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BEVEZETES
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 rezisztenciaerek tonusira, a vérnyomdsra, a
folyadék felvételre, valamint az elektrolit forgalomra egyarant kiterjednek (1). A RAS
egyik fiziolégids funkcidja a Na* konzervdlds és igy a fenyegetd folyadékvesztés elleni
védelem. A RAS miikodése sordn a plazma Na*-koncentriciéjanak csokkenése vagy a
hipovolémia a vese juxtaglomeruldris sejtjeibdl renint szabadit fel. Ez a protedz a mdj
altal termelt, keringd «,-globulinb6l, a mintegy 400 aminosavat tartalmaz6
angiotenzinogénbdl (AGT) egy dekapeptidet, az angiotenzin I-et, (Ang I) hasit le. Az
Ang I-nek elenyész6 hatdsa van a vérnyomadsra, az angiotenzin konvertaz enzim (ACE)
azonban tovéabbi két aminosav lehasitdsdval angiotenzin II (Ang II) oktapeptiddé alakitja,
ami a szervezet egyik leghatékonyabb vazokonstriktor hatdsi molekuldja. Az Ang II G-
fehérjékhez kapcsolt receptorokon fejti ki hatasait, melyek koziil eddig legbehatébban az
lI-es és a 2-es tipusi Ang II receptort (ATIR és AT2R) jellemezték. Az akut
vazokonstrikcié mellett az Ang II hosszu tavon hatdssal van a sejtosztodast €s novekedést
iranyité gének expresszidjanak szabalyozdsara, ami a miokardium hipertrofidjat, illetve a
rezisztenciaerek hipertr6fidjat €s hiperpldzidjat eredményezheti. Az Ang II ezen, a
kardiovaszkularis betegségek pathomechanizmusidban fontos hatdsait elsdsorban az
ATIR receptorokon keresztiil valdsitja meg, mig az AT2R receptorok — legaldbbis
részben — ellentétes hatdsokat, vazodilatacidt, antiproliferativ és apoptotikus hatést
kozvetitenek (2). Klinikai szempontbdl fontos megjegyezni, hogy az Ang II szintézisében

meghatdroz6 szerepli ACE, az Angl mellett, a kallikrein hatdsara kininogénbdl



felszabadul6, vazodilatator hatdsd bradykinint és kallidint is hasitja, s ezzel inaktivélja
(3).

Az angiotenzin-konvertdz enzimet 1956-ban izoléltdk, és akkoriban ,,hypertensin
converting enzyme” névvel illették (4). A human ACE-nek két kiilonb6z6 forméja ismert:
a szomatikus forma, amely tobb szovetféleség mellett, kiillondosen nagy aktivitdssal
taldlhaté meg a tiidé endotelidlis felszinén, valamint egy kisebb izoenzim, a germindlis
forma, mely kizarélag a herékben fordul eld, és fontos szerepet jatszik a fertilitdsban.
Mindkét izoenzim egy C-terminus kozeli transzmembrdan régién Kkeresztiil,
sejtmembranhoz kotott formaban, a sejtek felszinén ektoenzimként expresszalddik, ahol
keringd peptideket hasitanak. Létezik ugyanakkor egy a szérumban és mads
testfolyadékokban megtaldlhaté szolubilis forma is, mely az ACE ektoenzim
proteolizisének eredménye (5;6). Mind az Ang I, mind a bradykinin hidrolizise sordn az
ACE karboxipeptiddz-dipeptidazként miikodik, azaz a szubsztrdt C-termindlisardl egy
dipeptidet hasit le. Néhany tovabbi molekula, példaul a substance P és a cholecystokinin
esetében azonban endopeptidazként is képes mikodni (7;8).

Csaknem 50 évvel az ACE felfedezése utdn azonositottdk az enzim elsé human
homoloégjat, az ACE2-t. Tekintettel arra, hogy az ACE2 cDNS-ét egy
szivelégtelenségben szenvedd beteg kamrai szivizomszovetébdl izoldltdk, feltételezik,
hogy szintén fontos szerepet jatszhat bizonyos kardiovaszkularis kérképekben. Az ACE2
is egy transzmembran protein, ugyanakkor elsdsorban hidroféb C-termindlis aminosavak
lehasitdsét katalizdlja, karboxi-monopeptiddzként (9;10).

A RAS szabdlyozasanak modern megkozelitése szerint a rendszerben tobb

angiotenzin-eredetli peptid és egyéb medidtor is részt vesz. Néhdny szovetféleségben az



Ang II-t nemcsak az ACE, hanem mas enzimek is szintetizdljdk, példdul a szivben
expresszalodé kiméaz (11). Az Ang II-n kiviil, a molekula N-termindlisdnak
aminopeptiddz-A éaltali hasitdsdval keletkezd6 Ang III is képes az ATIR és AT2R
receptorokon a jelatvitelre, az Ang II-h6z hasonlé affinitassal. Jelenleg tgy tlinik, az Ang
[II-nak kulcsszerepe van a kozponti idegrendszerben, részt vesz a vérnyomds kozponti
szabdlyozéasaban és a vazopresszin felszabaditasdban (12;13). Az Ang III aminopeptidaz-
N dltali tovabbi hasitdsdnak eredménye az Ang IV, melynek periférids és centrlis
hatdsait is feltételezik. A periféridn az Ang IV fokozza a vese vérataramlasat,
natriuretikus és vazoaktiv tulajdonsdgokkal bir, mig a kozponti idegrendszerben a
tanuldsi és memoriafunkcidkban vesz részt (13;14). A RAS miikodésének megismerését
tovabb segitette az Ang;; molekula jellemzése, mely az eddig megismert Ang-
szarmazékokkal alapvetden ellentétes hatdsokat kozvetit, elOsegiti a vazodilaticiot,
antiproliferativ €s apoptotikus tulajdonsdgid (15-17). Az Ang;; keletkezésében
val6szintileg az ACE?2 és mas karboxipeptiddzok vesznek részt (18).

A RAS-ban kiilonb6z6 negativ visszacsatoldsi utvonalak jatszhatnak szerepet az
egyes peptidek keletkezési és lebomldsi sebességének szabdlyozdsiban (19). A
szabdlyozds felboruldsakor a rendszer szdmos eleme koziil a legkartékonyabb
eredménnyel az Ang II felszaporoddasa jar, hiszen az 4ltala kivaltott vazokonstrikcio, sejt-
hipertréfia és hiperplazia olyan betegségek kialakuldsanak kezdeti 1épéseit jelentik, mint
a hipertonia, az atherosclerosis, kovetkezményes koszorusérbetegséggel, szivinfarktussal,
szivelégtelenséggel (20). Igy a RAS komponensei koziil az Ang II keletkezésében
kulcsszerepet jatszo, illetve hatdsat kozvetitd6 AGT, ACE és az ATIR szdmitanak a mai

napig a legfontosabb, mindenesetre a legtobbet vizsgalt molekuldknak.



Az 1990-es évek elejétdl a RAS miikodését molekuldris bioldgiai eszkozokkel is
vizsgdljdk. Az AGT, az ACE illetve az ATIR humdan génjeinek klénozdsa szamos
genetikai polimorfizmus felfedezéséhez vezetett, melyek koziil tobb is gyaniba
keveredett, mint a fenti kérképek esetleges rizikofaktora (21-24).

A génpolimorfizmus a gént meghataroz6 DNS-szakasznak olyan véltozata, mely
az adott populdciéban 1%-os vagy anndl nagyobb gyakorisdggal fordul el6. Ezek a
modosulatok jelenthetnek a DNS molekuldn beliill hosszabb-révidebb nukleotid-
szekvencia beékelddését vagy kiesését (,insertion/deletion”), egyetlen nukleotid
kicserélodését (,,single nucleotide polymorphism”, SNP) vagy egy nukleotid-szekvencia
kiilonbozd szdmu, egymads utdni ismétlddését (angol kifejezéssel variable number tandem
repeats). Ezek a valtozasok a DNS molekuldban megvaltoztathatjdk a génrdl atir6do
fehérje mennyiségét, aktivitdsat, megvaltoztathatjdk a fehérje szintézisének idejét,
idétartamat, helyét. Mindezek altal egyes génpolimorfizmusok szerepet jatszhatnak a gén
altal kodolt protein expresszidjanak fiziologids véltozdsaiban, valamint patoldgids
folyamatok inicidldsban és progressziéjaban. Annak ellenére, hogy a DNS-szekvencia
valtozdsoknak csupén toredéke jar funkciondlis kovetkezményekkel (legaldbbis egyeldre
ennyit tudunk kimutatni), figyelmen kiviil sem hagyhatjuk létezésiiket, hiszen szamos
polimorfizmus akdr a populdcié felét érintd gyakorisdggal is el6fordulhat. Rdadasul
amennyiben sikeriil jelentdségiiket tisztdzni, az hozzdjarulhat az érintett biokémiai
szisztéma megvaltozott mukodésével Osszefiiggd betegségek mechanizmusanak
megértéséhez, segithet a betegség rizikdjanak felmérésében, utat mutathat a terdpia

megvalasztasdban €s vezetésében, végsd soron lehetdséget teremthet a génterdpidra is.



Az AGT egy 55-65 kD molekulasilyu globuléris glikoprotein, génje az 1.
kromoszoma 1q42-43 régidjaban taldlhatd, 5 exont és 4 intront tartalmaz. Kozel 20
molekuléris varidnsa ismert. Ezek koziil az M235T polimorfizmus a 2. exonban taldlhato,
ahol a 704. nukleotid poziciéban a timin citozinra cserélédik. A muticié eredménye a
235. aminosav pozicidban egy treonin megjelenése, a vad tipusban taldlhaté metionin
helyett. A T235 allélt hordozé egyénekben kordbbi vizsgédlatok emelkedett plazma AGT
koncentraciot talaltak (22;25).

Az ACE molekulasilya 90-160 kD kozotti tartomanyban valtozik. Génje a 17.
kromoszoma hosszu karjan helyezkedik el, 26 exonbdl és 25 intronbdl all. Annak alapjan,
hogy a 16. intronban taldlhaté-e egy 287 bp-nyi repetitiv, Un. alu-szekvencia, az ACE-
gént egy Inzercios/Deléciés (I/D) polimorfizmussal szoktdk jellemezni. II-
homozigétdkkal osszehasonlitva, az ACE szérumszintje DD-homozigétakban magasabb,
mig ID-heterozigétikban az II és DD genotipusok kozotti értéken helyezkedik el (23). Az
irodalomban vannak arra utalé adatok, hogy az I/D polimorfizmus bizonyos
szovetféleségekben befolydsolja az ACE aktivitast (23;26;27).

A 41 kD molekulasilyd ATIR génje a 3. kromoszéma 3q21-q25 régiéjaban
taldlhat6. Az A1166C polimorfizmus a 3’ vég at nem ir6dé régidban az 1166. nukleotid
pozicioban egy adenin citozinra cserélodését jelenti. Vizsgédlatok szerint a C allél
emelkedett kardiovaszkuléris kockdzattal jarhat (21). A polimorfizmus teljes funkciondlis
jelentdségének feltdrdsa azonban még varat magara, nem sikeriilt ugyanis kimutatni a C-
alléllal kapcsolatos valtozasokat sem az AT1 receptor denzitdsdban, sem az affinitdsdban

(28;29).



Magyarorszagon a koszorusérbetegség és az iszkémids szivbetegség vezetd
halaloki tényezok, és ebben a tekintetben Magyarorszag vezetd poziciét foglal el az egész
Eurépai Unidban, beleértve az udjonnan csatlakozott dllamokat is. A helyzet javitdsa
érdekében fontos azon egyének mihamarabbi azonositdsa, akik a kardiovaszkularis
morbiditds és mortalitds fokozott rizikdjat hordozzak. A koszorusér-sziikiilet kezelésének
legelfogadottabb mddszerévé napjainkra a perkutdn behatoldsbdl elvégezett ballon-
tagitas, és egy fémhalo, az ugynevezett stent beiiltetése valt (percutaneous transluminal
coronary angioplasty, PTCA). A csupdan ballonnal végzett tigitds legnagyobb hétranya
az ily médon kezelt erek jboli besziikiilése, a restenosis €s a rekurrens restenosis, ami az
els6 valamint az ismételt PTCA-t kovetden hozzavetdlegesen a betegek 30%-4ban jelenik
meg (30). A korondria stentek elterjedése, €s az djabban alkalmazott gydgyszerrel bevont
— drug-eluted — stentek alkalmazdsa hatékonyan csokkentette a restenosis el6forduldsanak
gyakorisdgat, am az egyre novekvo tapasztalat és a legmodernebb technika alkalmazésa
ellenére sem sikeriil teljesen kikiiszobolni a lumen Gjboli besziikiilését.

Angiolégiai némenklatdira alapjan in-stent restenosisrél akkor beszéliink, ha a
sikeres PTCA-t kovetéen a kontroll angiografidin 50%-osndl nagyobb lumindlis
szlikiiletet latunk a stent teriiletén beliil (30). A folyamat rendszerint a beavatkozast
kovetd 1. €s 6. honap kozott megy végbe. Kialakuldsdban szerepet jatszanak (i) klinikai
tényezok, allapotok, melyek mar az alapbetegség kialakuldsat is el0segitették (hipertdnia,
diabetes mellitus, kordbbi miokardidlis infarktus, stb), (ii) angiografiai tényezdok (a bal
eliilsé leszalld artéria szlkiilete, kis ératméro, teljes elzarddas, hosszu szikiilet, graft),
(iii) a proceduraval kapcsolatos tényezok (kisebb ,,acute gain”, az érfal sériilése), (iv) a

stenttel kapcsolatos tényezok.
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Mint ahogyan maga a korondria-betegség, a restenosis is egy multifaktoridlis
betegség, melynek folyamata még napjainkban sem ismert tokéletesen. A stimulus,
amely elinditja a restenosis kialakuldsdahoz vezetd események lancolatat, a ballon-tagitas
és a stent-behelyezés 4ltal okozott érfalsériilés. Mivel a stentelés kikiiszoboli az érfal
visszarugddasat a ballon-tagitast kovetden, az in-stent restenosis nagyrészt neointima-
proliferdcionak koszonhetd (31;31;32). Az artéria faldnak sériilése helyén az aktival6do
trombocitdk novekedési faktorokat szabaditanak fel, melyek leukocita-infiltraciot, a
simaizomsejtek expanzidjat, extracelluldris matrix lerakédéast inditanak el, és re-
endotelializacié jelenik meg. Mindezek alapjan azok a rendszerek, melyek bizonyos
polimorfizmusait az in-stent restenosis kialakuldsdval 0Osszefiiggésbe hoztdk, a
kovetkezOk: a trombocita aggregicié rendszere, a gyulladdsos vélaszreakcid, a matrix
metalloproteindzok, a simaizom proliferici6 novekedési faktorai, kiilonb6zo
(apo)lipoproteinek, az oxidativ stressz reakcié és NO-metabolizmus, valamint a renin-
angiotenzin rendszer, melynek kulcsmolekuldja, az Ang II, az egyik legfontosabb
regulatérikus novekedési faktor a neointima proliferacié kialakuldsaban (33). Mind az
ACE, mind az Ang II jelenlétét kimutattdk az érszovetben, és azt is igazoltdk, hogy ezek
az anyagok részt vesznek bizonyos vaszkuldris 1€ziok kialakuldsdban (20).

Tobben feltételezték, hogy a RAS génjeinek polimorfizmusai befolyasolhatjak a
restenosis megjelenését koszorusér-stentelést kovetéen. Ennek megfeleléen az elmult
masfél évtizedben szdmos vizsgalat sziiletett az ISR kialakuldsa és a RAS genetikai
polimorfizmusai kozotti kapcsolat felderitésére (34-49). A genetikai epidemioldgiai
tanulmanyok értékelésekor azonban nem szabad figyelmen kiviil hagynunk, hogy a

genetikai héttér egyes etnikai csoportok kozott kiilonbozé lehet. Igy példdul egy
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génmutdci6 vagy polimorfizmus prevalencidjat a japan lakossdg korében nem
extrapoldlhatjuk a kaukdzusi pdaciensekre, hasonléképpen a kiilonbozé populaciok

esetében leirt asszocidciokat a magyar lakossag korében is ellendrizni kell.

Az AGT M235T polimorfizmusanak meghatarozasa

Az AGT gén M235T polimorfizmusdnak kardioldgiai betegségekkel torténd
ellentmondésos eredmények sziilettek (50-52). A bizonytalansiagot tovabb nodvelheti,
hogy az egyes tanulmanyok sordn eltéré laboratériumi moddszereket alkalmaztak. Az
AGT M235T genotipusok meghatdrozdsara legaldbb négy kiillonbozéd modszert
hasznaltak eddig, dgymint (i) polimerdz lancreakciét (PCR) kovetd allél-specifikus
oligonukleotid hibridizaciét (PCR-ASO) (53), (ii) olyan PCR reakciét (MS-PCR),
amelyben harom primer felhasznaldsaval az Osszes lehetséges allélt felszaporitottak (54),
(ii1) egyszald DNS konformdacié polimorfizmus (SSCP) analizist (55) és (iv) PCR-
restrikcids fragment méret polimorfizmust (PCR-RFLP) (56). Laboratériumunkban ez
utobbi, PCR-RFLP moddszer bedllitdsa sordn szdmos technikai nehézségbe iitkoztiink.
Célunk volt tehat a megbizhatobb genotipizlas elérése érdekében a PCR-RFLP mddszer

tovabbfejlesztése.

A vanilloid receptor (TRPV1) és szerepe az arteriolak atmérdjének szabalyozasaban

Az emlds tranziens receptor potencidl (TRP) csatorndk csalddjanak vanilloid
(TRPV) alcsalddjaba jelenlegi ismereteink szerint 6 ioncsatorna tartozik (TRPV1-6).
Ezeket a receptorokat olyan fajdalmat okoz6 fizikai €s kémiai hatdsok aktivaljdk, mint a

magas ho, az alacsony pH, extracelluldris ozmolaritds €s nyomdsvéltozdsok, vagy az

12



intracelluldris Ca”* raktdrak kitiriilése. Ugyanakkor a TRPV1 koziiliik az egyetlen, melyet
a paprika csipOsségéért felelés kapszaicin és tdgabb értelemben az tugynevezett
vanilloidok is képesek aktivélni. fgy a TRPV1 a hétkdznapi széhasznalatban kiérdemelte
a vanilloid receptor elnevezést (57).

Mivel a TRPV1 kiilonb6z6 fajdalmas stimulusok molekuléris integritora, szoveti
megoszldsarél kordbban azt feltételezték, hogy mindenekel6tt a fijdalmat kozvetitd
nociceptorok, a primer szenzoros neuronok, az Ad és C tipusi vékony filamentumok
expresszaljadk (58). KésObb azonban kiilonb6z6 kozponti idegrendszeri régidkban, a
cortexben, a hippocampusban, a corpus callosumban, sot astrocytdkban és pericytdkban is
sikeriilt igazolni jelenlétét (59;60). Rdaddsul a TRPV1 expresszidja a periféridn sem csak
a neurondlis szovetekre korlatozodik; megtaldlhaté az epidermis keratinocytdiban, a
higyhdlyag urotéliuméaban és simaizomzatdban, a majban és makrofagokban is (61-63).

A TRPV1 molekulatomege 95 kD koriili, 4 fehérjealegységbdl 4ll6 homomer
vagy heteromer formdban képez csatorndt (64). Minden alegység 6 transzmembréan
doménbdl 4all, amelyekben az 5. és 6. domén kozott egy hidroféob P-hurok taldlhato.
Intracellularis N-termindlisa egy prolin-gazdag régiot, valamint 3 ankyrin-domént
tartalmaz. C-termindlisa szintén intracelluldrisan helyezkedik el. (58).

A TRPV1 funkcigjat tekintve egy nem-specifikus kation csatorna, viszonylag
nagy szelektivitdssal a kalciumra, igy aktivaloddsa az érintett sejt intracellularis kalcium-
koncentrici6janak  emelkedéséhez = vezet.  Amellett, hogy a  nociceptorok
axontermindlisainak ingerlése kozponti idegrendszeri stimuldcidhoz, végeredményben
fajdalomérzet kialakuldsdhoz vezet, az intracellularis kalcium-koncentracié emelkedése

kiilonb6zd neurotranszmitterek, példaul CGRP és a substance P lokalis felszabadulasat is
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eredményezi (65;66). A tovdbbiakban a felszabadult neurotranszmitterek ujabb
medidtorokat szabaditanak fel, igy a szenzoros funkcié mellett a vanilloid receptorok egy
effektor mechanizmusnak is résztvevoi (67).

Viszonylag keveset tudunk a vanilloid receptor endogén ligandjair6l. Eddig 3
lipid tipusi molekulacsoportot azonositottak, melyek mindegyike az arachidonsav-
metabolizmus sordn keletkezik: az arachidonsav bizonyos lipoxigenaz-produktumai (12-
HPETE, 15-HPETE, 20-HETE) (68;69), az N-arachidonoyl-dopamin (NADA) (70) és az
N-arachidonoyl-ethanolamid, mdsnéven anandamid (66). Ez utébbit eredetileg a G-
protein kapcsolt, metabotrop tipusi kannabinoid receptor-1 (CB1) aktivatoraként
ismerték meg (71). Mig a kiilonboz6 kisérleti rendszerekben az anandamid hasonld
affinitassal aktivélta a CB1 és a TRPV1 receptorokat (72;73), hatékonysagat tekintve
jelentds kiilonbségeket taldltak: egyes kisérleti rendszerekben teljes (66;74;75),
mésokban parcidlis agonistdnak bizonyult (68;70;76). Osszességében megallapithatd,
hogy a molekula hatékonysiga a TRPVI1 receptorokon alacsonyabb, mint a CBI1
receptorokon, tovabbd, hogy azokban a szovetféleségekben és sejtvonalakban, melyekben
alacsony a TRPVI1 receptor expresszid, az anandamid parcidlis TRPV1 agonistaként
viselkedik. Hatékonysdgat tobb tényezd is befolyasolhatja. Egyrészt feltételezik egy
olyan membran-transzporter 1étezését, mely az anandamid sejtbe valé bejutasaért felelds,
s ezen transzporter szerepét fontos megvilagitdsba helyezi az a tény, hogy a TRPV1
vanilloid — anandamid — kotOhelye intracelluldrisan helyezkedik el (77;78). Masrészt a
sejtbe bejutott anandamidot zsirsavamid-hidroldzok, valamint kiilonb6z6 oxigendzok

bontjak el (79;80). Erdekes, hogy az anandamid hozziférhetéségét novelni képes egy
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masik acyl-ethanolamid, a palmitoyl-ethanolamid, feltehetleg az anandamid lebontés
sebességének csokkentése révén (77).

Korabban kimutattdk, hogy a TRPV1 parcidlis aktivacidja mas endogén ligandok
szamadra részleges gatl6 hatast idézhet el6 (73). Ilyen ligand lehet a NADA (70;81) vagy
mads, még nem azonositott endogén ethanolamidok (65;70). Azt is feltételezik, hogy a
TRPV1 anandamiddal val6 aktivdldsa a receptor deszenzitizdcidjat okozza az ujboli
agonista stimuldciora (tachyfilaxis) (76;82).

Az egyik legfontosabb szabdlyozé tényezd azonban a molekula hatékonysiga
szempontjabol a receptor foszforilacids allapota. A TRPV1-et a protein kindz A (PKA)
(83), a protein kindz C (PKC) (84) és a Ca®*/calmodulin dependens kinaz II (CaMKII)
(85) is képes foszforildlni, szdmos foszforilacios helyen. A TRPV1 PKA és PKC altali
foszforilacidja érzékenyiti a receptort a kiillonbozé vanilloidokra, az anandamidra, a ho és
protonok altali stimuldciéra (78). Rdaddsul ebben a folyamatban egy olyan erdsitést is
feltételeznek, amelyben az anandamid stimulélja a PKC-t, ami az agonista altal kivaltott
valasz novekedéséhez vezet (86). A TRPV1 szenzitizaciét kozvetito PKC izoenzim
vonatkozdsdban azonban egyeldre csupan ellentmonddsos adataink vannak (87-89).

A vanilloid receptor szerepét szamos szerv fizioldgids mitkodésében vizsgaltik, és
nagyon sokféle betegség kialakuldsaval, patofizioldgidjaval osszefiiggésbe hoztdk (90). A
mi érdeklddésiink a receptornak és ligandjainak a mikroarterioldk atmérdjére gyakorolt
hatdsa felé iranyult.

Ezek az 500 um-nél kisebb atmérojii arterioldk hatarozzak meg az egyes keringési
teriiletek, szovetek aktudlis, lokdlis vérellatasat. Kordabban leirtdk, hogy a kannabinoid és

a vanilloid receptorok stimuldldsdn keresztiil mind az anandamid, mind a kapszaicin
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vazodilataciét okoz mezenteridlis, hepatikus, bazilaris €s meningedlis erekben (66;75;91-
93). Ezekben az arterioldkban az anandamid-medialt vazorelaxaciot foleg (66;75;91;92),
vagy részben (93) a TRPV1 stimuldcidonak tulajdonitottdk. A TRPV1 aktivédldsa a
mezenteridlis erekben, az ereket innervalé szenzoros idegvégzddésekbdl felszabaduld
CGRP hatésara hozta 1étre a vazodilataciot (66). Mindezek mellett azt is leirtdk, hogy a
TRPV1 stimuldldsa patkdany €s kutya mezenteridlis (69;94) illetve koszoruserekben (95)
vazokonstrikciét képes okozni. Az utébbi esetben a TRPV1-medidlt substance P (69)
vagy endotelin (95) felszabaduldsét hoztdk széba lehetséges mechanizmusként. Sot, arra
is vannak adatok, hogy az in vivo anandamid kezelés dtmeneti vazokonstrikciot okozott
éber patkdnyokban vese, mezenteridlis és végtagi ereken (96).

Keveset tudunk ugyanakkor a vanilloid receptorok funkcionédlis szerepérdl a
vazizom arterioldkban, melyek 1ényeges szerepet toltenek be a keringés szabalyozasdban,
a véreloszlds meghatarozdsdban. Vizsgalataink célja a funkciondlis vanilloid receptorok
kimutatdsa vazizom-arterioldkban, és a receptor anandamiddal torténd stimuldcidjanak
tanulmanyozdsa volt. A receptor-medidlt celluldris hatdsok specifikus értékelése
érdekében egy TRPV1 overexpresszalo sejtvonalat (CHO-TRPV1) hasznéltunk. Végiil,

jellemeztiik a receptor foszforildltsagi dllapotanak szerepét is.

16



CELKITUZESEK

Munkénk sorédn az alabbi célkitlizések kisérletes megvaldsitasat hajtottuk végre:

>

>

YV V V V

Az ACE I/D, AT1R A1166C és az AGT M235T polimorfizmusok meghatdrozdsa
Az ACE I/D, az AGT M235T és az ATIR A1166C polimorfizmusa és az in-stent
restenosis megjelenése kozotti Osszefiiggések  vizsgalata perkutdn korondria
intervencion atesett betegek korében

Funkciondlis vanilloid receptorok kimutatasa vdzizom arterioldkban

A TRPV1-et expresszdlo sejttipusok azonositasa

A receptor anandamiddal torténd stimuldcidjanak tanulményozasa

A receptormiikodés celluldris hatdsainak specifikus vizsgalata TRPV1
overexpresszald sejtvonal segitségével

A foszforilacio szerepének vizsgdlata a receptor anandamid valaszkészségének

szabalyozdsaban
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MODSZEREK

Az ISR vizsgalataban szerepl6 populacio

A vizsgélatban 239 beteg vett részt (valamennyien kaukazusiak, észak-kelet
magyarorszagi lakosok), akiknél a stent-implantaciét kovetOen visszatérd panaszok
és/vagy pozitiv terheléses vizsgdlatok miatt kontroll-angiogréfia tortént. Az angiografiak
az intézeti irdnyelveknek megfelelden késziiltek. A felvételeket két tapasztalt, fiiggetlen
kardiologus értékelte. A koszorusér-1éziok dbrazoldsa legalabb két ortogonadlis
projekcidban tortént, 0.5 mg nitroglycerin intrakorondrids addsat kovetden. A késdbbi
angiografidkndl az els6 beavatkozasnal alkalmazott projekcidkat haszndltdk. A
kardiolégusok kozotti véleménykiilonbség esetén egy tovéabbi kozos elemzés kovetkezett.
Az in-stent restenosist, a koOzvetleniill az intervenciét kovetOen késziilt felvételhez
viszonyitva, 50 %-ndl nagyobb, hemodinamikailag szignifikdns lumensziikiiletként
definidltuk. A hagyomdnyos kardiovaszkuléris rizikéfaktorokra vonatkozé klinikai
adatokat a korlapokbdl gyiijtottiik ki. A genetikai vizsgélatokat a kontroll-angiogrifia
eldtt végeztiik el.

A betegek (n=239) atlagéletkora 58.9 + 9.4 év volt; 155 volt koziiliikk férfi. 224-
nek (93.7%) stabil angindja volt, 15-nek (6.3%) instabil anginija. 60 (25.1%) volt
diabeteses, 148 (61.9%) szenvedett hyperténidban és 147 (61.5%) péciens esett &t
kordbban miokardidlis infarktuson. A stentelést kovetd gydgyszeres terdpia minden beteg
esetében tartalmazott aspirint (100 mg naponta) és clopidogrelt (75 mg naponta). ACE-
gatld beépitése a terdpidba a kezeldorvos dontésén alapult. A felirt ACE-gatlok kozott
elsdsorban enalapril (33.1%) és ramipril (26.4%) szerepelt, mds hatdanyagok kisebb

szdzalékban fordultak eld (perindopril: 14,2%, monopril: 3,8%, quinapril: 2,9%,
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lisinopril: 1,3%, fosinopril: 0,4%). Az eldirt adagokat a vérnyomadssal és a funkciondlis
stddiummal kapcsolatban észlelt klinikai hatdsokhoz igazitottdk.

A vizsgélatot a ,,World Medical Association” Helsinki Deklaracigjaval (2000)
0sszhangban végeztilk. Valamennyi beteg tdjékozott beleegyezését adta a diagnosztikus

és terapias eljarasokhoz.

Genetikai analizis

A genomi DNS-t periférids vér fehérvérsejtjeibdl izoldltuk, FlexiGene DNA Kit
segitségével (Qiagen, Hilden, Germany). Az ACE-gén I/D polimorfizmuséit a Rigat és
munkatdrsai  dltal lefrt PCR-mddszer modositdsdval hatdroztuk meg (24). A
“downstream” primer szekvencidja 5’-CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT-3’, az
“upstream” primer szekvencidja 5’-GAT GTG GCC ATC ACA TTC GTC AGA T-3’
volt (Sigma, Steinheim, Germany). A PCR-t 25 pl végtérfogatban végeztiik, melynek
osszetétele: 50 ng genomi DNS, 1 uM mindkét primerbdl, 200 uM dNTP, 3 mM MgCl,,
50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3) és 1 U Taq DNS polimeraz (Sigma, Schnelldorf,
Germany). 5% DMSO-t haszndltunk, hogy elkeriiljik a heterozigéta genotipus
gyakorisdganak alulbecslését €s a DD genotipus gyakorisdgdnak tilbecslését (97). Az
alkalmazott PCR protokoll: 94 °C-os 5 percig tarté kezdd denaturdcié utdn 30 ciklus
kovetkezett, mely az alabbi 1épésekbdl allt: 20 s 94 °C-on, 20 s 55 °C-on és 60 s 72 °C-
on. A reakciot egy 72 °C-os 5 perces elongicié zarta. A PCR-termékeket (490 bp az
inzercids, illetve 190 bp a delécids allél esetében) 5%-os poliakrilamid gélen futtattuk
meg és etidium-bromid festéssel tettiik lathatova.

Az AGT-gén M235T polimorfizmusidnak meghatirozasdhoz eloszor a Russ és

munkatdrsai altal leirt PCR-RFLP-n alapul6 eljarast (56) hasznéltuk. A sense primer
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szekvencidja 5’- CCG TTT GTG CAG GGC CTG GCT CTC T -3’, az antisense primer
szekvencidja 5’ CAG GGT GCT GTC CAC ACT GGA CCC C - 3’ (Sigma,
Steinheim, Germany) volt. A PCR elegy (25 ul) osszetétele: 50 ng templat DNS, 1uM
mindkét primerbdl, 200 uM dNTP, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI (pH
8,3) és 1 U Taq DNS polimerdz (Sigma, Schnelldorf, Germany). A 94°C-on 5 percig
tartd kezdd denaturdcié utdn 30 ciklus kovetkezett, melyek az alabbi 1épésebdl 4lltak:
94°C 20 s, 59°C 20 s és 72°C 40 s. A reakciot S perces, 72°C-on torténd inkubdacié zarta.
A PCR reakci6 specifitdsanak novelése érdekében az 59°C-os annealing homérsékletet
néhiny kisérletben 68°C-ra emeltilk. A PCR-termékeket az ugyanarra a restrikcios
szekvencidra specifikus (G-A-C-N-N-N-G-T-C) Tth 111 I (New England Biolabs,
Beverly, MA, USA) vagy Psy I (Fermentas, Vilnius, Lithuania) enzimekkel hasitottuk
37°C-on 2 6rén &t.

Késobbi kisérleteinkben a fenti protokollt tovdbbfejlesztettiik. Ennek sordn a

reakcidelegyhez 10% DMSO-t adtunk, az antisense primert mddositottuk: 5°— GCC
AGG GTG CTG TCC ACA CTG ACT CCC - 3’ (Sigma, Steinheim Germany),

tovabbad 64°C-os annealing hdmérsékletet alkalmaztunk. Az ezen mddszerrel kapott PCR-
termékeket Box I (Fermentas, Vilnius, Lithuania) enzimmel emésztettiik 37°C-on 2 6ran
at.

Mindkét fentebb leirt mddszer esetében a keletkezett DNS-fragmentumokat 10%-
os poliakrilamid gélen vélasztottuk el és etidium-bromid festéssel tettiik lathatova. Az

emésztetlen 165 bp-nyi DNS termék az M allélre, mig a hasitott DNS (141 és 24 bp-os

fragmentumok) a T alélre jellemz0.
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Az ATIR-gén A1166C polimorfizmusat szintén PCR-RFLP technikdval
hatdroztuk meg Steeds és mtsai nyoman, kisebb mddositasokkal (98). A sense primer
szekvencidja 5°-GCT TTG TCT TGT TGC AAA AGG-3’, az antisense primer
szekvencidja 5’-CCC ACT CAA ACC TTT CAA CA-3’ volt (Sigma, Steinheim,
Germany). A PCR-reakcidelegy (25 ul) osszetétele: primer 2 UM (mindkét primerbdl),
200 uM dNTP, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3) és 1 U Taqg DNS
polimerdz (Sigma, Schnelldorf, Germany). A 95 °C-os, 7 percig tarté kezdé denaturici6
utdn 35 amplifikécids ciklus kovetkezett: 95 °C-on 20 s, 45 °C 20 s és 72 °C 40 s. Végiil
egy 72 °C-os 5 percig tarté inkubéacidval zartuk a reakciét. A PCR-termékeket 1 U Dde 1
enzimmel emésztettiik (Promega, Madison, USA) 37 °C-on 2 6rén at. Az emésztett PCR
termékeket 10%-os poliakrilamid gélen vélasztottuk el €s etidium-bromiddal tettiik
lathatéva. Az A allél esetében az emésztés két DNS fragmentumot eredményezett, egy
249 és egy 47 bp-osat, mig a C allél harom sdv formdjdban jelent meg, 143, 106 és 47 bp-

nal.

Az ISR vizsgalat statisztikai analizise

Az allélfrekvencidk szamitdsit, valamint a Hardy-Weinberg szabdllyal val6
Osszevetését a x2 analizissel végeztiikk. A kvantitativ klinikai paraméterekre vonatkozé
adatokat dtlag + standard széras (SD) formaban fejeztiik ki, mig a tovabbi jellemzdk
szazalékos gyakorisagban vagy abszolit szamokban vannak jelolve. Az egyes csoportok
kozott X2 teszttel (nomindlis adatok) vagy Student’s t-teszttel (folyamatos véaltozok)
végeztiink  Osszehasonlitdsokat. A p<0,05 értéket tekintettiik statisztikailag
szignifikdnsnak. Egy logisztikus tobbvaltozés modellt is alkalmaztunk, hogy az egyes

rizikéfaktorok ISR-ra vonatkozé prediktiv értékét felmérjiikk. A statisztikai elemzéseket
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az ,Analyse-it for Microsoft Excel” (Analyse-it Software, Leeds, UK) program

segitségével végeztiik.

A vazizom arteriolak izolalasa és az ératméré mérése

Altatott (intraperitonedlis pentobarbitdl, 50 mg/kg) Wistar patkanyokbdl a m.
gracilisban intramusculdrisan futd arterioldt izoldltuk, operdlé mikroszkép alatt,
mikrosebészeti eszkdzokkel. Az izolélt arteriolat fizioldgids sdoldatot (Krebs) tartalmazo
szervfiirdobe tettiik. Az oldat Osszetétele a kovetkezo volt: 110 mM NaCl, 5 mM KCl, 2,5
mM CaCl,, ImM MgSO,, 1 mM KH,PO4, 5 mM gliik6z, 24 mM NaHCO3;, 10% Os-t és
5% CO»-t nitrogén-gazeleggyel egyenstilyban tartva (pH 7,4). A szervfiirdOben az artéria
mindkét végét liveg kapillarisok segitségével kaniildltuk. Az intraluminélis nyomast 80
Hgmm-re allitottuk, mig a homérsékletet termosztat segitségével 37°C-on tartottuk. A
belsé ératmérét az arteriola-szegmens kozepén folyamatosan mértikk (99). Az erek
szervfiirddben torténd kaniilalasit kovetden 60-120 perc regenerdcids periddus
kovetkezett, amely sordn az erek spontdn miogén tonusa kifejlédott. Az endotélium
épségét valamennyi kisérlet elott acetilkolinnal (100 nM, 30 s) ellendriztiik. A simaizom-
funkciét norepinefrin (100 nM, 30 s) alkalmazasédval vizsgaltuk, szintén minden kisérlet
eldtt. A kapszaicin és anandamid véalaszkészség meghatdrozdsakor kumulativ dézis-hatés
vizsgélatokat alkalmaztunk. Az ereket TRPV1 ligandok mellett a protein foszfatiz-2B
(calcineurin) géatloszer cyclosporin-A-val (CY-A) is kezeltiik az dbrdkon jelzett médon
(9., 10. abra). Az allatkisérleteket a National Institute of Health szabdlyzatdnak

megfelelden végeztiik.
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A TRPV1 kimutatasa immunhisztokémiaval és immunfluoreszcenciaval

A vézizom — m. gracilis — szovetmintdkat Tissue-Tek O.C.T. oldatban agyaztuk
be (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) folyékony levegdben torténd
fagyasztassal. A 10 pm vastagsagu cryostat metszeteket Shandon Superfrost Plus adheziv
tairgylemezre (Thermo Electron, Watham, MA, USA) helyeztiik, 10 percig acetonban
fixaltuk, majd 20 percig kecske normdl-szérum (1,5%, Sigma, St. Louis, MO, USA)
tartalmui PBS-ben blokkoltuk. A festéseket szobahdn végeztiik. Elsddleges antitestként
nyulban termeltetett anti-kapszaicin receptor antitestet (Calbiochem, La Jolla, CA, USA)
hasznaltunk, 1 % BSA-t tartalmazé6 PBS-ben, 1:100 higitdsban, 1 6rdn 4t. Mosasi
1épéseket kovetden a metszeteket Vectatsain Elite ABC (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) kit blokkol6 pufferben higitott, 1:200 higitasu, biotinildlt anti-
nyul antitestjével inkubdltuk 30 percig, majd a kit avidin tartalmd, 1:50 higitisi A+B
komponensével ismét 30 percig. Az immunkomplexeket Vector VIP szubsztrittal (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) tettik lathatévd, a gyartd utasitdsainak
megfelelden. Végiill a metszeteket metil-zolddel is megfestettiik, a sejtmagok
megjelenitése érdekében. Az immunfluoreszcens detekcié érdekében a fentiekhez
hasonléan jartunk el, az aldbbi kiilonbségekkel: mdésodik antitestként 1:100 higitasu,
blokkol6 pufferben higitott, FITC-konjugélt, kecskében termeltetett anti-nyudl antitestet
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) haszniltunk. A simaizom-réteg
megjelenitésére 1:50 higitasu, 1 % BSA-t tartalmazé PBS-ben higitott, monoklonalis,
egérben termeltetett, simaizom-aktin ellenes antitestet (Novocastra, New Castle, UK),
majd 1:100 higitdsd, blokkolé pufferben higitott, Texas Red-konjugdlt, kecskében

termeltetett anti-egér antitestet (Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA,
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USA) hasznéltunk. Valamennyi antitesttel szobahdn, 1 6rdn &t torténtek az inkubdldsok.
Végiill a metszeteket, a sejtmagok lathatova tétele érdekében, DAPI-t tartalmazd

Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) feddmédiummal fedtiik le.

A TRPV1 expressziojanak igazolasa RT-PCR segitségével

Patkdny aorta homogenizatumbdl, valamint tenyésztett A7r5S simaizom sejtekbdl
RNeasy RNS izoldlé kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) segitségével mRNS-t
izolaltunk, majd ebbdl a templatbdl RevertAid H Minus kit (Fermentas UAB, Vilnius,
Lithuania) alkalmazdsaval teljes hosszisdgi cDNS-t szintetizaltunk. Az igy eldallitott
cDNS-ben vizsgaltuk a TRPV 1-et kddol6 szekvencia eléforduldsat. A felhasznalt TRPV1
sense primer szekvencidja: 5° — CTA CCT GGA ACA CCA ATG TGG G - 3’, mig az
antisense szekvencia: 5° — GCT GGG TGG CAT GTC TAT CTC G - 3’ volt (Sigma,
Steinheim, Germany). A TRPV1 esetében, a specifitds érdekében, a primer tervezése
sordn olyan szekvencidt védlasztottunk ki, amely a genomi DNS-bdl kiindulva elvileg egy
596 bp — kisérleteinkben nem lattuk —, mig cDNS-bdl kiindulva egy 149 bp méretii
terméket eredményez. Konstitutivan expresszdlodoé génnek a glicerol-aldehidfoszfat-
dehidrogendz (GAPDH) génjét hasznéltuk, esetében a sense primer : 5° — CTC CCT
CAA GAT TGT CAG CAA - 3’, az antisense pedig: 5> — CAG ATC CAC AAC GGA
TAC ATT - 3’ volt. A GAPDH mRNS-ébdl kiindulva ezzel a protokollal egy 269 bp
méretll produktum keletkezik (100). A PCR elegy (25 ul) dsszetétele: 1 ul cDNS, 1 uM
mindkét primerbdl, 200 uM dNTP, 6 mM MgCl,, 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3)
és 2,5 U Long PCR Enzyme Mix (Fermentas UAB, Vilnius, Lithuania) enzimet
tartalmazott. A 94 °C-os 5 percig tarté kezdd denaturdcié utdn 35 ciklus kovetkezett,

mely az alabbi 1épésekbdl allt: 20 s 94 °C-on, 20 s 58 °C-on és 40 s 72 °C-on. A reakcidt
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egy 5 perces inkubécié zarta 72 °C-on. A PCR-termékeket mindkét esetben 5%

poliakrilamid gélen futtattuk meg, €s etidium-bromid festéssel tettiik lathat6va.

A CHO-TRPV]1 sejtek tenyésztése

A szelektdlt, stabil, TRPV1 expresszal6 CHO sejtklont (Tet-Off indukalt CHO-
TRPVI sejtek) (101) fenntart6 médiumban tenyésztettiikk (F12 médium kiegészitve 10%
FBS-sel, 25 mM HEPES-sel (pH 7,5), 250 pg/ml geneticin-nel (Life Technologies Inc.,
Rockville, MD, USA), és 1 mg/I tetracyclin-nel (Calbiochem, La Jolla, CA, USA)).

A 45Cal2+—uptalke kisérletekhez a CHO-TRPV1 sejteket 24-lyukd plate-en
tenyészettiik, ugy, hogy 20-40%-os konfluencidval jellemezhetd sejtdenzitést érjiink el. A
TRPV1 expresszid indukcidjanak érdekében a médiumot tetracycylin-mentes tapoldatra
cseréltik a kovetkez6 napon. A kisérleteket koriilbelill 48 6raval az indukcié utdn
végeztiik.

Az intracelluldris Ca**-koncentricié mérésekhez a CHO-TRPV1 sejteket 25 mm-
es kerek iiveg feddlemezekre helyeztiikk fenntart6 médiumban. Médsnap a médiumot
indukdl6é tapoldatra cseréltik — 0Osszetétele hasonlé a fenntart6 médiuméhoz, de
tetracyclin helyett 1 mM nétrium-butiratot tartalmaz —, hogy TRPV1 expressziot

indukéljunk. A kisérleteket koriilbeliil 24 6raval az indukci6 utdn végeztiik.

BCa**-uptake kisérletek

A kisérleteket egy korabbi leirdsnak megfeleléen végeztiik (102). A CHO-TRPV1
sejteket kozvetleniil a CO, inkubétorbdl valé kivétel utan felhasznaltuk. Esetenként a
sejteket eldinkubdltuk 100 nM 4oa-forbol 12-mirisztat 13-acetattal (PMA), és/vagy 100

nM CY-A-val. A Ca**-uptake mérésekhez a sejteket 5 percig 37°C-on inkubéltuk 500 pl
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szérum-mentes, 0,25 mg/ml BSA (Sigma, St. Louis, MO, USA) tartalmi DMEM-ben
(Life Technologies, Rockville, MD, USA, tartalmaz 1,8 mM CaCl,-ot), melyhez 1
uCi/ml BCa*t-ot (ICN, Costa Mesa, CA, USA) adtunk. A maximélis valaszt ugyanazon a
plate-en 300 nM kapszaicin 4ltal kivéltott véalaszként hatdroztuk meg. Kozvetleniil az
inkubélds utdn az extracelluldris *Ca®*-t a sejtek 1,8 mM CaCl,-t tartalmazé hideg
DPBS-ben (Life Technologies Inc., Rockville, MD, USA,) val6 haromszori moséasaval
tavolitottuk el. Ezutdn, az internalizalédott *Ca* mennyiségének mérése érdekében a
sejteket 400 ul/lyuk RIPA pufferrel (50 mM Tris-Cl pH 7,4; 150 mM NaCl, 1% Triton
X-100, 0,1% SDS, 1% Na-deoxycholat) lizaltuk. A plate-et a lizis utdn lassan, 20 percen
keresztiil razattuk, majd minden egyes lyukbol 300 ul sejt-lizdtumot szcintillacids
kiivettdba mértiink, a radioaktivitast pedig szcintilliciés szamldloval mértiik. Minden
kisérletbdl, minden adatpontban négy lyukbdl szdrmaz6é mintdt elemeztiink az
individudlis kisérletekben, és a statisztikai értékeléshez minden kisérletet legaldabb

haromszor elvégeztiink. Az adatokat a Hill-egyenlet komputeres illesztésével elemeztiik.

Intracellularis Ca>*-koncentricié mérések

A kisérleteket egy korabban leirt modszer szerint végeztiik (81). Roviden, a CHO-
TRPV1 sejteket 2 6rara Ca’" tartalmi (1,8 mM) DPBS-be tettiik, mely 1 mg/ml BSA-t és
5 uM FURA2-AM-t tartalmazott (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). A sejteket ezt
kovetden a mérésekig szobahdn, sotétben, fenntarté médiumban tartottuk. A méréseket
Ca® tartalmd (1,8 mM) DPBS-ben végeztilk. Az individudlis sejtek fluoreszcencidjat
InCyt Im2 fluoreszcencia imaging rendszerrel mértiik (Intracellular Imaging, Cincinnati,
OH, USA). A sejteket alterndlva 340 és 380 nm-en vildgitottuk meg. Az 510 nm-nél

nagyobb hulldmhosszusagu emittalt fényt mértiikk. Az adatokat InCyt 4.5 software-rel
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elemeztiik és Excel (Microsoft) valamint GraphPad Prism 2.0 (GraphPad, San Diego,

CA, USA.) programokkal dolgoztuk fel.
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EREDMENYEK

Uj PCR-RFLP médszer az AGT M235T polimorfizmusianak meghatarozasihoz

A renin-angiotenzin rendszer genetikai vizsgédlata sordn problémakat tapasztaltunk
az AGT-gén M235T genotipizédldsaval kapcsolatban. Az eljaras (56) bedllitdsa folyaman
a PCR-reakciét optimalizdltuk a mi rendszeriinkben, és azt taldltuk, hogy 59°C-os
homérséklet optimdlis a hibridizdciéhoz. Az egyes genotipusok meghatdrozdsdhoz a
PCR-reakciét a Tth 111 1 enzimmel végzett restrikcids emésztés kovette (1.A dbra). A
vizsgélt 123 péciens kozott azonban nem taldltunk TT genotipusut (1. tablazat), annak
ellenére, hogy az M allél frekvencidja 0,634-nek, a T allélé pedig 0,366-nak adddott és
igy TT genotipussal 0,366 x 0,366 x 123 = 16.48 = 16 egyénnek kellett volna
rendelkeznie (feltételezve, hogy a populdcié a Hardy-Weinberg equilibriumban van). Az
adatok statisztikai feldolgozdsa arra utalt, hogy a meghatdrozott allélfrekvencidk nem
reprezentdlnak egy Hardy-Weinberg equilibriumban 1évd populédciét (Chi-négyzet
probaval meghatarozva p<0,01, szignifikdns eltérés a vart értékektdl). Ez a tény a
korabban leirt allélfrekvencidkat figyelembe véve (56) vagy a PCR-amplifikacioban,
vagy a restrikcids emésztésben rejld technikai problémadkat sugallt.

Hogy kikiiszoboljiik a félretipizdldshoz vezetO lehetséges problémakat, eloszor
egy magasabb hibridizaciés homérsékletet alkalmaztunk — 64°C —, ezaltal novelve a
PCR-reakcid specifikussagat (1.B  abra). Ekkor hatékonyabb restrikcids emésztést
tapasztaltunk, de az AGT-fragmentumok teljes hasitdsat igy sem sikeriilt elérniink. A
restrikcios hasitds ellendrzése érdekében a Tth 111 I restrikciés enzim mellett az
ugyanazon szekvencidt hasité Psy 1-et is haszndltuk, de teljes emésztést igy sem sikeriilt

elérniink.
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1. abra Az AGT M235T polimorfizmus meghatarozasa.
Beteg DNS mintdkbdl (1-8) 59°C (A) és 64°C (B) annealing hémérséklet mellett
szaporitottuk fel az AGT-re jellemzd szakaszt, melyet Tth 111 I restrikciés enzimmel
hasitottunk. U az emésztetlen PCR terméket jeloli. Az dbra jobb oldaldn a méret
meghatarozasahoz hasznalt 100 bp DNA Ladder standard lathato.

A 8. beteg DNS mintdjat felhaszndlva, kiilonb6z6 emésztési idétartamok és
enzimkoncentraciok mellett vizsgaltuk a hasitds kinetikdjat és hatékonysagat (2. dbra). A
hosszabb idétartammal és magasabb enzimaktivitdssal parhuzamosan, egyértelmiien

lathaté volt egy tendencia az egyre tokéletesebb hasitds irdnydba. Teljes emésztodést

azonban tovabbra sem értiink el.
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2. abra A Tth 111 I restrikciés emésztés optimalizalasa.

A DNS-bdl (8. minta) felszaporitott AGT-re jellemzd szakaszt kiilonbozé Tth 111 I
aktivitas (0,1-10 U) és idotartam (1-24 6ra) mellett hasitottunk. Az dbra jobb oldaldn a
méret meghatarozasahoz hasznélt 100 bp DNA Ladder standard lathato.

Az AGT M235T polimorfizmus pontosabb meghatirozdsa érdekében ezért
kidolgoztunk egy moédositott PCR-RFLP protokollt. Sajnilatos médon az eredeti, Russ és
munkatérsai altal kidogozott eljaras (56) 6ta sem vélt hozzaférhetové olyan restrikcios
enzim, amely az M235T polimorfizmus kialakitasaért felelds nukleotid szekvencidban

képes lenne hasitani. Ugyanakkor a Box I enzim altal felismert restrikciés hely

létrehozdsa csak egyetlen bazis inzercidjat teszi sziikségessé az eredeti protokoll két
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bézisparos médositdsival szemben. Igy egy uj primert terveztiink, amelyben egyetlen

mismatch alkalmazdséaval kialakitottunk egy 1j Box I restrikcids helyet (3. dbra).

A B
/AC\ A
Primer 5’'---ACTGG CCCA/GTCAG—-3’ Primer 5’---ACTG CTCCCA/GTCAG--3’
Templat 3’ ---TGACC GGGT/CAGTC——--5" Templat 3’ ---TGAC GAGGGT/CAGTC---5'
Ner% o2
GA
M allél T allél M allél T allél
actcGaccccATC acTGeaccccGre ACTGACTCCCATC acTcactceccGTC
TGACCTGGGGTAG teaccreeccCac TGACTGAGGGTAG TGACTGAGGGCAG
Tth 1111/ Psy 1 Box 1

3. abra Uj primer tervezése, Box I restrikciés hely létrehozasa

Az A panelen az eredeti, a B panelen az éltalunk médositott protokoll séméja lathato.
Kiemelve jeloltik a primerek és a templatok esetében a mismatch-eket, valamint
aldhudzassal a restrikcids enzimek hasitdsi szekvencidit

A PCR reakci6 1) primerrel torténd optimalizdlasat kovetden a Box I emésztés
teljes hasitdst okozott (4. dbra).
Uul 2 3 4 5 6 7 8 Standard

i

4. abra Az AGT M235T PCR-RFLP analizisének eredménye a modositott

protokollal
Beteg DNS mintdkbol (1-8) a mddositott protokollal szaporitottuk fel az AGT-re

jellemzd szakaszt, melyet Box I restrikciés enzimmel hasitottunk (U: hasitatlan PCR
termék). Az dbra jobb oldaldn a méret meghatarozdsahoz hasznalt 100 bp DNA Ladder

standard lathato.
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Az igy meghatdrozott genotipusok ellendrzése érdekében a fenti kisérletekben
felhaszndlt PCR termékeket szekvendldssal is vizsgéltuk (5. dbra). A szekvendlds
megerdsitette a PCR-RFLP analizisben kapott genotipusukat (1-2: MM, 3-5: MT, 6-8:
TT).

Genotipus: MM MM MT MT MT TT TT TT

T/C T/IC T/C
Szekvencia: e GGGTGA GGGTGA lGGGTGA GGG TGA | GGG TGA lGGGTGA lGGGTGA lGGG

s.x.w-w \.\.\.l.w m W \.s.s.l.z.z.z N\ ¥ Y w. Wl NI \\1\ 'ﬂ#
i
|| H H| \ I

| ||‘ ‘ | || l“ f ] ||||‘||| | ‘l |
i ‘ \ ‘ 1_ J\ |
u ‘ J

|
5. abra A vizsgalt DNS mintdk szekvencidjanak meghatarozasa direkt
szekvenalassal

L ;

Beteg szama:

A 123 paciens DNS-mintdjat Gjravizsgdlva az eredeti protokollal szemben 33
MM, 56 MT és 34 TT genotipust taldltunk (1. tdblazat). Az 4j mddszerrel gylijtétt adatok
statisztikai analizise alapjdn az M allél frekvencidja 0.4959-nek, a T allélé pedig 0.5041-
nek adddott. Ezek az allélfrekvencidk egy Hardy-Weinberg equilibriumban 1évo
populéciét reprezentdlnak (Chi-négyzet probaval meghatarozva p>0,5, nincs szignifikdns

eltérés a vart értékektol).

MM genotipus MT genotipus TT genotipus

Eredeti 33 90 0
modszer
M9d051t0tt 33 56 34
modszer

1. tablazat Az AGT M235T polimorfizmus meghatarozasanak eredménye.
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A renin-angiotenzin rendszer (RAS) polimorfizmusok és az in-stent restenosis (ISR)

kapcsolata

A vizsgélni kivant genetikai polimorfizmusok (ACE I/D, AGT M235T, ATIR
A1166C) meghatarozasdra alkalmas modszerek kidolgozdsat kovetéen 239
koszorudsérsziikiiletben szenvedd beteget vontunk be a vizsgélatba. A vizsgalt populécid
legfébb jellemzdi a 2. tdblazatban vannak feltiintetve. Osszességében 330 sziikiiletbe 347
stentet iltettek be. Angiologiai ISR (50 %-osndl nagyobb sziikiilet) 116 péacinesben
alakult ki (48.5%). Az atlagéletkor, a vérnyomads-stitusz, a plazma lipid profil, kordbbi
miokardidlis infarktus és diabetes mellitus el6forduldsa, valamint a gyogyszeres kezelés
tekintetében nem volt szignifikdns kiilonbség a restenosisos €és nem-restenosisos csoport
kozott. Nem mutatott kiilonbséget a két csoport a szilikiiletek kiterjedése, a 1€zi6k harom
f0 koszorusér kozotti megoszlasa, €s olyan procedurdlis tényezOk, mint a stent hossza és

tipusa, vagy elotagitas alkalmazasa, kozott sem.
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In-stent Nem
restenosisos restenosisos
csoport csoport p
(N=116) (N=123)
Eletkor (évek) 59.4+9.4 58.4+9.4 0.38
Férfi/No 74/42 81/42 0.84
Diabetes mellitus (%) 32 (27.6%) 28 (22.8%) 0.47
Hyperlipidemia (%) 107 (92.2%) 106 (86.2%) 0.19
Hypertoénia >140/90 Hgmm (%) 73 (62.9%) 75 (60.9%) 0.86
AKktiv dohanyos (%) 41 (35.3%) 48 (39.0%) 0.78
Kezelés ACEI-vel vagy ARB-vel (%) 99 (88.2%) 107 (87.0%) 0.81
Kezelés statinnal (%) 96 (86.8%) 100 (81.3%) 0.14
Korabbi MI (%) 63 (54.3%) 84 (68.3%) 0.47
A Kkovetés atlagos idotartama (hénap) 6.9 9.2 0.07
Stenosisok szama 163 167
Multiplex stenosisok (%) 40 (34.5%) 41 (33.3%) 0.96
Predilatacio6 (%) 102 (57.6 %) 92 (54.1%) 0.58
Erintett ér
LAD 78 (47.9%) 74 (44.3%) 0.59
CX 42 (25.8%) 34 (20.4%) 0.30
RCA 43 (26.4%) 59 (35.3%) 0.10
A stenosis mértéke PCI elott (%) 86.5+£12.8 84.6+10.8 0.23
Atlagos stent hosszisag (mm) 15.99+0.39 15.35+0.36 0.24

2. tablazat Az in-stent restenosisos és a nem-restenosisos csoport klinikai jellemzoi

és a rizikofaktorok megoszlasa

ACEIL: angiotenzin konvertdz enzim inhibitor; ARB: angiotenzin receptor blokkol6, CX: korbefutd
koszorusér, LAD: bal eliilsé leszdllo koszorusér, MI: miokardidlis infarktus, PCI: perkutdn korondria

intervencié, RCA: jobb koszorisér

A teljes populdciéban 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 megoszldsdban sem (3. tablazat). 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) el6fordulasa 26,7%, 50,9% és 22,4% volt a
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restenosisos, mig 31,7%, 43,1%, és 25,2% volt a nem-restenosisos betegekben (p=0,96).
A kiilonb6z6 ATIR (AA, AC, CC) genotipusok eléforduldsdban sem taldltunk
szignifikdns kiilonbséget: a kiillonb6zd genotipusok eléforduldsi 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).

In-stent Nem-restenosisos
Genotipus restenosisos csoport csoport p
(N=116) (N=123)
ACE genotipus
II 28 (24,1%) 25 (20,3%)
ID 47 (40,5%) 56 (45,5%) 0,80
DD 41 (35,3%) 42 (34,1%)
AGT M235T genotipus
MM 31 (26,7%) 39 (31,7%)
MT 59 (50,9%) 53 (43,1%) 0,96
TT 26 (22,4%) 31 (25,2%)
ATIR genotipus
AA 59 (50,9%) 64 (52,0%)
AC 45 (38,8%) 51 (41,5%) 0,65
CC 12 (10,3%) 8(6,5%)
3. tablazat A genotipusok megoszlisa az in-stent restenosisos és a nem-restenosisos
csoportban

ACE: angiotenzin konvertdz enzim; AGT: angiotenzinogén; AT1R: angiotenzin II 1 tipusu receptor

Mindezek mellett logisztikus regresszié analizissel — kiegészitve szdmos mds
paraméterrel, mint az életkor, a nem, vérnyomads-statusz, a lipid profil, diabetes mellitus
jelenléte vagy procedurdlis tényezOk — sem sikeriilt kimutatni 6sszefiiggést egy bizonyos
genotipus és a kontroll angiogrifidn latott lumendtméré csokkenés foka kozott (4.
tdblazat). Ezzel szemben a hagyomdnyosan ismert rizikéfaktorok koziill a kordbban
elszenvedett miokardidlis infarktusrdl igazolddott, hogy hatdssal van a lumen

beszukiilésére.
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Valtozo Odds racio P CI (95%)
Eletkor 0,98 0,38 0,95 1,01
Nem 0,90 0,72 0,51 1,59
EF (%) 0,99 0,56 0,96 1,02
Diabetes mellitus 0,79 0,49 041 1,52
Hypercholesterinaemia 0,51 0,13 0,21 1,22
Hypertriglyceridaemia 0,94 0,75 0,67 1,33
Hypertonia 1,12 0,70 0,61 2,06
Korabbi MI 1,91 0,04* 1,01 3,61
ACEI/ARB kezelés 1,02 0,74 0,87 1,20
A 1ézi6 atmérdje 0,97 0,09 0,95 1,00
Tobbér betegség 0,91 0,63 0,62 1,32
Predilatacio 0,86 0,61 0,48 1,53
Stent hosszisag 0,88 0,72 0,87 1,15

4. tablazat A genotipusok megoszlisa az in-stent restenosisos és a nem-restenosisos

csoportban

ACEIL: angiotenzin konvertdz enzim inhibitor; ARB: angiotenzin receptor blokkol6, CI: konfidencia

intervallum, EF: ejekci6s frakcid, MI: miokardidlis infarktus,

A génpolimorfizmusok szinergista hatdsanak tisztdzasa érdekében, kivalasztottuk

azokat a betegeket, akik az itt vizsgdlt genetikai polimorfizmusok koziil valamennyi,

kardiovaszkularis betegségekre hajlamositonak ismert kombinéciét hordoztdk, azaz

legalabb egy ACE D, egy AGT T és egy ATIR C alléllel rendelkeztek. Osszehasonlitva

Oket az Osszes tobbi pacienssel, ismét nem taldltunk kiilonbséget az ISR prevalencidjdban

(5. tdblazat).

In-stent restenosisos Nem-restenosisos

csoport csoport p

(N=116) (N=123)
ID/DD+MT/TT+AC/CC 30 (25,8%) 30 (24,4%) 0.79
Tobbi genotipus 86 (74,2%) 93 (75,6 %) ’

5. tablazat A D, T és C allélok szinergista hatasa a restenosis kialakulasara
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Az anandamid és a kapszaicin vazoaktiv hatasa

Az anandamid és a kapszaicin vazoaktiv hatdsit patkdny vézizom (m. gracilis)
rezisztencia ereken (ératméré 80 Hgmm-en 132-223 pum) mértiik, perfuziés miograf-
rendszerben. Az izoldlt arterioldk spontin miogén ténust fejlesztettek ki (miogén
konstrikci6: 25 + 4 %; ératméré: Ca’* jelenlétében: 179 + 33 pm és Ca®* hidnyédban: 234
+ 20 um, n=15, p<0,01). Minden egyes kisérlet elején az endotélium épségét acetil-
kolinnal teszteltiik (10'7 M, 95 = 13 % dilaticié, n=15), mig a simaizom-funkciot

norepinefrin hozzdadéasdval ellendriztiik (10'7 M, 31 + 14 % konstrikcid, n=15) (6.

tablazat).
) Eratmérd (um ) vagy
Eratméro valtozas (a maximum %-aban)

Ca™ tartalmd oldatban 80 Hgmm-en 179 £33 um

Ca’* nélkiil 80 Hgmm-en 234 + 20 um

Miogén konstrikcid 25+4 %

100 nM acetilkolin-medidlt dilataci6 95+ 13 %

100 nM norepinefrin-medidlt konstrikci6 31214 %

100 uM anandamid 3+5%

1 uM kapszaicin medidlt konstrikcio 51212 %

6. tablazat A kanulalt, perfundalt arteriolak jellemz6 adatai

Az ép endotél és simaizom funkcidval rendelkezd ereken eldszor a TRPV1
stimuléci6 hatdsat vizsgaltuk. A kapszaicin (1 uM) 58 + 8 % konstrikciét okozott (n=5),
amit a kompetitiv TRPV1 antagonista capsazepin felfiiggesztett (10 uM, 2 £ 5 %
konstrikcid, n=5, p<0,01), ami a kapszaicin hatds TRPV1 specifikus voltdra utal (6.A
abra). Ismert, hogy a TRPV1 gyakran deszenzitizdlodik tartds agonista kezelés hatdsara,

igy vizsgaltuk az ismételt kapszaicin stimulacié hatdsat. 20 perces folyamatos kapszaicin
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kezelés (1 uM, maximaélis konstrikcié: 51 £ 12 %) nem deszenzitizalta szignifikdnsan a
TRPV1-et (maximalis konstrikcié 40 perccel kés6bb: 35 + 7 %, (n=5), p=0,29, 6.B dbra).

A TRPVI vazizomerekben  torténd  expresszidjdnak  vizsgdlatdra
immunhisztokémiai modszert alkalmaztunk, ami intenziv TRPV 1-szeru festodést tart fel

a vazizom erekben (6.C abra).
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6. abra A kapszaicin medialt vazokonstrikcio6 specifitaisanak igazolasa

Izolalt vazizom arterioldk 1 uM kapszaicinre adott valasza lathat6 a TRPV1 specifikus
antagonista capsazepine nélkiil (A panel, els6 oszlop, n=5) vagy capsazepine jelenlétében
(10 uM, maésodik oszlop, n=5). A kapszaicin mediélt deszenzitizicid vizsgélata sordn (B
panel) az ereket 20 percig, 1 uM kapszaicinnel inkubdltuk, melyet egy 40 perces
regeneracios periddus kovetett. Az elsd kapszaicin stimuldcié altal kivéltott konstrikcio
nagysdgit mutatja a bal oldali oszlop, mig a regenerdciét kdvetden djra mért kapszaicin
hatdsat a jobb oldali oszlop szemlélteti. Végiil a TRPV1 expressziét immunhisztokémiai
technikdval vizsgaltuk (C panel). A kisérletek sordn patkdny m. gracilis izmédnak egymast
kovetd metszeteit haszndltuk. A TRPV1 festésére egy nyulban termeltetett TRPV1
specifikus antitestet haszndltunk (higitds: 1:100; Calbiochem) és a TRPV1 festddést
Vector VIP szubsztrattal tettiik lathatova. Az elsé antitest elhagydsdval kapott kép
szolgélt hattérként. Az erek lumenét a képeken V-vel, mig a simaizomréteget nyilakkal
jeloltiik.
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Tekintettel arra, hogy a kapott festddés leginkdbb a simaizom sejtekre
jellemzdének bizonyult, kisérletet tettiink a simaizomsejtek TRPV1 expresszidjanak
specifikus vizsgélatara. A TRPV1 simaizom expressziéjat el0szor RT-PCR segitségével
mRNS szinten vizsgdltuk (7. dbra). A TRPV1 expresszidjat sikeriilt kimutatnunk mind

aortabol, mind tenyésztett vaszkuldris simaizomsejtekbol (A7r5 sejtek).

Aorta ATrd
Simaizom sejtvonal

<«— GAPDH

+«— TRPWV1

7. abra TRPV1 mRNS kimutatasa RT-PCR médszerrel
GAPDH: glicerol-aldehidfoszfat-dehidrogendz, TRPV1: wvanilloid receptor, A7rS:
simaizom sejtvonal. A géleken az elsé oszlopba a GAPDH, mig a masodik oszlopba a
TRPV1 specifikus PCR termékeket vittiik fel.

Annak igazoldséra, hogy a vdzizom arterioldban is a simaizomsejtek expresszaljak
a TRPVI1-et, immunfluoreszcens vizsgédlatokat végeztiink (8. dbra). A m. gracilisbdl
szarmazé arterioldban a simaizom eredetii aktin és a TRPV1 festddése jelentds atfedést

mutatott, ami ebben a rendszerben is aldtdmasztotta a TRPV1 simaizomsejtekben torténd

expresszidjat.
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8. abra A TRPV1 expresszidja vaszkularis simaizomsejtekben

Patkdny m. gracilis metszetet inkubdltunk simaizom aktin elleni antitesttel
(monoklondlis, higitdsa 1:50, Novocastra), melyet Texas Red jelzett anti egér antitesttel
mutattunk ki (higitdsa 1:100, Jackson, bal felsé kép). A TRPV1 expresszié parhuzamos
kimutatdsdra ugyanezt a metszetet TRPV1 elleni antitesttel (nyulban termeltetett, higitasa
1:100, Calbiochem) inkubaltuk, melyet FITC jelzett mdsodlagos antitesttel (higitas:
1:100, Vector) tettiink lathatova (jobb fels6 kép). A magok kimutatasdra (bal als6 kép)
DAPI tartalmi Vectashield fedéanyagot alkalmaztunk. A kolokalizdcié megitélésére
mindhdrom képet egymdsra vetitettiik (jobb also dbra).

Az az eredmény, hogy a TRPVI1 specifikus agonista kapszaicin konstrikciot
hozott 1étre a vazizom ereken, szdges ellentétben allt a mezenteridlis ereken korabban
megfigyelt vazodilatacios valasszal (92;93). Annak ellendrzésére, hogy az altalunk kapott
fiziologids hatds nem miitermék, mezenterialis ereket is vizsgdltunk. Ezeken mind a
kapszaicin, mind az anandamid koncentracio fiiggd dilatdciot véltott ki, igaz, a kapszaicin
hatékonysdga szignifikdnsan nagyobb volt (maximadlis dilaticié kapszaicinnel 96,3 + 2,1

%, maximalis dilatici6 anandamiddal 23,6 + 3,3 %, n=5, p<0,01). Ezen adatok

megegyeztek a korabban leirtakkal (66;75;91-93).
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Az anandamid vazizom erek atmérdjére gyakorolt hatdsat kumulativ d6zis-hatas
mérésekkel teszteltiik. 1 nM és 100 uM kozotti tartomanyban, 1 perces inkubédldsokat
kovetden nem tapasztaltunk szignifikdns valtozast az ératmérében (9. dbra, maximaélis

hatds 3 £ 5 % dilaticid), a kontrollhoz viszonyitva.
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9. abra Az anandamid ddézis-hatasa vazizomerek atméréjére
Az anandamid kumulativ d6zis-hatdsa 1 perces inkubacidk esetén.

Korédbbi vizsgalatok alapjdn az anandamid deszenzitizdlhatja a TRPVI1-t
(76:;82;103-105). Ezért rendszeriinkben vizsgdltuk 30 uM anandamid — 20 percen
keresztiil, 40 perces regeneracios periddussal kovetve — hatdsat a TRPV1 valaszkészségre
(10. dbra). 1 uM kapszaicin az erek szignifikdns konstrikcidjat okozta (konstrikcié 51 +
12 %, n=5, p=0,018). A kapszaicin-indukélt vazokonstrikciét az anandamid el6kezelés
(30 uM) teljesen megsziintette (konstrikcié 1 + 0,6 %, n=5). Az anandamid TRPV1-re
gyakorolt gitlé hatdsit a calcineurin — protein-foszfatdz 2B — inhibitor cyclosporin-A

(100 nM) visszaforditotta (konstrikcid kapszaicin-re 31 = 1 %, n=4, p=0,014 a
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konstrikcidra, nincs szignifikdns kiilonbség az ©Onmagdban alkalmazott kapszaicin
valasztol, p=0,12). S6t, az anandamid szignifikdns konstrikciét okozott (maximalis
konstrikcié 7 + 2 %, n=4, p=0,01), abban az esetben, amikor 100 nM CY-A-t kovetden —
5 perces eldkezelés — alkalmaztuk. A CY-A 6nmagdban nem befolydsolta az ératmérd

alakulasat (1 és 1000 nM ko6zott, n=5, nincs abrazolva).
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10. abra A TRPV1 valaszkészségének szabalyozasa anandamid medialt
deszenzitizacidval

Vézizom arterioldkat stimuldltunk anadamiddal (Ana, 30 uM) és kapszaicinnel (Kaps, 1
uM). Az anandamid hatasdt meghatdroztuk 5 perces 100 nM-os cyclosporin-A (CY-A)
eldkezelés utdn is (Ana + CY-A), hasonléképpen a kapszaicin hatdsat is meghataroztuk
20 perces anandamiddal torténd inkubaciot kovetéen (Ana + Kaps). A 20 perces
anandamiddal torténd inkubécié sordn kivaltott deszenzitizdcid reverzibilitdsat is
vizsgéltuk CY-A segitségével (100 nM, alkalmazva a 40 perces reszenzitizaciot kovetden
5 percig) a kapszaicin valaszkézség mérésével (Ana + CY-A + Kaps).

A TRPVI1 vazizom arterioldkon tapasztalt, foszforildcié-dependens, anandamid-

medidlt deszenzitizdcidjanak lehetséges mechanizmusainak feltdrasdra egy exogén,
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TRPV1 expresszil6 sejtvonalat hasznaltunk (81;102;105). A *Ca**-uptake mérések (11.
dbra) arra utaltak, hogy az anandamid parcidlis agonistaként viselkedik ebben a
rendszerben (maximalis hatds a 300 nM kapszaicin altal indukalt hatds 65 + 8 %-a, n=7).
Ezt a parcidlis agonizmust a PKC aktivdlasa PMA-val (100 nM, 98 £+ 14 %, n=3,
p=0,059), vagy a foszfatdz 2B gatldsa cyclosporin-A-val (100 nM, 145 = 14 %, n=5,
p<0,001), vagy mindkét dgens egyiittes alkalmazasa (137 £ 13 %, n=3, p=0,001) teljes
agonizmussd alakithatja 4. A maximadlis hatdssal parhuzamosan a latszélagos Ky
értékekben is megfigyeltiink véltozasokat (K4 értékek: anandamid 6nmagaban 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
PMSF (0,5 mM) hatésat is megvizsgaltuk. PMSF jelenlétében a TRPV1 mérsékelten

szenzitizdlédott anandamidra (81,0 £ 4,8 % hatékonysag és a K4 = 10,5 + 2,8 uM, n=4).
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11. abra Az anandamid valaszok jellemzése CHO-TRPV1 sejteken

A sejteket 15 percig eldinkubéltuk PMSF-fel (500 nM), PMA-val (100 nM), cyclosporin-
A-val (CY-A, 100 nM), valamint PMA és CY-A kombinécidjaval (mindkettdbdl 100
nM). A kapott anandamid do6zis-hatds gorbékbdl (A panel) meghatdroztuk az anandamid
hatékonysagat (B panel) €s az anandamid latszélagos stabilitdsi dllandéjat (C panel).

45



Az anandamid-medidlt TRPV1 deszenzitizicié specifikus vizsgdlatira
kannabinoid receptorokat nem expresszald CHO-TRPV1 sejteket hasznéltunk. A sejteket
anandamiddal el8inkubéltuk (1-100 uM 37°C-on 15 percig), majd a *Ca**-felvételt 50
nM kapszaicinnel —ami a kapszaicin félmaximalis d6zisa ebben a rendszerben — valtottuk
ki. Az anandamid dézis fiiggd médon gitolta a *Ca**-felvételt (12. dbra), a latszélagos
ICsp érték 21 £ 2 uM (n=3) volt. Ez az ICsy hasonl6 a kordbbi méréseinkben

megallapitott Kg-hez (11. dbra, K4=30 £ 6 uM, n=7).
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12. abra Az anandamid TRPV1 deszenzitizal6 hatasa CHO-TRPV1 sejteken
CHO-TRPV1 sejteket inkubdltunk anandamiddal 15 percig, majd a TRPVI]
deszenzitizaciét az 50 nM kapszaicinre adott vélasz (kontroll: 50 nM kapszaicinre adott
védlasz anandamid alkalmazasa nélkiil) csokkenésével jellemeztiik

Ezt kovetéen az anandamid TRPVI1 receptorra kifejtett celluldris hatdsat az
intracelluldris Ca®* koncentréci6 szintjén is karakterizaltuk a CHO-TRPV1 sejtekben. Az

anandamid onmagdban (30 uM) az intracelluldris Ca®* koncentrdcié 4tmeneti

emelkedését idézte eld (13. dbra), de ez kisebb mértékii volt, mint a kapszaicin 4ltal
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kivaltott vdlasz. Amikor a sejteket PMA-val eldinkubdltuk (100 nM 15 percig, 13. dbra),
azok szenzitizalédtak az anandamidra (30 uM), és a deszenzitizacié nem volt szembetiind

(n=3). Hasonl6 eredményeket kaptunk a CY-A-val (100 nM, 13. dbra).
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13. abra A CHO-TRPV]1 sejtek foszforilacio fiiggoé szenzitizacioja anandamidra
CHO-TRPV1 sejteket eldinkubéltunk pufferrel (kontroll, A panel), 100 nM PMA-val
(PMA, B panel) vagy 100 nM cyclosporin-A-val (CY-A, C panel) 15 percig. Ezt
kovetden elkezdtiik a 340/380 nm-en gerjesztett FURA-2 fluoreszcencia rogzitését, majd
60 s-nél 30 uM anandamidot adtunk a sejtekhez. A mérést 600 s-ig folytattuk. Az dbran
egy reprezentativ kisérlet eredménye lathatd, kezelésenként 31-49 sejt valaszat atlagolva.
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A TRPV1 szenzitizdcidja mellett a reszenzitizaciot is vizsgéltuk a CHO-TRPV1
sejteken, az izolalt patkany ereknél hasznalt kisérleti protokollhoz hasonlé médon (14.
dbra). Mind a PMA, mind a CY-A képes volt reszenzitizdlni a TRPV1-t, amit az

anandamid el6zdleg deszenzitizalt (n=3).
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14. abra A CHO-TRPV]1 sejtek foszforilacio fiiggo reszenzitizacioja anandamidra

A CHO-TRPVI1 sejteket 30 uM anandamiddal (60 s-t61) kezeltiik, majd 15 perc elteltével
puffert (kontroll, A panel), PMA-t (100 nM, B panel) vagy CY-A-t (100 nM, C panel)
adtunk hozzijuk, az anandamid folyamatos jelenlétében. A kisérlet sordan a 340/380 nm-
en gerjesztett FURA-2 fluoreszcencia véltozdsat 20 percig rogzitettik. Az abrén egy
reprezentativ kisérlet eredménye lathato, kezelésenként 31-49 sejt valaszat atlagolva.
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MEGBESZELES
A RAS génpolimorfizmusai és az ISR kialakulasa kozotti osszefiiggések

Vizsgdlatunkban az in-stent restenosis megjelenése és a RAS kiilonb6z6 genetikai
polimorfizmusai kozotti lehetséges Osszefiiggéseket tanulmanyoztuk. Jelen tuddasunk
szerint ez az elsO olyan vizsgdlat, melyet az ISR genetikai hétterének kutatidsara egy
magyar populdcion végeztek. Egy kardiovaszkularis mortalitds szempontjabdl fokozottan
érintett populdcidban alapvetd fontossagu a magas rizik6ju betegcsoportok minél kordbbi
és pontosabb azonositdsa. A vizsgélat fontos adatokat szolgaltathat annak eldontéséhez,
hogy bizonyos — a RAS-on hat6 — genotipus-specifikus terdpids probalkozasoknak lehet-e
klinikai jelentosége.

Az irodalomban ellentmondésos eredményeket taldlhatunk a RAS-hoz kapcsol6dd
polimorfizmusok és az ISR Osszefiiggésérol, amely tény feltehetden tobb tényezonek is
koszonhetd: szerepet jatszhat benne az alacsony elemszdm, az eltéré bevdalogatasi
kritériumok, vagy az alkalmazott genotipus-analitikai mddszer kiilonbozdsége (33;34).
Ugyanakkor azt is fontoléra kell venni, hogy az egyes vizsgalt populdcidk etnikai hattere
is eltérhet (106-109). Igy az egyes mutdcidk és/vagy polimorfizmusok prevalencidjat az
egyik populdciéban nem lehet minden esetben extrapolédlni egy masikra. Mi feltételeztiik,
hogy a RAS polimorfizmusok és az ISR kozotti sszefiiggések kiilonbozhetnek az eltérd
etnikai csoportokban, ezért a genetikai asszocidcidkat egy viszonylag nagylétszamu
magyar populdciéban vizsgiltuk. Osszességében eredményeink a negativ genetikai
asszocidcids tanulméanyokban megfogalmazott konklizidkat timogatjak.

Az ACE gén I/D polimorfizmusa volt az egyik legkiterjedtebben tanulméanyozott

polimorfizmus, ennek ellenére az ACE DD genotipusa és az ISR kozotti 6sszefiiggés
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nagyon ellentmondédsos maradt. A kezdeti tanulmanyok erds kapcsolatot jeleztek az ISR
és az ACE D allélja kozott (35;37). Késobb nagyobb betegcsoportokon végzett
vizsgalatok arra utaltak, hogy az I/D polimorfizmusnak mégsincs hatdsa ISR-ra (38;40-
43;47;49). Egy nemrégiben publikélt metaanalizis demonstrélta, hogy a kombindlt OR az
ISR kialakuldsdra DD genotipusi egyénekben 1.22 (95% CI 1.04-1.44) (34), ennek
megfeleléen a polimorfizmus és a restenosis kozotti  kozvetlen kapcsolat
valészinttlennek tiinik. Egy madsik metaanalizis nagyobb epidemioldgiai vizsgalatok
sziikségességére hivta fel a figyelmet, mivel a 200-ndl nagyobb elemszamu tanulmanyok
nem mutattak Osszefiiggést az ACE genotipus és a restenosis kozott (36). Ebben az
esetben is fontos azonban az etnikai kiillonbségek figyelembe vétele: Japanban végzett
vizsgalatok sordn a D allél jelenléte eldsegitette az ISR progresszidjat (44), és pozitiv
korrelaciét mutatott a stentelt 1éziéban a lumen felé irdnyul6 remodeling progresszidjaval
(45). A mi eredményeink azt a megfigyelést erdsitik meg, miszerint az I/D polimorfizmus
nem tudja azonositani a betegeknek azon csoportjat, akiknél nagy valdsziniiséggel
restenosis alakul ki a stent implantaciét kovetden.

Nagyszamui human vizsgalat késziilt az AGT gén M235T polimorfizmusa és
kiilonbozo kardiovaszkuléris korképek kozotti kapesolat feltarasa érdekében is. Volzke és
munkatérsai, hasonléan Hertwig munkacsoportjdhoz, kimutattdk, hogy a restenosis
csoportban szignifikdnsan tobb AGT 235T allél hordozé volt (39;48), ami arra utal, hogy
a T allél befolydsolja az ISR kifejlodését, valamint hogy az ismételt angioplasztikat
kovetden kialakul6 rekurrens restenosis fiiggetlen prediktora lehet. Ugyanakkor egy japan
populédciéban végzett tanulmany nem taldlt 6sszefiiggést a 235T varidns és a restenosis

kozott (46). Egy 45 267 egyén adatait 0sszesitd metaanalizis szerint az AGT 235T allélja
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emelkedett plazma angiotenzinogén szinttel jart, és a TT homozigétdknak 6%-kal
nagyobb volt a kockdzatuk a hyperténia kialakuldsdra, mint az MM homozigétaknak.
Ugyanakkor nem mutatkozott Osszefiiggés az M235T polimorfizmus és az iszkémids
szivbetegség vagy a miokardidlis infarktus rizikdja kozott, igy a genotipus feltehetéen
nem befolydsolja az ISR rizik6jat, egyik etnikai csoportban sem (51). A mi
eredményeinknek sem sikeriilt demonstralni kapcsolatot a T allél és a stent implantacid
utdni restenosis kozott.

Sokkal kevesebb adat all rendelkezésiinkre az ATIR A1166C polimorfizmuséra
vonatkozdan. A mi vizsgdlatunk nem erdsitette meg egy tényleges kapcsolat fennallasat a
1166C allél és az ISR kozott. Fatini és munkatarsai szinergista hatdst figyeltek meg az
ACE I/D és az AT1R A1166C polimorfizmusa kozott a miokardidlis infarktus rizikéjara
vonatkozdan, és a két polimorfizmus kozott egy lehetséges interakcidt tételeztek fel
(110). Ezzel szemben mas vizsgédlatok nem tudtdk aldtimasztani ezt az Osszefiiggést
(38:;46;48), és arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az A1166C polimorfizmusnak nincsen
befolyésa a fentebb emlitett betegségek hosszutavi kimenetelére (111).

A fentebb emlitett az ellentmonddsos eredmények koszonhetdek egyrészt annak,
hogy az eltéré genetikai hatteri populdciokra egyetlen muticié onmagaban is eltérd
mértéki hatdst fejthet ki, masrészt hogy a multifaktoridlis betegségek esetében az egyes
kiilondllé genetikai rizikéfaktorok prediktiv értékét nehéz megéllapitani (112). Sajat
vizsgalatainkban ezért a D, T és C allélok egyideji jelenlétének szinergista hatdsdnak
vizsgalatira egy multiplex regresszids analizist végeztiink. Azt taldltuk, hogy ezek a
genetikai varidnsok egyiittesen sem rizikofaktorai az ISR-nek, sem kozvetleniil, sem mas

rizikofaktorokkal vald kolcsonhatasokon keresztiil.
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Osszefoglalva, az 4ltalunk tanulmdnyozott allélok hordozdsa alapjan nem lehet
meghatdrozni a betegek azon csoportjat, akik stent implanticiét kdvetden a restenosis
fokozott rizikéjat hordozzdk. Eredményeink, mds nagy elemszdmu vizsgélatokkal
Osszhangban, arra utalnak, hogy a RAS-on haté genotipus-specifikus terdpia

alkalmazasanak 1étjogosultsagéara egyeldre nincsen elegendd bizonyiték.

Az dj PCR-RFLP modszer jelentosége az M235T polimorfizmus meghatarozasaban

A napjainkig kifejlesztett antihipertenziv gydgyszerekkel vald kezelés édltaldban
kielégitd terapids hatdst eredményez, de sajnos nem minden betegben. Ez a tény
0sztonozte a hiperténia molekuldris genetikdjanak megismerésére irdnyulé kutatdsok
megkezdését.

A legelsé gén, amelyrdl kimutattdk, hogy kapcsolatban dll a human hyperténia
kialakuldsdval, az angiotenzinogén (AGT) génje volt. Jeunemaitre és munkatérsai (113)
jelentds fejlodést elindité kozleményiikben arrdl szamoltak be, hogy a fehérje 235.
aminosav pozicigjdban a metionin treoninra valé kicserélodése — az M235T
polimorfizmus — kapcsolatban 4ll az esszencidlis hiperténia jelenlétével. Ez a
kozelményiik eddig tobb, mint 1000 citaciét ért el, ami jelzi, mekkora érdeklddés kiséri,
ugyanakkor mekkora vita Ovezi ezt az eredeti megallapitast. Az AGT M235T
polimorfizmusnak a betegséggel valé Osszefiiggését eddig hdrom nagy meta-analizisben
tekintették 4t (50-52). Ezek és mds elemzések megmutattdk, hogy valdban,
kaukédzusiakban és esetleg japdnokban, bar gyengén, de az emlitett polimorfizmus
Osszefliggésbe hozhaté a hipertonia kialakuldsdnak nagyobb kockazataval, mig
afrikaiakban és 4zsiaiakban nem. Az adatok bizonyossidga azonban ellentmondasos

maradt. A mi MEDLINE keresésiink az AGT M235T polimorfizmus és kiilonb6z0
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kardiovaszkuldris betegségek kozotti Osszefiiggésekre 3 kozleményt eredményezett,
melyben kapcsolatot irtak le az M235 alléllal, 12-t, amelyben a T235 alléllal taldltak
asszociaciot, €s 23 cikket, mely szerint nem volt ilyen asszocidcié. Az ellentmondésos
adatok egyik oka lehet a genotipus meghatarozdsdhoz alkalmazott mddszerek
bizonytalansiaga. Kawada és munkatarsai (114) ramutattak arra, hogy példaul japan
tanulmanyokban, az M235T polimorfizmus meghatdrozdsanak kiilonb6z6 modszerei
eltérd allélfrekvencidkat eredményeztek.

Mi a munkank soran a PCR-RFLP moddszert valasztottuk, elsOsorban azért, mert
ez a legtobb klinikai laboratériumban konnyen hozzaférhetd. A Russ és munkatérsai (56)
altal leirt reakci6 optimalizdcidja sordn — masokhoz hasonléan (114) — nem tudtunk elérni
megbizhaté genotipus-azonositast. Torekedtiink mind a PCR, mind a restrikciés emésztés
optimalis badllitdsdra, mégis bizonytalansdgokba iitkoztiink. Ezek Osszességében az M
allél gyakorisdganak tilbecsléséhez vezettek, mivel nem tudtuk minden kétséget kizar6an
elkiiloniteni az MT és a TT genotipusokat. A félretipizdlds elkeriilése érdekében
kisérleteinkben kidolgoztunk egy uj eljarast, amelyben az eredeti sense primer mellett
egy Uj antisense primert terveztiink, 4j restrikcidés enzim alkalmazésat téve lehetové, és
igy képesek lettink az AGT M235T polimorfizmus nagyobb biztonsdggal torténd
kimutatdséra.

Meg kell emliteni, hogy az AGT M235T polimorfizmus meghatdrozdsara a direkt
szekvendlds €s mas, elsdsorban PCR-technikan alapulé mdédszerek (53-55) is alkalmasak
lehetnek. Ezek a metédusok ugyanakkor specidlis felszerelést és specidlisan képzett
személyzetet igényelnek, ami a legtobb kérhdzban nem elérhetd. Rdaddsul hatranyaik is

vannak. A PCR-ASO esetében példaul a nukleotidok PCR-termékhez vald
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hibridiz4cidjanak jel-zaj ardnya lehet a limitadlé koriilmény. Az SSCP-nél, a kiilonb6z6
mutdciokat tartalmazé DNS szdlak elvdlasztdsa sordn, a gél homérsékletének nehezen
megvaldsithatd, rendkiviil szoros kontrollja bir kiemelkedd jelentdséggel (55). Mindent
egybevetve, az éaltalunk leirt PCR-RFLP protokoll egy széles korben elérhetd

modszerként szolgdlhat, az eddigieknél nagyobb pontossiggal.

A TRPV1 funkcié deszenzitizacigja anandamiddal

Vizsgdlatunk sordn arra az eredményre jutottunk, hogy az anandamid énmagéban
nincs hatdssal a vdzizom arterioldk ténusdra, szemben azzal a nagymértékll
vazodilatacidoval, amit mezenterialis erekben, hozzank hasonldéan, masok is leirtak
korabban. Ez az eredmény legalabb hdrom kiilonb6z6 mechanizmusbdl eredhet. Egyrészt
a kannabinoid vagy vanilloid receptorok anandamiddal indukdlt stimuldcigja alacsony
hatékonysdgu lehet ahhoz, hogy vazizom arterioldkban vazoaktiv vélaszt érjiink el.
Masrészt eldfordulhat, hogy a kannabinoid és a vanilloid receptorok stimuléldsa
ellentétes hatdst vélt ki ebben a rendszerben. Harmadszor az is elképzelhetd, hogy a
preparatumokban nincs jelen aktivalhatd, funkcionalis receptor. Ez utobbi magyardzatot
kizarhatjuk, mivel a kapszaicin markans vazokonstrikcidt okozott, jelezve a funkcionalis
TRPV1 receptorok jelenlétét preparatumainkban. SOt, a vdzizom arteriolak CY-A-val —
protein foszfatidz 2B inhibitor — valé elOkezelése felfedett egy anandamid-medidlt
vazokonstrikciot. Ezek az adatok arra utalnak, hogy az anandamid a receptor
defoszforilacié-medidlt deszenzitizacidjat indukélja, amely folyamatban feltehetdleg a
protein foszfatdz 2B-nek — calcineurinnak — van kulcsfontossdgu szerepe.

Az anandamid CHO-TRPV1 sejteken éltalunk megfigyelt hatékonysaga (65 + 8%

a kapszaicinhez viszonyitva) és affinitdsa (K4 = 30 £+ 6 uM) a TRPV1 receptorokon
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valamivel alacsonyabb a mdsok éltal leirtndl. Nevezetesen, Di Marzo €s munkatérsai
(115;115) patkény agybdl szarmazé CB1 receptorokon az anandamid affinitasat (Ky) 800
+ 200 nM-nak, HEK sejtekben overexpresszalt TRPV1 receptorokon 350 + 91 nM-nak
hatdroztdk meg. A kiilonbség egyik oka lehet, hogy az anandamid intracelluléris
lebontdsdban kulcsszerepet jatszé zsirsavamid-hidroldzok aktivitdsa eltéré ezekben a
rendszerekben. Valoban, Ross és munkatarsai a miénkhez nagyon hasonl6 hatékonysagat
irtdk le az anandamidnak (116), CHO sejtekben expresszalt TRPV1-t haszndlva (10 uM
anandamidnak 17.8 £ 3,9% volt a hatékonysaga az 6 rendszeriikben, 0sszehasonlitva a mi
21,6 + 2,6%-unkkal). Tovabb tdmogatja ezt az elképzelést, hogy a PMSF alkalmazésa
érzékenyitette a TRPV1 expresszdl6 sejteket anandamidra, ahogyan azt kordbban Ross és
munkatéarsai lefrtdk (116), bar mi az 6 méréseikhez képest csak egy mérsékelt
szenzitizaciot talaltunk. Mas lehetdségek is hozzdjarulhatnak az anandamid affinitdsdban
és hatékonysagdban megfigyelt kiilonbségekhez: a TRPV1 expresszids szintjének
kiilonbségei, a protein foszforildcidjanak kiilonbségei (117), az anandamid transzporterek
(77), a receptor lokalizacidja, és mas faktorok is (73;103). Ezek koziil néhanynak a
szerepét — PKC aktivacid, protein foszfatdz inhibicié — mi is igazoltuk itt bemutatott
kisérleteinkben.

Az anandamid szoveti koncentracidja rendszerint 4 és 200 nM kozott mozog, de
primer szenzoros neuron-tenyészetben sokkal nagyobb koncentracidkat is mértek (tobb,
mint 2 uM a feliilliszéban) (118). Mi a vizsgdlatunkban nem kiséreltik meg
meghatarozni, hogy fiziolégidsan az anandamid milyen koncentraciéban van jelen.
Ehelyett elfogadtuk, hogy az anandamid a TRPV1 egyik élettani reguldtora, és

rendszeriinkben a TRPVI1 aktivdlashoz elégséges koncentraciéban hasznéltuk az
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anandamidot. Mindazondltal azt is kimutattuk, hogy a CHO-TRPV1 sejtekben az
anandamid affinitdsa nagy valdszintiséggel alulbecsiilt mas rendszerekhez képest, a PKC
aktivalds, valamint a calcineurin és zsirsavamid-hidroldz gatlds hatdsai miatt.

Adataink alapjan az anandamid kapszaicinhez viszonyitott alacsony hatékonysiga
a TRPV1 receptorokon kapcsolatos lehet a TRPV1 deszenzitizdcidjaval. Tobben leirtak
mar kordbban azt a tachyfilaxisként ismert jelenséget, hogy a TRPV1 anandamiddal val6
aktivdldsa, a rdkovetkezd agonistaval torténd stimuldcidra deszenzitizdciét eredményez
(76:;82;104;115). Mi azonban, a tobbi vizsgédldval ellentétben, a tachyfilaxis helyett egy
akut deszenzitizaciés modellt hasznéltunk, ami a valaszkészség csokkenését jelenti az
agonista folyamatos jelenléte mellett. A fiziolégiai kiilonbség a két modell kozott az,
hogy a tachyfilaxis esetében az anandamid felszabaduldsa ismételten torténik, mig az
akut deszenzitiz4cié esetében az anandamid folyamatos jelenlétére szamitunk. Ez a fajta
viselkedés nem korldtozédik csak az anandamidra, mivel mas endogén TRPVI1
ligandokrdl, példaul a NADA-rél (81) és az N-oleoyldopamin-rél (119) is leirtdk, hogy
akut deszenztizacidt okoznak, igaz, a foszforilacio szerepére vonatkozé adatok nélkiil.

A TRPV1 deszenzitidci6janak egyik fontos mechanizmusa a receptor
defoszforilacigja. Feltételezések szerint a PKC az egyik kindz, amely részt vesz a TRPV1
foszforilacidjaban (84;117;120), mig foszfatdznak a calcineurint taldltdk (121).
Kimutattdk, hogy a TRPV1 foszforilaciés allapotanak valtozasai vissza tudjdk forditani a
100 nM kapszaicin ismételt alkalmazasaval eldidézett tachyfilaxis tipusi deszenzitizaciot
(120). Tekintettel arra, hogy némely PKC izoenzim és a calcineurin kalcium-dependens
enzimek, felvetédik az az érdekes lehetdség, hogy a kindzok és foszfatdzok aktudlis

aktivitdsa a TRPV1 receptorok aktivdciéjdnak szintjétél — az intracelluldris Ca**-
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koncentraciétol — és Ca®* érzékenységétdl fiigg. Arterioldkban a PKC aktiviciéja TRPV1
fliggetlen hatdsokat eredményezett, ezért ebben a rendszerben csak a calcineurin-inhibitor
CY-A-t haszndlatira volt lehetOségiink, amely gatlészer ©Onmagdban alkalmazva
vazoaktiv hatdst nem fejtett ki, azonban visszaforditotta a TRPV1 deszenzitizacidjat.

Tovabb nyomozva a lehetséges celluldris mechanizmusok utdn, egy heterolog
TRPV1 overexpresszids rendszert (CHO-TRPV1) hasznaltunk. Ennek a rendszernek az
az elénye, hogy a TRPV1-medialt hatdsokat specifikusan tudjuk megfigyelni, mivel az
anandamid receptorok (kannabinoid €s vanilloid receptorok) nem expresszalédnak CHO
sejtekben. Az anandamid részleges hatékonysidga lehetdvé tette, hogy vizsgaljuk a
foszforilaciét, mint az anandamidra valé6 TRPV1 valaszkészség szabdlyozdjat. Adataink
azt az elképzelést tdimogatjak, miszerint az anadamid TRPV1 receptorhoz valé affinitasat
és hatékonysdagat egyarant befolydsolja a foszforilacié. A TRPV1 anandamiddal valé akut
deszenzitizacidja elég erdteljes volt ahhoz, hogy jelentdsen csokkent mértékii kapszaicin-
medialt valaszokat eredményezzen. A PKC aktivdldsa €s a calcineurin gatldsa blokkolta,
illetve visszaforditotta az anandamid-medidlt deszenzitizaciot. Az a megfigyelés, hogy a
kontrollhoz és a PMA-kezeléshez viszonyitva a Cy-A kezelés esetében nagyobb mértékii
a Ca2+—felvétel, arra utal, hogy a TRPVI-n beliil tobb, fizioldgidsan is relevéans
foszforilaciés hely lehetséges, azon kiviil, hogy a PKC-helyek érzékenyek a calcineurin-
katalizalt defoszforilaciora.

A masok és sajat megfigyeléseinkre alapozva, javaslunk egy mechanizmust az
anandamiddal val6 stimuldldas TRPV1 vélaszkészségének szabdlyozdsdra. A modellben
harom kiilonb6z0 fazist javaslunk: egy nyugalmi, egy aktivalt és egy deszenzitizalt fazist.

A nyugalmi fazisban nincs jelen ligand és a TRPV1 inaktiv. A foszforilaci6 steady-state
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szintje hatdrozza meg a TRPV1 érzékenységét az anandamidra. A TRPV1 foszforilacidja
a jelenlévd foszfatdzok — példdul calcineurin — és kindzok — példaul PKC — aktivitdsdnak
fliggvénye. Ha a TRPV1 foszforildltsagi allapotat fokozzuk, példdul PKC aktivaldssal
vagy calcineurin gatldssal, a TRPV1 érzékenysége az anandamidra megnd. A mdasodik
fazis a TRPV1 aktivdldsa anandamiddal. Az anandamid megjelenésekor a csatorna
aktivitasa fokozodik, és az intracellularis Ca*"-koncentrécio megemelkedik. Ezt az
aktivaciét ugyanakkor egy gyors deszenzitizacié koveti, ez a harmadik fazis. Ez alatt az
akut deszenzitizacidés periddus alatt — a ligand folyamatos jelenlétében — a receptor
aktivitdsit és az intracelluliris Ca®*-koncentrdciét a reverzibilis foszforildcié
szabdlyozza: a defoszforilaci6 a TRPVI1-t deszenzitizdlva, az intracellularis Ca*-
koncentraciét alacsonyan tartja; mig a foszforilici6 szenzitizdlja a TRPVI-t és a
bedramlé Ca* ionok miatt né az intracelluldris Ca®* koncentricié is. Ebben a
deszenzitizaciés periddusban tehdat a TRPV1 egy foszorilaciéval kapuzott csatornaként
viselkedik, mindaddig, amig az anandamid elégséges koncentracidéban van jelen. Amint
azonban az anandamid koncentricidja csokken, a csatorna bezarddik, foszforilacids
allapotatdl fiiggetleniil (15. dbra).

Ezeknek a megfigyeléseknek akkor lehet élettani jelentdségiik, ha az anandamid
vagy anandamid-szerli anyagok, példdul hasonlé tulajdonsdgi gydgyszermolekuldk,
folyamatosan — terdpids koncentraciéban —vannak jelen. Ebben az esetben a TRPVI
tevékenységét az akut deszenzitizacié csillapitja, de onmagédban a foszforilacio képes azt
aktivdlni (86). Az ilyen anandamid-szerli anyagok alkalmasak a TRPVI1 aktivitds

mérséklésére, a teljes agonistdk, példaul a kapszaicin, irritativ hatdsai nélkiil, ami egy
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fejlett terapids stratégiat jelentene a TRPV1 hiperszenzitivitds dltal okozott betegségek

kezelésében.
Aktivalt
CaZ* bearamlas
CaZt
Anandamid
PKc| C&° magasgipp2g
Anandamid
®
Anandamid
J J
P P
pKc(C# " alcsony| pp2p pKc|C# regulalt § ppop
®
[\ Anandamid N[\
Nyugalmi Deszenzitizalt
Ligand-faggo Foszforilacio-fuggd
Szenzitizathato

15. abra A TRPV1 foszforilacié fiiggoé szabalyozasa CHO-TRPV1 sejtekben
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Az arterioldk esetében, a hatékonysdgon kiviil, tovabb bonyolitja az agonista altal
kivaltott valaszok értékelését a receptor lokalizacidja. Amellett, hogy nem lehet
figyelmen kiviil hagyni az érfalban futé primer szenzoros neuronokon expresszal6do
receptor-populdciot, vizsgilatunkban tobb modszerrel is sikeriilt igazolni, hogy a
vazizom arterioldk faldban simaizomsejtek is expresszdljdk a vanilloid receptort. Ez
felveti annak lehetdségét hogy a TRPV1 agonistdk a neurondlis elemektdl fiiggetlentiil,
kozvetleniil a simaizomsejtek vanilloid receptorain keresztiil fejtenek ki eltérd hatdst a
kiilonb6zo keringési teriiletekrdl szarmazo erek esetében.

Osszefoglalva, az anandamid hatdsat az érrendszerben valészintileg mind TRPV1,
mind CBI1 receptorok medidljak. Lehetséges, hogy az anandamidnak kettds hatdsa van
ezeken a receptorokon: rovid periddusokban szimultan aktivdlja mindkét receptort, mig
hosszabb iddtartamok alatt a TRPV1-t deszenzitizdlni tudja, s ezdltal egy metabotrop,
foszforilacié-fliggd receptorrd alakitja. Az esetek tobbségében mind a TRPV1, mind a
CB1 aktivdcidja vazodilaticidhoz vezet, s ez bonyolulttd teszi, hogy az egyes receptorok
aktivitdsdnak hozzdjarulasat vizsgdljuk ehhez a dilaticionak a kialakitdsdhoz.
Ugyanakkor a TRPV1 stimuldcidja a vazizom arterioldk esetében vazokonstrikcibhoz
vezet. Ebben a hatdsban a simaizomsejteken expresszdlédd receptorok is szerepet
jatszhatnak. Az anandamid hatdsat vizsgdlva ezen erekben, a TRPV1 teljes
deszenzitizacidjat taldltuk. Adataink arra utalnak, hogy az anandamid a TRPV1 endogén
részleges aktivatora, de legaldbbis bizonyos esetekben — ilyenek a vazizom arterioldk — a
receptor deszenzitizdléja révén a ligand-kapuzott vanilloid receptort foszforilacié-

kapuzott csatornava alakitja at.
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OSSZEFOGLALAS

Klinikai jelleghh vizsgalatainkban a renin-angiotenzin rendszer (RAS) bizonyos
genetikai polimorfizmusainak (ACE I/D; AGT M235T; ATIR A1166C) in-stent
restenosisban (ISR) jatszott szerepét vizsgaltuk, az ISR-re hajlamosité genetikai
markerek azonositdsa érdekében. A genotipusok meghatarozéasa sordn az angiotenzinogén
M235T polimorfizmus esetében az irodalomban leirt mddszerek nem szolgaltattak
egyértelmii  eredményt. A PCR-RFLP alapi meghatdrozast ezért sikerrel
tovabbfejlesztettiikk (4j primerpar tervezésével egy Uj restrikcids enzim felhasznaldsét
tettiik lehetdvé). A genotipusok meghatdrozasat elvégezve azonban (varakozasainkkal
ellentétben) nem taldltunk Osszefiiggést a vizsgélt polimorfizmusok és az ISR kozott.

Az alapkutatdsi téma sordn az eddig elsdsorban szenzoros neuronokban jellemzett
vanilloid receptor (TRPV1) stimuldcigjanak hatdsait vizsgéltuk izoldlt, perfundalt
patkdny vazizombdl (m. gracilis) izoldlt arterioldkon (ératméré 80 Hgmm-en 132-223
um). Eredményeink szerint a receptor stimuldcidja kapszaicinnel vazokonstrikciot valtott
ki, amelyet a TRPV1 specifikus antagonista capsazepin felfiiggesztett. RT-PCR
reakciéval és immunhisztokémiai modszerekkel aldtdmasztottuk, hogy a TRPVI1
expresszdlodik az erek simaizomsejtjeiben, ami magyardzatul szolgdlhat a TRPV1
aktivdlas hatdsdra bekovetkezd konstrikciéra. A TRPV1 endogén agonista anandamid a
TRPV1 foszforilacié fiiggd deszenzitizacidjat valtotta ki vazizoméren és TRPVI-et
overexpresszdl6 CHO sejteken egyardnt, ami arra utal, hogy anandamid a TRPV1
aktivdlasa helyett annak gatldsiban jatszhat szerepet. Végiil igazoltuk, hogy a TRPV1
anandamid jelenlétében foszforildcié daltal reguldlt (metabotrép) receptorként is

funkcionalhat.
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KOSZONETNYILVANITAS

Eziton szeretnék koszonetet mondani mindazoknak, akik nélkiilozhetetlen segitséget
nyujtottak ahhoz, hogy ez a disszerticié elkésziiljon. Hélds koszonetemet fejezem ki
mindkét témavezetdmnek: Dr. Mohdcsi Attilanak, aki megismertette velem a kardiol6gia
szépségeit, és lehetové tette, hogy elsajatitsam a klinikai kardioldgia alapjait; valamint
Dr. Téth Attilanak, aki megtanitotta nekem egy kiizdelmes, €s ,lathatatlan”, de izgalmas
laboratériumi munka, a molekuldris biologia alapjait. K6szondm mindkettdjiiknek a
szakmai irdnyitast, elméleti €s gyakorlati tandcsaikat, segitségiiket és tiirelmiiket.
Koszonettel tartozom a Klinikai Fizioldgiai Tanszék vezetjének, Dr. Papp Zoltannak,
aki lehetdvé tette szamomra, hogy megismerjem — és megkedveljem — a laboratériumban
végzett munka hangulatit; hogy megtapasztaljam a kozos siker €s a kozosen végzett
munka 0romét és néha nehézségeit is; hogy tagja lehettem a tanszék munkacsoportjanak.
Ko6szonom Dr. Edes Istvan professzor drnak bétorité tdmogatdsat, dsztonzését; hogy
lehetvé tette intézetében a kisérleteim megvaldsitasat, és hogy részt vegyek tudoményos
konferencidkon, szakmai programokon.

Koszonet illeti a laboratérium analitikusat, Pasztorné T6th Enikdt kitartd segitségéért,
amire mindig lehetett szamitani, €s azért mert a kritikus pillanatokban mindig megtalélta
a megfeleld mentdotletet a tovabblépéshez. A tanszék valamennyi dolgozdjénak
koszondm a munkdmhoz nyujtott segitséget.

Nem utolsésorban szeretném kifejezni hdldmat a csalddomnak, sziileimnek és
testvéreimnek mindenre kiterjedd tdimogatasukért és dnzetlen segitségiikért.

Tirelméért, 0sztonzd tdmogatdsaért €és potolhatatlan szeretetéért hdla és koszonet

férjemnek.
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