infarktus, diabetes) stabilitasa
jelentésen lecsokken, mely utal a hemosztatikus egyensuly megbomiasara (206). A
PGl, stabilitasa szoros kapcsolatban van a plazma Apo A4 (a HDL-koleszterin 6

apolipoproteinje) szintjével (174,251).

Egyre tobb morfolégiai tanulmany mutat ra, hogy az aorta és a szivkoszorterek
elvaltozasai mar gyermek so6t ujszilottkorban kimutathaték, az azonban nem
bizonyitott, hogy ezek az intima megvastagodassal és habossejt felhaimozodassal
kisért zsiros csikok alakulnak-e at késébb atheroszklerotikus plakkokka. Bizonyos
azonban, hogy a masodik évtized felétél mar jelentésen ndvekedett szamban mutattak
ki az aortdban fibrotikus plakkokat és habossejt léziokat, jelentds lipid
felhalmozodassal és intima nekrézissal (1,12). A lipidierakédas mind extra-, mind
intracellularisnak bizonyult. A koronariakban a koérfolyamat késdbb kezdédik, mint az
aortaban, de elvaltozasai szintén fiatal korban kimutathatok.

Az érelmeszesedés megelozése tehat potencidlis gyermekgyégyaszati
feladatta valt, beleértve a megbetegedés hajlamositdé tényezdinek felmérését. Az
érelmeszesedés klasszikus felnéttkori rizikéfaktorai gyermekkorban természetszer(ileg
mddosulhatnak, ezek megallapitasa jelenleg vizsgalat targya.
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Az olyan csalddokban, melyekben a veszélyezteté6 tényezok
(hiperkoleszterinémia, magasvérnyomas, cukorbetegség stb.) haimozdédnak, illetve az
akut sziv- és érrendszeri megbetegedés (koronariainfarktus, agyvérzés stb.) fiatal
korban vagy szintén halmozottan fordul el6, ott az utédokban is kimutathatoéan
nagyobb szamban jelennek meg az érrendszerrel kapcsolatos rendellenességek. A
betegségek kialakulasanak megeldézésekor tehat érdemes és fontos sulyt fektetni a
genetikailag veszélyeztetett helyzetben Iévé gyermekek korai kiszlirésére (88,97).

Az érrendszeri homeosztazis fenntartasaban megnyilvanulé szerepe miatt a
PGIo-TXAo rendszer gyermek- és ifjukori valtozasairdl gydijtéttem adatokat, s
megvizsgaltam az esetleges eltéréseket a csaladi anamnézistdl figgden. A fellelhetd

irodalomban egyetlen leirast talaltam hasonlé életkori szakaszokban veégzett
vizsgalatrol. Ebben a PGly enyhe csokkenését irtak le sziiletéstdl felndttkorig (93).

A vérplazmaban a PGIy stabil metabolitjanak, a 6KPGF-nek szintie a

megvizsgalt, érrendszeri megbetegedések szempontjabdl negativ csaladi anamnézisa,
kontroll gyermekekben 3-19 ill. 20 életév kozott csak a fitkban mutatott Iényeges
valtozast (20,21. Tablazat). A leanyokban a serduldkor idején (12-15 év) a 6KPGF
szintje csak minimalisan emelkedett, pedig ebben a korban a nemi hormonok szintje
hirtelen emelkedik. A nékben az endogén oOsztrogén szintet teszik feleléssé az
atheroszklerozis kisebb kockazataért, mivel menopauzaban a megbetegedések

gyakoribba valnak (46). Az 6sztrogén noveli a PG-ok szintéziséért felelés ciklooxigenaz
enzim aktivitasat, s ezdton az in vivo PGly aktivitast, mely alatdmasztja antiatherogén

hatdsat. A PGlp szint reguldldsaban a ciklooxigendz enzim  tinik

sebességmeghatarozonak (148).

A nemi érés soran a fitkban is enyhén megemelkedett a 6KPGF szint.
Bizonyos tanulmanyok a férfiakban a tesztoszteron szint és az érelmeszesedés
rizikofaktorai ill. a megbetegedés gyakorisaga kozétt forditott kapcsolatot tudtak

kimutatni (6). Az emelkedett tesztoszteron magasabb HDL-koleszterin szinttel jart
egyutt, a HDL pedig, mint emlitettem a PGIlo-t stabilizélja, s ez emelkedett szintet

eredményezhet. Mindez felnétt lakossagra volt igaz. Pubertaskorban azonban a PGly

stabilizalasaban szerepet jatsz6 HDL és a tesztoszteron szint kodzétt forditott
kapcsolatot mutattak ki (12). A tesztoszteron PG-anyagcserére gyakorolt hatasa tehat
ellentmondasos, fiigghet az életkortdl, s itt fontos megemliteni, hogy az in vitro és az in
vivo vizsgalatok eredményei sokszor ellentétesek lehetnek. Erdemes e helyen
megjegyezni azt is, hogy mig a nékben az o&sztrogént védéfaktornak tartjak, a
férfiaknak kulsdleg adott dsztrogén novelte a megbetegedés kockazatat, s ugyanilyen
hatasuak lehetnek az 6sztrogén és progeszteron tartalmu fogamzasgatiészerek (113).
A progeszteront PG szintézist gatlé hormonnak tartjak (169).
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A pubertaskor utan a masodik évtized végeéig a filkban jelentdés csdkkenest

ey

lehetnek a fitkban fokozottan jelentkez6 érfali elvaltozasok. A megndvekedett
lipidszallitds az intimaba fokozott lipidperoxidacioval tarsul, s a lipidperoxidok a PGly
szintetaz enzim ellenségei (58,154). A lipidperoxidok jelentés része az LDL-koleszterin
mobdosult, oxidalt formajaban talalhaté (220). A folyamat az életkor elérehaladasaval
fokozodik és a kifejlett atheroszklerotikus plakkokban PGlo termelés mar nem torténik

(7,203). A 6KPGF szint atmeneti emelkedése a serdulékorban szintén felfoghaté e
folyamat részeként, mintegy kompenzaciés mechanizmus részeként. Atmeneti PGlo
emelkedést az érelmeszesedés kezdeti szakaszaban kisérletileg kimutattak, mely az
aktivalodott vérlemezkékbdl felszabaduld faktorok (szerotonin /5-hidroxi-triptamin/, PAF
és egyebek) aktivaldo hatasanak kovetkezménye is lehet (144,231). Valdszininek
tartom, hogy ez a mechanizmus erésebben érvényesul, mint a hormondlis befolyas.
Az, hogy a filkban a serdulékor utan a 6KPGF szint jelentds csokkenését lehetett

kimutatni, mindenképpen utalhat az erésebb nemnél a nemi éréssel fellépd
veszélyeztetettségre a PGl anyagcsere vonatkozasaban.

A TXB» szinteket hasonléan megvizsgalva a kontroll fitlkban enyhe, fokozatos

csokkenést tapasztaltunk, a leanyokban viszont ez a csokkenés sokkal jelentésebb,
szignifikans volt (20,21. Tablazat). Vilagirodalmi adatok a TXAo metabolitok szintjeben

altalaban kor és nem tekintében nem irnak le Iényeges kiilénbséget. Ujsziiléttekben az
élet 3-5. napjan tapasztaltdk a TXA, metabolit kivalasztadsanak névekedesét, illetve
hogy a kivalasztott mennyiség harom éves korban dsszevethetd a felnéttkori értékkel
(41). Ez nem mond ellent sajat eredményeinknek, mert a vizsgalatokat harom éves,

vagy annal idésebb gyermekekben végeztik, s felnéttekben, idés korban mi is
magasabb TXB» szinteket mértiink (24 és 26. Tablazat), az emelkedés azonban nem

volt matematikailag lényeges mértékii. A TXBo szint kisebb-nagyobb mertéki

emelkedésérdl felndttekben az emelkedd életkorral tobb kutatocsoport is beszamolt
(124,225).

Eredményiink, hogy a plazma TXB> szint a lanyokban jelentésen csokkent a
masodik évtizedben, valoszinileg nem a hormonalis valtozasok kdzvetlen

kovetkezménye. Az Osztrogén, bar az érfali ciklooxigenaz enzimet aktivalja, a
vérlemezkékben nem novelte a TXAo-termelést (148). A PGl gatolja a vérlemezke

foszfolipaz és ciklooxigenaz miikodését, ezaltal csokkenti a TXAo felszabadulast és a
vérlemezke aktivitast (104,121). Valészinlnek tartom, hogy a PGly ezen hatasa -

valamilyen mechanizmus révén - a leanyokban jobban érvényesiil ugyanakkora
plazmaszintek esetén.
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A nemi valtozasok kilonbozésége ellenére a kontroll leanyok és filk kdzott

Iényeges nemi differenciat egyik korcsoportban sem talaltunk sem a 6KPGF, sem a
TXB» szintekben, sem a kdvetkezOkben targyalandd TX/6K aranyban.

Mivel a PGIlo-TXAo kozotti egyensuly jarul hozza ahhoz, hogy a nyugalmi

értonus fennmaradjon, a TX/6K arany kiszamitasa is hasznos informaciét adhat. A
kislanyokban az arany enyhén magasabb volt, mint a hasonlé koru fidkban, azonban
az életkorral fokozatosan csékkent, s ez féként a TXBo szint csdkkenésének volt
koszonheté. Filkban a TX/6K arany valtozasa ettdl eltért, a serdiilékorig szintén
csokkent, azonban a 17-20 éves fitkban mar megemelkedett, magasabb lett, mint a
lanyokban, a 6KPGF erdés csokkenésének kovetkeztében. Az ifju fiatalemberekben
megmutatkozo kedvezétlen tendencia a TX/6K arany eltolodasaban, ésszeflugghet a
férfiakban lipid-, vérnyomas- és egyéb oldalrél (késébbiekben) megnyilvanuld
természetszerileg nagyobb rizikoval.

Megfigyelhetd, hogy a serduldkor elétt, ha nem is jelentdés mértékben, de a
fiakban volt enyhén magasabb a 6KPGF szint, s ezaltal kedvezébb a TX/6K arany. A
mért magasabb 6KPGF szint 6sszefligghet azzal, hogy ebben az életkorban a filkban
a HDL-koleszterin szint enyhén magasabb, mint a leanyokban, majd kb. 13 éves kor
utan ez a fidkban a lanyok - nagyjabdl valtozatlan - szintje alad csékken (78,98). Ezt
egyébként sajat vizsgalataink is alatamasztiak. A fehérbdri fiugyermekekben
egyébként az 6sszkoleszterin szint is alacsonyabb, s foként a diasztolés vérnyomas is
kedvezdbb, mint a lanyokban (12). A masodik évtized végére azonban minden emlitett
paraméter kedvezétlen iranyba tolédik el, s a fiatal férfiak kedvezdtlenebb helyzetbe
kerulnek nétarsaiknal.

Bar eredményink id6kdzben némileg modosult, a 3-18 éves kontroll fik és
leanyok 6KPGF és TXB» szintjeirdl és eloszlasgérbéirdl megjelent tanuimanyainkban

részletesen beszamoltunk (132,133).

A koérhazunkban folyé szirdvizsgalat sokkal teljesebb volt annal, mint amit e
dolgozatban lehetséges kifejteni, s ami szorosan a prosztanoid anyagcseréhez
kapcsolodik. Részletes eredményekrdl ezért nincs médomban beszamolni, réviden
azonban mindenképpen sziikséges foglalkozni - a PG szintekre gyakorolt jelentés

befolyasa miatt - a kilénb6zé atherogén illetve antiatherogén lipoprotein koleszterin-
frakciok megosziasaval. Mint ahogy a két fé6 érrendszeri prosztanoid, a TXAp és a

PGly aranyat, egyensulyat tekintik altalaban elsédiegesnek az érfali elvaltozasokban,

ugyanugy a kualonféle koleszterin-frakciok kozil az LDL- és a HDL-koleszterin szintek
aranyat, vagy az ezzel rokon Al-et, tartjak fontosnak az érelmeszesedés
kérfolyamataban, pl. az érfali lipidakkumulaciéban. Mig a koleszterin sejtbe torténd



78

bearamlasaért (influx) az LDL felelds, a lipidek eltavolitasaban a HDL-koleszterinnek
jut Iényeges szerep.

A kontroll leanyokban 3-19 éves kor kozott a TX/6K arany bemutatott

csokkenésével ellentétesen valtozott az atherogén hajlamot tikr6zé Al, mivel az
folyamatosan nétt. Ennek oka a leanyokban az életkorral emelked6 Gsszkoleszterin
szint, s mivel a szintje magasabb volt, mint a fitkban, emellett a HDL kb. 14 éves korig
a fitkénal valamivel alacsonyabb, igy az Al a lanyokban magasabb volt.
Filkban az Al alacsonyabb szintrél indult, a serdiilékorban alig emelkedett, viszont
azutan lényegesen megugrott, s gyakoratilag elérte a leanyokét. Az utdbbi
emelkedésnek f6 oka -az dsszkoleszterin enyhe, fokozatos emelkedésén tul- a HDL
lényeges csdkkenése, melyet mi is tapasztaltunk, és egyezik az irodalomban koézolt
adatokkal (12,98). Az érdekesség az, hogy a leanyokban az Al fokozatos névekedését
a TX/6K arany csokkenése képes mintegy kompenzalni; egymassal ellentétesen
valtoznak a serdildkor utan is. A leanyokban a TXBj szint csokkenése és az
Osszkoleszterin szint novekedése kozott szoros kapcsolatot talaltunk (134). Az
Osszkoleszterin emelkedése az LDL-koleszterinnek volt koszonhetdé. A fidkban a
megvaltozott nemi hormon szintek miatt csokken le valészinlleg a HDL (98), ezutan
pedig a PGly termelés, ill. a lanyokénal fokozottabb érfali oxidacios folyamatok is
jelentéssé valnak. A TX/6K és az Al egyuttes novekedése a fitkban még
fokozottabban utal a két nem kézotti Iényeges differenciara a nemi érés utan.

A prosztanoid- és a lipidmetabolizmus Osszefliggései egyaltalan nem
egyértelmiek, ezért szinte minden felmerulé kapcsolatra lehet talaini érvet és

ellenérvet is. Szamos tanulmany irt le, esetleg direkt 6sszefliggést a 6KPGF és a HDL
szintek kozott, aldtamasztva ezt a HDL PGlo-t stabilizalo, és felszabadulasat segit6

hatasaval (109,215). Bizonyos esetekben a HDL-koleszterin TXA> felszabadulast gatio
hatasat is kimutattak (10), ezzel kozvetlenll feleléssé téve a TX/BK arany
csOkkenéséert. A PGly gatolia a trombocitak TXAo termelését (104,121). Igy
lehetséges, hogy a lanyokban a HDL és a PGly védé hatasanak kovetkeztében a
vérlemezkék aktivalodasa, s a felszabadult TXA, szintie csbkken. Az LDL-
koleszterinrdl altalaban azt tartjak, hogy a véremezkék TXAo termelését ndveli,
azonban ennek ellentmondoé eredmények is sziilettek (11,53), s a kontroll leanyokban
mi is hasonlora kovetkeztettink (134). Az oxidalt LDL PGI, stimuldlé hatasét is leirtak
érendotél sejtekben (227). Altalaban fontos szerepe van annak, hogy a kilénbdzd
koleszterin-frakciok egészséges vagy beteg emberbdl szarmaznak (pl. mennyire
modosult /oxidalt/ formaban van a lipoprotein), egészséges vagy beteg plazma
prosztanoid termelését vizsgaljak (egyéb plazmakomponensek jeleniéte) és a kisérlet
egyveb korulményei is lényegesek (11). A ndék LDL-je altalaban kisebb sirliségi,
kevésbé atherogén frakciokat is jelentés mértékben tartalmaz, s ez a kapott eredményt
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(pl. TXAo felszabadulas) jelentésen befolyasolhatja (9,138). Fentiek ismeretében

nehéz kovetkeztetéseket levonni a prosztanoidok és a lipoproteinek szintje kozotti
Osszefliggésekre ebben a kevésbé vizsgalt korosztalyban.

Itt jegyzem meg, hogy a szérum triglicerid szint emelkedését okozd
rendellenességek nem fordultak el szamottevé mértékben sem a kontroll, sem a
tovabbiakban targyalando veszélyeztetett gyermekekben, igy, bar a trigliceridek is
befolyasolhatjak a prosztanoid szinteket, ezzel gyakorlatilag ebben az életkorban nem
kell szamolni ritka eseteket kivéve. Ezt azért is tartom fontosnak megjegyezni, mert az
utdbbi idében az emelkedett triglicerid szintet felnéttekben, foként a nékben fliggetien

rizikbétényezéként tartjak szamon.

A kontroll 3-19 ill. 20 éves korosztaly atlagos 6KPGF és TXBy szintjének

meghatarozasa bar 6énmagaban is érdekes, f6 célia a szlrdvizsgalatban vald
felhasznalasa volt, a fiatalkori akut miokardidlis infarktuson atesett szil6k
gyermekeiben mar koran kimutathaté esetleges rendellenességek kisziiréséhez
szolgalt kontroll értékként. Az atlagos kontroll értékek, és az érelmeszesedés
szempontjabol veszélyeztetettnek tartott, pozitiv csaladi anamnézisii hasonié koru
gyermekek vizsgalt prosztanoid szintiei a 22. Tablazatban szerepelnek. Eletkori
bontasban a kapott kilénbségeket nem mutatom be, mivel a részletes eredmények a
szlrévizsgalatot vezetd Mihai féorvosnd dsszefoglald disszertaciojaban kerilnek majd
bemutatasra (ill. mar jelentek meg publikacidkban), s a 3.8.2. pontban csak az altalam
kilénb6z6 eléadasokon bemutatott részeredményeket foglaltam éssze.

Legfontosabb eredményiink, hogy mind a fitkban, mind a leanyokban a
6KPGF szint erdteljes csokkenését lehetett megfigyelni a kontroll értékhez képest.
Rendre 38,7+/-3,5 vs. 67,9+/-5,4 pg/ml a fitkban és 38,4+/-3,4 vs. 52,7+/-4,8 pg/ml a
lanyokban. Mindkét nemben statisztikailag szignifikans volt az eltérés, de a fiukban
még kifejezettebb volt (p<0,001). A csaladi anamnézis a TXB2 szinteket gyakorlatilag
nem befolyasolta.

A 6KPGF szint csokkenése, és ezzel a TX/6K arany eltolédasa a 6KPGF

anyagcserében mutatkozé kéros valtozasokra enged kovetkeztetni. A 6KPGF szint
csOkkenésének oka a kisebb PGly szintézisben vagy a tulzott degradacioban

kereshet6. Mivel a korabbiakban mar részleteztem bizonyos tényezék PGlp
anyagcserére gyakorolt hatasait, igy ezekre a tovabbiakban csak utalok. A PGlp

szintézisben résztvevd enzimek pl. ciklooxigenaz defektusa is szerepet jatszhat, de
valésziniibbnek tartom, hogy a veszélyeztetett gyermekekben kimutathaté lipid

rendellenességek (kérosan magasabb Osszkoleszterin és kisebb HDL szint) és
fokozott lipidperoxidacié (ox-LDL) a PGlp-szintetaz gatlasat okozhatja. A



80

veszélyeztetett csaladok gyermekeiben kimutathatéan magasabb volt a lipidperoxidok
szintje, s ez korrelacidban volt a TX/6K arany névekedésével (217,218). A fokozott
lipidperoxidaci6 mar énmagaban is csokkent PGly szinthez vezethet, s ehhez még

hozzajarulhat a veszélyeztetett gyermekekben altalunk szintén kimutatott HDL-
koleszterin csokkenés, mely a PGly kisebb stabiltasdhoz, igy fokozott

crer

Az, hogy a veszélyeztetett filkban a 6KPGF deficiencia még erésebb volt, mint a
lanyokban, ezen a ponton is a ndk kedvezébb helyzetét mutatja.

A kontroll gyermekek 6KPGF szintje alapjan kijelolhetd, kritikusan alacsonynak
tartott 10 percentiles kiiszobérték leanyokban 11,3 , fitkban 14,3 pg/mi volt. A
kiiszobértéknél kisebb 6KPGF szintek a veszélyeztetett gyermekekben masfél-kétszer
olyan gyakoriak voltak, mint a kontrollokban (23. Tablazat). Ugyanezt tapasztaltuk a
TXB> szintek vizsgalatakor a felsé 10, azaz 90 percentiles szintet kijeldlve a kontrollok
alapjan. Ez a felsé kiiszdbérték a leanyokban 409, a fitkban 430 pg/mi volt.

A fiatalkori infarktusos csaladok utddainak szlrdvizsgalataban helye van a
PGI>-TXAo rendszer tanuimanyozasanak, melyet roviden ismertetett eredményeink is

alatamasztanak. A 6KPGF szint erds csokkenése a veszélyeztetett leanyokban és
fitkban az érfal csokkent PGlo-termelésére vagy kisebb stabilitasara utalhat, ezaltal az
endotélium konnyebben karosodhat és valdszinlileg karosodik is ezekben a
gyermekekben.

Bécsben |. Virgolini €s H. Sinzinger munkacsoportja 1984-1989 kozott PG-
szlrést végzett 2800 személyen (234,235). Megallapitottdak, hogy a PG-rendszer
valamely rendellenességét mutaté személyek 75 %-a mar meglehetésen fiatalon

klinikai tlineteket mutaté érrendszeri betegségben szenvedett. A rendellenességek
legnagyobb (45) szazalékban a PGl szintézis zavaraibdl adédtak, mig 10 %-ban

fordult elé annak csokkent stabilitdsa. Minden tizedik rendellenesség a TXAx-szintetaz

tokéletlen miikodésébdl fakadt.

Sajat vizsgalati eredményeink O6sszeegyeztethetdk a bécsi atheroszklerdzis-kutato
munkacsoport tapasztalataival, sajnos a veszélyeztetett csaladok utédaiban mi is a
6KPGF szint csdkkenését tartjuk legjellemzébbnek, de a kiugréan magas TXB» szintek

is gyakoribbak ezekben a gyermekekben, sét kifejezetten alacsony szinteket is
talaltunk. Az idézett munkacsoport szerint a PGly szintézis és lebomlas zavarai
lehetnek familiarisak, nem familiarisak vagy velesziiletettek. Mi jelentésnek tartjuk a
familiaris érintettséget a fiatalkori infarktusos csaladokban. Ezt alatamasztja az az
Osszefuggés is, - melynek részletes ismertetése ugyan meghaladja e dolgozat kereteit,
- melyet a beteg szl és gyermekei 6KPGF szintjei kdzott tapasztaltunk. A beteg sziil6é
es mindkét nemi gyermekeinek 6KPGF szintje egymassal szignifikans osszefliggést
mutatott (130). Ez az Osszefliiggés genetikai meghatarozottsagra utal, azonban
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természetesen hozzajarulhatnak a csalad 6sszes tagjat érinté helytelen taplalkozasi
szokasok is. Az atherogén jelleglii diéta a veszélyeztetett csaladokban a fokozott
hajlam miatt nagyon karos lehet, ezért ezekben a csaladokban mindenképpen diétas
megszoritas javasolt.

A komplex szirdvizsgalatrél az érdeklédé majd dr. Mihai Klara folyamatban
mar emlitetteken tal) a dolgozat végén megtalalhatdk, a jegyzék tartalmazza a
Budapesten dr. Szamosi Tamas vezetésével torténdé hasonld szliréprogram
eredményeit is, melyben szintén részt vettiink (131,135,217,218).

Az élet elsd két évtizedében a fentiekben vazolt valtozasok és eltolodasok
kimutatésa a PGlp és TXAy anyagcserét illetéen meglehetésen ujszerd.
Természetesen a valtozasokat meghatarozo, azokat eléidézé6 mechanizmusok nem
pontosan tisztazottak. A koleszterin és egyéb lipidek PG-anyagcserére gyakorolt
hatasa ma mar bizonyitott, de korantsem mentes az ellentmondasoktol.

A felnéttkori érrendszeri megbetegedések jelentdés részénél kimutattak a
koleszterin szint emelkedését és a TXAo cirkulacidban mért, vagy kivalasztott
metabolitjainak magasabb szintjet. Ez valdszinlleg annak koszdnhetd, hogy a
trombocitak és egyéb sejtek lipidtartalmanak névekedése kozvetlenil vagy kézvetve a
trombocitak aktivalodasat okozza, s ezért fokozott TXAo felszabadulas torténik
(10,11,165).

Mivel ebben a témaban a vilagirodalmi adatok is viszonylag egységesek, kicsit
a meérésmodszer megbizhatésaganak ellenérzésére és a korabban leirt eredményeink
alatamasztasara, mi is megvizsgaltuk, hogy a felnéttkord ©nkénteseinkben van-e
kimutathatd kapcsolat az Osszkoleszterin szint és a TXBo plazmaban mért
koncentracidja kozott. Normo- és hiperkoleszterinémias oOnkéntesek adatait is

feldolgoztuk, hogy az dsszkoleszterin szint minél szélesebb tartomanyt lefedjen, s igy a
TXBo-vel vald 6sszefliggés jol értékelhetd legyen. Az 6sszkoleszterin és az atherogén

koleszterin-frakciok aranya (Al) a férfiakban enyhén magasabb volt, a TXBo szint

viszont gyakorlatilag egyez6 volt (24. Tablazat, (172)). Ezek az eredmények az
irodalom Altal elfogadottnak megfeleléek (98,124,138,225). Elvarasainknak

megfeleléen ezen tulmenden szoros pozitiv 6sszefliiggést kaptunk a felnétt lakossag
Osszkoleszterin és TXB»y szintje kozott mindkét nemben, mely a férfiakban volt az

erésebb.
Az Al a TXBo-vel nem mutatott pozitiv 6sszefliggést a férfiakban, csak a

nékben. Ez felhivja a figyelmet arra, hogy a nékben az atherogén és az antiatherogén
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koleszterin-frakciok aranya erésebben befolyasolhatja a trombocitak aktivitasat, mint a

férfiakban, akikben inkabb az 6sszkoleszterin szint lehet a meghatarozé. Erdekes ezt
Osszevetni azokkal az ismeretekkel, melyek szerint az dsszkoleszterin szint ugyan
nagyon fontos rizikofaktor az érrendszeri megbetegedésekben, de a nékben talan a
HDL-koleszterin szint csokkenése a legfontosabb veszélyezteté tényezé. A HDL
sokkal meghatarozobb szerepli nékben, mint férfiakban (138).

Nem elhanyagolhato az a tény sem, hogy maganak az LDL-koleszterinnek sem
egyforma a szerkezete. A ndkben tébb a kevésbé atherogén LDL partikulak szama,
mint a férfiakban tehat az 6sszkoleszterin szint emelkedése a ndkben ezért is kevéshé
veszélyes lehet (az Osszkoleszterin természetesen a magasabb HDL miatt is
emelkedik).

Kozvetlenul a HDL és a TXBo kozétt nem volt 6sszefiiggés, melyben az is
kézrejatszhat, hogy a HDL szintek nem mozogtak széles skalan.

Az Gsszkoleszterin és az Al a TX/6K arannyal is szoros pozitiv 6sszefliggést
mutatott, mely az eikozanoidokban és a lipidekben kimutathaté atherogén hajlam
egyuttes megjelenésére utal. A korrelacié valamivel gyengébb volt, mint pusztan a
TXBo-vel vald kapcsolat.

A 6KPGF szint a felnéttekben a fiatalokéval 6sszeegyeztethetd volt, atlagosan
50 pg/ml kordli (3.8.3. pont). Nem mutatott szignifikans korrelaciédt sem az
Osszkoleszterinnel, sem az Al-szel, sem a HDL-lel. A 6KPGF és a HDL kozotti
kapcsolat enyhén pozitiv volt a férfiakban, ahogy ez a varakozasunknak megfelelt,
ndkben azonban a kapcsolat negativ tendenciat mutatott. Az 6ssszefiiggés nem volt
matematikailag szignifikans, mégis utalhat a férfiakban és a ndkben eltéré érfali
mechanizmusokra. Nem zarhaté ki, hogy az eredmények nagyobb vizsgalatszam
esetén maédosulnanak.

A TXBo szint Osszefliggése az Osszkoleszterinnel és az Al-szel tovabbi
bizonyitékot szolgaltat a PG- és a lipidanyagcsere kapcsolatara. Eredményeink alapjan
feltehetd, hogy az érelmeszesedés folyamataban tapasztalt trombocita aktivalédas
nemek szerint eltéré, férfiakban az 6sszkoleszterinnel, nékben pedig fékéent az
atherogén koleszterin-frakciok talsulyaval hozhato kapcsolatba.

A PGIlo-TXA rendszer a sziv- és érrendszeri kutatasok szerteagazo fejlédése

ellenére tovabbra is elismerten nagy jelentéségli. Szamos megbetegedésben
medgfigyeltek fokozott vériemezke aktivitast, érfali elvaltozasokat, az érelmeszesedés
klasszikus rizikofaktorainak emelkedését, ezért a betegségek gyogyitasa ezeknek a

rendellenességeknek a kezelésére iranyul. Nagyon sokféle gydgyszer és gydgyhatasu
keészitmeny létezik, mely éppen a PGlo-TXAp rendszer atherogén, trombotikus iranyd
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eltolédasat igyekszik az egyensuly felé visszabillenteni. llyenek a vérlemezke
inhibitorok, melyek vagy kozvetlenil az AA kaszkadon beliil okoznak gatlast, vagy a
trombocitak cAMP szintjét emelik, vagy a trombin képzddést akadalyozzak meg (210).
Az els6 csoportba tartozé anyagok koéziil talan legismertebb az aszpirin (ASA),
mely a trombocitak ciklooxigenaz enzimének acetilalasan keresztil gatolja a TXAo

képzodést. Naponta kb. 1 mg/kg aszpirin szedése folyamatosan gatolja a trombocita
ciklooxigenazt, mig az endotelidlis PGly szintézis gyakorlatiag zavartalan, és ilyen
koncentracioban a gyomor nyalkahartyajara sem fejt ki izgatd hatast (96). Az ASA
jotékony hatasairél szamos irodalom all rendelkezésre, sok esetben sikeresen

alkalmazzak a betegek kezelésében és a megelézésben is (17,165,210).
A TXAo termelést gatolni lehet még a TXA5 szintetaz inhibitoraival (imidazol,

dazoxiben), illetve viszonylag Uj lehetéséget jelent a képzddott TXAo kifejezédésének
gatlasa a vérlemezkék TXA>/PGH»> receptorain keresztil (sulotroban, daltroban). A
TXAo/PGHo receptorok szama akut miokardialis infarktusos betegekben nagyobb,
ezért a receptor-antagonistak alkalmazasa igéretes lehet (34).

A PGIo-TXAo arany javitdsanak masik oldala a PGly szintiének novelése.
Ennek legkézenfekvébb maédja, az intravénas PGl» infuzié azonban nem okozott atuté

sikereket, hatasa korlatozott és ideiglenes volt (168,210,221), masrészt oralisan
bomlékonysaga miatt nem volt adhato. Jelenleg is folynak azonban a kutatasok a PGly

kémiailag stabil, de bioldgiai hatasaiban hasonié tulajdonsagu analdgjaival (iloprost,
karbaciklin, cicaprost, 7-oxo-PGly, stb.), de az igazan megfelelé vegyllet megtalalasa
meég varat magara (144,155,162,240). PGl, analdgokat allitottak elé és vizsgaltak a
Chinoin Gyogyszerarugyarban is (119,207). Problémat jelent, hogy az ischémias
szivbetegségben valoszinlleg nem csak a PGly felszabadulas csokken, hanem a
trombocitak PGE4/PGl2 receptorai is kevésbé aktivak (94).

Az in vivo PGl9 szintézist nagyon sokféle kémiai anyag befolyasolja (szteroidok,

diuretikumok, vitaminok, stb.), ezek kulonb6zé Osszefoglald tanulmanyokban
részletesen szerepelnek (17,144,231).

A rovidség kedvéért csak emlékeztetni szeretnék arra, hogy a jelenleg egyre
szélesebb korben alkalmazott kalcium-csatorna blokkolo szerek (verapamil, nifedipin,
stb.) szintén befolyasolhatjak az eikozanoidok anyagcseréjét (95,228). Ezek a terapias
szerek blokkoljak a sziv- és érsimaizomsejtekbe torténé kalcium bearamlast. Az
Osszefliggés felvetése azért is helytalld, mert a Ca-csatorna gatldinak jétékony hatasai
kozott szerepel az érfal-vériemezke koélcsdnhatas csdkkentése, a membranfunkciok
javitasa és a sejtek LDL-felvételének csokkentése (194). Sok érosszehltzodast okozo
hormon (vazopresszin, angiotenzin Il) és a TXA» is az intracellularis Ca-ion szinteket

emeli.
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Az érfal f6 relaxans anyagai, a PGly és az EDRF, a cAMP és a cGMP szint
emelésén keresztll végeredményben az intracellularis kalcium szintet csékkentik (2).
Az, hogy a PGly és az NO szinergetikus hatasu, felveti egyittes alkalmazasuk
lehetéségét. Allatkisérletek eredményei bizonyitjak az egyiitt adott PGlo analog,

iloprost és az NO-donor, molsidomin jétékony hatasat miokardidlis ischémiabdl ered6

mortalitasra és tulélési idore (68).

Leszbgezhetjiik tehat, hogy a prosztanoidok mérésére és vizsgalatara a
jovében is sziikség lesz a farmakologiai és mas jellegli kezelések kovetésekor illetve
azok hatékonysaganak ellenérzésénél, kiegészitve természetesen lipid, aggregacios
és egyéb meghatarozasokkal.

Laboratériumunk egyetlen hasonld jellegli kisérletben vett részt, a
Kiskunfélegyhazi Varosi Kérhazzal egyittmikodésben. Természetes taplalékkal,
halhUssal végzett diéta hatasat vizsgaltuk a résztvevoék bizonyos, az érrendszeri
megbetegedésekkel kapcsolatos paramétereire, s annak kedvezd hatasat is
tapasztaltuk.

Sok orszagban mar kismértéki halfogyasztas is csokkentette a koszoruér
megbetegedés gyakorisagat. A halhus és a kulonb6zé halolaj készitmények az
esszencidlis n-3 politelitetlen zsirsavak gazdag forrasai. Az n-3 zsirsavakat vizben élé
allatok husaban lehet csupan megtaldini; ugyanakkor a sejtmembran fontos
alkotorészei, ezaltal nélklulozhetetlenek a normalis sejtfunkciék fenntartasahoz
(99,197). Egy szamomra nagyon meggy6z6é tanulmany szerint a nyugati fejlett
orszagok tébbségének taplalkozasa igen szegény n-3 zsirsavakban ahhoz a diétahoz
képest, melyen az ember evolucioja tortént és amelyre genetikaja alapozva van (201).
Ez Magyarorszagra is érvényes.

A két legfontosabb n-3 politelitetien zsirsav az eikozapentaénsav (EPA, 20:5 n-
3) és a dokozahexaénsav (DHA, 22:6 n-3). Az n-3 zsirsavak a szérum triglicerid (TG)
szintet jelentds mértékben és rovid id6 alatt csokkentik, valdszinileg a maj VLDL
szintézisének gatlasaval és a vékonybélben a kilomikron-TG képzddés csokkentésével
(87). Ezen legfontosabbnak tartott hatasan tal a hal(olaj)fogyasztas tovabbi
atheroszklerotikus rizikofaktorokat is kedvezéen befolyasol. A  hal(olaj) hatasara
torténé vérnyomascsdkkenés, a vérlemezke aktivitds, a fibrinogén szint és a
veérviszkozitas csokkenése jol dokumentalt és kiilonb6z6 Osszefoglalokban is kiértékelt
(76,100,149). A halolajak hatasa a koleszterin metabolizmusra nem egyérteimd,
jotékony hatasat nagyobb koncentraciéban és hosszabb terapiaban fejti ki
(76,192,248).
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A hal illetve a halolaj hatasa a kapott eredményekre (azonos idétartam és n-3
koncentracié esetén is) kilonb6zé lehet, pl. a busa (0,4-1,2 kg/hét) fogyasztasa mar
harom hét alatt jelentds csdkkenést okozott az Al-ben primer hiperkoleszterinémias
betegekben (91).

Ugyanezt tapasztaltuk a 3.8.4. pontban bemutatott kisérletink soran is,
melyben az Al atlagosan 19 %-kal csdkkent. Ennek oka lehet, hogy a vizsgalt csoport
napi koleszterin és telitett zsir felvétele csokkent a kisérlet idején, azokat a busaételek
részben helyettesitették. Masrészt az EPA felszivodasa a halhtsbdél hatékonyabb
lehet, mint a halolajakbdl (200). Lehetséges, hogy a halban lévé mas egyéb
komponensek is szerepet jatszanak illetve a zsirsavak természetes kérnyezete (pl.
antioxidansok) megvaltozik az izolalt olajakban (69).

Természetesen érdekesnek tlint a hal(olaj)ak vérlemezke aggregaciora kifejtett
kedvezé hatasai miatt megvizsgaini a busa PGIl>-TXA, rendszerre illetve a szérum

TXB> szintre kifejtett hatasat.

A busakura kétféle adagja (1,0 és 1,8 kg/hét, mely megfelelt 1,2 és 0,6 illetve
2,2 és 1,1 g/nap EPA és DHA bevitelnek) kozott ennél a viszonylag kis esetszamnal
(n=30) nem talaltunk az eredményekben lényeges kilonbséget. A napi EPA bevitel
kisebb volt az atlagos irodalmi értéknél (5-6 g n-3 zsirsav naponta, tatomany 1-30
g/nap) (76).

A plazmaban mérheté 6KPGF és TXBo szintek a kura végén gyakorlatilag
valtozatlanok voltak (26. Tablazat), s ez az irodalmi adatok tobbségével egyezd

eredmény. Az EPA-bdl a 3 telitetlen kotést tartalmazo, 3-as szériaju prosztanoidok
képzédnek, tehat PGlz és TXA3. A PGlz a PGly-vel csaknem azonos biologiai

tulajdonsagokkal rendelkezik, mig a TXA3 sokkal kisebb mértékben okoz vérlemezke

aggregaciot. igy a vérlemezkék sokkal kevésbé lesznek hajlamosak az egymashoz és
az érfalhoz tapadasra, és az érfal rezisztencidja fennmarad. Az eikozanoidok
termelédésében torténd eltolodas adja egyébként a legkézenfekvébb magyarazatot
arra, hogy a sok halat fogyasztok korében miért sokkal kevésbé gyakori a
szivbetegség (231).

Nagyon fontosnak tartom, hogy a busafogyasztas hatasara az inkubalt
szérumban felszabadult TXBo mennyiség jelentésen csokkent, mely a vérlemezkék

TXAx-termelé kapacitasanak csokkenésére utal. a szérum TXBo szint 513+/-186
ng/mi-rél 375+/-146 ng/mi-re csokkent (-27 %, p<0,01). A kiindulasi szérum TXB> szint
Osszevethetd a kdzolt irodalmi értékekkel, melyek egészséges egyénekben 250-550
ng/ml atlagos szintet kozoltek le (11,96,139,209). Kisérletiinkben hiperkoleszterinémias
betegeket vizsgaltunk, akikben a vérlemezke aktivitas eleve fokozott lehetett az
egészséges felnbttekhez képest.
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A szérum TXBo meghatarozasa a plazma TXBo méréshez bevezetett modszer

segitségével tortént, természetesen a szérumra adaptalva. A szérumot ezerszeresre
higitottuk az extrakcid el6tt, majd kétszeresre az extraktum visszaoldasakor, s RIA-
hattérként higitott kevert PG-mentes szérumot hasznaltunk. Az extrakcids hatasfokot
valtozatlannak tekintettem.

A szérum TXBo szint altalunk tapasztalt csokkenése a busafogyasztas

hatasara j6I egyezik mas halhussal vagy halolajjal végzett kilénb6z6é kurak
eredményeivel (86,248). A TXBo termelés csokkenése nem a trombocitaszam

csokkenésének eredménye volt, mivel az valtozatlan maradt. A vérlemezkék csdkkent
TXBo termelésének oka valdszinlileg az, hogy a trombocita membranba n-3 zsirsavak
éplinek be az AA rovasara (197,201,214). Az osszkoleszterin szint szintén tapasztalt
csOkkenése a diéta hatasara, csokkent koleszterin beéplilést eredményez a
trombocitakba, s a koleszterin-tartalom csdkkenése szintén csokkenti a vérlemezkék

aggregacios hajlamat (197).
Két héttel a kura befejezése utdn a szérum TXBo szint emelkedett a

betegekben, viszont a plazma TXBo szintben ekkor tudtunk csak enyhe csokkenést

kimutatni, mely utalhat arra, hogy a vérlemezkék aktivitasanak valtozasa idében eltolva
jelenik meg a plazma szintjében.
A hal(olaj) diéta mas vérlemezkefunkcidos paraméterekre is kedvezbéen hat.

Ischémias szivbetegekben normalizalélag hatott a béta-tromboglobulin és a PF4
szintekre (97). Esetiinkben az extrém magas kiindulasi TXBo termelést mutato

betegekben a TXB> szint a kiura végére erésen csdkkent, mig egyes esetekben az

eredetileg alacsony szintek még emelkedtek is. Ez a normalizalédasi tendencia az
individualis eseteket tekintve a halfogyasztas kiulonésen kedvezé hatasat bizonyitja.
Ugyanezt a hatast a vérnyomas normalizalédasaban is kimutattak (202). Az EPA és a
DHA valoszinileg a vériemezkék TXAo/PGHy receptorainak mikodéseét, kifejezédesét
is gatolja (214).

Az érelmeszesedéssel kapcsolatos betegségek kezelésének a hal(olaj)
fogyasztas tehat figyelemreméltd, természetes maddja lehet (87,202,248). Az n-3
politelitetlen zsirsavak fokozott oxidaciés hajlama miatt gondoskodni kell a
halolajakban az antioxidans kiegészitésrol (54,69). Ertékes megfigyelés az is, hogy a
névényi olajokban talalhatdé n-6 esszenciadlis zsirsavak, melyek szintén
nélkuldzhetetlen tapanyagok, és az n-3 zsirsavak egymas hatasat potencirozzak, tehat
egyuttes fogyasztasuk méginkabb fontos (55).

Napjainkban a korszeri kezelések kialakitasat célzd kutatasok jeintés része
elébnyben részesiti a természetes anyagok felhasznalasat. Ezen kutatdsok kozé
tartozik az emlitett hal(olaj) fogyasztas témakore.
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A laboratériumunkban foly¢ kutatasaink révén mi is szerettink volna
hozzajarulni a primer (és szekunder) megelézés eldsegitéséhez. A fiatalkori infarktusos
csaladokban az ujszeri( jelzOparaméterek kivalasztasa ennek a folyamatnak a részét
képezte. Hasonlo jellegli vizsgalatokat végeztiink hipertenziv, toxémias és egyéb
kéros terhességekben. A placentavérben a 6KPGF jelentésen csdkkent szintjét
mutattuk ki a kontroll terhes ndkhoz képest, és egyéb ujszeri eredményeinkrdl is
beszamoltunk (101,120,171). Az infarktusos szlil6k gyermekeinek vizsgalata soran
kimutatott PG és lipid eltérések felhivtak a figyelmet e gyermekek valéban
veszélyeztetett helyzetére és a szlirés jelentéségére. A betegségtudat kialakitasa
nélkil végzett diétas tanacsok (a zsiros ételek kerilése, halfogyasztas, fokozott
rostbevitel foként a filkban) és a fizikai aktivitas szerepének kiemelése kedvezd
eredményeket hozhat. Ezt mutatja, hogy a fiatalkori infarktusos csaladok utédaiban az
étrend (diszndzsir helyett olaj hasznalat, a zsir-liszt rantas kiiktatasa, tobb zéldség a
galuska, rizs, sutemények helyett, hal és csirkehis dominancigja), az életmdd
(dohanyzas, fogamzasgatidk csokkentése) valtoztatasa valamint a fizikai aktivitas
novelése (rendszeres futas, Uszas) az egy éves kovetési periodus alatt jelentésen
csokkentette az dsszkoleszterin és a lipidperoxidok szintjét, emellett emelte a HDL-t a
budapesti csoportban (217).

Ez a szép eredmény figyelemreméltd. Az adott tanacsok valdszinlleg az
eikozanoidokban is kedvezd eltolédast indukalnak. Az n-3 és n-6 zsirsavak bevitelének
kedvezd hatasardl mar széltam. Egyéb diétas tanacsok kulénbdzéd dsszefoglaldokban
talalhatok (15,88,97). A fizikai aktivitds novekedése kontroll és beteg személyekben is
kedvezden hatott a PGly €s mas eikozanoidok szintjére, valamint a HDL-re (145,215).

A mozgas és testedzés soran a terhelésnek fokozatosnak kell lennie, mert a talzott
eréfeszités karos lehet. A dohanyzas (passziv formaban is) TXAo noveld és PGlo
csokkenté hatasa jol ismert (4,165,177,204). A fogamzasgatld szerek hatasara mar
utaltam a szteroid hormonok és a prosztanoid anyagcsere vonatkozasaban (6,113).
Altalaban a progeszteront tartjak atherogén hormonnak és PGly csokkentének (169).
Végil nagyon fontos, bar nehezen vizsgalhatd szerepe van a lelki stressznek és mas
személyiségzavaroknak, feloldasaban pszicholégus munkaja segithet.

A fentiek figyelembevételével valészinlileg jelentds sikereket lehet elérni mind a
primer, mind a szekunder megelézésben. Az érelmeszesedés lassu, évtizedekig tartd
progresszidjanak ismeretében a megelézésre minél hamarabb sulyt kell fektetni, hogy
az étrend és életmod fokozatos megvaltoztatasanak segitségével gyodgyszeres
kezelésre sokkal kevesebb esetben legyen szikség. Munkam ehhez szeretett volna
segitséget nyujtani.
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5. OSSZEFOGLALAS

A kidolgozott C18-extrakcidval kombinalt RIA modszer 6 jellemzdéi (atlag+/-

SD):
6KPGF TXBo

Bo/T (%) 42,516,8 62,318,2
NSB (%) 56114 54413
IC50 (pg/ml) 33,546,2 41,7158
Extrakcios hatasfok (%) 78,3 82,7
Bels6 variaciés egyltthato

(intraassay variation) (%) 9,1 8,3
Kulsé variacios egyutthaté

(interassay variation) (%) 16,6 16,2
Méréstartomany

(human plazmaban) (pg/mi) 11 -600 70 - 2000
Erzékenység

(detection limit) (pg/ml) 4 25
Megbizhatdsag,

linearitas 0,974 0,995
Human plazmamintak
mérhetésége (%) 94,8 99,2

A 6KPGF és TXBo szintek mar fiatal gyermekekben (3-19 ill. 20 év)

kimutathatéan valtoztak az életkor és az atheroszklerotikus veszélyeztetettség szerint.
Serdulékor utan a fiuk kedvezétlenebb helyzetbe keriltek, mint a leanyok a 6KPGF
szint erds csokkenése miatt. A veszélyeztetett gyermekekben a 6KPGF szint
alacsonyabb volt. Osszefiiggést lehetett kimutatni a prosztanoidok és a
koleszterin(frakciok) kozott foként felndttkorban, mely utal egyittes kezelésik
lehetéségére. A férfiakban az 6sszkoleszterin, nékben az Al volt a meghatarozobb. A

karaszer( halhusfogyasztas sikeresen csokkentette (a kedvezd lipidprofil eltolédason
tal) a vérlemezke aktivitasra utald szérum TXB> szintjét.
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