A NYUL ODDI SPHINCTER NITRERG RELAXACIOJANAK
KAROSODASA NITRATTOLERANCIABAN,
DIETASHIPERKOLESZTERINEMIABAN ES

LOVASTATIN KEZELESUTAN

Ph.D. Ertekezés T ézisei

irta

Sari Zs. Réka

Szegedi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi K ar
Szent-Gyorgyi Albert Orvostudomanyi és Gyogyszer észtudomanyi
Centrum
|. sz. Belgydgyéaszati Klinika
Szeged

2002



Bevezetés és célkitiizések

Az Oddi sphincter (OS) relaxalo funkcidjanak integritasa elofeltétele a
duodenumba torténd normalis epeiiriilésnek. Bizonyitott, hogy az OS relaxacios
funkcigjanak szabalyozasa non-adrenerg, non-cholinerg (NANC) idegeken
keresztiil torténik, melyben az L-arginin-NO-cGMP rendszer meghatéroz6
jelentéségii. A nyGl OS-en a NANC relaxacio blokkolhaté NO-szintéz gétléval
azaz No-nitro-L-arginin metilészterrel (L-NAME). Az L-NAME gétlé hatésa
visszafordithaté egyidejii L-arginin inkubécidval, viszont D-argininnel nem, ami
azt mutatja, hogy a valasz alapvetden nitrerg. Tovabba ismert, hogy a nitroglicerin
(NG) és mas nitrovazodilatatorok biologial hatasukat az intracelluléris cGMP szint
emelésén keresztiil fejtik ki.

Mindeddig hidnyosak voltak ismereteink az extrahepatikus epetti motilitds - azon
hiperkoleszterinémias (HC) és 3-hidroxi-3-metil-glutaril koenziim A (HMG-CoA)
reduktaz gatloval kezelt allatokban, mindazok ellenére, hogy az érrendszer
endotélsejtjeiben a funkcionalis defektusokat mar régebben felismerték, mely az
NO felszabadulas és/vagy hatas elégtelenségének tulajdonithatd. Ezek koziil
mindkett6héz kiilonb6z6 G-protein effektor rendszerek integritdsa, épsége
sziikséges. Bioldgiai funkcidjuk betdltéséhez, a G-proteineknek be kell épiilni a
sejtmembranba, melynek eléfeltétele az izoprenilalt fehérjékkel vald kapcsolat.
Ezen prenilalt egységek elérhetésége csokken mind diétds HC-ban, mind HMG-
CoA reduktaz kezelést kdvetden, ezért feltételeztiik, hogy a diétas HC ill. HMG-
CoA reduktaz kezelés befolyasolja a nitrerg relaxaciot az érrendszerhez hasonléan
a gasztrointesztinumban is. Ugyanakkor a farnezil analégokrol kimutattak, hogy
renormalizaljak a diétas HC ill. HMG-CoA-reduktaz gatlas altal karositott
vaszkularis tonust. A HMG-CoA-reduktdz a mevalonat ut kulcsenzime, mely a
plazma koleszterin szintt6l fiiggetlen.

Amennyiben az NO felszabadulas/hatds nitrattoleranciaban, HC-ban ill.
HMG-CoA reduktaz kezelés utan csokken az extrahepatikus epeutakban, akkor az
OS-en bizonyitottan dontd jelent6ségii NANC relaxaciés mechanizmus is sériil,
minek kovetkeztében a koleszterin dus epe {iriilése gatolt, ami kedvez a
koképzédésnek. Epekovesség pedig egyidejii sphincter relaxacioés karosodas,
valamint HC mellett megnovekedett rizikot jelent hasnyalmirigy gyulladas
kialakulasara.

Munkank soran céljaink a kovetkezok voltak:

I. A nitroglicerin tolerancia hatasanak vizsgalata a nyul Oddi sphincter
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II. A nyal Oddi sphincter neurogén valtozasa

hiperkoleszterinémias allatokon és farnezol szubsztiticiot kvetden.

III. A nyal Oddi sphincter neurogén relaxacigjanak vatozésa HMG-CoA
reduktaz gatld kezelés és farnezol szubsztiticiot kovetden.
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A kisérleteket him (3000-4000 g) Gj-zélandi fehér nyulakon végeztiik.

Izometrids fesziilés mérése

Az Oddi sphincter kb. 3 mm hosszi ampullaris részét a Vater papilla eliminalésa
utan horizontalisan két L-alak iveghorogra helyeztiik, melynek masik végét egy
eroméréhoz (SG-02, Experimetria, Budapest, Magyarorszag) kapcsoltuk. A mérét
Osszekotottiik egy 6 csatornas poligraffal (R61 6CH, Mikromed, Budapest,
Magyarorszag), amellyel az izometrias fesziilést mértik és regisztraltuk. A
kisérleteket 5 ml-es, Krebs-bikarbonat puffer oldattal teli szervfiirdében végeztiik,
melyet allandéan 37 °C-on tartottunk ¢&s carbogénnel levegdztettink. Az
izomgytriket 1 6ran at inkubaltuk és 10 mN-os eldfeszitést alkalmaztunk. Egy
allatbol egy izomgyiriit preparaltunk ki.

A ciklikus nukleotid tartalom meghatdrozdsa az izoldlt nyal Oddi sphincter
preparatumbol

A szoveti cAMP és cGMP tartalmat radioimmunoassay (RIA) (Amersham RIA
kittel; Les Ulis, Franciaorszag) moddszerével hataroztuk meg, amint azt mar
korabban leirtuk (Szilvassy és mtsai., 1994.). Mintavétel: az izomgytriiket
lefagyasztottuk ~ folyékony  nitrogénben, hogy  megakadalyozzuk a
foszfodiészterazok ¢GMP bontd hatdsat. A mintdk 6%-0s trikldérecetsavban
torténd homogenizalasat, llepitését, tobbszori vizzel telitett éterrel torténd
extrahalasat kovetden nitrogén alatt beparlast végeztiink. Az értékeket pmol/mg
nedves tomegre adtuk meg.




3 Membran preparatumok és Western blot analizis

Az Oddi sphincter izomgyfiriik homogenizalasa jéghideg SO0 mM Tris/HCI (pH 7.4,
25 C’-on) oldatban tortént, mely 10 pg/ml szojabab tripszin inhibitort,
5 pg/ml leupeptint, 200 pg/ml bacitracint, 2 mM EDTA-t és 100 uM fenil-metil-
szulfonil-fluoridot  tartalmazott, a proteolizis megel6zésére.  Tobbszori
centrifugalast kovetéen, a végsd pellet jéghideg vizsgdld (assay) pufferben
(50 mM Tris/HCl, 5 mM MgCl,, pH 7.4, 25 C’-on) torténd reszuszpendalasat
kovetben, a proteintartalom meghatarozasa Lowry moddszerével tortént, marha
szérum albumint hasznéalva standardként. Néatrium-dodecil-szulfat / poliakrilamid-
gél elektroforézist (SDS/PAGE) és Western blot-ot alkalmaztunk, mely miiveletet
korabban Miyamoto és mtsai (1992.) mar leirtak. Az immunjelzett G-proteinek és
a specifikus savok intenzitasanak vizsgalata Lagy Lézer Pasztazé Denzitométerrel
(Biomed Instruments, USA) tortént.

Szdéveti NO meghatarozas elektron spin rezonancia segitségével

A frissen homogenizalt Oddi sphincter szdvet nitrogén monoxid tartalmat elektron
spin rezonancia spektroszkopia felhasznalasaval mértiik. Irodalmi forrasok: Csont
¢és mtsai., 1998; Ferdinandy és mtsai., 2000; Radak és mtsai., 1999.

NANC neurotranszmitter felszabadulasi tanulmanyok
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szervfolyadékanak 200 pl-es mintdibol hataroztuk meg RIA modszerrel, melyet
laboratoriumunkban fejlesztettek ki (Helyes és mtsai., 1997; Németh és mtsai.,
1999). A VIP meghatarozasédhoz a kereskedelmi forgalomban is elérhetd RIA kitet
(Phoenix Pharmaceuticals, Belmont, CA, USA) hasznaltuk. A mintavételt a
téringerlés (maximum kontrakcié / relaxacid) elétt (nyugalmi értékek) ill. azt
kovetben azonnal végeztiik.

Kisérleti csoportok
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vizsgaltuk a relaxaciot. Egy hat gyiiriib6l allo kiilon csoportot eldzetesen 60
percen at inkubaltunk 275 uM NG-vel, hogy in vitro NG toleranciat indukaljunk.
Mind a tolerans, mind a nem tolerans gyiiriiket elektromosan téringereltiik (TI: 50
V, 0.1 ms, 20 Hz, 3 és 10 inger). A gyliriiket azutan 20 percig NANC oldattal
inkubaltuk (fentolamin, oxprenolol és atropin, mind 1 pM), majd ismét TI-t
alkalmaztunk. A TI-t megismételtiik egy NO-szintdz gatlo, a L-NAME (30 uM)
kiegészit0 adasa utan, majd egy rakdvetkezd L-arginines (3 mM) inkubacié utan.

II. A nitrerg relaxacio visszaallitasa farnezollal hiperkoleszterinémias nyul Oddi
sphincteren

A tanulmanyt négy kisérleti csoporttal végeztiik (csoportonként 11 allattal).
1. csoport: normal allatok a farnezol oldoszerével kezelve 3 napon at napi kétszer;
2. csoport: normal allatok farnezollal kezelve (30 pumol/ttkg) 3 napon at napi
kétszer; 3. csoport: hyperlipidémias nyulak (1.5% koleszterintartalmu diéta 8
héten at), és farnezol oldoszerével kezelve; 4. csoport: farnezollal kezelt
hyperlipidémias nyulak. Minden csoport két alcsoportra oszlik: 6 allatbol 6
preparatumot hasznaltunk az izometrias fesziilés méréséhez, mely soran az
izomgyurtk izometrias fesziilésének valtozasat vizsgaltuk NANC oldatban (1 uM
atropin és 4 uM guanetidin) az elektromos téringerlés (TI: 0,5 V; 0,1 ms; 20 Hz;
40 inger) impulzusainak két egymast kovetd ingersorozatat kdvetéen. Tovabbi 5
nyulbdl szarmazoé izomgytriikb6l cGMP meghatarozasa tortént RIA modszerrel.

HOI. A nitrerg relaxacié visszaallitasa farnezollal HMG-CoA reduktdz gatloval
kezelt nyul Oddi sphinteren

A tanulmanyt négy kisérleti csoporttal végeztiik. 1. csoport: kezeletlen allatok;
2. csoport: lovastatinnal kezelt allatok (5 mg/kg/nap intragastricusan, 5 napon at,
MEVACOR, MSD Hungaria Kft. Budapest, Magyarorszag); 3. csoport: farnezollal
(1 mg/kg intravénasan, napi kétszer, 6t napon at, Sigma, St. Louis, MO) kezeltek;
4. csoport: lovastatin + farnezol (5 napon at) kezelést kaptak. Mindegyik csoport
23 allatbol szarmazd 23 preparatumot tartalmazott, melyek koziil hatot az
izometrias fesziilés mérésére hasznaltunk; 6t gylirit a RIA mérésekhez hasznaltunk
fel az alap 5 cAMP és cGMP szintek meghatarozasahoz, nyolc gytriit hasznaltunk




fel a szoveti NO meghatdrozésihoz és csoportonként négy gylrii szolgalt a
membran asszocidt G-protein G, alegység Western blot analiziséhez. Két tovabbi
csoportot képeztiink a farnezol olddszerének tesztelésére ill. a lovastatin placebo
csoportnak (4 preparatum az izometrias fesziilés mérésére, harom a ciklikus
nukleotid és négy az NO meghatarozasahoz csoportonként). Hogy csokkentsiik a
kisérleti allatok szamat, a téringerlés-indukdlta széveti nukleotid koncentracio
valtozasat ugyanazokbol a preparatumokbdl hataroztuk meg, mint amelyeket az
izometrias fesziilés mérésére hasznaltunk fel.

Eredmények

srer

A CCKS8 maximalis kontrakciokat hozott Iétre a tolerans (29.945.8 mN) és nem
tolerans (28.34+5.2 mN) sphinctereken. Tehat a CCK8-ra vald érzékenység nem tért
el a két csoport kozott EC50 (-log M) 8.5+0.2 és 8.340.1 értékeknél.

A téringerlés mind a tolerans, mind a nem tolerans ampullaris OS preparatumon
kontrakciot koveto relaxaciot hozott 1étre. A NANC oldattal torténd inkubacié a
TI-re adott valaszként monofazisos relaxaciot hozott létre a nem tolerans
sphinctercken, de a toleransokon nem. Az L-NAME (30 pM) megforditotta a
NANC relaxaciot a nem tolerans izomgyuriikben, ugyanakkor nem modositotta a
NANC kontrakciokat a tolerans preparatumokban. Az L-arginin (3 mM)
megforditotta az L-NAME NANC relaxaciora gyakorolt hatdsat a nem tolerans
gytriikben és nem volt hatassal a TI-indukalta kontrakciokra a tolerans OS-ben.
Ahogyan azt RIA-val megmértiik, a NG tolerancia nem volt hatassal sem a
szovetek cAMP, sem cGMP tartalmara. A TI szignifikdnsan fokozta a szoveti
cAMP és cGMP tartalmat a nem tolerans preparatumokban. A TI nem tudta
ndvelni egyik ciklikus nukleotid szoveti szintjét sem a tolerans szdvetben.

II. A nitrerg relaxacid visszaallitasa farnezollal a hiperkoleszterinémids nyal Oddi
sphinteren

A Koleszterin-gazdag diéta felemelte a szérum koleszterin szintet (1.4+0.3 mmol/I-
r6l 22.6+£3.8 mmol/l-re) és dramaian csokkentette a NANC, lényegében nitrerg
relaxaciot a nyul OS-en. A normal tappal taplalt nyulakban a szérum koleszterin
szint nem valtozott és a farnezolnak sem volt hatasa a szérum koleszterin szintre.

A normdl (farnezol olddszerével kezelt) allatokbdl szarmazo OS izomgyliriikben a
téringerlés (TI)-kivaltotta monofazisos NANC relaxaciot lattunk (1. csoport).

A farnezol kezelés sem modositotta ezt a valaszt (2. csoport). A farnezol
oldoészerével kezelt HC nyulakbdl szarmazé preparatumok TI-re NANC
kontrakcioval valaszoltak (3. csoport), mig farnezollal kezelt HC nyulaknal az
OS-en TI-re monofazisos NANC relaxaci6 volt megfigyelhetd (4. csoport).

A TI novelte a ¢cGMP szintet az 1. és 2. csoport NANC oldatban inkubalt
izomgytrliiben. A HC teljesen blokkolta a poszt-stimuléciés cGMP szint
ndvekedést és az alap cGMP szint is csokkent HC-ban. A farnezollal kezelt HC
nyulak Oddi sphincterében a poszt-stimulacios cGMP értékek megkozelitSleg
elérték a normal allatok preparatumaiban mérteket.

II. A nitrerg relaxacid visszaallitdsa farnezollal a HMG-CoA reduktéz géatloval

kezelt nytil Oddi sphinteren

A téringerlés kivaltotta NANC relaxacios valaszt a lovastatinnal kezelt allatokban

kontrakciéva konvertalddott. A lovastatin-farnezol kombinécid visszaallitotta a

normalis NANC relaxacios valaszt. A farnezol maga nem volt hatassal a NANC

relaxaciora. A NANC relaxacié nem modosult a lovastatin placebojara vagy a

farnezol oldoszerére.

Az Oddi sphincter szoveti mintaiban sem a lovastatin, sem a farnezol, sem pedig

kombinaciojuk nem befolyasolta sem az alapvonalat, sem pedig az elektron spin

rezonanciaval meghatarozott, NO-L-N-metil-gluk6zamin-ditiokarbamét komplex

specifikus  spektrumanak poszt-stimulacids —intenzitisat, Osszehasonlitva a

kezeletlen dllatokbol szarmazo mintakkal.

A téringerlés indukalta NANC relaxdci6 mind a ¢GMP, mind a cAMP

szignifikdns emelkedésével tarsult a kezeletlen allatokbol szérmazo

preparatumokban. A lovastatinnal kezelt csoportbol szerzett izomgytiriikben a

téringerlésre adott valaszként 1étrejott cGMP szint emelkedés sokkal alacsonyabb

volt, mint a kezeletlen nyulakbodl szarmazé sphinctereknél. Erdekes, hogy a

téringerlés képtelen volt emelni a cAMP szintet a lovastatinnal kezelt csoportban.

A farnezol-lovastatin kombinécio teljesen helyreallitotta a téringerlésre adott

mindkét ciklikus nukleotid emelkedéssel jar6 valaszt. A farnezolnak, az

oldoszerének vagy a lovastatin placebojanak nem volt hatésa.

A téringerlés szignifikdns VIP és CGRP koncentracio-emelkedést mutatott a
prepardtumok szervfolyadékdban, amint azt RIA-val meg is hataroztuk. Ezt az
alkalmazott kezelések egyike sem valtoztatta meg.

Gs, protein -a membranhoz kapcsolt G-protein komplex része-, melynek denzitasa
alapvetéen csokkent a lovastatinnal kezelt allatok sphincterébdl szarmazo
membranpreparatumokban, mig a farnezol potlasa a Gs, denzitést re-normalizalta.




K Ovetkeztetések

o  Eredményeinkbdl arra kovetkeztettiink, hogy a nyul OS ampullaris
részének NANC relaxacidja szignifikansan karosodik az in vitro
nitroglicerin tolerancia allapotaban.

e Kimutattuk, hogy HC dramaian csokkenti a NANC, lényegében nitrerg
relaxaciot nyul OS-n és a HC barmely csillapitasanak ellenére, a farnezol

valamint

e a HMG-CoA reduktiz gatlas (lovastatin kezelés) a diétas HC-hoz
szubsztiticioval (farnezol kezelés) a HMG-CoA reduktaz gatlo kezelés
extrahepatikus epeut motilitast karosito hatasa ellensulyozhato.

A parhuzam az Oddi sphincter megjavult nitrerg relaxacidja és a
hiperkoleszterinémias sphincter farnezol adasat kovetd megndvekedett cGMP
termel6 képessége kozott azt mutatja, hogy fontosak a nem-koleszterin mevalonét
termékek az extrahepatikus epeuti motilitas NO-cGMP rendszeren keresztiili
szabalyozasaban olyan metabolikus betegségekben, mint pl. a hiperkoleszterinémia
¢s az arterioszklerozis.

Reményeink szerint vizsgalataink hozzéjarultak az Oddi sphincter intrinsic
szabalyozasanak jobb megismeréséhez és kisérleteink kedvezd eredményei nagy
segitséget nyujthatnak a ma még megoldatlan - az alapbetegségeket is érintd -
nitrattoleranciahoz,  hyperlipidaemidkhoz  tarsult  extrahepatikus  epeuti
motilitdszavarok késobbi gyogyszeres kezelésében, valamint az eredmények
felhivjak a figyelmet a HMG-CoA reduktaz gatlok nem lipidcsokkentd hatasaira,
melyek el6johetnek, kiilondsen ezen gyogyszerek hosszatavi hasznalatakor.
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