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1. Bevezetés
1.1. Vaszkularis kalcifikdcio

Az 1990-es évek elején Franciaorszagban végzett epidemioldgiai tanulmanyok
vilagitanak ra arra, hogy a mértékletes alkoholfogyasztias (20-30g alkohol/ nap) 40%-kal
képes csokkenteni a koronaria szivbetegségek kockézatat. Azota szamos orszagban végzett
vizsgalatok erdsitették meg ezt a megfigyelést, hangsulyozva egy 20-40%-kal alacsonyabb
kardiovaszkularis megbetegedési kockazatot az alkoholfogyasztoknal az alkoholt nem
fogyasztdo emberekkel 6sszehasonlitva.

A jelenleg elfogadott epidemiologiai megfigyelés az, hogy a gyakori és mértékletes
alkoholfogyasztas kapcsolatba hozhaté a koronaria megbetegedések €s haldlozasok alacsony
kockazataval. Habar a jelenlegi tanulmanyok egybeesnek ezekkel a megfigyelésekkel,
nevezetesen a mértékletes alkoholfogyasztds nyilvanvald protektiv hatassal van a koronaria
szivmegbetegedésekre, ezen munkak szerzdi nem taladltak protektiv Osszefliggést az
alkoholfogyasztas és a koronaria kalcifikacidé kozott. Valojaban a vizsgalatok arra utalnak,
hogy a rendszeres alkoholfogyasztas, kiilonosen a szeszesitalok fogyasztasa a koronaria
azt valdszintsitik, hogy az alkalomszeri vagy rovid ideig tartd6 nagymértékii idészakos
alkoholfogyasztas,- mely 5, vagy annal tobb pohar italt jelent naponta,- megnoveli a
kardiovaszkularis megbetegedések, a kalcifikacio Kialakulasi kockazatat, és ennek
koszonhetden a kovetkezményes halalozast. Azonfeliil koztudott, hogy a kalcifilaxis majdnem
kizarolagosan a kronikus vesebetegség 5. funkcionalis stadiumaban alakul ki, azonban az
utobbi évek esetismertetései ravilagitottak arra, hogy a rendszeresen alkoholt fogyaszto,
fiziologias vesefunkciokkal rendelkezd embereknél is eléfordulhat. Mig az eddig ismert
alapmegfigyelések nagy szama arrdl tanuskodik, hogy az alkohol hogyan hathat jotékonyan
az érelmeszesedésre, -meggatolva ezzel a kardiovaszkularis- és cerebrovaszkularis betegségek
kialakulasat-, ezzel szemben ennek a kettdsségnek a molekularis hattere mindmaig nem
ismert.

A vaszkularis kalcifikaci6 a kardiovaszkularis halalozas elfogadott kockazati
tényezdjének tekinthetd, mértéke pedig prediktiv lehet az ennek kovetkeztében kialakuld
haldlozasban fiiggetleniil att6l, hogy milyen hagyomanyos rizikofaktorokkal rendelkezik a
betegség. A kalcifikécio az artérianak két f0 teriiletén alakul ki.

Mig ateroszklerézisban kozvetlenlil az intima érintett az érfalak arra fogékony

teriiletein fokalis elhelyezkedésii mineralizacioval, addig media szklerozisban a nagy- és a



kozepes méretli artériafalak media rétegében diffiz mineralizacié figyelhetd meg. Fontos
megjegyezni, hogy a két folyamat ¢lesen nem valaszthatd szét, €s nagyon gyakran
ateroszklerézisban az intima kalcifikacio velejardja a media kalcifikacio, valamint a media
mineralizacidjat az intima kalcifikacidja kisérheti. Az ateroszklerdzis/intima kalcifikacio
szoros Osszefliggésben all az 6regedéssel, az artéria fal atépiilésével, - beleértve az intima és
media ,,remodeling ”’-et -, a szivbillentylik geometriai és funkcionalis valtozasaival. A
hidroxiapatit  szoveti  akkumulaciéja  miokardialis  infarktusban, koronaria-  ¢és
cerebrovaszkularis artéria megbetegedésekben, posztangioplasztikus értagitd miutétekkel
kapcsolatban, és a periférias vaszkularis megbetegedésben specifikus klinikai markernek
tekinthet6. Kimutattak, hogy mind a Farmington kockézati index, mind pedig a koronaria
kalcifikaciés pont,- melyet elektronsugar CT-vel hataroznak meg-, a kardiovaszkularis
események tekintetében prognosztikus jelentdséggel birnak. Szamos tanulmany azt igazolta,
hogy a koronaria kalcifikacié szoros elérejelzdje lehet, avagy erésen Osszefliggésbe hozhato a
hirtelen szivhalallal. Mindezekért a kovetkezményekért a vaszkularis kalcifikacio alapvetd
patofiziologiaja, a szervek rendellenes vérellatasa, és az érfalak és szivizom atépiilése tehetd
feleldssé.

A kalcifilaxis a bor és bor alatti kotdszovet Kis arteriolait érinti. A kalcifilaxis legfobb
jellemzdje az érfalak mineralizacidja, mely majdnem kizarolagosan az eldrehaladott kronikus
prokoagulans fenotipus lesz jellemz6, melynek soran a kis arteriolak elzarodnak. A klinikai
kép tipikus jellemzdje a nagyon fajdalmas, Kiterjedt bor nekrozis, mely a szepszis €s az ezzel
egylitt jaro sziv- €s cerebrovaszkularis megbetegedésnek koszonhetden az €letet veszélyezteti.
Ezt a betegséget el6szor a hires magyar fiziologus, Selye Janos irta le és tanulmanyozta.

Az elmult évek klinikai megfigyelése, hogy a megemelkedett foszfat szint a
kardiovaszkularis megbetegedés nem-tradicionalis, azonban jelent6s kockazati tényezdjeként
tekinthetd, mely a mineralizdcios folyamatok kialakuldsdhoz vezetnek. A kutatasok
ravilagitottak arra, hogy a szérum foszfat szintje szignifikdns kapcsolatban all a koszoruaér
megbetegedésekkel. A hiperfoszfatémia altalaban a kronikus vesebetegségben jelentkezik,
annak 4. és 5. funkciondlis stadiumaban, és szoros Osszefliggés all fenn a szérum foszfat
szintje és a kronikus hemodializis kezelésben részesiilé betegek haldlozasi kockéazataval.
Szintén szoros kapcsolat mutatkozik az artérias kalcifikacio és az érfalmerevség, vérnyomas
emelkedés, vagy a haldlozds kozott, mely hozzajarul az ezt a populaciot érintd sziv- €s

periférids iszkémids megbetegedés ¢és a bal kamrai hipertrofia magas el6fordulési



gyakorisagahoz. Kiemelend6, hogy mindezek mellett a foszfat szint kapcsolatot mutatott az

aorta kalcifikacioval fiziologias vesefunkcioval rendelkez6 egészséges egyéneknél is.

1.2. A vaszkularis kalcifikacioban szerepet jatszo fehérjék és enzimek

Az elmult masfél évtizedben felismerésre keriilt, hogy az inorganikus foszfat a
vaszkularis kalcifikacio fontos szabalyozdja. Noha a vaszkularis kalcifikdcio pontos
mechanizmusa nem teljesen ismert, az asvanyi anyagok rendellenes metabolizmusa szerepel a
legfontosabb kockazati tényez6k kozott. Ez egy aktivan szabalyozott tobblépéses folyamatnak
tekinthetd, melyeket bizonyos patologiai allapotokban a megvaltozott sejtfenotipus indit el,
amely elsdsorban az érfal simaizomsejtjeit érinti. Ennek soran egy transz-differencidciod

Az oszteoblasztos transzforméciot kovetden a simaizomsejtek elveszitik simaizomse;jt

markereiket és oszteoblasztokra jellemzd tulajdonsagaik alakulnak ki. Jono és mts.i figyelték

crer

.....

rendelkezd betegeknél is megfigyelték. Az extracelluldris matrixban 1évé granuldris
depozitumok id6- és dozisfiiggd modon alakulnak ki. Azok az emberi eredetii sSimaizomsejtek,
melyeket megemelkedett foszfattartalmi médiaban tenyésztettek nagymértékii oszteoblaszt
iranyt fenotipusvaltason mentek keresztiil. Fiziologias foszfat szinten a sejtekre simaizomse;jt
eredetli markerek a jellemzbek, beleértve a SM22a és a SM-aktint. Miutan emelkedik a
foszfatszint a simaizomsejt eredetli markerek dramatikus csokkenése kovetkezik be, és ezzel
egyidejlileg pedig megjelennek az oszteogenikus markerek, mint példaul az alkalikus-

foszfataz, az oszteokalcin és a core binding factor a -1 (Cbfa-1).

1.2.1. A foszfat ko-transzporter , Pit-1 és a Core-binding factor-a-1, Cbfa-1

A vaszkularis simaizomsejt megemelkedett foszfatszint hatasara bekovetkezo
fenotipus valtasanak esszencialis feltétele a natrium-dependens foszfat ko-transzporteren, azaz
a Pit-1-en keresztiil torténd foszfat felvétel. A szerkezettdl és a szabalyozastol fiiggden 3-féle
foszfat ko-transzportert kiillonboztetiink meg. Mig az I-es és Il-es tipusu foszfat ko-
transzporterek a vesére és a bélre korlatozodnak, addig a Ill-as tipusu transzporterek szinte
minden szdvetben jelen vannak, beleértve a vesét, szivet, tiidot €s a csontot is. A lll-as tipusu
transzportereket a Pit-1 és a Pit-2 képviseli. Ezen ismert transzporterek koziil a Pit-1-et a

human simaizomsejtek €s a humén aorta eredetli sejtek expresszaljak, mely transzporter



elOsegiti az inorganikus foszfat vaszkularis sejtekbe torténd felvételét. Lévén, hogy a
vaszkularis kalcifikacio egy érzékeny és jol szabalyozott sejtben zajlé folyamat, - ahol is a
simaizomsejtek oszteoblasztos tulajdonsagot oltenek - azzal is jellemezhetd, hogy a foszfat
expozicid, vagy PDGF-nek kitett sejtekben a Cbfa-1 megemelkedett expresszidja kovetkezik
be. A Cbfa-1 egy olyan transzkripcios faktor, mely az oszteoblasztos differenciacio
esszencialis szabalyozdjaként miikddik, €s domindns funkcidt tolt be mas géntermékek
szamara. A Cbfa-1 dont6 jelent6sséggel bir az oszteoblaszt és a kondrocita differenciacioban
fenntartva ezzel a csont- és porcszovet strukturajat. A Chbfa-1 hianyos egerekben az
intramembranozus €és az endokondralis osszifikdcid az oszteoblaszt iranyu érési folyamat
meggatolasanak koszonhetden teljesen blokkolt allapotban van, ami megerdsiti azt a tényt,
hogy ez a transzkripcios faktor alapvetd fontossagli az oszteoblasztos differenciacidoban, a

csont matrix génexpresszios folyamataiban és ezt kdvetden a csont mineralizacidjaban.

1.2.2. Alkalikus foszfataz (ALP)

Az oszteoblasztok egyik fenotipusos markere az alkalikus foszfataz. Az alkalikus
foszfataz enzim aktivitasa a IV-es tipusu ateroszklerotikus l1ézidban, media kalcifikacioban és
a kalcifikalt szivbillentyitkben volt kimutathato. Az alkalikus foszfataz a sejtfelszinen
expresszalodod enzim, a degradalédod szerves foszfaton és a keletkezd inorganikus foszfaton
keresztiil a vaszkuldris kalcifikacibhoz jarul hozza. Az enzimaktivitds jelenléte
nélkiilozhetetlen az oszteogenezis korai fazisaban. Kimutattak, hogy a gyulladasi citokinek és
a D vitamin felregulalja az alkalikus-foszfataz aktivitast és a mineralizaciot. Szamos in vitro
kutatasi eredmény azt mutatta, hogy a vaszkularis kalcifikacios sejtek megndvekedett
alkalikus foszfataz aktivitassal birnak, €s ezen sejtek mineralizacios képessége a sejtek
alkalikus-foszfataz aktivitasatol fiigg. Igy tehat, a vaszkularis sejtek alkalikus-foszfatdz

indukcidja nagy valoszintliséggel felgyorsitja a vaszkularis kalcifikacio folyamatat.

1.2.3. Oszteokalcin (OC)

Az oszteokalcin, az extracellularis mineral binding Gla protein csalad szkeletalis tagja,
mely a csont matrix f6 nem-kollagénszeri fehérjéje. Ezt a fehérjét az oszteoblasztok termelik
és a csontmineralizacidval egyidejiileg a csont matrix allomanyaba szekretaljak. Az
oszteokalcin kalciumkoté képessége és a csontban torténd expresszids mintazata azt sugallja,
hogy fontos szerepet tolt be a mineralizacié folyamataban. Az oszteokalcin, a kalcifikalodott
ateroszklerotikus 1éziokban és a mineralizalt szivbillentylikben magas koncentraciéban

jelenlévé gamma-karboxiglutaminsavat tartalmazé fehérjék egyike. Kisérletek kimutattak,



hogy a vaszkularis sejtekben a magas foszfat szint hatasara az oszteokalcin magas szintii

kifejezddése kovetkezik be.

1.3. Az alkoholfogyasztis QTL térképezése

A csontsejtekhez kozel elhelyezkedd glutamate tartalmt idegeknek funkcionalis
glutamat receptoraik vannak. A glutamatrol mar kordbban bizonyitottdk, hogy egy
mechanikusan érzékeny glutamat/ aszpartat transzporter fehérjén keresztiil befolyéasolja a
csontreszorpciot, mely a glutamatnak egy mechanikai terhelést érzékeld és csontszerkezetet
atépito funkciot tulajdonit.

A metabotropic glutamate receptor type 7 (Grm7) gén egy igéretes kandidatus génként
szolgal, mely a megvaltozott alkoholpreferenciaban, alkoholizmusban jatszhat szerepet.

A kozponti idegrendszerben [évd excitatérikus aminosav, a glutamat egy potencilis
neurotranszmitterként mitkodve kiilonb6z6 membran glutamat receptorokon keresztiil fejti ki
hatésait.

Munkank soran tanulményoztuk az alkoholizmus hatterében meghuz6do genetikai
hatteret. Az alkoholizmus egy komplex betegség, melyet szdmos gén genetikai mintizata
hataroz meg. Célunk az volt, hogy egy, az Osszes autoszomalis kromoszomara Kiterjed6
genom vizsgalatot fejlessziink ki és megtalaljuk az etanol fogyasztasért felelés 16kuszokat
(QTLs) ¢s a kvantitativ tulajdonsagokeért felelds géneket (QTGs).

Az alkoholizmus és a kabitoszerfiiggdség alapjaul szolgald neurokémiai folyamatok
mindmdig nem teljesen ismertek. A fiiggdség neurokémiai Utvonaldnak meghatarozasara
alkalmas moddszerek a relevans gének megtaldlasara iranyulnak. A quantitativ genetika
szamos bizonyitéka azt sugallja, hogy a komplex tulajdonsagokat €s betegségeket (beleértve
az alkoholizmust) alapjaban véve a genetikai faktorok is befolyasoljak. Az alkoholfogyasztast
meghataroz6 genetikai varianciat McClearn és Rodgers jol megalapozott beltenyésztett
egeértorzsek Osszehasonlitdsa kapcsan kozel egy fél évszdzaddal ezel6tt irta le eldszor. Az
utobbi évtizedben tortént intenziv kutatisok ellenére az alkohol oralis 6nadagolasanak
biologiai alapja nem ismert. A jelenleg elérheté 0j genetikai eszkdzok, mint pl. a ,,high
throughput SNP” genotipizalas modszere és a génexpresszios ,,microarray”’-ek reményt
keltenek arra vonatkozdan, hogy az alkoholizmusért felelds géneket a kozeljovoben
meghatarozhatjak. Ez kiilonosen azért jelentds, mivel az egyénre szabott hatékony terapia
csak akkor hozhat eredményt, ha a genetikai hattér és az érintett biokémiai Gtvonal kozott 1évo

molekularis kapcsolatot alaposan megismerjiik.



A ragcsalok alkohol fiiggdségét az €lvezeti alkoholfogyasztas szemszogébdl nézve egy
fontos allatmodellként tartjdk szdmon. Az 1990-es évek elejétdl kezdddden, genetikai
tanulmanyokban nagyszamu Mennyiségi Jellegek kialakitasaért felelds Lokuszt (Quantitative
Trait Loci, QTL) térképeztek fel az alkoholkedveld, alkoholfogyasztdo és alkoholelfogadd

tulajdonsagok tekintetében.

A C57BL/6ByJ, a BALB/cJ ¢és a CXBI/BylJ, a progenitor- és RQI tdrzsek kozotti
alkoholivasbeli fenotipusok kozotti kiilonbségeket korabbi tanulmanyokban irtak le.
Kifejlesztettiink egy komplex géntérképezési eljarast (Recombinant QTL Introgression, RQI),
melynek soran 5 kromoszéman térképeztiik fel az alkoholpreferenciat és -fogyasztast érintd
QTL-eket a bsi; vonal 80 RQI toérzsében. E korabbi munkaban 5 egér kromoszomat polimorf
mikroszatellita markerekkel térképeztink fel (1, 2, 3, 9 és 15) az alkoholfogyasztas
mennyiségi jegyeinek (Quantitative Trait Loci, QTLs) vizsgalatira. 44 B6.C és 36 B6.1
beltenyésztett kongenikus Recombinant QTL Introgression (RQI) bsiz-es egértorzset
hasznaltunk, melyek a C57BL/6ByJ-es genetikai hatterén BALB/c] és a CXBI/Byl
egértorzsbol szarmazo géneket hordoznak. A B6.C torzsekben az Gsszetett regresszids analizis
egy 3 mikroszatellita markeres modellt eredményezett, mely a genetikai variancia 32%-ara

magyarazatott adott.

2. Célkitiizés

Patologias koriilmények kozott a lagyszovetek kalcifikacidja sulyos kdvetkezménnyel
jar, foképp, ha ez az artéridkat, arterioldkat és a szivbillentyliket érinti. Ez dontd
jelentésséggel bir az ateroszkler6zis és a media szklerdzis patogenezisében, melyek a
kardiovaszkularis betegségek és halalozas tekintetében meghatarozoak. Azok az
epidemiologiai vizsgalatok, melyek egy adott populdcion belill jelenlévd egészség- és
betegségmintazatokat, illetve a veliik kapcsolatban allo faktorokat vizsgaljak, ramutatnak arra,
hogy az alkoholfogyasztas és a kardiovaszkularis betegségek kozott kozvetlen kapcsolat all
fenn. Az alkoholfogyasztas és a vaszkularis kalcifikacio kozvetlen kapcesolatat érintd
folyamatok vizsgalata alkalmas lehet a betegségre vald hajlamot megjosolni és a preventiv

mérések és hatékony terapiak létrehozasara iranyuldan potencialis vizsgalati célpontokat adni.

A vizsgilataink célja

1. Meghatarozni, hogy az etanol hogyan befolydsolja a wvaszkuldris simaizomsejtek

mineralizaciodjat, az extracellularis matrix kalcium felhalmozasat.



2. Meghatarozni, hogy az etanol befolyasolja-e a simaizomsejt oszteoblasztszeri
fenotipusvaltasat.

3. Meghatarozni azt a mechanizmust, mellyel a vaszkularis simaizomsejtek oszteoblasztos
transzformacioja torténik.

4. Kiterjeszteni a genom vizsgalatot az eddigi 5 kromoszémarol az Gsszes autoszomalis
kromoszémara és megnovelni az alkoholpreferencia tesztben szereplé bsi; RQI torzsek
mintaszamat. Analizalni az egylittes adatokat Osszetett intervallum térképezéssel (CIM) ¢és
tobbszords intervallum térképezéssel (MIM).

5. Az alkoholpreferencia és alkoholfogyasztasban szerepet jatszé lokuszok és gének

azonositasa egy alkoholizmus allatmodell teljes genomjaban.

3. Anyagok és mddszerek
3.1. Sejtkultiira és reagensek

A huméan aortdbdl szarmazo simaizomsejteket a Cell Application Inc. cégtél (San
Diego, CA, USA) és az FBS-t pedig a Gibco (Paisley, UK) cégtdl vasaroltuk. Minden tovabbi
vegyszert a Sigma-Aldrich cégtdl (Steinheim, Germany) szereztiink be. A sejt kultarakat 15%
FBS, 60 U/mL penicillin, 60 pg/mL streptomicin, 120 ug/mL neomicin és 1 mM natrium-
piruvat tartalma DMEM-ben tartottuk fenn (ndvekedési médium, GM). A sejteket a konfluens
novekedési allapotig tartottuk fenn €s a 3-7. passzazsszamig hasznaltuk fel Oket. Primer
human koldokzsinér vénabol szarmazé endothelialis sejteket (HUVECs) human koldokzsinor
vénabol diszpazzal izolaltuk és 15% FBS, antibiotikum, L-glutamin, natrium-piruvat és
endotelialis novekedési faktor tartalmu medium 199-ben tenyésztettiik 6ket. A HepG2 sejteket
10% FBS, 100 U/mL penicillin és 100 pg/mL streptomicin tartalmu DMEM-ben

tenyésztettiik.

3.2. Szovettani vizsgdlat

A hisztopatologiai vizsgalatokhoz a szoveteket és ereket 10%-os formalinban fixaltuk
és paraffinba agyaztuk. Az 5 mikrométer nagysagu darabokat 8 percig xilollal deparaffinaltuk
¢s leszallo izopropil-alkoholsorral rehidrataltuk. Ezutan hematoxilin/eozin festést
alkalmaztunk (hematoxilin festés 6 percig, melyet egy desztillalt vizes mosas kovetett, eozin
festés 2 percig és feddlemezzel torténd lefedés). A rehidratacié utan von Kossa festést is
végeztiink- a szovetdarabokat 5%-os eziistnitrat-oldatban egy 60-wattos lampa alatt 1 o6raig
inkubaltuk, desztillalt vizzel mostuk és 5 percig 5%-o0s natrium-tioszulfat oldatban inkubaltuk,

hemalaun oldattal festettiik, dehidrataltuk és végiil fedélemezzel lefedtiik. Zsirfestéshez friss



fagyasztott mintakat (8-10 mikrométeres nagysagi) hasznaltunk miutan a metszetet
raszaritottuk a targylemezre. Formalin fixalas, rovid csapvizes mosas (1-10 min) és 60%-0S
izopropanolos mosast kdvetden frissen készitett Oil-Red-O munkaoldattal (15 min) festettiik.
A szdveteket 60%-0s izopropanollal mostuk és a nukleinsavakat hemalaun oldattal festettiik
meg. A festett metszeteket Mirax Midi szkennerrel (3D Histech, Budapest, Hungary)
digitalizaltuk.

3.3. A kalcifikacio indukcidja

A konfluencia eléréséig a sejteket kalcifikacios médiumban (1-4 mmol/L inorganikus
foszfat (Pj) novekedési médiumhoz torténd hozzaadasaval hoztuk 1étre) tenyésztettiik. Mind a
novekedési, mind pedig kalcifikacios médiumot kétnaponta cseréltiik. Az inorganikus foszfat
jelenlétében 1évo etanol altal kivaltott kalcifikacid 3 mmol/L P; Koncentracional jelentds
mértékii volt, ezért a tovabbi kisérleteink sordn a 3 mmol/L-es P; koncetracio értéket

hasznaltuk a kalcifikaci6 folyamatanak beinditasara.

3.4. A kalcium felhalmozodas kvantifikaldasa

A 48-lyuki tenyésztéedényben novo sejteket kétszer mostuk PBS-ben és 0.6N HCI-
val 30 percig dekalcifikaltuk O6ket. A feliiliszo kalcium tartalmat QuantiChrome Calcium
Assay Kit-tel (Gentaur, Paris, France) hataroztuk meg a protokoll szerint. Dekalcifikacio utan
a sejteket kétszer mostuk PBS-sel és NaOH (0.1 mol/L)/SDS (0.1%) tartalma oldattal
szolubilizaltuk és a mintak protein tartalmat BCA protein assay kit-tel (Thermo Scientific,
Rockford, IL, USA) hataroztuk meg. A sejtek kalcium tartalmat a fehérje tartalomra
normalizaltuk és pg/mg fehérje értékben fejeztiik ki. Idofiiggéses kisérletek kivitelezéséhez a
Alizarin Red festéssel is megerdsitettiik. Festést kovetden a sejteket kétszer desztillalt vizzel,
egyszer pedig 70%-o0s etanollal mostuk. A megfest6dott extracellularis granulumukat 100

cre

kovette a feloldott festék abszorbanciajanak 570 nm-en torténd mérése.

3.5. Foszfat tartalom mérés
A sejtlizatum P; tartalmat QuantiChrome Phosphate Assay Kit-tel (Gentaur, Paris,
France) hataroztuk meg. Az etanolos kezelés utan a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd 1%

Triton X-100 oldattal szolubilizaltuk és mértiik az inorganikus foszfat tartalmat. A sejtek

10



foszfat tartalmat a fehérje tartalomra normalizaltuk és mmol/mg sejt fehérje értékben fejeztiik

ki.

3.6. Alkalikus foszfataz (ALP) aktivitas mérése

A sejteket 6-lyuku tenyésztbéedényben tenyésztettilk, majd kétszer mostuk HBSS
oldattal, a sejtproteineket 1% Triton X-100/ 0.9% NacCl oldattal szolubilizaltuk és mértiik az
ALP aktivitast. Roviden, 130 pl Alkaline Phosphatase Yellow Liquid Substrate (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Germany) reagenst adtunk 50 pg fehérje mintadhoz. A p-nitrofenol
képzbdés kinetikajat 405 nm-en 30 percig 37°C-on inkubalva kovettiik nyomon. A kinetikai

gorbe maximalis meredekségét hasznaltuk a szdmolashoz.

3.7. Western Blot és oszteoKalcin mérés

Az oszteokalcin expresszid méréséhez a sejteket 6-lyuku tenyésztéedényben 7 napig
kezeltiik. Az oszteokalcinra az extracellularis matrixot 200 uL EDTA oldatban (0.5 mol/L,
pH 6.9) szolubilizaltuk, és a sejtlizatumot glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenazra
normalizaltuk. Egyenld mennyiségli 30 pL térfogatt EDTA-s szolubilizalt mintat 16.5%-0s
Tris-Tricine Peptide gélen (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) megfuttattuk, majd nitrocelluloz
membranra (Hybond-ECL, Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK) blottoltuk.
Blokkolas utan a membrant poliklonalis anti-oszteokalcin antitesttel (Santa Cruz, Santa Cruz,
CA, USA) 1:200 higitasban inkubaltuk, melyet egy peroxidaz-jelolt anti-nyul IgG antitest
kovetett (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK). Glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogenazra (GAPDH) 30 uL mennyiségii sejtlizatumot 12.5%-0s gélen (SDS-PAGE)
megfuttattuk, majd nitrocellul6z-membranra blottoltuk. A membrant egér monoklonalis anti-
GAPDH (Novus Biologicals Inc., Camebridge, UK) antitesttel inkubaltuk, melyet egy
peroxidaz-jelolt anti-egér IgG antitest kovetett (Amersham Biosciences, Buckinghamshire,
UK). Alkohol-dehidrogenaz-1 el6hivasara a sejtlizatumot 12.5%-o0s gélen megfuttattuk (SDS-
PAGE), majd nitrocellul6z membranra blottoltuk. Blokkolas utdn a membrant nyul
monoklonalis anti—alkohol-dehidrogenaz-1 antitesttel (Abcam, Camebridge, UK) 1:1000
higitasban inkubaltuk, melyet egy peroxidaz-jelolt anti-nyul IgG antitest kovetett. Az el6hivas
utan a membrant GAPDH-ra normalizaltuk. Az anigén-antitest komplexet a tormaperoxidaz
kemilumineszcens rendszerrel a gyarto leirasat kovetve vizualizaltuk (Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK). A fehérjék kvantalasat szamitogép-vezérelt videodenzitometralassal
végeztilk ( Alpha DigiDoc RT, Alpha Innotech, San Leandro, CA, USA). Az EDTA-val
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szolubilizalt extracellularis matrix mintdk oszteokalcin tartalmat ELISA-val (Bender

MedSystems, Vienna, Austria) a gyarté leirasat kovetve mértiik.

3.8. Kvantitativ-RT-PCR

A total RNS izolalasat és az RT reakciot kovetden Cbfa-1 mRNS-t korabbi modszer
szerint meghataroztuk. Roviden, a Cbfa-1 mRNS szintekhez a 25puL reakcioelegy SuL atirt
mintat, 0.3 nmol/L forward (5’-ATGGCGGGTAACGATGAAAAT-3’) és reverse (5°-
ACGGCGGGGAAGACTGTGC-3’) primert és 12.5 uL iQ SYBR Green Supermix-et (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) tartalmazott. Az eredményeket ciklofilin mMRNS-re normalizaltuk.

3.9. Sejt viabilitds vizsgdlat

Miutan a sejteket 20-80 mmol/L etanollal kalcifikacios médium jelenlétében vagy
annak hidnyaban 7 napig kezeltiik, a monolayert kétszer mostuk HBSS oldattal, ezt kdvetden
550 uL 3-[4,5-Dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difenil-tetrazolium bromid (MTT) (0.5 mg/mL) HBSS-
es oldataval ujabb 6 oran keresztiil inkubaltuk. Az MTT oldat eltavolitasa utan, 550 pL
dimetil-szulfoxidot (DMSQ) adtunk a sejtekhez és 570 nm-en mértiik az optikai denzitast.

3.10. Statisztikai elemzés
Az eredményeket atlag + SD-ként abrazoltuk. A statisztikai elemzést one-way
ANOVA teszttel, -majd ezt kovette a Newmann-Keuls teszt tobbszoros dsszehasonlitasra-, és

a two-way ANOVA teszttel végeztiik.

3.11. Recombinant QTL Introgression (RQI) torzsek

A Recombinant QTL Introgression modszerét a komplex kvantitativ torzsek genetikai
elemzésére hasznaltuk. E metodika soran rovidtavil fenotipusos szelekcidt, ismételt
visszakeresztezés-Keresztezés (,,backcross-intercross”) ciklust, kongenikussagot,
rekombinaciét €s a beltenyésztés modszerét hasznaltuk. A fenotipus vizsgélatra a
mesotelencephalikus dopamin rendszerhez kapcsolddo tulajdonsagot vettiik alapul.
A BALBY/cJ és CXBI donor torzsek QTL-jeit, melyek a mesencephalikus tirozin-hidroxilaz
(TH/MES) enzimaktivitas kiilonbozd szintjeit képviselik-, vezettiik be B6 hattérbe.

A CXBI egy rekombinans beltenyésztett torzs, melyek B6 és BALB/cBy géneket
hordoznak. Kétféle F2 (B6XC és B6XI) nemzedéket, és minden egyes F2 alom egyenlo részre
osztasdval pedig kétféle vonalat (a0 és B) hoztunk létre. Fenotipus vizsgalatra mind a 4

vonalban legalabb 45 F2 himet teszteltiink, és 15-6t valasztottunk ki a B6 ndstényekkel
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torténd els6 visszakeresztezésre. Tobb, mint 45 visszakeresztezés 1 (biip) him utodot
vizsgaltunk és 15 himet valasztottunk ki a nem ugyanazon alombdl szarmazé ndstényekkel

torténd keresztezésre, melynek soran a biiy generacio jott 1étre.

3.12. Viselkedési teszt

Feln6tt (11 + 2 hetes) him allatokat a C57BL/6By, a BALB/cJ, a CXBI ¢és az RQI
torzsekbol hasznaltunk fel. A ,két-edényes valasztas” (,,two-bottle choice™) tesztet
alkalmaztuk. Azért, hogy hozzaszoktassuk az allatokat az etanol izéhez, az etanol oldatokat

novekvo koncentracidban kinaltuk fel.

3.13. DNS izoldlas, polimeraz lancreakcio, kapillaris gélelektroforézis

A DNS-t az RQI egértorzsek farok mintdibol Miller modszere alapjan izolaltuk. A
PCR primereket a Mouse Genom Informatics, the Jackson Laboratory cég adatbazisaban
talalhato B6 és C egértorzsek polimorf markereinek informécioi alapjan valasztottuk ki.
A QTL térképezésnél 396 mikroszatellita markerrel dolgozunk. A PCR termékek
analizalasahoz az ABI Prism 310 Genetic Analizer gépet és az IDT (Integrated DNA
Technologies, Inc., Coralville, IA) cég altal szintetizalt, fluoreszcens festékekkel (FAM, TET,
¢s HEX) jelolt és tisztitott mikroszatellita markereket hasznaltuk. A 310 Genetic Analyzer gép
segitségével 1 bp kiillonbséget tudtunk detektalni.

3.14. QTL térképezés

Térképezésre, ,,M-estimatorokat” hasznaltuk, mely robosztus megfeleldje az atlagnak
¢és a kozépértéknek, mely valosziniisiti az elhelyezkedés kozéppontjat. Az eredeti fenotipikus
adatokat az SPSS ver.13 Explore funkciojaval a ,,Tukey’s biweight M-Estimator” segitségével
kaptuk.

A CIM eljarasban a standard modellt, a Zmapqtl 6-ot hasznaltuk. A QTL-ek
szignifikanciajanak kiiszobértékét permutacios analizissel végeztiik. Majd a térzseket a MIM

(multiple interval mapping) QTL Cartographer 2.5-es verziojaval analizaltuk.
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3.15. Bioinformatika
A szignifikans és feltételezhetd QTL cstcsokat hordozd kromoszoma szegmensek

koziil a relevans QTL-eket a http://informatics.jax.org és a http://omicspace.riken.jp honlapok

segitségével valasztottuk ki. A QTL csucs tartomanyat az dsszes torzsben eléforduldé marker
genotipus mintazatok vizsgalataval, a cstics poziciot (cM) tartalmazo 6sszes donor szegmens
meghatarozasaval és a durva becsléssel (a donor szegmensek minimum tartoméanyat becsiili

crer

meg.

4. Eredmények
4.1. Az etanol dozisfiiggé modon fokozza a humdn vaszkularis simaizomsejtek foszfat dltal
kivaltott kalcifikdciojat

Mivel a tanulmanyok kimutattak a foszfat kiemelked6 szerepét a human vaszkularis
mineralizaciéo indukalasaban, illetve szabalyozasaban, létrehoztunk egy in vitro modellt a

cres

human vaszkuladris simaizomsejtek vaszkularis kalcifikaciéjara, melynek sordn a
neveztiik el. A kalcifikaciés médium készitéséhez a DMEM-et, - mely 15% FBS-t, 60 U/mL
penicillint, 60 pg/mL streptomicint, 120 pg/mL neomicint és 1 mM natrium-piruvatot
tartalmazott (GM; growth medium), 1-4 mmol/L Pj-tal egészitettiik ki. A human vaszkularis
sejteket 7 napig tartottuk fenn, majd etanol jelenlétében, vagy annak hidnydban mértiikk az
extracellularis matrix kalcium felhalmozddasat.

Ahogy vartuk, a foszfat dozisfiiggd modon indukalta a mineralizacidt. Szignifikans
kalcium akkumulaciot > 3 mmol/L P; értéknél figyeltiink meg. Fontos eredménynek tartjuk,
hogy a humdén vaszkuladris simaizomsejtek etanollal torténd kezelése P; jelenlétében
értek megfigyelhetd az alkoholizmusban szenvedd egyénekben) torténd kezelése tovabbi
jelentds mértéki kalcium akkumulaciot eredményezett (50%). Feltételeztiik, hogy az etanol
kezelés nélkiil. A kisérletek azt mutattak, hogy az etanol 14 napig GM-ban torténd kezelése
nem befolyésolta a kalcifikaciot.

Annak alatdmasztdsira, hogy a humén vaszkulédris simaizomsejtek extracellularis
matrixaban kovetkezik be az etanol hatasara létrejové kalcium akkumulacio, etanol
jelenlétében vagy hidnydban Alizarin Red festést végeztiink. A vaszkularis simaizomsejtek 7

napig torténd kezelését kvetden jelentdsen tobb granularis depozitum jelent meg a sejtkultara
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extracellularis matrixaban Gsszehasonlitva az etanolmentes kalcifikacios médiummal. Ezzel
ellentétben, a foszfat- és etanolmentes médiumban tenyésztett sejtekben ez i1d6 alatt
semmilyen kalciumfelhalmozodas nem volt kimutathato.

Ezt kovetden feltettiik a kérdést, vajon specifikus sejtvalaszrol van-e sz, és az etanol
dozisfiiggden noveli-e a foszfat altal kivaltott mineralizaciot. A simaizomsejtek novekvo
koncentracioju (20-80 mmol/L) etanollal 7 napig torténd kezelése utdn mértik az
extracellularis matrix kalcium tartalmat. A foszfat, 3 mmol/L-es koncetracioban indukalta a
kalcifikaciot, ezzel szemben ezen sejtek novekedési médimban térténd tenyésztése nem

okozott kalcium felhalmozodast. Az etanol dozis fliggéen tovabb novelte a kalcifikacid

mértékét, mely 60 mmol/L-es koncentracional volt a legkifejezettebb.

4.2. Az etanol fokozza a human vaszkuldris simaizomsejtek alkalikus foszfataz aktivitasat
Felvet6dott a kérdés, vajon az etanol mineralizéciot fokozd hatasa nem korlatozodik-e
csupan a kalcium depozicidora, ¢és a vaszkularis simaizomsejtek 0szteoblasztos
transzforméciojaért felelds gének felregulalodasa bekovetkezik-€ a stressz hatasara.
Az alkalikus foszfataz a korai oszteogenezis egyik fontos enzime, mely inorganikus foszatot
szabadit fel a mineralizacidhoz, és az artériakban, arteriolakban torténé megjelenése egyben a
vaszkularis kalcifikacio sajatossaga, mely folyamat nagy hasonldésagokat mutat a
csontmineralizacioval. Ezért vizsgaltuk, hogy vajon az etanol ndveli-e a vaszkularis
simaizomsejtek alkalikus foszfataz aktivitasat. Mig azokban a sejtekben, melyeket ndvekvo
figyelhettiink meg az alkalikus foszfataz aktivitasukban, addig a 60-80 mmol/L-es etanol
koncentracid mellett pedig tovabbi 2.17-szeres és 2.12-szeres szignifikans emelkedés volt
fellelhetd. Ezzel ellentétben az etanol 6nmagaban nem befolyasolta a normal tapfolyadékban

tartott vaszkuldris simaizomsejtek alkalikus foszfatdz enzim aktivitasat.

4.3. Az etanol serkenti a human simaizomsejtek kalciumkioto fehérjéjének, az
oszteokalcinnak a szintézisét

Az oszteokalcin a csontmatrix f6 nem-kollagénszeri fehérjéje, amely az extracellularis
matrix kalciumkotésén keresztiil szabadlyozza a mineralizdci6 folyamatdt. A humaén
vaszkularis kalcifikacio soran kimutattak az oszteokalcin erekben torténd felhalmozodasat.
Ezért a huméan vaszkularis simaizomsejtek etanollal torténd 7 napos kezelését kovetden

mértiik a masodik csontspecifikus génnek, az oszteokalcinnak az expresszidjat.
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A normal tapfolyadékban tartott sejtek szolubilizalt extracellularis matrixaban az oszteokalcin
nem volt mérheté mennyiségben jelen. Ezzel szemben a vaszkularis simaizomsejtek magas
foszfat tartalmu tapfolyadékban torténd tenyésztése szignifikans mértékli emelkedést idézett
elé. A sejtek etanollal torténd kezelése tovabbi oszteokalcin felhalmozodast eredményezett az
extracellularis matrixban. Ahhoz, hogy megerésitsiik, hogy az etanol elsegiti-e a vaszkularis
is végeztiink. Eredményeink azt mutattdk, hogy az etanol tartalmu kalcifikdciés médiumban
tenyésztett sejtekben magasabb volt az oszteokalcin expresszidja, mint az etanolt nem
tartalmazé  kalcifikdcids médiumban tartott sejtekében. Ezzel szemben a normal
tapfolyadékban tenyésztett human vaszkularis simaizomsejtekben etanol kezelést kdvetden

nem taldltunk az oszteokalcin szintézisében valtozast.

4.4. Az etanol néveli a foszfat dltal indukdlt oszteoblaszt specifikus transzkripcios
faktornak, a Cbfa-1 mRNA szintjét

Az oszteoblasztos differenciacié esszencialis regulatora a core-binding factor alpha-1
(Cbfa-1), egy olyan transzkripcios faktor, mely a matrix génexpresszidjat, és
kovetkezésképpen a csont mineralizaciot is szabalyozza. Mivel ez a transzkripcios faktor a
felelds elsdsorban a vaszkularis simaizomsejtek magas foszfatszint altal okozott oszteoblaszt
iranyu atalakulasaért, ezért vizsgaltuk, hogy az etanol befolyasolja-e a Chfa-1 expressziojat
kalcifikacios médiumban tenyésztett human vaszkularis simaizomsejtekben. Eredményeink
szerint a vaszkularis simaizomsejtek 24 o6ras magas foszfat tartalmt tapfolyadékban torténd
tenyésztése a Cbfa-1 mRNS szintjében egy 1.62-szeres indukcidét okozott a normal
tapfolyadékban tenyésztett sejtekkel dsszevetve. A Kalcifikacios médiumban 60 mmol/L, vagy
ennél nagyobb etanol koncentraciot alkalmazva tovabb emelkedett a Cbfa-1 mRNS szintje,
lehetséges magyarazattal szolgalva a fenotipus valtasra. Normal médiumban ez a hatas nem

kovetkezett be.

4.5. Az etanol nem befolydsolta a humdn vaszkuldris simaizomsejtek intracelluldris foszfat
szintjét

A natrium-dependens foszfat kotranszporter, a (Pit-1) eldsegiti a foszfat bejutasat a
vaszkularis simaizomsejtekbe szignalt szolgaltatva a Cbfa-1 felé. Mivel a kisérleti
bizonyitékok azt sugalljak, hogy a hiperfoszfatémia altal kivaltott vaszkularis kalcifikacio
részben a Pit-1 funkcidjan keresztiil szabalyozodik, ezért azt vizsgaltuk, hogy vajon az etanol

befolyasolhatja-e a magas foszfattartalmu médidban tartott vaszkuldris simaizomsejtek
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intracellularis foszfat szintjét. Ez egy lehetséges magyarazatot adhat arra a megfigyelésre,
hogy az etanol miért segiti eld a simaizomsejtek 0szteoblaszt irany fenotipus valtasat. 24
ords inkubaciot kovetden mértiik etanol hidnydban, vagy jelenlétében a kalcifikdcios
médiumban tenyésztett simaizomsejtek foszfat felvételét. Az eredmények azt mutattdk, hogy

s

vaszkularis simaizomsejtek intracellularis foszfat szintjét.

4.6. Az etanol hatasa a humadan vaszkularis sejtek életképességére

Az utdébbi évek kutatdsai szerint a vaszKularis simaizomsejtek apoptdzisa
betegekben fellépd ateroszklerdzisban és a media mineralizacioban. Az apoptotikus sejtek a
mineralizdci6 egy csomoOpontjaul szolgilhatnak megteremtve a hidroxiapatit képzddés
fokuszpontjait. Ennélfogva MTT tesztet végeztink az etanollal kezelt kalcifikdcios
médiumban tartott sejtek életképességének meghatarozéasara. Kisérleteinkben a kalcifikacios
médiumban tartott sejtek viabilitdisa nem mutatott csokkenést. Tovabba a 20-60 mmol/L
etanolt tartalmazo kalcifikacios médiumban 7 napig tartott vaszkularis simaizomsejtekben

sem volt fellelhetd szignifikdns viabilitasbeli kiilonbség.

4.7. Az alkohol-dehidrogendz-1 nem fejezddik ki magas szinten a humdn vaszkuldris
simaizonsejtekben

Az etanolt a hepatocitakban el6forduld alkohol-dehidrogenaz enzim katabolizalja,
mely acetaldehidet termel. Ha ez a vaszkularis simaizomsejtekben is igy torténik, akkor az
acetaldehid a mineralizacio 1étrejottéért €s az oszteoblasztos transzformacioért felelds faktor
lehet. Ezért megmértiik ezen sejtek alkohol-dehidrogenaz-1 (ADH1) szintjét Western Blot
analizis alkalmazaséaval. Mig a pozitiv kontrollként alkalmazott human hepatomabdl szarmazé
sejtvonalban (HepG2 sejtek) magas ADHI1 protein expressziot talaltunk, addig a human
vaszkularis simaizomsejtekben és endotéliumban ADH1-t nem tudtunk jelent6s szinten
detektalni.

Tovéabbi kisérleteink soran bizonyitottuk az alkohol ROS termelést fokozd hatdsat

simaizomsejtek kalcifikacioja soran.

4.8. QTL térképezés
A QTL-eket Eacl-6 (ethyl alcohol consumption 1-6) lokuszoknak neveztiik el. A 43

B6.Cbsi; RQI torzs CIM modszerrel torténd vizsgalata szignifikans csticsokat eredményezett
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a 6-o0s kromoszéman 36.5 cM-nal (p<0.001), 42.5 cM-nal (p<0.001), 62.2 cM-nal (p<0.01) és
73.5 cM-nal (p<0.001), és a 12-es kromoszéman 51 cM-nal (p<0.01). Szintén cstcsok
jelentek meg a 1-es, 5-0s és a 15-0s kromoszoman, habar ezek a csucsok nem érték el a
szignifikancia kiiszobértéket. A 15-6s kromoszoéman 1évé QTL-t a MIM modell vizsgélataiba

is belevontuk.

A 35 RQI tdrzs B6.1bsiy csoportjaban 2 QTL bizonyult szignifikansnak LOD=2.0 (a
12-es kromoszoman: 21 cM-nal, a 19-es kromoszoman: 38 cM-nal. A CIM modszer szamos
mas nem szignifikans cstcsot eredményezett az 1, 3, 4, 12, 13 és 16-os kromoszoman LOD<2
értékkel. A 12-es kromoszoman 1évé QTL-t a MIM modell vizsgalataiba is belevontuk. A
QTL-ben a B6 allél fokozta az alkoholfogyasztist. A CIM szamos olyan QTL-t
eredményezett, ahol a donor allél 6sszefiiggésbe hozhatd a fokozo hatassal, habar ezek koziil
egyik sem érte el a p=0.05 szintet, ahogy azt 1000 permutacioval empirikus Gton hataroztuk
meg. A QTL csucshoz legkozelebbi markereket, a donor allélt homozigodta allapotban hordozo

torzsek szamat és a szintén hordozoé torzs donor genom kiterjedését (Q%), meghataroztuk.

A B6.Cbsi; RQI torzsek MIM modszerrel torténd tovabbi analizise a QTL
Cartographer BIC-MO relativ kritériumat hasznalva egy 3 QTL-bdl all6 modellt
eredményezett a 6-0S, 12-es és 15-0s kromoszoéman (genetic R2=O.47). Az episztazist érintd
vizsgalatok semmilyen szignifikdns additiv-additiv interakciot nem eredményeztek. A
B6.Ibsi; torzs csoport MIM modszerrel torténd vizsgalata egy 3 QTL-es modellt
eredményezett a 8-as, 12-es és 4-es kromoszoman (genetic R?=0.5). Ahogy a B6.Cbsiz-es
torzs esetében, ugy a B6.Ibsiz-es torzs esetében sem volt fellelheté az episzazis hatasa. A
MIM altal azonositott QTL-ek tesztelést kovetden minden QTL szignifikansnak adodott a

kritériumok szerint.

A CIM modszerrel kapott eredmények érvényességét és a csucsok sorrendjét a kvazi-
kongenikus RQI torzsek mikroszatellita marker genotipus mintazatainak Osszehasonlitisa
alapjan értékeltiik ki. A 43 B6.Cbsi; RQI torzsek koziil az 1, 5, 6, 12 és 15-6s kromoszomak
QTL-jeinek érvényességét vizsgaltuk. A nem szignifikans 1-es kromoszomalis QTL 16kuszt
(7.5 cM) kiiktattuk az értékelésbol, mert a D1Mitl67-es markerrel volt Osszefliggésben,
melyet az 5-6s és a 14-es kromoszomara is térképezték. Ahogy a korabbi kisérleteink
mutattadk, az RQI torzsekben a DIMitl67-es markerek nem Ko-szegregalnak az 1-es
kromoszoman 1évé markerekkel, az 5-6s kromoszoma proximalis markereivel pedig igen
(Saito et al., 2003). A nem-szignifikans 5-6s kromoszoma QTL-je (59.01 cM) kis negativ-
additiv hatast (-1.29) mutatott a B6.Cbsi; populacioban, és szintén kizartuk a tovabbi
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értékelésbol. A 6, 15 és a 12-es kromoszomat pedig bioinformatikai analizisnek vetettiik ala.
A 35 B6.Ibsi; RQI torzsben a 12-es és 19-es kromoszoéman 1évé QTL-eket vizsgaltuk csak
tovabb (p<0.2). A 12-es kormoszéman 1évé QTL-t kizartuk a tovabbi vizsgéalatokbol, mivel a
csucs marker donor allélje szamos térzsben jelen volt (N=4) és ezeknek a torzsekenek az atlag
donor genom tartalma nagyon alacsony volt (1.8%), amely a kongenikus allapothoz kozelitett.
A 19-es kromoszoman 1évé QTL-t kizartuk a tovabbi vizsgalatbol, mivel egyetlen donor allélt
sem talaltunk a csucs pozicid kozelében a torzsek egyikében sem, és a csticsot hatdrold két

marker k6z6tt a tavolsag viszonylag nagy volt (7 cM).

4.9. A kongenikus torzs alkoholfogyasztisa

A mikroszatellita alapu ,,marker-tamogatott-szelekcid”(,,marker-assisted selection™)
modszerét és az alkohol-kedveld B6By hattértorzzsel torténd ismételt visszakeresztezéseket
alkalmazva kifejlesztettiink egy 0j kongenikus torzset, a B6By.C6.132.54 (B6By.C6)-et. Ez a
kongenikus torzs egy BALB/cJ (C) donor kromoszoma szegmentumot hordoz a 6-0S
kromoszéman a proximalis D6Mit275 (25.5 c¢cM, 51.1 Mb, a “UniSTS annotation of NCBI
build 36” alapjan) és a disztalis D6Mit134 (57.5 ¢cM, 125.3 Mb) markerekkel szegélyezve. Ez
a kongenikus torzs a ,.két-edényes valasztas” (,,two-bottle free-choice alcohol preference”)
tesztben szignifikdnsan kevesebb 12% (v/v)-os alkoholt fogyasztott a B6By hattértorzzsel
Osszehasonlitva, bizonyitva ezzel a donor szegmensben rejld genetikai faktor/oknak a
szignifikans gyengitd hatasat. Egy masik fliggetlen kisérletben, ahol a ,két-edényes valasztas”
(,,two-bottle free-choice”) paradigmat az alkohol szakaszos hozzaférésével kombinaltuk, agy
talaltuk, hogy a 12%-os alkoholfogyasztas szignifikdnsan magasabb volt a B6By himeknél
(12.70£1.03, n=13), mint a B6By.C6 himeknél [8.37+0.96 (g/kg/day, mean+SE), n=19, négy
3-napos vizsgalat atlaga, t3p=3.00, p=0.005, two tailed].

Ahhoz, hogy teszteljik a hipotézist, hogy esetleg mdas, nem vizsgalt donor
kromoszéma szegmensek felelosek ezért a hatasért, egy 402 markert tartalmazd egér SNP
(single-nucleotid polymorphism) gyiijteménnyel végeztiink genom vizsgalatot. Ennek soran
nem talaltunk egyetlen donor szegmenst sem. Mivel a genom vizsgalat szomszédos
héttér/recipiens markereket mutatott 75.9 Mb-nal (rs 3023093) és limitadlé6 donor markereket
81.9 (rs 4226024) és 91.8 Mb-nal (rs 3712161), arra a kovetkeztettiink, hogy a szegmens
méretének 9.9 és 46.4 Mb kozott kell lennie.
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A 6-0s kromoszéman 1évé Eac2 régi6 integralt genom- €s transzkriptom analizise a
Grm7 (metabotropic glutamate receptor subtype-7) gént azonositotta az Eac2 régio kvantitativ

tulajdonsagot (alkohol fogyasztast) meghatarozd génjeként.

5. Megbeszélés

A lagyszovetek patologias koriilmények kozott kialakulo, elsdsorban az ereket és a
szivbillentyiiket érinté mineralizacidja sulyos szovédményeket idéz el6. Az intima
mineralizacioja az ateroszklerozis eldrehaladott stadiumaban alakul ki, a komplikalt 1éziok
meghataroz6 sajatossaga. A korfolyamat az artéridk lumenének sziikiiletét eredményezve
akut, vagy kronikus iszkémias keringészavarokhoz vezet. Az ateroszklerotikus plakk
stabilitdsa és mineralizacidja szoros kapcsolatban all az ateromatozus 1€ziok bevérzésével. A
keringészavar valamennyi szervet érintheti, azonban a korondria, a cerebrovaszkularis és a
periférias artériak betegségel népegészségiigyi jelentdséggel birnak. A  mechanikai
folytonossdg megszinését a szamos fokalis lipid-felhalmozodds mellett megjelend
hidroxiapatit akkumulacio teszi kifejezetté, ezaltal jelentésen csokkentve és egyenetlenné téve
az ér rugalmassagat, mely a plakk tovabbi sériilékenységét fokozhatja. Ezzel ellentétben a IVb
tipusu stabil ateroszKlerotikus 1ézidban a kalcifikalodott plakk kronikus modon sziikiti be az
artériak lumenét.

Media kalcifikacié sordn az artériafal koz€psd simaizomsejt rétegeiben zajlo diffuz
mineralizaciés folyamatok alakulnak ki. Mig az oregedéssel az idds emberekben gyakran
megfigyelhetd a media kalcifikacioja, addig fiatal korban tobbek kozott a kronikus
vesebetegség, cukorbetegség, magasvérnyomas betegség vezet korai érelvaltozashoz. A media
mineralizacidja koncentrikusan jelenik meg, nem terjed ki az artéria intima rétegére, és ennek
kovetkeztében tipikus esetben az artéria lumenét nem érinti. Ez a mechanizmus az artéria
rugalmatlansagéanak a f6 okozoja.

A kalcifilaxis ugyan részleteiben leirt, de a patomechanizmust tekintve kevésbé ismert,
igen magas mortalitassal (60-80%) jellemezhetd, melynél a terapias lehetdségeink rendkiviil
korlatozottak. A korfolyamat az arterioldkat érinti, és a patofiziologia a simaizomsejt rétegek
diffiz mineralizcidjat jelenti. Eddig ugy gondoltuk, hogy majdnem kizardlagosan a kronikus
vesebetegségben szenvedd betegek rettegett szovodménye. A Kiserek kalcifikacioja
egyértelmilen Kapcsolatba hozhatdo a progrediald szoveti iszkémiakkal, infarktusokkal, a
sulyos fajdalommal, és majdnem kizarolagosan a masodlagos infekciok és szeptikus allapot
okozta magas mortalitassal. A mai napig nem teljesen vilagos, hogy mi jelenti az elsddleges

kivalté okot. Részben még mindig tartja magat az a nézet, amit eredetileg Selye Janos és
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mts.ai irtak le a hatvanas években. Kétlépcsés folyamatnak tartottak, ahol egy korai
szenzitizacidos szakasz (pl. foszfat, D vitamin, vagy parathormon) utan egy ismeretlen
szisztémas (pl. gliikkokortikoiddal) vagy egy helyi/lokalis (pl. trauma) inzultus kovet, amely
egyben a kalcifikacio kezdetét jelenti.

Epidemiologiai vizsgalatok mutatnak ra arra, hogy az alkoholfogyasztas és a
kardiovaszkuldris megbetegedés kozott kettds Osszefiiggés van. Kevés kivételtdl eltekintve
szamos orszagban végzett kutatasok azt mutatjak, hogy 20-40%-kal alacsonyabb volt a
kardiovaszkularis megbetegedések gyakorisdga az alkoholtartalmu italokat fogyasztoknal az
alkoholt nem fogyasztokkal Osszehasonlitva. De vajon milyen mértékii alkoholfogyasztas
lehet hasznos a szervezet szdmara, és az ivasi szokasok mikéntje lényeges szempont-e a
jotékony hatas kialakulasaért? A jelenleg elfogadott allaspont szerint altaldnos populacidban a
kismértékii alkoholfogyasztas a kardiovaszkularis megbetegedések és halalozas alacsonyabb
kockazataval jar egyiitt, szemben azokkal az egyénekkel, akik nem fogyasztanak alkoholt.
Legfeljebb napi 2 pohar bor clfogyasztasa negativ kockazati tényez6t jelent az ateromas
megbetegedés, a miokardialis infarktus és az iszkémias stroke vonatkozasaban. Ezzel
ellentétben a tomény szeszesitalok nagymértéki, alkalomszerii fogyasztasa - mely napi 5 vagy
anndl tobb italt jelent - noveli a kardiovaszkuldris megbetegedések és haldlozéas kockézatat.
Noha a korabbi megfigyelés - miszerint a kismértékii alkoholfogyasztas egy latszolagos
védohatast jelent a koszoruér elvaltozasok tekintetében bizonyitottnak latszott, egy nemrég
elvégzett tanulmanyban semmilyen véddhatast nem taldltak az alkoholfogyasztas és az érfalak
kalcifikacioja kozott. Ezzel szemben, bizonyitékot szolgaltattak arra vonatkozoan, hogy a
nagymértékii alkoholfogyasztés, kiilonosen a toémény szeszesitalok fogyasztisa a koronaria

Egyre tobb esettanulmany lat napvilagot, amelyekben a kalcifilaxis megnovekedett
kockazatat irtak le alkoholfogyasztast kovetden azokndl az egyéneknél, akiknek fiziologids
szinten miikodott a veséjiik, és a kalcium-foszfat anyagceseréjiik is ¢€lettani volt. A Kis- és
kozepes méretli erek sulyos kalcifikaciojardl szamoltak be alkoholos méjbantalomban
szenvedd betegekben, akiknél normal vesefunkciot észleltek, és egyéb anyagcserezavar sem
volt fellelhets. A Kalcifilaxist olyan alkoholos kardiomiopatias betegekben is leirtak, akiknek
nem volt sem maj-, sem pedig vesebetegségiik, és semmilyen eltérésiik a kalcium-foszfat
metabolizmusban.

Ezek a megfigyelések arra 6sztondztek minket, hogy megvizsgaljuk, vajon az etanol

elosegiti-e a vaszkularis simaizomsejtek in Vvitro mineralizacidjat €s oszteoblaszt iranyu

crer
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fiziologias tartomany folott a kronikus vesebetegségben szenveddkben a vaszkularis
kalcifikaci6 legfontosabb rizikdfaktora, tovabba a foszfat szint egészséges emberekben az
¢lettani tartomanyon beliil is korrelaciot mutat a vaszkularis kalcifikacioval, ezért a mi
modelliinkben exogén foszfatot alkalmaztunk a mineralizacidé indukcidjahoz. A korabbi
vizsgalatok azt bizonyitjdk, hogy a megemelkedett foszfat eldsegiti a simaizomsejtek
ravilagitanak, hogy egy pontosan szabalyozott sejtes folyamat all a jelenség hatterében, ahol
szamos indukald és gatlo agenssel lehet szamolni. Mineralizaciés modelliinkben a vaszkularis
simaizomsejtek egy fenotipus valtason mennek Kkeresztiil, oszteoblasztos markerek
felregulalodasa kovetkezik be, és az extracellularis matrixban hidroxiapatit halmozodik fel.
Ez magaban foglalja a Cbfa-1-et, a kulcsfontossagu transzkripcios faktort, amely Kritikus
jelentdségli az oszteoblasztos aktivalodasban, valamint a hozzd is tartozo transzkript
fehérjéket, mint az alkalikus foszfatazt (csont- és fogképzddés dontd jelent6ségii enzime), és
az oszteokalcint (kalcium koto fehérje, oszteoblaszt aktivitas specifikus jelzdje). A Chfa-1
knockout egérben nem kovetkeznek be a csontmineralizacids folyamatok, amiért tobbek
kozott a kovetkezményesen kialakulo alacsony alkalikus foszfataz aktivitas és az oszteokalcin
expresszio hianya a felelds.

A kisérleteinkben kimutattuk, hogy az etanol expozicié a kalcifikaciés médiumban
tenyésztett human vaszkularis simaizomsejtek extracellularis matrixdban dozisfiiggd modon
fokozodott a mineralizacids folyamat. A foszfat altal indukalt kalcifikaciot a 60 mmol/L-es,
vagy afelett 1év6 etanol koncentracio szignifikansan tovabb emelte. Ezek az etanol értékek
megfigyelhetoek az alkoholistdk vérében. Mivel az alkalikus foszfataz a mineralizacios
folyamatok fontos enzime és az oszteokalcin az oszteoblasztos fenotipus jellemz6 nem-
kollagén kalciumkotd fehérjéje, ezért mi is vizsgaltuk, hogy vajon az etanol ndveli-e a
vaszkularis simaizomsejtek alkalikus foszfataz aktivitasat és az oszteokalcin szintézisét. Azt
talaltuk, hogy az etanol mind az alkalikus foszfataz aktivitasaban, mind pedig az oszteokalcin
expresszidjaban szignifikans emelkedést okozott. Tovabba kimutattuk, hogy az etanollal
kezelt sejtekben, az oszteoblasztos transzformacioban szereplé transzkripcios faktor, a Cbfa-1
expresszidja szintén megemelkedett.

Az szintén ismert, hogy a hiperfoszfatémia altal indukalt oszteoblasztos differenciacio
a natrium-dependens foszfat ko-transzporteren, a Pit-1-en keresztiil szabalyozodik, mely
elOsegiti a foszfat vaszkularis sejtekbe torténd felvételét. Ezért a kisérleteinkben is
megvizsgaltuk a sejtek foszfatfelvételét. Az eredményeink az mutattdk, hogy az etanol hatasa

nem a foszfat felvételében tortént valtozasoknak koszonhetd.
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Korabbi in vitro kisérletek azt mutattak, hogy a human vaszkularis simaizomsejtek
intima rétegében és a kronikus vesebetegek artéridjanak media rétegében is eléfordul az
apoptozis. Mostanaban figyelték meg azt, hogy az alkohol a vaszkularis simaizomsejtek
apoptozisat idézi el6. Az apoptotikus simaizomsejtek a kalcifikaci6 kezddpontjaként
szolgalnak és aktivan koncentraljak a kalciumot és a foszfatot a hidroxiapatit kristalyok
kialakitasashoz. A kisérleteinkben azonban 60 mmol/L-es etanol koncentracio értékig a sejtek
nem mutattak semmilyen viabilitasbeli csokkenést, jelezvén azt, hogy nem az apoptozis
okozta az etanol altal elésegitett mineralizacios folyamatot.

Az etanol katabolizmusa foként az alkohol-dehidrogendz-1 enzimen keresztiil
acetaldehid termelésével a majban torténik. Ha acetaldehid az alkohol-dehidrogenaz-1 enzim
aktivitasaval simaizomsejtekben is keletkezik, akkor ez az anyag a mineralizacio kivaltdja
lehet. Ennek tisztazasara simaizomsejtekben Western Blot analizis segitségével mértik az
alkohol-dehidrogenaz-1 enzim expressziojat. A human vaszkularis simaizomsejtekben az
alkohol-dehidrogenaz-1 enzim nem volt kimutathaté mennyiségben jelen, ami azt jelzi, hogy
az acetaldehid nem jarult hozza az etanol altal indukalt mineralizacidhoz. Az alkohol-
dehidrogenaz-1 enzim nem volt mérheté a human endotéliumban sem.

Az ezt kovetd kisérletsorozatban bizonyitottuk az alkohol ROS termelést fokozd
hatasat simaizomsejtek kalcifikacidja soran.

Giachelli és mts.i elegans kisérletei a vaszkularis simaizomsejtek 0szteoblasztos
transzformacidjanak reverzibilis  voltat igazoltdk. Azt mutattdk ki, hogy az
osztokondrogenikus fenotipusu vaszkularis sejtek simaizosejtszerti tulajdonsagokra tesznek
ujra szert €s lecsokken benniik az oszteokondrogenikus gének expresszidja az olyan
kornyezetben, mely a vaszkularis simaizomsejteknek kedvez. A Runx2/Cbfa-1 vonatkozasban
azt talaltdk, hogy a simaizomsejtek Ujraprogramozasdnak egy meghatirozo faktora.
Megvalaszolatlan kérdés, hogy vajon megfordithato-e a vaszkularis simaizomsejtek etanol
altal fokozott mineralizacidja.

Osszegzésképpen az eredményeink azt mutatjdk, hogy a huméan vaszkularis
simaizomsejtek etanol altali expozicidja elésegiti a foszfat indukalta mineralizaciot és
folyamatokhoz. A jelenség magyarazatot szolgaltat ahhoz a klinikai megfigyeléshez, hogy a
rendszeres nagymértékii alkoholfogyasztas mellett nagyobb mértékli a vaszkularis
kalcifikacio prevalenciaja. Megfigyelésiink szintén egy alternativ mechanizmust jelenthet arra

vonatkozoan, hogy a rendszeres nagymértékii alkoholfogyasztokban miért fordulhat el a
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kalcifilaxis anélkiil, hogy kronikus vesebetegségiik lenne, vagy a kalcium-foszfat
anyagcserében barmiféle koros elvaltozas észlelhetd lenne. Ennek a kisérletsorozatnak
klinikai jelentdsége abban is megmutatkozik, hogy felveti annak lehetdségét, hogy kronikus
vesebetegségben szenveddk rendszeres intenziv alkoholfogyasztasa el@segitheti a vaszkularis

kalcifikacio kialakulasat.

A B6.Cbsiy torzsek marker haplotipus vizsgalata azt mutatta, hogy az Eacl és Eac2
régid kozott 1€vo lehetséges minimalis tdvolsag a torzsek kozott azonos volt, 33.5-48.2 cM.
Mivel limitalt szamt markert hasznaltunk, és a tartomanyt a szegmens proximalis és disztalis
végén 1évé donor marker allélok helyzete alapjan hataroztuk meg, ezért a szegmens valdodi
mérete nem ismert. Az MGI adatbazisban a http://www.informatics.jax.org honlapon a
relevans QTL-re vonatkozé keresés soran (,,NCBI build 34”) az Eila2, Rearl, Bits2 és Taste5

l6kuszokat azonositottuk.

Egy kordbbi alkohol preferenciara vonatkoz6 tanulmanyban, mely a BcA
Rekombinans Kongenikus torzseket hasznalta Gill és Boyle szignifikans korrelaciot mutatott
ki a D6Mit178 és az alkohol preferencia kozott egy olyan région (26.35-38.5 ¢cM) beliil, ahol
a B6 hattér A/J donor all¢lokat tartalmazott. Habar alkohol preferenciara vonatkozdéan nem
talaltak 6-os kromoszoman 1évé QTL-eket az AcB RC torzseknél, és a reciprok AXB/BXA RI
torzseknél sem. Erdekességképpen, a centromer és a 33.5 cM kozotti régio tartalmazza az Npy
16kuszt (Neuropeptid Y, 26 cM) és az Etlm3 16kuszt (Ethanol induced locomotion 3, 30 cM),
amelyeket Gill és Boyl az altaluk leirt 26.35-38.5 cM-0s QTL szakaszon beliil elhelyezkedd
kandidatus géneknek és QTL-eknek véltek. Az RQI torzseken beliil ezeknek a kandidatus
géneknek a helye egy viszonylag nagy, nem-genotipizalt intervallumra estek, mely a mi
kandidatus régionknak a proximalis donor allélje (33.5 cM) és a szomszédos proximalis hattér
allélje (25.5 cM) koz¢é esett, ezért az ¢ szerepiiket nem lehet figyelmen kiviil hagyni.

A 33.5 és 48.2 cM kozott elhelyezkedd régid szintén gazdag kandidatus génekben.
Bioinformatikai eszk6zoket hasznalva, mint pl. a ,,Genome-Phenome Superbrain

computational system” (GPS; http://omicspace.riken.jp/gps/full.jsp), az intervallumon beliil

elhelyezkedd géneket értékeltiik. A szintetikus vomeronasal receptor gének potencialis
kandidatusok, mivel a szaglas befolyasolhatja az alkohol preferenciat. Néhany mas gén is
befolyasolhatja a neurotranszmissziot, példaul ez a régié tartalmazza a Grm7-t, a

metabotropic glutamate receptor type 7 gént. Mivel a glutamat funkciobol ad6do kiilonbségek
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tipusu fliggdséget-, a Grm7, tovabbi kisérletek egy igéretes kandidatus génje lehet. Hogy
teszteljiik ezt a hipotézist, ennek a 33.5-48.2 cM ko6zotti régiot hordozd a kvazi-kongenikus
RQI torzsekbdl szarmaztatott kongenikus torzseket hoztunk 1étre.

Az Eac3 (chr. 6, 46-65.6 ¢cM) tartomanyaban tovabbi relevans QTL-ek helyezkednek el. Ugy
izérzékeld receptorral (Tas2r). A Tas2r lokusz haplotipusai a kinin izérzékenységgel
valtoznak beltenyésztett egereknél, C57BL/6 egereknél kinin érzékenységet talaltunk, mig a
DBA/2J egerek nem voltak érzékenyek kininre nézve. A haplotipus variacio azt sugallja, hogy
a BALB/cJ egér olyan Tas2r allélt hordozhat, mely a kinin inszenzitivitassal hozhat6
Osszefliggésbe. Habar a Tas2r haplotipus variaciok alkoholfogyasztdsra iranyuld specifikus
hatasa még tisztazasra szorul. A Taste8 és Taste9 géneket rendre a 49.5 cM és 63 cM helyre
térképezték, mely egérben egy altalanos poligénes alapot szolgaltat a kinin és a PROP
elkeriilésére. Az Etohcta6 (Ethanol conditioned taste aversion 6, 63.6 cM) gént a Taste9 gén
kozelébe térképezték. Egy koriilbeliil 1 ¢cM nagysagh région beliil (63-64 cM) 3 keserl iz
érzékeléssel kapcsolatos 10kuszt talalhatunk, Tas2r izérzékel6 receptor gén csaladokat, és egy
Etohcta lokuszt (Ethanol conditioned taste aversion). Az izérzékeléssel kapcsolatos QTL-ek
¢és a 2-es tipust izérzékeld receptor egy adott rovid kromoszéma szakaszon beliili halmozott
eléfordulasa azt engedi feltételezni, hogy az Eac3 hatassal van a Tas2r csalad tagjainak
varianciajara, habar bizonyitékok sziikségesek ennek igazoldsara. Mindezentul egy komplex
genotipus-alkohollal 6sszefiigg magatartas koherens modelljének felallitasa sziikséges.

A 12-es kromoszoéman elhelyezkedd Eac5 1okusz egy minimum 12 cM-o0s
intervallumon helyezkedik el és a csucsa 51.01 cM-nél van. Napjainkban Gill és Boyle a 12-
es kromoszoéman 1.0 cM-nal (tartomany: 1.0-5.0 ¢cM) egy alkoholfogyasztassal kapcsolatos
masik psychostimulans (methamphetamine) Lse (Locomotor stimulating effect) génjét

nemrégiben térképezték az egér 12-es kromoszomajanak a 47 cM méretli helyére, mely

crcr

Az Eacb, egy feltételezett QTL, mely permutacios analizissel vizsgalva nem érte el a
szignifikancia kiiszobértéket (p <00.5), a B6.I torzs 12-es kromoszomajan a 21 cM-0s (6-29
cM) helyre térképeztiik. Nem valdszinii, hogy az Eac6 egybeesik a Gill és Boyle altal a 12-es
kromoszomara lokalizalt alkoholfogyasztds QTL lokuszaval. A felderitdé magatartasban
(Rear2), a cocaine indukalta aktivacioban (Cocia 1), dopamin receptor kdtddésben (Drb5), és

alkohol fiiggdségben (Aaq2) szerepet jatszo pszichofiziologiai folyamat relevans lehet a
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valasztasra-alapozott alkoholfogyasztassal. Az Stxbp6 (Syntaxin binding protein 6) szerepet
jatszik a szinaptikus vezikula medialta folyamatban. Hasonldéan Stxbpl génhez, -az egér 2-€s
kromoszémajan 1évé —Etohpd (Ethanol preference drinking) lokusz-, az Stxbp6 is egy
kanditatus génje lehet az Eac6-nak. Erdekességképpen a MIM azonositott egy 1okuszt az egér
4-es (64.2 cM) kromoszémajan, mely az Stx12 (60cM) génhez kozel helyezkedik el,
potencialisan hozzajarul az etanol preferencidhoz és 20 cM tavolsagra van az Aq3Q géntdl.
Bar kisérletek bizonyitjdk, hogy ez a lokusz egy gyenge kandidatus régi6é, mivel CIM

modszerrel vizsgalva permutacios analizist kovetden nem adott szignifikdns eredményt.

A MIM eredmények alatdmasztjdk a CIM eredményeket, mindazonaltal a legjobb
modellnek tekinthet6 a 6-os és 12-es kromoszéman 1évé QTL-ek alatamasztasara. Habar mi
azokat a QTL-eket vesszilk figyelembe, melyek az egész genom szintjén adnak
szignifikanciat, a 6-os és 12-es kromoszoman kiviil elhelyezkedé QTL-ekrél ebben a részben

nem esik szo.

A B6.C ¢és a B6.1I, kvazi-kongenikus RQI torzsek esetében egész genom szintjén a
composite és multiple interval mapping metodika az alkoholfogyasztas QTL-ei koziil
kiilonb6z6 csoportokat azonositott. Ez nem meglepd, hiszen a donor torzsek kiillonboztek
egymastol. A BALB/cJ és a CXBI torzsek biztositottdk a donor anyagot a B6.C és a B6.1
torzsekhez. A BALB/cJ és a CXBI torzsek rokonsagi kapcsolatban vannak, mivel a CXBI
egy, a CXB rekombinans beltenyésztett torzsek egyike. A CXBI torzs atlagosan 50%
BALB/cJ és 50% C57BL/6By all¢lt hordoz a genomjaban. Egy masik differencialé faktor az
iranyitott szelekcio, melyet a B6.C ¢és a B6.1 torzs létrehozasanal alkalmaztunk. A B6.C
egértorzset 5 visszakeresztezés-keresztezés (,,backcross- intercross”) ciklussal és egy 13
generacion at tartd, az agy dopamin-rendszerével kapcsolatos magas szinten expresszalddo
tulajdonsag (tirozin hidroxilaz aktivitds a mezencefalonban) egymast kovetd szelekcidjaval
hoztuk 1étre. A B6.I torzset hasonld gén transzferrel hoztuk létre, mint a B6.C torzset, annyi
kiilonbséggel, hogy itt ugyanannak a fenotipusnak a legalacsonyabb expresszios szintjére
szelektaltuk az egyedeket. Igy, az ellentétes irAnyba torténd szelekcios nyomas a B6 hattéren
1évé donor gének kiilonbozd csoportjainak kedvez. Az alkoholpreferencia és -fogyasztassal
kapcsolatos gének atvitele megtorténhet, egyrészt mivel a mezencefalonban 1évé dopamin
rendszernek kritikus szerepe van a fliggdség és az alkohol 6nadagolasaban, masrészt mivel

mindkét donor torzs alacsony alkohol preferencidt mutat a hattértdrzzsel szemben, és az
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alkohollal 6sszefliggd viselkedésben érintett ,,potyautas” (,,passanger”) géneket fixalhatjuk az
RQI torzsekben.

Néhany tényezé bizonyithatja a korabbi, 5 kromoszomat érinté alkoholpreferencia
QTL térképezési munkankat. El0szor is a publikus adatbazis altal szolgaltatott informacio a
legszignifikansabb markerre (D1Mit167) nem volt megfelelé az analizis idejében, mivel ez a

c sy

http://www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/mouse/index). A mostani eredményeink azt sugalljak,

hogy az RQI torzsek DIMitl67-es markere az 5-6s kromoszoman 1évé markerekkel
T32 Radiation Hybrid Maps Frameworked to TJL BSB/BSB Backcrosses;
http://www.jax.org/resources/documents/cmdata/rhmap/maps/). Az NCBI m34 egér
adatbazisa a DIMitl67-¢t jelenleg 3 kiilonboz6 Ensemble helyre térképezi (v.37-Feb2006):
3207990-3208105 bazisparok kozé az 5-6s kromoszéman, a 17728608-17728725 bazisparok

kozé a 14-es kromoszoman és a 7466556-7466667 bazisparok kozé az 1-es kromoszoman;

http://www.ensembl.org/Mus musculus/markerview?marker=D1Mit173.1. A D1Mitl67—es

markerrel kapcsolatos kezdeti nem helytallo informacio a publikus adatbazisban szintén
magyarazattal szolgalhat arra vonatkozoéan, hogy a mi kandidatus gén hipotézisiink, -melyben
az Oprkl az alkoholfogyasztas génje-, nem allja meg a helyét és melyet a jelenlegi adatok
sem tdmasztanak ala. Masodsorban, hogy a tovabbi 14 kromoszoma genotipizéldsa 1j
genotipus informacidt szolgéltatott szdmunkra és befolyassal volt a térképezési statisztikdkra
is. Harmadrészt, egy sokkal fejlettebb géntérképezési eljarast alkalmaztunk az adatok
vizsgalatara (CIM, MIM). Néhany torzsnél a megnodvelt minta méret csak kismértékben
valtoztatta meg a fenotipusos kozépérteéket, ezért az nem tlinik valoszinlinek, hogy a minta
méret megvaltoztatdsa hatdssal lenne a térképezési eredményekre.

A Genome-Phenome Superbrain computational system (http://omicspace.riken.jp/;

2006, Marcius) az MGI QTL adatbazisban torténd alkohol- vagy etanollal kapcsolatos QTL-
ekre iranyul6 keresése 40 talalatot adott. Az alkohol preferencia és fogyasztas QTL-jei koziil
egyik sem volt kapcsolatban a 6-os kromoszomaval, dsszesen csak egy idevonatkozé QTL
(Aag2) volt a 12-es kromoszoéman. Noha az Aag2 néstény specifikus, az Eac5 és az Eact
l6kuszt a himekben figyeltilk meg. Azt eredményeink és a masok adatai azt jelzik, hogy a
gyakran hasznalt C57BL/6J és a DBA/2J progenitor térzseken kiviil elvégzett térképezés az

alkohol preferencia és fogyasztas uj QTL-einek megtaldldsdhoz vezethet.
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Osszegzésképpen az alkoholfogyasztas 0j QTL-jeit azonositottuk a 6-os és 12-es
kromoszoman genom-széles szignifikancia eredménnyel. Az Eacl és az Eac6 16kusz rendre
atfedést mutat a mar kordbban azonositott alkohol preferencia és alkohol elfogadads QTL-
jeivel. A jovobeli bizonyitd kisérletek hasznalhatjak a majdnem kongenikus RQI térzsek adta
elonyoket azaltal, hogy gyorsan megtalaljadk a kongenikus térzsek kandidatus szegmenseit,
vagy pedig azaltal, hogy alacsony genetikai hattérzajjal rendelkezd szegregald populaciokat
hoznak 1étre. A QTG azonositasat a B6.C RQI torzsben a ,,The Mouse Genetic Variation
Mapping (Vmap) Initiative” is segiti, melyben 15 egértérzs genomjat szekvenaltdk meg, és
mely az RQI torzsek mindkét progenitor torzsének DNS szekvencia informacidjat tette
elérhetové.
bioinformatikai analizisnek vetettiik ala, hogy azonositsuk a quantitative tulajdonsagokat
meghatarozé géneket. Az eredményeink szerint a Grm7 gén,- mely a Ill-as tipusu
metabotropic  glutamate receptor 7 (mGluR7) fehérjét kodolja-, befolyasolja az
alkoholfogyasztast: azok a genotipusu egerek, melyek agyaban alacsony szinten
expresszalodik a Grm7 gén, az alkoholpreferencia teszt szerint tobb alkoholt fogyasztanak. A
Grm7/mGIuR7 molekularis, sejtes és biologiai funkcidinak vizsgalata alatamasztjak ezen

megfigyeléseinket.

6. Osszefoglalas

Az epidemiologiai vizsgalatok eredményeként a kézmegegyezés jelenleg az, hogy a
mértékletes alkoholfogyasztas kapcsolatba hozhato a kardiovaszkularis megbetegedések és
haldlozas alacsony kockéazataval. Habar a meérteékletes alkoholfogyasztasnak latszolagos
protektiv hatasa van, példaul a koszoraér megbetegedés vonatkozéasaban, a nagymértéki
alkoholfogyasztas, kiilondsen a szeszesitalok fogyasztasa kapcsolatba hozhaté az artéridk
majdnem kizardlagosan a kronikus vesebetegekben fejlédik ki - szintén leirtak, hogy a
fiziologias vesefunkcidkkal rendelkezd alkoholistdkban is kifejlodik. Amig az elmult
¢vtizedek kutatdsai arra vonatkozoan, hogy az alkohol hogyan hathat kedvezéen az
ateroszklerozisra, a kardiovaszkularis és cerebrovaszkularis megbetegedésekre, igen
hangstlyozott az irodalomban, a kettds hatds a vaszkuldris kalcifikacio tekintetében nem
teljesen ismert.

A vaszkularis mineralizacié fontos kockazati tényezét jelent a kardiovaszkularis

halalozasban. Jol ismert, hogy egy aktivan €és pontosan szabalyozott tobblépcsds folyamatrol
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van sz0, amelyben a hajtéer6t a patologias folyamatok hatterében zajlo sejtes
transzdifferenciacio jelenti. Ebben a folyamatban a f6 kozremiikodo sejt a simaizomsejt, és a
meghataroz6 atmenet az 0szteoblaszt iranyban jelolheté meg. Ateroszklerdzisban, media
szKlerozisban, és kalcifilaxisban az oszteoblasztokra jellemz6 tulajdonsagok megjelenésével
¢és a simaizomsejtekre jellemz6 tulajdonsagok elvesztésével talalkozunk. Ennek a folyamatnak
az eredménye a mineralizacid, aminek letéteményese tobbek kozott az alkalikus foszfatdz, az
oszteokalcin, és a Cbfa-1 transzkripcios faktor.

Ebben a munkaban bizonyitékot szolgaltattunk arra vonatkozdan, hogy az etanol
magas koncentracioban hozzajarulhat a vaszkularis simaizomsejtek oszteoblasztszeri sejtekké
jar az emelkedett alkalikus foszfatdz aktivitassal és az oszteokalcin szintézis szignifikans
emelkedésével. Ezen talmenden az etanol megemeli a Cbfa-1 expressziojat, mely
transzkripciés faktor a human simaizomsejtek oszteoblasztos transzformacidjdnak
szabalyozasaban jatszik szerepet.

A glutamat receptorok szerepet jatszanak a csontreszorpcidban és kandidatusi szerepet
toltenek be a megvaltozott alkoholfogyasztasban. Ebben az allatkisérletes munkaban a genom
vizsgalatot az eddigi 5 kromoszémardl (1, 2, 3, 9 és 15) az 0Osszes autoszOomalis
kromoszomara kiterjesztettiik, és megnoveltiik az alkoholpreferencia tesztben szerepld bsi;
RQI torzs mintaszamat. Az egyiittes adatokat dsszetett intervallum térképezéssel (CIM),-mely
tobbszordsen kapcsolt QTL-ek esetében jobb megjelenitést tesz lehetdvé-, és tobbszords
intervallum térképezéssel (MIM) analizaltuk. A kisérleteink soran az alkoholfogyasztds Uj
QTL-jeit azonositottuk a 6-os és 12-es kromoszéman 1évé teljes genomra Kkiterjedd
szignifikancia értékkel. Az Eacl és az Eac6 a mar korabban azonositott alkoholfogyasztast
meghataroz6 QTL-ekkel fed at. A metabotropic glutamate receptor type 7 (Grm7) gén egy
igéretes, masok altal is igazolt kandidatus génként szolgal, melynek megvaltozott
alkoholfogyasztasban lehet szerepe. A kvazi-kongenikus RQI térzsek a kongenikus torzsek
kandidatus szegmenseinek gyors meghatarozasaval, vagy alacsony genetikai hattérzajjal
rendelkezd szegregald populdciok létrehozasaval a jovObeli bizonyitd erejii kisérletek

hasznara lehetnek.
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7. Uj eredmények

Az etanol fokozza a human vaszkularis simaizomsejtek inorganikus foszfat dltal kivaltott
mineralizdaciojat

Tovabba az etanol eldsegiti a human vaszkuléris simaizomsejtek inorganikus foszfat

Az etanol fokozza a human vaszkularis simaizomsejtek alkalikus foszfataz aktivitasat.

Az etanol ndveli a human vaszkularis simaizomsejtek oszteokalcin szintézisét.

Az etanol emeli a humdan vaszkuldris simaizomsejtek oszteoblaszt specifikus
transzkripcids faktoranak az expressziojat.

Az etanol nem befolydsolja a human vaszkularis simaizomsejtek intracellularis foszfat
szintjét.

Az alkohol-dehidrogenaz enzimet a human vaszkukaris simaizomsejtek szamottevo
szinten nem expresszaljak, és az acetaldehid a mineralizacionak és az oszteoblasztos fenotipus
valtozasnak nem kulcsmolekuldja.

Az alkoholfogyasztasban szerepet jatszo uj QTL-eket azonositottunk a 6-os és 12-eS
kromoszoman genom-széles szignifikanciaval. Az Eacl és az Eac6-os lokusz a mar korabban
azonositott alkoholpreferenciaban szerepet jatszo QTL-ekkel dtfedést mutat.

A metabotropic glutamate receptor type 7 gén a megvaltozott alkoholpreferenciaban szerepet

jatszo igéretes kandidatus génként szolgalhat.

The work/publication is supported by the TAMOP-4.2.2/B-10/1-2010-0024 and TAMOP
4.2.2/A-11/1/KONV-2012-0045 project. The project is co-financed by the European Union and the
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