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1. BEVEZETES
1.1. A renin-angiotenzin rendszer és az in-stent restenosis

A renin-angiotenzin rendszer (RAS) a vérkeringés és a testnedvek
térfogatdnak egyik alapvetd szabdlyozdja, hatdsai a periférids ellendlldsra, az
artérids vérnyomadsra, a folyadékfelvételre, valamint az elektrolit forgalomra
egyarant kiterjednek. A RAS miikodése sordn a plazma Na'-koncentracijanak
csokkenése vagy a hipovolémia a vese juxtaglomeruldris sejtjeibdl renint
szabadit fel. Ez a protedz a m4j dltal termelt angiotenzinogénbdl (AGT) egy
dekapeptidet, az angiotenzin I-et, (Ang I) hasit le. Az Ang I-et az angiotenzin
konvertaz enzim (ACE) tovabbi két aminosav lehasitdsaval angiotenzin II (Ang
IT) oktapeptiddé alakitja, ami a szervezet egyik leghatékonyabb vazopresszor
molekuldja. Az Ang II G-fehérjékhez kapcsolt 1-es és a 2-es tipusi Ang II
receptorokon (AT1R és AT2R) fejti ki hatdsait. Az akut vazokonstrikcid mellett
az Ang II hosszitdvon hatdssal van a sejtosztddast és novekedést irdnyitd gének
expresszidjdnak szabdlyozdsdra, ami a miokardium hipertréfidjat, illetve a
rezisztenciaerek hipertrofidjat €s hiperpldziajat eredményezheti. Az Ang II ezen,
a kardiovaszkuldris betegségek pathomechanizmusdban fontos hatdsait
elsosorban az ATIR receptorokon keresztiil valositja meg.

A RAS-ban kiilonbdzd negativ visszacsatoldsi tutvonalak jatszhatnak
szerepet az egyes peptidek keletkezési és lebomldsi sebességének
szabalyozdsaban. A szabdlyozas felboruldsakor a rendszer szdmos eleme koziil a
legkértékonyabb eredménnyel az Ang II felszaporoddsa jar, hiszen az éltala
kivaltott vazokonstrikcid, sejt-hipertréfia és hiperpldzia olyan betegségek
kialakuldsdnak kezdeti 1épéseit jelentik, mint a hiperténia, az atherosclerosis,
kovetkezményes koszorisérbetegséggel, szivinfarktussal, szivelégtelenséggel.
Igy a RAS komponensei koziil az Ang II keletkezésében kulcsszerepet jatszo,
illetve hatdsat kozvetit6 AGT, ACE és az AT1R a mai napig a legtobbet vizsgélt
molekuldk. Humidn génjeik klonozdsa szdmos genetikai polimorfizmus -
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melyek koziil tobb is gyanuba keveredett, mint a fenti korképek esetleges
rizikofaktora.

Az AGT M235T polimorfizmusa a 235. aminosav poziciéban egy treonin
megjelenését jelenti, a vad tipusban taldlhaté metionin helyett. A T235 allélt
hordozé egyénekben emelkedett plazma AGT koncentriciot taldltak. Az ACE-
gént egy Inzerciés/Deléciés (I/D) polimorfizmussal szoktdk jellemezni. II-
homozigétakkal dsszehasonlitva, az ACE szérumszintje DD-homozigétakban a
magasabb, mig ID-heterozigétdkban egy intermedier értéken helyezkedik el. Az
ATIR génjének A1166C polimorfizmusa az 1166. nukleotid pozicidban egy
adenin citozinra cserélddését jelenti. Vizsgdlatok szerint a C allél emelkedett
kardiovaszkuldris kockézattal jarhat.

Magyarorszdgon a koszorisérbetegség és az iszkémids szivbetegség
vezetd haldloki tényezok, ezért fontos azon egyének azonositdsa, akik a
kardiovaszkuldris morbiditdis és mortalitds szempontjabdl fokozottan
veszélyeztetettek. A betegség kezelésében madra rutineljardssa valt a besziikiilt
koszoruserek ballonos tigitdsa €s egy fémhald, ugynevezett stent beiiltetése
(percutaneous transluminal coronary angioplasty, PTCA). Az esetek 20-30 %-
aban azonban tujabb sziikiilet, restenosis alakul ki a kordbbi tdgitds teriiletén.
Mint ahogyan maga a korondria-betegség, az in-stent restenosis (ISR) is egy
multifaktoridlis betegség, kialakuldsdban az Ang 1I-hoz kapcsolddo
simaizomsejt-tilnovekedés, neointima-proliferdici6 meghatdroz6  szerepét
feltételezik.

Az elmult masfél évtizedben szdmos vizsgalat sziiletett az ISR kialakuldsa
és a RAS genetikai polimorfizmusai kozotti kapcsolat felderitésére. Az egyes
etnikai csoportok genetikai hdttere azonban kiilonboz6 lehet. Igy példdul
bizonyitdst nyert, hogy egy genetikai polimorfizmus japan lakossdg korében
feltart prevalencigjat nem extrapoldlhatjuk a kaukdzusi pdaciensekre.
Hasonl6képpen a kiilonbozd populécidk esetében leirt asszocidcidkat a magyar

lakossdg korében is ellendrizni kell.



1.2. Az AGT M235T polimorfizmusanak meghatarozasa

Az AGT gén M235T polimorfizmusidnak kardiolégiai betegségekkel
torténd  asszocidciéjanak meghatdrozdsa sordn, a kiilonb6zd vizsgalt
populdciokban meglehetdsen ellentmondasos eredmények sziilettek. A
bizonytalansdgot tovdbb novelheti, hogy az egyes tanulmdnyok sordn eltérd
laboratériumi  mddszereket alkalmaztak. Az AGT M235T genotipusok
meghatdrozasédra legaldbb négy kiilonb6z0 metddust hasznaltak eddig, igymint
(i) polimerdz léncreakciét (PCR) kovetd allél-specifikus oligonukleotid
hibridizaciét (PCR-ASO), (ii) olyan PCR reakciét (MS-PCR), amelyben harom
primer felhasznéldsaval az 0sszes lehetséges allélt felszaporitottdk, (ii1) egyszala
DNS konformdicié polimorfizmus (SSCP) analizist és (iv) PCR-restrikcids
fragment méret polimorfizmust (PCR-RFLP). Laboratériumunkban ez utébbi,
PCR-RFLP moddszer bedllitdsa soran technikai nehézségekbe iitkoztiink. Célunk
(az AGT M235T polimorfizmus in-stent restenosisban jétszott szerepének
feltdrasa) elérése érdekében ezért sziikségessé valt a PCR-RFLP mddszer
tovabbfejlesztése a megbizhatobb genotipizlas elérése érdekében.
1.3. A vanilloid receptor (TRPV1) és szerepe az arteriolak atméréjének
szabalyozasaban

A vanilloid receptor (TRPV1) egy nem-specifikus kation csatorna,
viszonylag nagy szelektivitdssal a kalciumra. A receptort olyan fdjdalmat okoz6
fizikai és kémiai hatdsok aktivaljdk, mint a magas ho, az alacsony pH,
extracelluldris ozmolaritds- €s nyomdsvaltozdsok, a paprika csipOsségéért felelds
kapszaicin és tdgabb értelemben az tgynevezett vanilloidok. A TRPVI1-et
elsosorban a fdjdalmat kozvetitd nociceptorok, a primer szenzoros neuronok
expresszdljdk, emellett azonban kiillonb6zd kozponti idegrendszeri régidkban, a
cortexben, a hippocampusban, a corpus callosumban, s6t az itt futdé erek
astrocytdiban €s pericytdiban is sikeriilt igazolni jelenlétét. A TRPVI1

expresszidja a periféridn sem csak a neurondlis szovetekre korldtozodik;



megtaldlhat6 az epidermis keratinocytdiban, a hugyhdlyag urotéliumdban és
simaizomzatdban, a mijban és makrofigokban is.

A TRPV1 aktivdléddsa a szenzoros neuronok axontermindlisaiban az
intracellularis natrium- és kalcium ion koncentricidjanak emelkedéséhez vezet.
A nétrium ionok bedramldsa a nociceptorok depolarizdcidéja révén kozponti
idegrendszeri stimuldci6hoz, végeredményben fijdalomérzethez vezet. Az
intracelluldris kalcium ion koncentrici6 emelkedése ugyanakkor kiillonbozo
neurotranszmitterek, példdul  calcitonin-gén rokon peptid (CGRP) és a
substance P lokalis felszabaduldsit eredményezi, melyek a tovdbbiakban Gjabb
medidtorokat szabaditanak fel, igy a szenzoros funkcié mellett a vanilloid
receptorok egy effektor mechanizmusnak is résztvevoi.

Viszonylag keveset tudunk a vanilloid receptor endogén ligandjairdl.
Eddig 3 lipid tipusu molekulacsoportot azonositottak, melyek mindegyike az
arachidonsav-metabolizmus sordn keletkezik: az arachidonsav bizonyos
lipoxigendz-produktumai  (12-hidroperoxy-eikozatetraénsav (HPETE), 15-
HPETE, 20-hidroxy-eikozatetraénsav (HETE)), az N-arachidonoyl-dopamin
(NADA) és az N-arachidonoyl-ethanolamid, masnéven anandamid. Ez ut6bbi
ligand, melyet eredetileg a kannabinoid receptor-1 (CB1) aktivitoraként
ismerték meg, allt vizsgdlataink kozpontjdban. Mig a kiillonbozd kisérleti
rendszerekben az anandamid hasonlé affinitdssal aktivdlta a CB1 és a TRPV1
receptorokat, hatékonysagat tekintve jelentds kiilonbségeket taldltak: egyes
kisérleti rendszerekben teljes, misokban parcidlis agonistinak bizonyult. Az
anandamid kapcsan figyelembe kell venni, hogy hatékonysagit nagymértékben
meghatdrozza metabolizmusa. Sejtbe val6 bejutasaért egy membran-transzporter
felelds. Majd a mar intracelluldris anandamidot zsirsavamid-hidroldzok,
valamint kiilonbdzd oxigendzok gyorsan atalakitjak.

Korabban kimutattdk, hogy a TRPV1 parcidlis aktivicidja mas endogén
ligandok szamdra részleges gatld hatast idézhet elo. Ilyen ligand lehet a NADA

vagy mas, még nem azonositott endogén ethanolamidok. Azt is feltételezik,



hogy a TRPVI1 anandamiddal val6 aktivdldsa a receptor deszenzitizicidjit
okozza az ujboli agonista stimuldcidra (tachyfilaxis). A TRPVl1-en hat6
ligandok hatékonysdgat nagymértékben befolydsolhatja a receptor foszforil4cids
allapota. A TRPV1-et a protein kindz A (PKA), a protein kindz C (PKC) és a
Ca’*/calmodulin dependens kinaz II (CaMKII) is képes foszforilalni. A TRPV1
PKA ¢és PKC dltali foszforildciéja érzékenyiti a receptort a kiilonb6zo
vanilloidokra, az anandamidra, a ho és protonok 4ltali stimulécidra.

A vanilloid receptor szerepét szdmos szerv fizioldgids milkodésében
vizsgaltdk, és nagyon sokféle betegség kialakuldsdval, patofiziologidjaval
Osszefiiggésbe hoztdk. A mi érdeklodésiink a receptornak és ligandjainak a
mikroarterioldk atmérdjére gyakorolt hatdsa felé irdnyult. Ezek az 500 um-nél
kisebb atmérdjli arterioldk hatdrozzdk meg az egyes keringési teriiletek, szovetek
aktudlis, lokalis vérellatdsat. Kordbban leirtdk, hogy a vanilloid receptorok
aktivaldsan keresztiil mind az anandamid, mind a kapszaicin vazodilataciét okoz
mezenteridlis, hepatikus, bazildris és meningedlis erekben. Mindezek mellett azt
is leirtdk, hogy a TRPVI1 stimuldldsa patkdny és kutya mezenteridlis illetve
koszoruserekben vazokonstrikciot képes okozni. SOt arra is van adat, hogy az in
vivo anandamid kezelés atmeneti vazokonstrikciot okozott éber patkdnyokban
vese, mezenteridlis €s végtagi ereken. Ezekben a munkdkban mechanizmusként
az axontermindlisokbdl felszabadulé neurotranszmitterek szerepét feltételezték.
Sajét kisérleteinkben a vanilloid receptorok funkciondlis szerepét vizsgaltuk a
vazizom arterioldkban, melyek lényeges szerepet toltenek be a keringés
szabdlyozdsaban, a véreloszlds meghatdrozdsaban. Vizsgalataink célja a TRPV1
funkciondlis szerepének meghatdrozdsa, a receptort expresszdlé sejtek
azonositdsa és a receptor anandamiddal torténd stimuldciéjadnak tanulmanyozasa
volt patkdny m. gracilis-bdl izolalt perfunddlt arterioldkban. A vanilloid receptor
medidlt cellularis hatdsok specifikus értékelése érdekében egy TRPVI1
overexpresszald sejtvonalat (CHO-TRPV1) hasznaltunk. Végiil, jellemeztiik a

receptor foszforildltsigi dllapotdnak szerepét is.



2. CELKITUZESEK
Munkdénk sordn az alabbi célkitlizések kisérletes megvaldsitasat hajtottuk végre:
1. Az ACE 1/D, ATIR A1166C és az AGT M235T polimorfizmusok
meghatdrozasa
2. Az ACE I/D, az AGT M235T és az AT1R A1166C polimorfizmusa és az
in-stent restenosis megjelenése kozotti Osszefiiggések vizsgdlata perkutan
koronadria intervencion atesett betegek korében
Funkciondlis vanilloid receptorok kimutatdsa vdzizom arterioldkban
A TRPV1-et expresszalo sejttipusok azonositasa

A receptor anandamiddal torténd stimulacidjanak tanulmédnyozéisa

AN

A receptormiikddés celluldris hatdsainak specifikus vizsgdlata TRPV1
overexpresszalé sejtvonal segitségével
7. A foszforilaci6 szerepének vizsgilata a receptor anandamid

valaszkészségének szabalyozdsaban

3. MODSZEREK
3.1. Az in-stent restenosis vizsgalataban részt vevo betegek

A vizsgélatban 239 beteg vett részt (valamennyien kaukazusiak, észak-
kelet magyarorszagi lakosok), akiknél a perkutdn korondria intervencid, stent-
implantcid, majd ezt kovetden visszatérd panaszok és/vagy pozitiv terheléses
vizsgalatok miatt kontroll-angiografia tortént. Az in-stent restenosist, a
kozvetleniil az intervenciét kovetden késziilt felvételhez viszonyitva, 50 %-ndl
nagyobb lumensziikiiletként definidltuk. A hagyomdnyos kardiovaszkuldris
rizik6faktorokra vonatkozé klinikai adatokat a korlapokbol gyiijtottik ki. A
genetikai vizsgélatokat a kontroll-angiogréafia eldtt végeztilk el. A betegek
(n=239) atlagéletkora 58.9+9.4 év volt; 155 volt koziilikk férfi. A stentelést
kovetd gydgyszeres terdpia minden beteg esetében tartalmazott aspirint (100 mg
naponta) és clopidogrelt (75 mg naponta). ACE-gitlo beépitése a terdpidba a

kezeldorvos dontésén alapult. A vizsgdlatot a ,,World Medical Association”



Helsinki Deklaracigjaval (2000) osszhangban és az Intézeti Etikai Bizottsag
jovdhagyédsaval végeztilk. Valamennyi beteg tdjékozott beleegyezését adta a
diagnosztikus és terdpids eljarasokhoz.

3.2. Genetikai analizis

A genomi DNS-t periférids vér fehérvérsejtjeibdl izolaltuk, FlexiGene
DNA Kit segitségével (Qiagen, Hilden, Germany). Az ACE-gén 1/D
polimorfizmusat PCR-mddszerrel Rigat és munkatarsai protokolljat kodvetve
(Rigat B és munkatdrsai, Nucleic Acids Res 1992; 20(6):1433.), az inzerci6t is
magdba foglalé DNS-szekvencia amplifikdlasdval hataroztuk meg.

Az AGT-gén M235T polimorfizmusdnak meghatdrozasihoz eldszor egy
kordbban leirt PCR-RFLP-n alapul6 eljardst haszndltuk (Hum. Mol. Genet.
1993; 2(5):609-610.). Késdbbi kisérleteinkben ez utébbi protokollt
tovabbfejlesztettiik. Ennek sordn a reakcidelegyhez 10 % DMSO-t adtunk, az
antisense primert médositottuk: 5’— GCC AGG GTG CTG TCC ACA CTG
ACT CCC - 3 (Sigma, Steinheim Germany), tovdabbd 64°C-os annealing
homérsékletet alkalmaztunk. Az ezen modszerrel kapott PCR-termékeket Box 1
(Fermentas, Vilnius, Lithuania) enzimmel emésztettiik.

Az AT1R-gén A1166C polimorfizmusat szintén PCR-RFLP technikéval,
egy kordbban leirt médszer alapjdn hatdroztuk meg (Steeds RP €s munkatérsai,
Atherosclerosis 2001; 154(1):123-128.).

3.3. A klinikai adatok statisztikai analizise

Az allélfrekvencidk szdmitdsit, valamint a Hardy-Weinberg szabdllyal
val6 osszevetését a y* analizissel végeztiik. A kvantitativ klinikai paraméterekre
vonatkozé adatokat atlag + standard szords (SD) formdaban fejeztiik ki, mig a
tovabbi jellemzoket szdzalékos gyakorisigban vagy abszolit szdmokban
fejeztik ki. Az egyes csoportok kozott y* teszttel (nomindlis adatok) vagy
Student’s r-teszttel (folyamatos véltozok) végeztiink Osszehasonlitdsokat. Egy
logisztikus tobbvaltoz6s modellt is alkalmaztunk, hogy az egyes rizikéfaktorok

ISR-ra vonatkozd prediktiv értékét felmérjiikk. A statisztikai elemzéseket az



,Analyse-it for Microsoft Excel” (Analyse-it Software) program segitségével
végeztiik.
3.4. A vazizom arteriolak izolalasa és az ératméro mérése

Altatott Wistar patkdnyokbdl a m. gracilisban intramusculdrisan futd
arteriolat izolaltuk, majd fiziol6gids séoldatot (Krebs) tartalmazé szervfiirddbe
tettiik. Az oldat Osszetétele a kovetkezd volt: 110 mM NaCl, 5 mM KCl, 2,5
mM CaCl,, ImM MgSO,, 1 mM KH,PO,, 5 mM gliikéz, 24 mM NaHCO;, 10
% O,-t és 5 % CO,-t nitrogén-gazeleggyel egyensilyban tartva (pH 7,4). Az ér
mindkét végét kaniilaltuk, az intralumindlis nyomast 80 Hgmm-re allitottuk, mig
a homérsékletet 37°C-on tartottuk. A belsO ératmér6t az arteriola-szegmens
kozepén video-mikroszképia segitségével mértiik. 60-120 perc regenerdcios
periddus sordn az erek spontdn miogén ténusa kifejlédott. Az endothelium
épségét valamennyi kisérlet eldtt acetilkolinnal, simaizomfunkciét norepinefrin
alkalmazdsdval ellendriztiik. A kapszaicin és anandamid vélaszkészség
meghatdrozdsakor kumulativ dézis-hatds vizsgélatokat alkalmaztunk. Az ereket
TRPV1 ligandok mellett a protein foszfatdz-2B gatloszer cyclosporin-A-val is
kezeltiikk. Az allatkisérleteket a National Institute of Health ajanldsa szerint, a
DE OEC szabalyzatanak megfelelden végeztiik.
3.5. A TRPV1 kimutatasa immunhisztokémiaval és immunfluoreszcenciaval

Viézizom (m. gracilis) szovetmintdkb6l 10 pm vastagsdgd cryostat
metszeteket készitettiink, melyeket adheziv targylemezen 10 percig acetonban
fixdltunk, majd kecske normdl-szérum (1,5 %, Sigma) tartalmi PBS-ben
blokkoltunk. Elsddleges antitestként nydlban termeltetett anti-vanilloid receptor
antitestet (Calbiochem) hasznaltunk, 1:100 higitasban. Ezutin a metszeteket
1:200 higitasu, biotinildlt anti-nyudl antitesttel (Vector Laboratories) inkubdltuk,
majd az immunkomplexeket Vector VIP szubsztrittal (Vector Laboratories)
tettilk lathatovd. Végill a metszeteket metil-zolddel (sejtmag festék) is

megfestettiik.



A fluoreszcens mikroszkopia esetében hasonldan jartunk el, az aldbbi
kiilonbségekkel: masodik antitestként 1:100 higitasu, FITC-konjugalt kecske
anti-nyul antitestet (Vector Laboratories) haszndltunk. A simaizom-réteg
megjelenitésére 1:50 higitdsd, monoklondlis egér simaizom-aktin ellenes
antitestet (Novocastra), majd 1:100 higitdsi, Texas Red-konjugdlt kecske anti-
egér antitestet (Jackson Immunoresearch Laboratories) alkalmaztunk. Végiil a
metszeteket, Vectashield (Vector Laboratories) fedomédiummal fedtiik le.

3.6. A TRPV1 expressziéjanak igazolasa RT-PCR segitségével

Patkdny aortabdl, valamint tenyésztett A7r5 simaizom sejtekbdl RNeasy
RNS izolalo kit (Qiagen) segitségével mRNS-t izoldltunk. Majd ebbdl a
templatbol RevertAid H Minus kit (Fermentas) alkalmazdsdval teljes hosszisagu
cDNS-t szintetizdltunk, melyben vizsgdltuk a TRPV1-et kédolé szekvencia
eloforduldasat. A TRPV1 sense primer szekvencidja: 5> — CTA CCT GGA ACA
CCA ATG TGG G - 3’ volt, mig az antisense szekvencia: 5° — GCT GGG TGG
CAT GTC TAT CTC G - 3’ volt (Sigma). Konstitutivan expresszal6dé génnek
a GAPDH-t hasznaltuk, esetében a sense primer : 5° — CTC CCT CAA GAT
TGT CAG CAA - 3’, az antisense pedig: 5> — CAG ATC CAC AAC GGA TAC
ATT — 37 volt. A GAPDH mRNS-€ébdl 269 bp méretli termék keletkezett. A
TRPV1 esetében a specifitis érdekében a primer tervezése sordn olyan
szekvencidt vélasztottunk ki, amely a genomi DNS-bdI kiindulva elvileg egy
596 bp (kisérleteinkben nem lattuk), mig cDNS-bdl kiindulva egy 149 bp méretii
terméket eredményez.

3.7. A CHO-TRPV]1 sejtek tenyésztése

A szelektalt, stabil, TRPV1 expresszdld6 CHO sejtklonban (Tet-Off
indukélt CHO-TRPV1 sejtek) a TRPV1 expressziot a tetracyclin megvondsaval
indukaltuk.
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3.8. ¥Ca**-uptake kisérletek

A kisérletekhez a CHO-TRPV1 sejteket 24-lyuku plate-en 20-40 %-os
konfluencia elérésé€ig tenyészettik, majd a médiumot tetracyclin nélkiili
(indukald) médiumra cseréltiik. A kisérleteket koriilbeliil 48 6raval az indukcié
utdn végeztik. A CHO-TRPVI1 sejteket kozvetleniil a CO, inkubétorbdl valé
kivétel (a foszforildcié hatdsat vizsgdld kisérletekben 15 perces 100 nM-os
cyclosporin-A és/vagy 100 nM-os PMA kezelés utian) 5 percig 37°C-on
inkubdltuk 500 pl szérum-mentes, 0,25 mg/ml BSA (Sigma) tartalmi DMEM-
ben (Life Technologies, tartalmaz 1,8 mM CaCl,-ot), melyhez 1 uCi/ml BCa*-
ot (ICN) adtunk. A maximdlis vélaszt ugyanazon a plate-en 300 nM capsaicin
altal kivaltott vélaszként hatdroztuk meg. Kozvetleniil az inkubdlds utdn, az
extracelluldris *Ca*-t etdvolitottuk, a sejtek 1,8 mM CaCl,-t tartalmazé hideg
DPBS-ben valé hdromszori mosdsdval. Az internalizdlédott *Ca*
mennyiségének mérése érdekében a sejteket lizdltuk, majd a sejt-lizitum
radioaktivitdsat szcintillaciés szdmldléval mértiik. Az adatokat a Hill-egyenlet
komputeres illesztésével elemeztiik.
3.9. Intracellularis Ca**-koncentracié mérések

A mérésekhez a CHO-TRPV1 sejteket 25 mm-es kerek iiveg
fed6lemezekre helyeztiik a fenntarté médiumban. Masnap a médiumot indukal6
médiumra cseréltiik. Koriilbeliil 24 6rdval az indukcié utdn a sejteket 2 6rdra
Ca’" tartalmu (1,8 mM) DPBS-be tettiik, mely 1 mg/ml BSA-t és 5 uM fura2-
AM-t tartalmazott (Molecular Probes). A méréseket Ca®* tartalmd (1,8 mM)
DPBS-ben végeztiikk. Az individudlis sejtek fluoreszcencigjat InCyt Im2
fluoreszcencia imaging rendszerrel mértiikk (Intracellular Imaging). A sejteket
alterndlva 340 és 380 nm-en vildgitottuk meg. Az 510 nm-nél nagyobb
hullimhosszisdgi emittdlt fényt mértiik. Az adatokat Incyt 4.5 software-rel
elemeztiik és Excel (Microsoft) valamint GraphPad Prism 2.0 (GraphPad
Software) programokkal dolgoztuk fel.
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4. EREDMENYEK
4.1. Az ACE 1I/D, ATIR A1166C és az AGT M235T polimorfizmusok
meghatarozasa

A renin-angiotenzin  rendszer  genetikai  polimorfizmusainak
meghatdrozasa kapcsan sikerrel alkalmaztuk az irodalomban talalt modszereket
az ACE I/D és az AT1R A1166C polimorfizmusok meghatdrozasira, mig AGT-
gén M235T polimorfizmusdnak meghatarozéasa soran problémakat tapasztaltunk.
A Russ és munkatdrsai 4dltal leirt médon végezve a genotipizdldst 123 péciens
kozott nem taldltunk TT genotipusit, annak ellenére, hogy az M allél
frekvencidgja 0,634-nek, a T allélé pedig 0,366-nak adddott és igy TT
genotipussal 0,366 x 0,366 x 123 = 1648 = 16 egyénnek kellett volna
rendelkeznie (feltételezve, hogy a populdcié a Hardy-Weinberg egyenstilyban
van). Ez a tény a kordbban leirt allélfrekvencidkat figyelembe véve, vagy a
PCR-amplifikdcioban, vagy a restrikciés emésztésben rejld technikai
problémakat sugallt.

Hogy kikiiszoboljiik a félretipizdlashoz vezetd lehetséges problémadkat,
eldszor egy magasabb hibridizaciés hdmérsékletet hasznaltunk — 64°C —, ezdltal
novelve a PCR-reakcié specifikussdgat. Ekkor hatékonyabb restrikcids
emésztést tapasztaltunk, de a kapott PCR termékek T allélre specifikus teljes
hasitéddsat nem tudtuk elérni. Hasonldan sikertelennek bizonyult a Tth 111 I
restrikcids enzim helyett az ugyanazon szekvenciat hasité Psy 1 haszndlata.

Az egyik beteg DNS mintdjat felhaszndlva, kiillonbozé emésztési
idétartamok és enzimkoncentracidk mellett vizsgaltuk a hasitds kinetikdjat és
hatékonysdgat. Habdr a hosszabb idétartammal és magasabb enzimaktivitassal
parhuzamosan a hasitds egyre nagyobb ardnyd volt, a teljes emésztodést
tovabbra sem tudtuk elérni.

Az AGT M235T polimorfizmus pontosabb meghatdrozasa érdekében
ezért kidolgoztunk egy moédositott PCR-RFLP protokollt. Sajndlatos mdédon az

eredeti eljards kidolgozésa 6ta sem valt hozzaférhetévé olyan restrikcids enzim,
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sz 22

amely az M235T polimorfizmus kialakitasaért felelds nukleotid szekvencidban
képes lenne hasitani. Igy egy uj primert terveztiink, amelyben egyetlen
mismatch alkalmazdsdval (szemben az eredeti protokoll két nukleotid
cseréjével) kialakitottunk egy Box I restrikcios helyet. A PCR reakcié uj
primerrel torténd optimalizdlasat kovetden a Box I emésztés teljes hasitdst
okozott. Az igy meghatédrozott genotipusok pontos azonositdsa érdekében a fenti
kisérletekben felhaszndlt PCR termékeket szekvendldssal is ellendriztiik. A
szekvendlds megerdsitette a PCR-RFLP analizisben kapott genotipusokat.

A 123 péciens DNS-mintdjat gjravizsgélva az eredeti protokollal szemben
33 MM, 56 MT és 34 TT genotipust talaltunk. Az 4j mddszerrel gyiijtott adatok
statisztikai analizise alapjdn az M allél frekvencidja 0.4959-nek, a T allélé pedig
0.5040-nek adddott. Ezek az allélfrekvencidk egy Hardy-Weinberg
equilibriumban 1évé populaciét reprezentdlnak (Chi-négyzet probaval
meghatdrozva p>0.5, nincs szignifikdns eltérés a vart értékektdl).
4.2. Az ACE I/D, az AGT M235T és az AT1R A1166C polimorfizmusa és az
in-stent restenosis megjelenése kozotti osszefiiggések vizsgalata perkutan
koronaria intervencion atesett betegek korében

A vizsgélni kivant genetikai polimorfizmusok — ACE I/D, AGT M235T,
ATIR A1166C — meghatarozdsara alkalmas moddszerek kidolgozasit kdvetden
239 koszorusérszikiiletben szenvedd beteget vontunk be a vizsgdlatba.
Osszességében 330 sziikiiletbe 347 stent beiiltetése tortént. Angioldgiai in-stent
restenosis (ISR) 116 péaciensben alakult ki (48.5 %). Az atlagéletkor, a
vérnyomds-stidtusz, a plazma lipid profil, kordbbi miokardidlis infarktus és
diabetes mellitus el6forduldsa, valamint a gydgyszeres kezelés tekintetében nem
volt szignifikdns kiilonbség a restenosisos €s nem-restenosisos csoport kozott.
Nem mutatott kiillonbséget a két csoport a szlikiiletek kiterjedése, a 1ézidk harom
fo koszorusér kozotti megoszldsa, és olyan procedurdlis tényezdk, mint a stent

hossza és tipusa, az ératmérd vagy elOtdgitas alkalmazdsa, kozott sem.
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A teljes populacioban megfigyelt allél-frekvencidk nem tértek el
szignifikdnsan a Hardy-Weinberg equilibriumtél (ACE I: 0,44, D: 0,56 p>0,1;
AGT M: 0,53, T: 0,47 p>0,1; ATIR A: 0,72, C: 0,28 p>0,9), ami a genetikai
egyensuly jele. Nem voltak jelentds kiilonbségek az egyes genotipusok
megoszlasdban sem. Az ACE II, ID and DD genotipusok megoszlasa 24,2 %,
40,5 % and 35,3 % az ISR csoportban, mig 20,3 %, 45,5 % és 34,2 % a nem-ISR
csoportban (p=0,80). Az AGT M235T polimorfizmus esetében a genotipusok
(MM, MT, TT) el6fordulédsa 26,7 %, 50,9 % és 22,4 % volt a restenosisos, mig
31,7 %, 43,1 %, és 25,2 % volt a nem-restenosisos betegekben (p=0,96). A
kiillonboz6 ATIR (AA, AC, CC) genotipusok eléforduldsdban sem taldltunk
szignifikdns kiilonbséget: a kiillonbdzd genotipusok eldforduldsi gyakorisdga
50,9 %, 38,8 % €és 10,3 % volt a restenosisos, valamint 52 %, 41,5 % és 6,5 % a
nem restenosisos csoportban (p=0,65).

Mindezek mellett logisztikus regresszid analizissel — kiegészitve szamos
mds paraméterrel, mint az életkor, a nem, vérnyomads-stitusz, a lipid profil,
diabetes mellitus jelenléte vagy proceduralis tényezO0k — sem sikeriilt kimutatni
barmilyen 6sszefliggést egy bizonyos genotipus €s a kontroll angiogréfidn l4tott
lumendtmérd csokkenés foka kozott. Ezzel szemben a hagyomdnyosan ismert
rizik6faktorok kozill a kordbban elszenvedett miokardidlis infarktusrdl
igazolddott, hogy hatdssal van a lumen besziikiilésére.

Hogy a génpolimorfizmusok szinergista hatéasat tisztdzzuk, kivalasztottuk
azokat a betegeket, akik az itt vizsgdlt genetikai polimorfizmusok koziil
valamennyi, kadiovaszkuldris betegségekre hajlamositonak ismert kombindciét
hordoztak, azaz legaldbb egy ACE D, egy AGT T és egy ATIR C alléllel
rendelkeztek. Osszehasonlitva éket az ©sszes tobbi pécienssel, ismét nem
taldltunk kiilonbséget az ISR prevalencidjiban.

4.3. Funkcionalis vanilloid receptorok kimutatasa vazizom arteriolakban
A Kkisérletek sordn patkdny vazizom (m. gracilis) rezisztencia ereken

(ératmérd 80 Hgmme-en 132-223 pum) végeztiik méréseinket, perfizids miograf-
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rendszerben. A kezelések eldtt minden alkalommal meggydzddtiink az arteriolak
spontdn miogén ténusardl (atlagos miogén konstrikcié: 25 + 4 %; ératmérd: Ca**
jelenlétében: 179 + 33 um és Ca’ hidnyaban: 234 + 20 um, n=15, p<0,01), az
endothelium épségét acetil-kolinnal (10"7 M, 95 £ 13 % dilatéicid, n=15), mig a
simaizom-funkciét norepinefrinnel ellendriztiik (10'7 M, 31 + 14 % konstrikcio,
n=15).

Az ép endothel és simaizom funkcidval rendelkezd ereken eldszor a
TRPV1 stimuldcié hatdsat vizsgdltuk. A kapszaicin (I uM) 58 £ 8 %
konstrikcidt okozott (n=5), amit a kompetitiv TRPV1 antagonista capsazepin
felfiiggesztett (10 uM, 2 £ 5 % konstrikcid, n=5, p<0,01). Ismert, hogy a TRPV1
gyakran deszenzitizalodik tartds agonista kezelés hatdsdra, igy vizsgéltuk az
ismételt kapszaicin stimuldcié hatdsat: 20 perces folyamatos kapszaicin kezelés
(1 uM, maximadlis konstrikcio: 51 + 12 %) nem deszenzitizélta szignifikdnssan
a TRPVI1-et (maximdlis konstrikci6 40 perccel késdbb: 35 £ 7 %, (n=5),
p=0,29).

4.4. A TRPV1-et expresszalo sejttipusok azonositisa

Immunhisztokémiai mddszerekkel intenziv TRPV1-szerli festddést
taldltunk véazizom erekben. Tekintettel arra, hogy a kapott festddés leginkdbb a
simaizom sejtekre jellemzOnek bizonyult, kisérletet tettiink a simaizomsejtek
TRPV1 expresszidjanak specifikus vizsgdlatira. A TRPV1 simaizom
expresszigjat RT-PCR segitségével vizsgélva kimutattuk a receptor mRNS-ének
jelenlétét aortabdl és tenyésztett vaszkuldris simaizomsejtekbdl (A7rS sejtek).

Annak igazoldsdra, hogy a vdzizom artelioldban is expresszdljak
simaizomsejtek a TRPV1-et, immunfluoreszcens festéseket végeztiink. A m.
gracilisb6l szdrmazd arterioldban a simaizom eredetli aktin és a TRPV1
festddése jelentdés dtfedést mutatott, ami aldtdmasztotta a TRPVI

simaizomsejtekben torténd expressziojat.
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YV

A TRPV1 specifikus agonista kapszaicin vazokonstrikciés hatdsa szoges
ellentétben 4llt a mezenteridlis ereken kordbban megfigyelt vazodilaticids
vdalasszal. Annak ellendrzésére, hogy az altalunk kapott fiziol6gids hatds nem
miitermék, mezenteridlis ereket is vizsgiltunk, amelyekben mind a receptor
exogén (kapszaicin), mind endogén ligandjat (anandamid) teszteltiik. Ezeken
mind a kapszaicin, mind az anandamid koncentrici6 fiiggd dilaticiot valtott ki,
igaz, a kapszaicin hatékonysdga szignifikdnsan nagyobb volt (maximalis
dilatiaci6 kapszaicinnel 96,3 + 2,1 %, maximadlis dilatdcié anandamiddal 23,6 +
3.3 %, n=5, p<0,01).

Tovédbbi vizsgédlatainkban az anandamid vazizom erek 4tmérdjére
gyakorolt hatdsat teszteltilk. Kumulativ d6zis-hatas mérésekkel 1 nM és 100 uM
kozotti tartomanyban, 1 perces inkubdldsokat kovetden nem tapasztaltunk
szignifikdns valtozast az ératmérében (maximdlis hatds 3 = 5 % dilaticid), a
kontrollhoz viszonyitva.

Ennek egyik lehetséges oka a TRPVI1 deszenzitizicidja lehetett, ezért
rendszeriinkben vizsgaltuk 30 uM anandamid (20 percig alkalmazva, majd, 40
perc regenerdcid) hatdsat a TRPV1 valaszkészségre. 1 uM kapszaicin az erek
szignifikdns konstrikcigjat okozta (konstrikcio 51 + 12 %, n=5, p=0,018), amely
vazokonstrikcié az anandamid kezelés utdn nem volt megfigyelhetd (kapszaicin
kivaltott konstrikcié 1 £ 0,6 %, n=5). Az anandamid TRPV1-re gyakorolt gatl6
hatdsat a cyclosporin A (CY-A, protein foszfatdz 2B inhibitor, 100 nM, 5 perc)
visszaforditotta (konstrikci6 kapszaicinre 31 + 1 %, n=4, p=0,014 a
konstrikcidra, nincs szignifikdns kiilonbség az Onmagaban alkalmazott
kapszaicin vdlasztol, p=0,12). S6t, az anandamid kismértékii, de szignifikans
konstrikciét okozott hasonlé CY-A kezelést (100 nM, 5 perc) kovetden

(maximalis konstrikcié 7 + 2 %, n=4, p=0,01).
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4.6. A receptormiikodés cellularis hatasainak specifikus vizsgalata TRPV1
overexpresszalo sejtvonal segitségével

A TRPV1 véazizom arterioldkon tapasztalt deszenzitizaci6jdhoz vezetd
mechanizmusok feltdrdsara egy exogén, TRPV1 expresszdld sejtvonalat
hasznaltunk. Ca**-uptake mérések arra utaltak, hogy az anandamid parciélis
agonistaként viselkedik ebben a rendszerben (maximadlis hatds a 300 nM
capsaicin altal indukalt hatds 65 + 8 %-a, n=7). Ezt a parcidlis agonizmust a
PKC aktivdldsa 4a-forbol-mirisztat-acetattal (PMA) (100 nM, hatékonysag: 98 +
14 %, n=3, p=0,059), vagy a protein foszfatdz 2B (calcineurin) gatldsa CY-A-
val (100 nM, hatékonysdg: 145 + 14 %, n=5, p<0,001), vagy mindkét dgens
egyiittes alkalmazdsa (hatékonysdg: 137 + 13 %, n=3, p=0,001) teljes
agonizmussd alakithatja 4t. A maximadlis hatdssal pairhuzamosan a latsz6lagos Ky
értékekben is megfigyeltiink véltozdsokat (K4 értékek: anandamid 6nmagéban
30 £ 6 uM, n=7, PMA-val 9 £ 4 uM, n=5, p=0,027, CY-A-val 11 £ 5 uM, n=5,
p=0,047, PMA-val és CY-A-val 11 = 3 uM, n=3, p=0,117). Végiil a zsirsav-
amid hidroldz-inhibitor fenil-metdn-szulfonil-fluorid (PMSF) (0,5 mM) hatasat
is megvizsgéltuk. PMSF jelenlétében a TRPV1 mérsékleten szenzitizalodott
anandamidra (81,0 £ 4,8 % hatékonysag és a K4 = 10,5 + 2,8 uM, n=4).

Hogy az anandamid-mediélt deszenzitizaciot specifikusan vizsgéljuk a
TRPV1 receptorokon, a CHO-TRPV1 sejteket, amelyek nem expresszdljak a
kannabinoid receptort, anandamiddal el6inkubdltuk (1-100 uM 37°C-on 15
percig), majd a *Ca**-felvételt 50 nM Kkapszaicinnel —ami a kapszaicin
félmaximélis doézisa ebben a rendszerben — véltottuk ki. Az anandamid dozis
fiiggé médon gétolta a “Ca**-felvételt, a latszdlagos ICsg érték 21 + 2 uM (n=3)
volt. Ez az 1Cs, hasonl6 a kordbbi méréseinkben megallapitott Ky-hez (11. dbra,

K¢=30 £ 6 uM, n=7).
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4.7. A foszforilaci6 szerepének vizsgilata a TRPV1 anandamid
valaszkészségének szabalyozasaban

Az anandamid TRPV1 receptorra kifejtett celluldris hatdsat az
intracelluldris Ca* koncentrdcié szintjén is vizsgéltuk CHO-TRPV1 sejtekben.
Az anandamid 6nmagaban (30 uM) az intracelluldris Ca** koncentracié dtmeneti
emelkedését idézte eld, de ez kisebb mértékil volt, mint amit a kapszaicin véltott
ki. A PMA-val, vagy CY-A-val (100 nM mindkettdbol, 15 percig) eldinkubdalt
sejtek szenzitizdlédtak az anandamidra (30 uM), és az anandamid alkalmazisa
sordn (15 perc) deszenzitizacié sem volt szembetind (n=3).

A TRPV1 szenzitizacidja mellett a reszenzitizacidjat is vizsgaltuk a CHO-
TRPV1 sejteken, az izoldlt patkdny ereknél haszndlt kisérleti protokollhoz
hasonl6 médon. Mind a PMA, mind a CY-A képes volt reszenzitizdlni az

anandamid 4ltal el6z6leg deszenzitizdlt a TRPV1-et (n=3).

5. MEGBESZELES
5.1. A RAS génpolimorfizmusai és az in-stent restenosis (ISR) kialakulasa
kozotti osszefiiggések

A napjainkig kifejlesztett antihipertenziv gyodgyszerekkel vald kezelés
altaldban kielégito terdpids hatdst eredményez, de sajnos nem minden betegben.
Ez a tény 0sztondzte a hiperténia molekuldris genetikdjanak megismerésére
iranyuld kutatisok megkezdését. A legelsé génvaridns, amelyr6l kimutatték,
hogy kapcsolatban 4ll a humdn hyperténia kialakuldsdval, az AGT M235T
polimorfizmus volt. Az eredeti kozelmény eddig tobb, mint 1000 citiciot ért el,
ami jelzi, mekkora érdeklddés kiséri, ugyanakkor mekkora vita Ovezi ezt az
eredeti megéallapitast.

Az ellentmonddsos adatok egyik oka lehet a genotipus meghatarozdsdhoz
alkalmazott mddszerek bizonytalansiga, mely tényre kordbbi tanulmdnyokban
mdr tortént utalds. Sajat kisérleteinkben a Russ és munkatdrsai altal leirt

modszer bedllitdsa sordn (masokhoz hasonléan) nem tudtunk elérni megbizhat6
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genotipus-azonositast, annak ellenére, hogy nagy gondot forditottunk mind a
PCR, mind a restrikciés emésztés optimalizdciéjara. Osszességében
eredményeink az M allél gyakorisdgdnak tilbecsléséhez vezettek, mivel nem
tudtuk minden kétséget kizardan elkiiloniteni az MT és a TT genotipusokat. A
félretipizalas elkeriilése érdekében mddositottuk az eredeti eljardst, amennyiben
az eredeti sense primer mellett egy dj antisense primert terveztiink, amely egy U]
restrikcids enzim alkalmazdsat téve lehetové. A modositdsok eredményeképpen
képesek lettiink az AGT M235T polimorfizmus meghatarozédsdra és a médositott
protokoll az eddigieknél nagyobb pontossagu genotipizélast tehet lehetové.

A RAS-hoz kapcsol6d6 polimorfizmusok €s az ISR Osszefiiggésérdl az
irodalomban ellentmonddsos eredményeket taldlhatunk. Az ACE gén I/D
polimorfizmusa esetében a kezdeti tanulmanyok erds kapcsolatot jeleztek az ISR
é¢s az ACE D allélja kozott. Késobb nagyobb betegcsoportokon végzett
metaanalizisek demonstrdltdk, hogy a kombindlt odds ratio (OR) az ISR
kialakuldsdra DD genotipusi egyénekben 1.22 (95 % CI 1.04-1.44), ennek
megfeleloen a polimorfizmus és a restenosis kozotti kozvetlen kapcsolat elég
valésziniitlennek tiinik, amellett, hogy 4ltaldban a 200-ndl nagyobb elemszdmu
tanulmdnyok nem mutatnak Osszefiiggést az ACE genotipus és a restenosis
kozott. Tovabb arnyalja a képet az etnikai kiillonbségek ténye: a Japan
populédcion végzett vizsgdlatokban a D allél jelenléte eldsegitette az ISR
progressziojat, és pozitiv korrelaciét mutatott a stentelt 1éziéban a lumen felé
irdnyulé remodeling progresszidjdval. Sajit eredményeink szerint az ACE 1/D
polimorfizmus nem mutat dsszefiiggést az ISR-rel.

Az AGT gén M235T polimorfizmusa és kiilonb6z6 kardiovaszkularis
korképek kozotti kapcsolat feltdrdsa sordn kimutattdk, hogy a restenosis
csoportban szignifikdnsan tobb AGT 235T allél hordozé volt, ami arra utal,
hogy a T allél befolydsolja az ISR kifejlodését, valamint hogy az ismételt
angioplasztikdt kovetden kialakulé restenosis fiiggetlen prediktora lehet.

Ugyanakkor japdn tanulmanyokban nem taléltak 6sszefiiggést a 235T varidns és
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a restenosis kozott. Metaanalizisek szerint az AGT 235T allélja emelkedett
plazma angiotenzinogén szinttel jar és a TT homozigdtdknak 6 %-kal nagyobb a
kockdzatuk hyperténia kialakuldsdra, mint az MM homozigétidknak.
Ugyanakkor nem mutatkozik Osszefiiggés az M235T polimorfizmus és az ISR
kozott, amit sajat vizsgdlatunkban sem sikeriilt demonstralni.

Vizsgélataink az ATIR A1166C polimorfizmusidra vonatkozéan sem
tdmasztottdk ald a 1166C allél és az ISR kozotti kapesolat 16tét.

A multifaktoridlis betegségek esetében az egyes kiilondllé genetikai
rizik6faktorok prediktiv értékét nehéz megdallapitani. Sajat vizsgdlatainkban
ezért a D, T és C allélok egyidejii jelenlétének szinergista hatdsanak vizsgélatara
is végeztiink egy multiplex regresszidés analizist. Eredményeink szerint az
altalunk meghatdrozott genetikai varidnsok egyiittesen sem rizikéfaktorai az
ISR-nek, sem kozvetleniil, sem mas rizikofaktorokkal valé kolcsonhatasokon
keresztiil.

Osszefoglalva, az 4ltalunk tanulmédnyozott allélok hordozdsa alapjdn nem
lehet meghatdrozni a betegek azon csoportjat, akik stent implantaciot kdvetden a
restenosis fokozott rizikéjat hordozzak.

5.2. A vanilloid receptor fiziologiai szerepének tanulmanyozasa

Vizsgalatainkban a TRPV1 endogén ligand anandamid 6nmagdban nem
volt hatdssal a vdzizom arterioldk dtmérdjére, szemben azzal a vazodilaticidval,
amit mezenterialis erekben, hozzank hasonléan, masok is leirtak korabban.
Ennek legalabb hirom kiillonbozd oka lehet: egyrészt a kannabinoid vagy
vanilloid receptorok anandamiddal indukdlt stimuldcidja tdl alacsony
hatékonysagu lehet ahhoz, hogy vdzizom arterioldkban vazoaktiv vélaszt érjiink
el. Masrészt eléfordulhat, hogy a kannabinoid és a vanilloid receptorok
stimuldlasa ellentétes hatdst valt ki ebben a rendszerben. Harmadszor az is
elképzelhetd, hogy a preparatumokban nincs jelen aktivalhat6, TRPV1 receptor.
Ez utébbi magyardzatot kizdarhatjuk, mivel a kapszaicin markdns

vazokonstrikciét okozott, jelezve a funkciondlis TRPV1 receptorok jelenlétét
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preparatumainkban. SO6t, a vazizom arterioldk cyclosporin-A-val (CY-A, protein
foszfatdz 2B inhibitor) torténd eldkezelése felfedett egy anandamid-medidlt
vazokonstrikciot. Ezek az adatok arra utalnak, hogy az anandamid a receptor
defoszforilacio-medidlt deszenzitizdcidjat indukélja, amely folyamatban
feltehetdleg a protein foszfatdz 2B-nek (calcineurin) kulcsfontossidgi szerepe
van.

Mivel némely TRPV1 aktivitdst befolyasolé kindz (PKC izoenzimek,
CaM kindz II) és a calcineurin kalcium-dependens enzimek, lehetséges, hogy a
kindzok és foszfatdzok aktudlis aktivitdsa az intracelluldris Ca**-koncentraciétél
és a TRPV 1 receptorok Ca** érzékenységétdl fiigg.

A celluldris mechanizmusok feltdrdsara egy heterolég TRPV1 expresszids
rendszert (CHO-TRPVI1) haszndltunk, melyben a TRPV1-medidlt hatasokat
specifikusan tudtuk megfigyelni, mivel kannabinoid és vanilloid receptorok nem
expresszdlddnak CHO sejtekben. Az anandamid CHO-TRPV1 sejteken altalunk
megfigyelt hatékonysdga (65 + 8 % a kapszaicinhez viszonyitva) és affinitdsa
(Kq =30 £ 6 uM) a TRPV1 receptorokon valamivel alacsonyabb a masok altal
leirtndl. A kiilonbség egyik oka lehet, hogy az anandamid intracelluléris
lebontdsaban kulcsszerepet jitszo zsirsavamid-hidrolazok aktivitdsa eltérd
ezekben a rendszerekben. Magyardzatként szolgdlhatnak még a TRPVI1
expresszids szintjének kiillonbségei, a protein foszforildciéjanak kiilonbségei, az
anandamid transzporterek, a receptor lokalizaci6ja, és mds faktorok is. Ezek
koziil néhdnynak szerepét (PKC aktivacid, protein foszfatdz inhibicié) mi is
igazoltuk itt bemutatott kisérleteinkben.

Az anandamid TRPVI1-en kivaltott részleges hatékonysiga miatt
vizsgéltuk a foszforildcidt, mint az anandamidra val6 TRPV1 vélaszkészség
lehetséges szabdlyozdjat. Adataink azt az elképzelést tdmogatjdk, miszerint a
foszforilacié nem csak az anadamid TRPV1 receptorhoz valé affinitasit, hanem
hatékonysdgat is befolydsolja. A TRPV1 anandamiddal kivéltott akut

deszenzitizcidja elég erdteljes volt ahhoz, hogy jelentdsen csokkent mértékli
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kapszaicin-medidlt vdlaszokat eredményezzen. A PKC aktivdlasa és a
calcineurin  gatldsa gdtolta, soOt visszaforditotta az anandamid-mediélt
deszenzitiz4ciot.

A méasok és sajat megfigyeléseinkre alapozva, javaslunk egy
mechanizmust a TRPV1 anadamid valaszkészségének szabalyozasara. Ebben a
modellben harom kiilonb6z0 fazist feltételeziink: egy nyugalmi, egy aktivélt és
egy deszenzitizdlt fazist. A nyugalmi fazisban nincs jelen ligand és a TRPV1
inaktiv. A foszforilaci6 steady-state szintje hatdrozza meg a TRPVI1
érzékenységét az anandamidra. A TRPV1 foszforildcidja a jelenlévo foszfatdzok
és kindzok aktivitdsanak fiiggvénye. Ha a TRPV1 foszforildltsdgi allapotat
fokozzuk, példdul PKC aktivdldssal vagy calcineurin gétldssal, a TRPVI1
érzékenysége az anandamidra megnd. A madsodik fazis a TRPV1 aktivéldsa
anandamiddal. Az anandamid megjelenésekor a csatorna aktivitdsa fokozodik,
és az intracelluldris Ca**-koncentricié megemelkedik. Ezt az aktivacit
ugyanakkor egy gyors deszenzitizdcié koveti, a harmadik fazis. Ez alatt az akut
deszenzitizicids periddus alatt (a ligand folyamatos jelenlétében) a receptor
aktivitdsat és az intracelluldris Ca**-koncentriciét a reverzibilis foszforildcié
szabdlyozza: a defoszforilaci6 a TRPVI1-t deszenzitizdlva, az intracelluléris
Ca”*-koncentréci6t alacsonyan tartja; mig a foszforilaci6 szenzitizilja a TRPV1-
t és a bedramlé Ca’* ionok miatt né az intracellularis Ca®* koncentréci6 is.
Ebben a deszenzitizicidés periddusban tehat a TRPV1 egy foszorilacidval
kapuzott csatornaként viselkedik, mindaddig, amig az anandamid elégséges
koncentrdcioban van jelen. Amint azonban az anandamid koncentricidja
csokken, a csatorna bezarddik, foszforilacids dllapotatdl fiiggetlentil.

Ezeknek a megfigyeléseknek akkor lehet élettani jelentOségiik, ha az
anandamid vagy anandamid-szerli anyagok, példdul hasonlé tulajdonsdgu
gyogyszermolekuldk, folyamatosan — terdpids koncentracidoban — jelen vannak.
Ebben az esetben a TRPV1 tevékenységét az akut deszenzitiz4cio csillapitja, de

onmagdban a foszforilacié képes azt aktivdlni. Az ilyen anandamid-szer(i
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anyagok alkalmasak a TRPV1 aktivitds mérséklésére, a teljes agonistdk (példdul
kapszaicin) irritativ hatdsai nélkiil, ami egy fejlett terapias stratégiit jelentene a

TRPV1 hiperszenzitivitds altal okozott betegségek kezelésében.
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6. Osszefoglalas

Klinikai jellegli vizsgalatainkban a renin-angiotenzin rendszer (RAS)
bizonyos genetikai polimorfizmusainak (ACE I/D; AGT M235T; ATIR
A1166C) in-stent restenosisban (ISR) jatszott szerepét vizsgaltuk. Célunk annak
eldontése volt, hogy ezek a polimorfizmusok hasznilhat6ak-e az ISR prediktiv
markereiként. A genotipusok meghatarozdsa sordn szembesiiltiink azzal a
problémaval, hogy az angiotenzinogén M235T polimorfizmus esetében az
irodalomban leirt médszerek nem szolgdltattak egyértelmii eredményt. A PCR-
RFLP alapd meghatirozast ezért sikerrel tovabbfejlesztettiik (U primerpar
tervezésével egy uj restrikcidos enzim felhaszndldsit tettik lehetové). A
genotipusok meghatarozasat elvégezve azonban (varakozdsainkkal ellentétben)
nem taldltunk Osszefiiggést a vizsgalt polimorfizmusok és az ISR kozott.

Az alapkutatési jellegli vizsgalataink sordn az eddig elsOsorban szenzoros
neuronokban jellemzett, nemspecifikus Ca®* csatorna, a vanilloid receptor
(TRPV1) stimuldcidjdnak hatdsait vizsgdltuk izolélt, perfunddlt patkdny
vazizombol (m. gracilis) izoldlt arterioldkon (ératméré 80 Hgmm-en 132-223
um). Eredményeink szerint a receptor stimuldciéja a TRPV1 specifikus agonista
kapszaicinnel vazokonstrikciét véltott ki, amelyet a TRPV1 specifikus
antagonista capsazepin felfiiggesztett. RT-PCR reakcidval és
immunhisztokémiai moddszerekkel —aldtdmasztottuk, hogy a TRPVI
expresszalodik az dltalunk vizsgalt erek simaizomsejtjeiben is, ami
magyarazatul szolgdlhat a TRPV1 aktivélas hatasara bekovetkez6 konstrikciora.
Ezt kovetéen a TRPV1 endogén agonista anandamid hatdsat vizsgéltuk.
Eredményeink szerint az anandamid a TRPVI1 foszforilaci6 fiiggd
deszenzitizdcidjat véltja ki vazizoméren és TRPVl1-et overexpresszdl6 CHO
sejteken egyardnt, ami arra utal, hogy az anandamid bizonyos koriilmények
kozott a TRPV1 aktivédldsa helyett annak gatldsaban jitszhat szerepet. Végiil
igazoltuk, hogy a TRPV1 anandamid jelenlétében foszforilaci6 altal reguldlt

(metabotrdp) receptorként is funkcionélhat.
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