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ROVIDITESEK JEGYZEKE

(alfabetikus sorrendben)

ACE — angiotenzin konvertalé enzim

ANP — atrial natriuretic peptide / pitvari natriuretikus peptid

Chk-1 — checkpoint kindz-1

CNP — C-type natriuretic peptide / C-tipusu natriuretikus peptid

COX — ciklooxigendz

DXR — doxorubicin

ECE — endothelin convertising enzyme / endothelin konvertald enzim

EGF — epidermal growth factor / epidermalis novekedési faktor

ELISA — Enzyme-linked immunosorbent assay

ET —endothelin

GM-CSF — Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor / granulocita-
makrofag koldnia stimuléalo faktor

HelLa — human méhnyakrak sejtvonal

HUVEC — human umbilikalis véna endothelsejt

ICAM-1 — Inter-Cellular Adhesion Molecule 1

IL — interleukin

LAD — left anterior descendent / bal eliils leszall6 koronariaag

LD50 — félletalis dozis

LDL — low density lipoprotein / alacsony denzitasu lipoprotein

MCP-1 — monocyte chemotactic protein-1 / monocita kemotaktikus fehérje-1

NEP — neutralis endopeptidaz

NO — nitrogén monoxid

NOS — nitric oxide synthase / nitrogén monoxid szintetizalé enzim

NYHA — New York Heart Association

PAI — plazminogén aktivator inhibitor

PDGF — platelet-derived growth factor

PKC — protein kinase C / protein kinaz C

gPCR — quantitativ PCR

ROS — reactive oxygen species

RT-PCR — real time polymerase chain reaction / valés idejii polimeraz lancreakcio

SA — Superarray

SAPK/INK  — stressz-aktivalt protein kinaz/c-Jun-Nterminal kinaz
SEM — standard error

SEP — szolubilis endopeptidaz

SOD — superoxide dismutase

TGF — transforming growth factor

TNF — tumornecrosis faktor

VCAM-1 — vascular cell adhesion molecule 1
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1. BEVEZETES
1.1 Az endothelinek

Yanagisawa ¢és munkatarsai 1988-ban irtak le az endothelium altal termelt
vazokonstriktor peptidet, melyet endothelinnek neveztek el.! Tovabbi kutatisok
hamarosan tisztaztak, hogy nem egyetlen peptidré6l van sz6, hanem egy fehérje
csaladrol, aminek eddigi ismereteink Szerint harom tagja van: az endothelin-1 (ET-1), az
endothelin-2 (ET-2) és az endothelin-3 (ET-3).2

Az endothelinek fiziologias és patologias szerepe kiterjedt kutatasok targya, de még
nem minden részletében tisztazott. A szervezet szamoS Szervében és szovetében
képzddnek; autokrin, parakrin és endokrin hatassal rendelkeznek. Az endothelinek
bioszintézisének legfontosabb helye a vaszkularis endothelium. ET-1-et termelnek még
a sziv, a veseglomerulus mesangialis és epithel sejtjei, az agy, a gerincveld és az aorta
simaizomsejtjei is. A sziv és az agy sejtjei szintetizalnak ET-2-t is, mig az ET-3
képzésében leginkabb az endokrin rendszer, a gastrointestinalis rendszer és a kdzponti
idegrendszer vesz részt.®> * A harom - eddig izolalt - endothelin koziil bizonyitottan a
legkifejezettebb kardiovaszkularis hatassal az ET-1 rendelkezik.

Az ET-1 egy 21 aminosavbol allé peptid, két intramolekularis diszulfid hiddal. Az ET-
2-t és az ET-3-t, bar szerkezetileg hasonléak az ET-1-hez, kiilon gének kodoljak.> ®
Ezen tdlmenden mindharom endothelin tipus jelentds strukturalis és funkcionalis
hasonlosagot mutat a sarafotoxin izopeptid csaladdal, amelyet az izraeli asoOvipera

(Atractaspis engaddensis) kigyomérgébdl izolaltak® * (1. dbra).



DOI:10.14753/SE.2012.1740

PreProEndothelin-1 (ppET-1) l 212

# Endopeptidase

| Pro Endothelin-1 (pET-1) | 39
# Endothelin Converting Enzyme (ECE)

Endothelin-1

1. abra. Az endothelin izoformok és a sarafotoxin S6b szerkezete. !
1.1.1. Az endothelin-1 szintézise

A humén ET-1 génje a 6-os kromoszOéman, az aktiv fehérjerészt a masodik exon
kédolja. Az ET-2 gén az 1-es, az ET-3 gén pedig a 20-as kromoszoman talalhatd. Az
ET-1 gén promoter régioja tipikus CAAT és TATA szekvenciakat tartalmaz, valamint
GATA-2 transzkripcios proteinkotd helyet, a proteinkinaz-C aktivalta (PKC) c-fos, c-
jun koté AP-1 helyet és szamos egyéb, transzkripcidt szabalyozo szekvenciat, melyek
altal kiilonb6z6 novekedési faktorok, vazoaktiv peptidek képesek modulalni az ET
képzédését.8 Az ET-1 gén atirasat az angiotenzin II, a katekolaminok, a ndvekedési

faktorok, az inzulin, a thrombin, az oxidalt LDL vagy a hypoxia serkentik pl. PKC-n
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keresztiil, mig az atrialis natriuretikus peptid (ANP), az ET-3 és a prosztanoidok a
peptid szintézisére gatldan hatnak (cGMP-szint novelés kovetkeztében kialakuld
intracellularis Ca**-szint csokkenés éltal).g‘ 101112 A7 ET-1 erés vazokonstriktorként
hat a simaizomsejteken, mig az endothelsejtekben az NO termel6dés fokozasa révén a

. ;e re: 13
vazodilataciot segiti eld.

Kiilonb6z6 stimulusok, mint példaul az oxidativ stressz, a hypoxia, az ischaemia, a
nyirder6k indukaljak a peptid messenger-RNS (MRNS)-ének transzkripciojat, ezzel
percek alatt szintetizalodik és szekretalodik az ET-1.

Az mRNS féléletideje 15-20 perc, a peptid féléletideje a plazmaban 4-7 perc. igy az
endothelsejtek gyors, azonnali hatast képesek kozvetiteni. Az érett endothelin képzés
létrejohet intracellularisan, pl. a Golgi apparatusban, valamint sejtmembran szinten, pl.
a simaizomsejtek felszinén, vagy az endothelsejtek felszinén, intravascularis szinten.

Az endothelin génbdl egy 209 aminosavbol all6 preproendothelin irdédik at, melyrdl a
szignalszekvencia  lehasadasaval  proendothelin  lesz. A proendothelinbdl
intracellularisan egy furin-szerli enzim hasitasa altal 38 aminosavas big-endothelin
keletkezik. Ezt a molekulat hasitja egy metalloprotedz, az endothelin konvertaldé enzim
(ECE), ¢és keletkezik az aktiv endothelin (2. dbra). Az ECE cinkiont tartalmazo
metalloprotedz enzim, mely a neutrdlis endopeptiddz csalad (NEP) tagja. Tobb
izoformjat irtdk le: ECE-1, ECE-2, melyeknek még kiilon legalabb négy, illetve két
alizoformjarol tudunk. Az ECE egyarant elhelyezkedhet intracelluldris granulumokban,
ahonnan szecernalodni képes, és a sejtfelszinen.

Az ECE-1 nagyon specifikus enzime az endothelin képzddésnek, két transzmembran
glikoprotein dimerje van, melyek két diszulfid hiddal kapcsolédnak egymashoz. Az
ECE-1a és ECE-1b izoformok azonos gén altal kodoltak. A gén az 1-es kromoszéman
helyezkedik el és 19 exont tartalmaz. Az ECE-1a promoter régié tobbek kozott nyirderd
reszponziv elemeket, az ECE-1b promotere glilkokortikoid és akut-fazis fehérje kotod
szekvencidkat is magaba foglal. A két izoform expresszidjdnak szabalyozasa egymastol
eltér: az la izoform konstitutivan, alapszinten is expresszalodik, mig az 1b izoform
expresszidja kiilonbozd stimulusok valaszreakcigjaként indukalodik. Lokalizaciod
szempontjabol az la izoform az endothelsejtekre és a sejtmembran felszinre jellemzo,

mig az 1b izoformot inkabb a simaizomsejtek termelik, és a transz-Golgi-késziilékekben
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jelenik meg. Az ECE-2 egy masik gén terméke, koriilbeliil 50 %-os homologiat mutat
az ECE-1-gyel. Jelenléte az agy szoveteire jellemzd, egyéb szdovetekben kisebb
mértékben jelenik meg, mint az ECE-1.

A membranhoz kotott ECE kizarolagos szerepét megkérddjelezi az a tény, hogy ECE-1
¢és ECE-2 hianyos (knock-out) egerekben csak 60 %-kal csokken a plazma ET-1 szint. A
big-ET-1 hasitasaban mas enzimek is részt vehetnek, mint példaul a KELL antigén, a
szekretalt egyéb neutralis endopeptiddzok, az emberi hizosejt kimazok, az erek
simaizom kimaza és a szolubilis endopeptidaz (SEP) is.*

A hizosejtekben a big ET-1-b6l ECE-tdl fliggetleniil, egy szerin-protedz enzim, a kiméz
enzim hatasara nem csak a 21 amindsavbol all6 ET-1 keletkezhet, hanem egy a
kozelmiltban leirt 31 amindsavas ET-1q31) is. Az enzim az angiotenzin-li
termel6désében is szerepet jatszik."> Az ET-1.31) ETAR receptoron keresztiil fejti ki
hatasat, pl. vazokonstrikciot, simaizomproliferaciot.’® Klinikai jelentésége még nem
Ismert, szabalyozo szerepet feltételeznek a peptidnek az adrenokortikalis miikddésben

iS.17

Preproendothelin
Lys-Arg  Arg-Arg

nl i_

53 74 92

intracelluldris funn-.szeru
endopeptidaz

Trp-Val
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2. dbra. Az endothelin-1 képzddése és elsédleges peptid szerkezete™
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Az ET-1 és ET-2 esetében a hidrolizis az N-termindlis huszonegyedik triptofan és
huszonkettedik valin kozott, az ET-3 esetében a huszonegyedik triptofan ¢s
huszonkettedik izoleucin kozott jon létre (2. dbra).*® Az aktiv endothelin képzés
1étrejohet intracellularisan, pl. a Golgi apparatusban, valamint sejtmembran szinten, pl.
a simaizomsejtek vagy az endothelsejtek felszinén. A keletkezett ET-1 t6bb mint 75 %-
a abluminalisan szecernalddik, ahol kénnyen eléri a vaszkularis media simaizomsejtjein
talalhato receptorait, tehat inkabb tarthatd parakrin hatasunak, mint endokrin
hormonnak. ™%

Azt is megfigyelték, hogy a kismértéki nyirder6k ET-1 szintézis ndvekedést, mig a
nagymértékii aramlaskor keletkez6 nyirderdk NO szintézist indukalnak. Az endothelin
szekrécid Osszefiigg a cellularis skeletalis elemekkel is, a csokkent F-aktin produkcio

csokkent ET-1 képzéssel jar.® Az endothelin géntranszkripcios sejtvalasz integrativ

jellegii, ezaltal mindig az aktualis keringési statuszhoz alkalmazkodik.

1.1.2. Endothelin receptorok

Jelenleg két emlds ET receptort ismeriink. Az ET(A) és ET(B) receptorok 45-50 kDa
nagysagi molekulak, 50 % koriili homologiat mutatnak egymassal. A jol konzervalt
szekvenciak a transzmembran szakaszok és az intracellularis hélix hurkok. A receptorok
kiilonbozd erdsséggel kotik meg az endothelineket. Az ET(A) affinitdsanak sorrendje:
ET-1 > ET-2 >> ET-3, az ET(B) receptorhoz viszont egyforma erdsséggel kotodik az
endothelin csalad minden tagja.?**Az endothelinek nagy affinitassal kotédnek (nM-0s
koncentraci6 tartomanyban) transzmembran receptoraikhoz. Az ET receptor telitédés
gyorsan eléri steady-state allapotat (10-20 perc alatt 37°C-on), de a receptorrél vald
disszocialas nagyon lass. A szinte irreverzibilis receptor kotddésnek tulajdonithatd a
hosszl tartamua simaizom-kontrakcio.

A receptorok eloszlasa szovet- és sejtspecifikus. Az ET(A) receptorok nagy szamban
vannak jelen az erek simaizomsejtjein, a szivizomsejteken, a sziv fibroblasztjaiban, az
endothelsejteken azonban nem talalhatok meg. Dontéen a vazokonstrikcio
kialakulasaban jatszik szerepet. Az ET(B) receptorok inkabb az endothelsejteket

dominaljak, és innen tovabbitjdk az endothelin hatds negativ visszacsatolasat.
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Fiziologias esetben kisebb mértékben simaizomsejteken és a sziven is expresszalodnak,
de jelentdségiik és jelenlétiik inkabb patoldgias allapotokban né meg ezeken a helyeken,
vazospazmust idézve eld. Atherosclerosisban és ischaemias allapotokban mutattak ki
kontrakciot kozvetité megnovekedett ET(B) szintet az erek falaban és a sziven.?

A két receptor génatirddasanak mértéke szervszintli mintdzatot mutat. Northern-blot
technikaval az ET(A) receptor mRNS szamottevo jelenlétét mutattak ki az erek falaban,
a szivben, az agyban és a tiidében, az ET(B) receptor mRNS jelenléte pedig inkabb a
tidore és a vesére jellemz6. A tiid6 ET(B) receptorainak feladata az ET-1 clearence
biztositasa.

Ezen kiviil az angiotenzin II, PDGF, TGF és forbol-észterek (PKC stimulald szerek)
csokkenteni képesek, az EGF ¢és az 6sztrogén indukaljak az ET(A) receptor atirdsat. A
katekolaminok csokkentik, mig a CNP, angiotenzin Il névelik az ET(B) expressziot.™
Az ET(A) receptornak fontos szerepe van az ET-1 lebontasaban, az endothelin
konvertalo enzim gatlasaban és az endothelsejtek talélésében. Az endothelialis és a
simaizomsejtekben el6forduldé ET(B) receptorok ugyan molekularisan azonosak, de

farmakologiailag kiilonbséget lehet tenni kozottiik. Ezért kiilon jelolést is kaptak,
ET(B1) receptor (endotheliumban) és ET(B2) receptor (simaizomban).?

Az ET receptorok jellemzden G-fehérje kotd transzmembran receptorok. A két receptor
extracellularis N-terminalis és intracellularis C-termindlis szekvenciai kiilonb6z6
szerkezetet mutatnak. A kotott G-fehérjék kozott vannak pertussis-toxin szenzitiv és

inszenzitiv fehérjék is. llyen moédon egy receptor tobb jelatviteli utat is képes elinditani.
1.1.3 Az endothelinek élettani és sejtélettani hatasai

Az endothelinek komplex, magasan szabalyozott sejten beliili jelatviteli rendszereket
aktivalnak. Kovetkezményként rovid tava hatdsok, mint példaul a simaizomse;jt-
kontrakcid vagy vazoaktiv anyagok elvalasztasat serkentd hatas, illetve hosszu tavon
kialakul6 hatasok, mint példaul a proliferacio és migracié alakulnak ki.

Az ET-1 a ma ismert egyik leger6sebb vazokonstriktor. Mind a harom endothelin egy
atmeneti, endothelium-fiiggé vazodilataciot okoz, még a vazokonstriktiv hatas

kifejlédése elott. Ez az ET-3 esetében a legkifejezettebb. A vazokonstrikciot az ET-1-

10
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nek a simaizomsejtek ET(A) receptoraihoz val6 kotddése okozza. Az ET(B) receptorok
aktivacidja indirekt modon, vazoaktiv anyagok (pl. NO) felszabadulasa altal hozza 1étre
dilatativ hatasat. Emellett egyre tobb bizonyiték tdmasztja ala azt a feltételezést, hogy az

ET(B) receptoroknak is van vazokonstriktiv hatasuk® (3. dbra).

Endothel-
sejt
/
\
ke 7/_"\’
R
Simaizom- M - ‘ e
sejt
ETAreceptor  ETB receptor cGMP cAMP
Vazokonstrikeid Vazodilatacio

3. dbra. Az endothelin vaszkularis tonust szabalyzo funkciéja3

Az ET-1-et a bigET-1-b6l az ECE ( endothelin konvertilo enzim) hasitja le. Dontéen a
simaizomsejtek ET(A) receptorain hatva alakul ki a vazokonstrikcio. Az endothelsejtek
ET(B) receptoraihoz kapcsolodva NO (nitrogén monoxid) termelédik, ami a
simaizomsejteken vazodilataciot hoz létre.

Allatkisérletek bizonyitjak, hogy az ET-1 néveli a vérnyomast in vivo beadast kovetden
egy oOran beliil és fiziologias szerepet jatszik az erek bazalis tonusanak fenntartdsdban és
a fiziologias vérnyomas beallitasaban.”> Az emberi szervezetben a sziv mellett a vese

erei a legérzékenyebbek az endothelin vazokonstriktiv hatasara. Az ET-1 az ET(B)

11
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receptorokon keresztiil befolyasolja a viz- és a natriumforgalmat a nefron terminalis
részében, azaz csokkenti a natrium kivalasztasat, csokkenti a glomerulus filtracids ratat
és noveli az efferens veseartéria vazokonstrikciojat. Ezaltal né az intravaszkularis
kialakulasat idézi €l6.%° A mezenteriélis ereken, illetve a vazizom erein ez a hatas
kevésbé érvényesiil. Proliferaciot serkentd, mitogén hatasa van az érfal media
simaizomsejtjein és szivizomsejteken valamint a vese glomerularis mesangialis sejtjein.
A kardialis fibroblasztok kollagéntermelését és Ca®*-raktarozésat is elésegiti. A c-fos és
a c-myc, e két novekedést serkenté protoonkogén mRNS szintézisét noveli.”” Az
endothelin  hatdsosan serkenti a monocytdk migracidjat, fagocitozisat &és
citokintermelését (TNF, IL, GM-CSF), ami a makrofdgok aktivalasdn keresztiil
gyulladésos sejtvalaszt valt ki, %

Hatasa van egyéb keringést szabalyozo faktorok, rendszerek miikddésére, mint példaul a
renin—angiotenzin—aldoszteron rendszerre, a szimpatikus rendszerre, a vazopresszinre, a
natriuretikus peptidek aktivitasara.*® Az ET-1 gatolja a renin felszabadulasat és serkenti
az endothelialis angiotenzin konvertdlé enzim (ACE) aktivitdst. Az angiotenzin II
viszont noveli az ET-1 szintet és az endothelin konvertalé enzim aktivitast. Az ET-1
fokozza tovabba az aldoszteron és az adrenalin felszabadulasat. Az ANP-nek viszont
nemcsak a felszabadulasat, de mar a termelését is serkenti, igy befolydsolja a
vérvolument, a vérnyomast, a véraramlast és a vérviszkozitast.

Az endothelineknek a fenticken tal patogenetikai szerepet tulajdonitanak a
csontmetasztazis-képzésben, az angiogenezisben, az apoptozis szabalyozasaban ¢s az
oxigéngyokdk termelddésében.® + 18

Az ET-1 szerepet jatszik ezen kiviil mind a centralis, mind a periférids idegrendszer
szabalyozasaban. Hatdsa van az agyi neurotranszmissziora, a vérnyomas emelését a
kozponti szimpatikus kiaramlés révén is néveli.*

A fentieken kiviil hatdsa van a pajzsmirigyre, a mellékpajzsmirigyre, a
csontmetabolizmusra, a bélrendszerben vazoaktiv intesztinalis konstriktor fehérje, és
szerepe van a koldokérben a vena umbilica zarasdban, valamint a menstruacid

, . 1
szabalyozasaban.3

12
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1.1.4. Az endothelin-1 kardiovaszkularis hatasai

Kardiovaszkularis hatasai koziil fontos a bazalis koronariatonus beallitasa, melyben
egyéb, kering6 agensek, pl. katekolaminok és lokalis idegi hatasok is befolyassal birnak.
A Kkoronaria véraramlasa annak a dinamikus egyensulynak az eredménye, amit az
endogén vazodilatatorok (NO, prosztaciklin) és vazokonstriktorok (endothelin)
hatasanak egyiittese alakit ki. Az ET-1 a koronaria ereket sziikiti, aminek
kdvetkezménye lehet miokardialis ischaemia vagy fatalis aritmia (kamrafibrillaci6).®
Alacsony dozist ET-1 infuziot kdvetden, a sulyos kamrai ritmuszavarok megjelenése
megeldzi a miokardium ischaemias jeleit, az akcios potencial jellemzéen megnyulik,
ami néveli a korai utddepolarizacio kialakulasanak esélyét.®® Mivel ez a folyamat Ca?*-
antagonistakkal  részlegesen  gatolhatd,  valdsziniisithetd az  intracelluléris
kalciumnovekedés koroki szerepe.** Az endothelin receptorok hatdssal vannak a
sejtmembranban elhelyezkedd ioncsatornakra, igy azokon keresztiil okoznak példaul
sejten beliilli  kalciumszint-emelkedést. Megjelenési formait ¢és kialakulasanak
idérendiségét figyelembe véve, a stlyos szivelégtelenségben szenvedd betegek életét
kiolto ritmuszavarok nagy része meglepd hasonlosagot mutat az ET-1-gyel eldidézhetd
kisérleti aritmiakkal.** %

Az endothelinnek in vitro direkt pozitiv inotrop és ritkabban kronotrép hatasa is van.®
A pozitiv inotrép hatas a PKC-n és a Na'/H" cserélé ioncsatornan keresztiil valosul
meg, melynek kovetkeztében a myofilamentumok Ca?* érzékenysége megn6.20 In vivo
hatasa kettds; kis dozisban pozitiv inotrép, nagyobb dozisnal csokkenti a perctérfogatot,
esetleg kamrai aritmiat vagy ischaemiat idéz el8.%” Humén vizsgalatokban a fiziologias
endothelin mennyiség csokkentette a perctérfogatot. A pontos mechanizmus nem
ismert, de szerepet jatszhat benne a baroreceptor medialta szivfrekvencia-csokkenés

vagy az utdterhelés-novekedés.

Szamos adat bizonyitja, hogy az ET-1 komoly szerepet jatszik az atheroscleroticus 1ézi6
kialakulasaban és progredialasaban is.% 3840 Az ET-1 mitotikus hat4sat valdsziniileg az
ET(A) receptoron keresztiil fejti ki, a receptor blokkolasa az atherosclerotikus 1€zid
csokkenését eredményezi.** Human vizsgalatok azt igazoljak, hogy a magas endothelin

szint gyorsitjia a koronariak atheroscleroticus elvaltozasat. Az atherosclerosisos
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1ézibkban magasabb szoveti endothelin szintet lehet mérni, mint a normal
koronaridkban. Az ET-1 nemcsak ndveli az atherosclerosisos erekben az értonust, de
felerdsiti az egyéb hatasokra kialakuld vazospazmust is. Igy megmagyarazhatd az
instabil anginaban tapasztalhaté szegmentalis koronaria hiperreaktivitis is.** Az
emelkedett koleszterinszint nemcsak a keringé endothelinszintet emeli, de a szoveti ET-
1 és az ECE aktivitasat is fokozza. Adatok vannak arra is, hogy statin kezelés a
koleszterinszint ill. az atherosclerotikus elvaltozasok mértékének csokkentése mellett az
ET-1 és a gyulladasos markerek szintjét is csokkenti*®. Az endothelin vazokonstriktiv
szerepe mellett hat a monocitakra, a vérlemezkékre, a fibroblaszt sejtekre, a
simaizomsejtekre és az endothelsejtekre. Az ET(B) receptoron keresztiil kemotaktikus
hatasa van, a gyulladasos sejtek aktivalasan keresztiil gyorsitja az atherosclerosis
folyamatat. Az ET-1-nek szerepe van az érfal kalcifikalodasaban is, eldsegiti a kalcium
lerakodésat az érfalba.**

Primer pulmonalis hypertoniaban az ET-1 mitotikus és vazokonstriktor hatasa
egyértelmiien hozzajarul a pulmonalis hypertensio létrejottéhez. A pulmonalis erek
endotheliuma tobb ET-1-et termel, mint amennyi a keringésbdl kivonhatd, ezért az ET-1
plazmaszintje a primer pulmonalis hypertonidsokban lényegesen magasabb, mint

A normalisnal kétszer magasabb ET-1 plazmaszint mérhetd

egészségesekben.
szekunder pulmonalis hypertoniaban is.*® Hipoxia hatasara egerekben hatszoros ET-1

génexpresszio fokozodast figyeltek meg a pulmonalis erekben.*’

1.2. Cardiomyocytak

Az ET-1 hatasara a szivizomsejtek hipertrofizalnak.” Patkany szivizomsejteken terhelés
hatdsara az ET-1 gén expresszidjanak fokozddasat mutattdk ki, melynek igy szerepe

lehet a terhelés ill. tréning hatasara 1étrejovo adaptiv hipertrofia kialakulasaban.*®

Az ET1 cardiomyocyta hipertrofiat okozo6 hatasa az ET(A) receptoron keresztiil valosul
meg, és mértéke attol fiigg, hogy milyen az endothelin receptorok megoszlasa. A
fiziologias ardny a kiilonbozd szivbetegségek kovetkeztében megvaltozik. Kiilonbozo
elvaltozdsokban, mint ischaemia-reperfiizié esetén, kronikus szivelégtelenségben,
magas vérnyomdsban vagy atherosclerosisban ez az egyensuly megbomlik a

vazokonstriktorok javara, az endothelin termelés és lebontas kozott aranytalansag 1ép
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fel. Az ET-1 az ET(A) receptorokhoz kapcsolodva a PKC rendszert aktivalja, fokozza a
C-jun transzkripcios faktor gén expresszidjat, a c-Jun fehérje mennyiségét &és
foszforilaciojat. A c-Jun expresszid €s foszforilacid igen fontos szamos egyé€b gén

atirdsanak szalba’tlyozélsétban50 (4. abra).

. X<
¥ / d
FEverse mode
¥ IP, PKC . duetoNHE
AC 1 / Alkalinization  activation

Ca’* ¥
v release  Ap kinase
cAMP activation
increased CaZ+
v responsiveness of
the contractile
PKA hypertropic element

response

4. abra. Endothelin-1 hatas intracellularis szignaltranszdukcios utja szivizomsejtekben.
A fokozott kontraktilitas és a hipertdfias valasz kialakuldasiban szerepet jatszo
folyamatok. AC, adenylyl cyclase; DAG, diacylglycerol; 1P3, inositol-1,4,5-
triphosphate; MAP kinase, mitogen activated protein kinase; NCX, Na*-Ca**
exchanger; NHE, Na*-H" exchanger; PKA, protein kinase A; PKC , protein kinase C;
PLC, phospholipase C.** **(From Sugden PH, Clerk A. Endothelin signalling in the
cardiac myocyte and its pathophysiological relevance. Curr Vasc Pharmacol
2005;3:343-51.)

Kisérleti koriilmények kozott, az eNOS termelésre képtelen egerekben diastolés
diszfunkcio alakult ki, melyet a fokozott ET-1 termelddés képes volt kivédeni. Az ET-1
tultermel6édés hatasara az oxidativ stresszért felelés gének fokozott expresszidja is
megfigyelhetd volt, melyek tartés hatasat a bal kamra funkciéra azonban mar nem
ViZSgélték.SZ Ujsziilott patkanysziven tartés ET-1 hatasra az intracellularis kalcium aram
csokkenését tapasztaltak, mely a kardialis funkci6 csokkenésével jart. A hatas az ET(A)

receptoron keresztiil valésult meg, a receptor blokkolasaval kivédhetd volt.>® Egér
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szivizomsejt (HL-1) protein expresszidjanak ¢és szignal transzdukcids utjainak
vizsgélatakor azt talaltdk, hogy az ET-1 dontden a mitogén-aktivalt protein kinaz és a
phosphatidylinositol-3-kinaz/AKT utvonalon aktivalja a sejteket.”* Cardiomyocytak és
fibroblasztok k6zos sejttenyészetében azt figyelték meg, hogy a lokalisan termel6dott
ET-1 autokrin stimulatora volt a fibroblaszt proliferacionak ill. hogy a kornyezd
myocytak altal termelt ANP parakrin modon gatolta ezt a proliferaciot. Ez utobbi hatas

a GATAM4 foszforilacio csokkenése utjan valosult meg.55
1.2.1 Ischaemia/reperfuzio

Az ET-1 szerepe miokardialis infarktusban kettés, egyrészt oki szerepe lehet az
infarktus kialakuldsdban az atherosclerosis, endothel diszfunkcid utjan, masrészt az
infarktus  bekovetkeztével stabilizald hatasa van, elGsegiti a hegképzddést.
Kemotaktikus hatasara neutrofil sejtek és makrofagok jelennek meg. Miokardialis
infarktus utan az ET-1 hatasara fokozodik a fibroblaszt proliferacio, az adhézids
molekulak expresszidja €s az extracellularis matrix depozicid, melyek Osszessége a
miokardium fibrozisat okozza, a posztinfarktusos remodelling és hegképzddés
részeként. Ugyanakkor az ET-1 magas szintje kedvez6tlen a koronaria keringésre, mert
direkt vazokonstrikciot, novekedési faktorok aktivalasaval simaizomsejt proliferaciot
okoz, stimulalja a trombocitak aggregaciojat, intima hiperplaziat, fokozott kollagén-1
szintézist 1déz eld.

Az ET-1 koncentracié novekedésének iitemével megegyezden sulyosbodnak az anginas
panaszok, az instabil angina el6fordulasa né.”® Az ET-1 miokardialis infarktusban az
egy éves tulélés prognosztikai faktora, posztinfarktusos betegekben minél nagyobb az
ET-1 szint, annal gyakoribb a halalozas.”™ Mind klinikai, mind kisérletes acut
ischaemids vizsgalatok sordn kimutattdk, hogy az ET-1 szerepet jatszhat a
szivizomkarosodas, a bal kamrai remodelling kialakulasaban és a malignus kamrai
ritmuszavarok eléfordulasaban.®” °*®? Emelkedett plazma ET-1 szintet mutattak ki akut
miokardialis infarktus korai szakaszdban, mely a csucsot kb. 6 6ra utdn éri el és 24 6ra
utan visszatér a kiindulasi értékre.® Szovodményes esetekben, szivelégtelenség,

kardiogén shock kialakuldsa esetén az ET-1 plazma szint tartosan magas marad.®* %
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Az akut miokardialis infarktus korai szakaszaban minél rovidebb id6 alatt sikeriil elérni
a reperfiziot, annal nagyobb mértékben csokken a sejt és szovetszintli karosodas. Sok
esetben azonban az infarktusért felelds artéria korai és megfeleld megnyitasa ellenére
sem megfeleld a reperfuzio, hatékonysagat csokkenti a mikrovaszkularis keringés
csokkenése és az elvileg életképes endothel és szivizomsejtek reperfuzids karosodasa.®®
Ennek az un. no-reflow jelenségnek a kialakulasaban az ET-1 patogenetikai szerepét
valosziniisitik.®” ®® Kutyakon végzett kisérlet soran a bal koronaria 90 perces lekdtését
kovetéen az intrakoronariasan adott ET-A antagonista hatasara a no-reflow jelenség
kiterjedése harmadara, a tényleges infarktus teriilet a felére csokkent.®” Nem teljesen
tisztazott azonban, hogy a tapasztalt ET-1 plazmaszint emelkedés az ischaemias
miokardium fokozott termelésének kovetkezménye-e. Kutya modellben Miyauchi és
munkatarsai nem talaltak jelentés ET-1 plazmaszint valtozéast az ischaemia alatt.®®
Patkanysziv modellen a prepro-ET-1 mRNS fokozott expresszidja mutathaté ki
szivizomsejtekben, mely stimulalt lokalis produkciora utal. Egy masik kisérletben az
ischaemia alatt megemelkedett plazma ET-1 szint a reperfuzid soran tovabb nétt, ami a
reperfuzié  kivaltotta kimosasi jelenségnek tudhato be.”  Szintén patkany
szivizomsejteken mutattak ki hipoxia ill. acidézis hatasara mind az ET-1, mind a
receptorok expresszidjanak novekedését. A jelenség NO adasaval részben gatolhato
volt." Kutyasziv ischaemia/reperfiizios modelleken a sinus coronariusbol vett
mintdkbol az ET-1 fokozott kibocsatasat mutattdk ki reperfuzid alatt.®® Egy masik
kutyakon végzett vizsgalatban viszont nem sikeriilt ET-1 emelkedést kimutatni
ischaemia/reperfuzio soran.® "2

Bizonyitast nyert, hogy perkutan transzluminaris koronariaplasztikat kovetéen megnd
az endothelin plazmaszintje.”® Vizsgalatokkal igazoltdk, hogy ez nem az ischaemia
hatasara jon létre, hanem az endothelium sériilése valtja ki a peptid szintjének
emelkedését.” A sériilt endotheliumnak magasabb az ET-1, az ET-3, az ECE és az
ET(A) receptor expresszidja. Ez a sériilést kovetd 14 napon keresztiil all fenn,

létrehozva ezzel az ET-1 elnyujtott és aktiv hiperplazias hatasat.”

1.3 Endothelium
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Az ereket az egy sejtsor vastagsagu vaszKularis endothelium béleli. Fizikai barrier
funkcioja mellett aktiv hemodinamikai és biokémiai feladatai vannak. Ide tartozik a

76

vaszkularis toénus és struktira fenntartasa™>, a vaszkularis sejtek novekedésének, a

trombotikus ¢és a fibrinolitikus folyamatoknak, a gyulladasos és immunfolyamatoknak, a
oxidaciés - redukcids folyamatoknak a szabdlyozasa, a lipidoxidacio befolyasolasa.
Mivel a keringd vérrel direkt kapcsolata van, az endothelium kérosodhat az intravénéasan
adott anyagok, pl. kemoterapias szerek altal. Az endothel karosodas ebben az esetben
kétéll: egyrészt eldsegiti a tumorellenes kezelést a daganat ereinek karositasa és hipoxia
kialakitasa révén, masrészt az egészséges szovetekben 1étrejovo endothelkarosodas
kovetkeztében kialakulo, akar sulyos endothel diszfunkci®é miatt nemkivanatos
kardiovaszkularis mellékhatasok jelentkeznek.””"® Az endotheliumnak kiemelt szerepe
van a vaszkularis homeosztazis szabalyozasaban. Az endothelt érinté hatasok, az érfal
¢s az endothel funkcidjanak karosodasan keresztiil kardiovaszkuldris betegségek, pl.
atherosclerosis, hypertonia kialakulasahoz vezetnek. Mivel ez utobbi szamos
kardiovaszkularis betegségben megfigyelhetd, nem meglepd, hogy szamos
daganatellenes szernek van kardiovaszkularis mellékhatasa. Az endothelsejtek parakrin
uton szabalyozzdk a kornyezetiikben levd sejtek miikodését, tartjadk fenn az érfal
tonusat. Ezért az utdbbi évek kutatasainak f6 célpontja az endothelium altal elvalasztott
anyagok — tobbek kozott az ET-1 - és ezek szerepe kiilonb6zd patofiziologiai

z'illapotokban.76

1.3.1. Endothel diszfunkcid

A kiilonb6z6é kémiai és fizikai valtozasokra az endothelium vazoaktiv anyagok és
szignaltranszdukciés molekulak - nitrogén-monoxid, prosztaciklinek, endothelinek,
interleukinok, adhéziés molekuldk és fibrinolitikus faktorok - szintézisével és

122 Az endothelium biokémiai vagy mechanikai sériilése a

kibocsatasaval reaga
kiilonbozé hatasu molekuldk egyenstlyanak felborulasdhoz vezet. Megsziinik az
egyensuly a relaxalo és a vazokonstriktor faktorok kozott, az anti- és a prokoagulans
tényezOk ¢és a novekedést serkentd ¢és gatld anyagok kozott. Funkcionalis

megkdozelitésben azt az allapotot nevezik endothel diszfunkcionak, amikor egy adott
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noxdra nem a fizioldgias valaszreakcio vagy nem a fiziologids mértékii valaszreakcio
jon 1étre.®! Mara elterjedt az a nézet, hogy szamos kardiovaszkularis rizikotényez6, mint
példaul az oxidativ stresszt okozo dohdnyzéas, cukorbetegség vagy elhizas
tulajdonképpen az endothelium diszfunkciojat eldidézve fejti ki kartékony hatasat.®?
Patologias allapotokban a Szabadgyok-képzddés is jelentésen megnd. Az emelkedett
szabadgyok-koncentracié Onmagéaban is feleldssé teheté az endothel diszfunkcidért,
mivel a szuperoxid szabadgyokok az endotheliumhoz kozvetleniil kapcsolodva, direkt
modon képesek azt karositani.?® ® Jelentdsen novekvd szama publikécio bizonyitja,
hogy az ET-1 részt vesz a daganatos megbetegedések patogenezisében is.> * A
kardiovaszkularis ¢és az onkologiai betegségekben gyakran kimutathaté endothel
diszfunkcio. A kiilonb6z6 daganatokban 8688 &5 kardiovaszkularis betegségekben, mint
pl. kronikus szivelégtelenség, ischemias szivbetegség, hypertonia, atherosclerosis és
pulmonalis hypertonia® kimutathaté emelkedett ET-1 szint feltehetéen az endothel
diszfunkciéo kovetkezménye. Masrészrol az ET-1-nek szerepe lehet az endothel
diszfunkeio kialakulasaban, mivel parakrin és autokrin hatésa van az endothelsejtekre.?
B8 Salani és munkatarsai® megfigyelték, hogy exogén ET-1 angiogenezist indukalt
HUVEC-en. Knowles és munkatdrsai®* kozlése szerint az ET-1-nek direkt angiogenikus
hatasa van az endothelsejtekre és indirekt modon fokozza az angiogenezist a

fibroblasztok és a tumorsejtek pro-angiogenikus faktorainak termelésén keresztiil.

1.3.2. Az endothel diszfunkcio vizsgalata

Az endothel diszfunkcio komplex folyamat, kiilonbozé aspektusainak megitélésére
tobbféle vizsgalomoddszer all rendelkezésre. A modszerek egy része a keringd vazoaktiv
anyagok (példaul az ET-1, von Willebrand faktor, adhézios molekulak) meghatarozasan
alapul, de 1éteznek egyéb, az endothelium miikddését vizsgalo invaziv, szemi-invaziv és
non-invaziv vizsgéalatok is.’%82

Az invaziv eljarasok kozé tartozik a kvantitativ koronarografia, amikor az epikardialis
erekbe adott vazoaktiv anyag (acetilkolin) hatarara a normalis koronariaerekben a

fokozott NO-elvalasztas révén vazodilatacio 1ép fel. Endothel diszfunkcié esetén

paradox vazokonstrikci6 lathato.
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A legelterjedtebben alkalmazott non-invaziv vizsgalat az artéria brachialis ultrahang
vizsgalata, az aramlas-medialt vazodilatacio regisztralasa. Ebben az esetben a shear-
stress  (falfesziilés) hatasara  kialakuld6  endothel-fliggd  vazodilataciot — és
aramlasfokozodast mérik. A dilatacio mértéke aranyos az endothel nitrogén-monoxid
endothel funkcidjdnak vizsgalatara hasznaljak még a carotis intima-média tavolsag
mérését, a pulzushullam terjedési sebesség meghatarozasat ill. ujabban a koronaria erek

MRI vizsgalatat is. % %

1.4. Anthracyclin toxicitas

Az anthracyclinek (doxorubicin (DXR)) kardiovaszkularis toxikus hatasa széles korben
ismert. A szivet érintik a szer alkalmazasa utan kozvetleniil jelentkezd
szupraventrikularis, ventrikularis tachikardiak, az extraszisztolék, a miokarditisz,
perikarditisz. Ezek klinikailag jol befolyasolhatok. Veszélyesebb ¢és sulyosabb
problémat jelentd kovetkezmény a fokozatosan kialakulo kardiomiopatia, melynek
talajan kronikus szivelégtelenség alakulhat ki.** Kevés ismerettel rendelkeziink az
anthracyclinek vaszkularis karosodast, endothel diszfunkciot okozo hatasarol, melyek
részben akutan, részben kronikusan jelentkeznek. Az anthracyclinek toxicitasanak
pontos mechanizmusa teljes részletességében még nem tisztazott, mai ismereteink
szerint valosziniileg multifaktorialis. Részben direkt DNS-karosité hatasa (interkalacio,
alkylalas, cross linking), részben direkt membranhatasok, részben szabadgyok-képzodes
ill. apoptozis indukcié ismertek.*>* A tumorellenes hatas a DNS-kot6dés mértékével és
a kovetkezményes DNS-karosodassal fiigg 6ssze™. A doxorubicin quinon formajabol a
citokrom P450 hatasara semiquinon szabadgyok képzodik (5. dbra), mely oxidacio
utjan vissza tud alakulni az eredeti molekulava, mikdzben szuperoxid anion keletkezik.
A szuperoxid lipidperoxidacion keresztiil az endoplazmas reticulum, a mitokondrium és
a nukleinsav karosodasat okozza. A DXR-nak a Ca**-csatornakra gyakorolt hatasa miatt

nd az intracellularis Ca®*-szint, a sarcoplasmas reticulumbol kiiiriil a Ca®*-raktar.
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A szuperoxidok redukcidjat a szuperoxid-dizmutaz nevii enzim végzi. A keletkezett
hidrogén-peroxid masik két enzim segitségével alakul tovabb. A katalaz egyenld
mennyiségben bontja a hidrogén-peroxidot vizzé és oxigénné, a glutation-peroxidaz
pedig vizzé és oxidalt glutationnd konvertdlja a képzddott szabadgyokoket. A
miokardium nem tartalmaz katalazt, igy ez a szdvet kiilondsen szenzitiva DXR karosito
hatasara, hiszen a kialakulo reaktiv oxigénvegyiileteket csak egyetlen, gyorsan Kimertild
enzimrendszerrel képes eliminalni.*® Vaszkularis endothelsejtekben kimutattak, hogy a
DXR triggerelte a reaktiv oxigén vegyiiletek termelddését, melynek eredményeként
oxidativ DNS karosodasok (pl. DNS torések) jottek 1étre. A DXR novelte a p53
expressziojat, fokozta a checkpoint kindz (Chk-1) és a stressz-aktivalt protein kinaz/c-
Jun-Nterminal kindz (SAPK/INK) aktivitasat is human véna umbilikalis
endothelsejtekben (HUVEC).!% 192 Az oxidativ stressz mellett a DXR-nak szamos mas

hatdsa is van az endothelre, melyeknek szerepe lehet a kéros kardiovaszkularis
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hatasokban. Példaul DXR kezelésnek kitett endothelsejtekben az endothel felszinéhez
kotott protein C-nek mind a mennyisége, mind az expresszidja csokkent, és annak
ellenére, hogy ezzel péarhuzamosan a thrombomodulin expresszidja nott, a két
antikoagulaciot szabalyozo fehérje aranyanak megvaltozdsa még igy is a trombozis
kockazatanak novekedését eredményezte.'*

A keringé proinflammatorikus citokineknek szintén szerepikk lehet a toxicitas
kialakitasaban. A doxorubicin ndveli a makrofagok hisztamin és tumornecrosis faktor-a
(TNF-0) elvalasztasat és a monocitak interleukin-2 képzését.’® Ezen citokinek a
szivizomsejten elhelyezkedd sajat receptoraikon keresztiil okozhatnak dilatativ

kardiomiopatiat, az endothelen pedig endothel diszfunkciot.

1.4.1. ET-1 és anthracyclin kezelés

Csak néhany kozlemény foglalkozik az ET-1 szintjével anthracyclin kezelés kapcsan.
Ezek tobbségében az anthracyclin akut hatasat vizsgaltdk emlékarcindmas

betegekben.'%

Kevés olyan kozleményt taldltunk, melyekben az anthracyclin
kronikus hatasat (a kezelés utan egy évvel is) vizsgaltak volna az ET-1 szintre.
Azokban a betegekben, akikben progressziv szivelégtelenség alakult ki, emelkedett
ET-1 szint volt észlelhetd, mely az allatkisérletes modellek szerint a szivizomsejtek

karosodasa kovetkeztében kialakuldo kompenzald reakcionak tudhatod be.'%

Ezekkel a megfigyelésekkel szemben, munkacsoportunk DXR-rel kezelt limfomas
betegek vizsgalata soran eltéré eredményre ju‘[o‘[‘[.107 Az anthracyclin kezelést
kovetden az ET-1 plazma szint szignifikdns csokkenését talaltuk. Az ET-1 szint
csokkenés az anthracyclin direkt citotoxikus hatasanak kdvetkezménye lehet, részben
az endothelialis m-RNS szintézis gatlasa, részben az endothel diszfunkcidt okozo
szuperoxid agensek keletkezése révén. Az anthracyclinek ezen hatasa fiiggetlen
terapias hatasuktol.

Az ET-1 szint emelkedésének hianyaban szerepet jatszhat az is, hogy betegeink
koziil csak néhany beteg volt NYHA II. illetve III stadiumban, klinikailag jelentds
szivelégtelenség pedig csak 1 esetben fordult el6. Irodalmi adatok szerint az ET-1
plazmaszint emelkedés dontéen csak a NYHA 1IL.-IV. stadiumban figyelhetd
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meg.’® 1% Az ET-1 szint csokkenése kovetkeztében az ET-1 esetleges citoprotektiv
hatdsa is eliminalodik, igy az anthracyclin kardiotoxikus hatdsa konnyebben
kifejlédik. ™

Az eredmények alapjan munkacsoportunk in vitro vizsgalatokat tervezett az

anthracyclinek direkt citotoxikus hatasanak vizsgélatara az ET-1 szintézisére.
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2. CELKITUZESEK

Mint a bevezetOben részletezettek mutatjak, az ET-1 patogenetikai szerepét a
kardiovaszkularis betegségekben széleskorben tanulmanyoztdk. A kovetkeztetéseket
allatkisérletes modellekbdl illetve human plazmaszint meghatarozasokbdl vontdk le. A
plazmaban mérhet6 értékek a peptid gyors lebomlasa ill. abluminalis szekrécioja miatt
nem minden esetben tiikkrozik a valos helyzetet. Vizsgalataink soran munkacsoportunk
korabbi, DXR-rel kezelt limfomas betegekbdl szarmazo eredményei nyoman az ET-1
szerepét kivantuk direkt moédon vizsgalni szivizomsejteken. Ehhez eldszor kutyaban
kialakitott ischaemia/reperfizi6 modellt hasznaltunk. Az ET-1-rél ismert, hogy
mértékével aranyos az infarktus nagysaga €s az ischaemia indukalta kamrai aritmidk
eléfordulasa, de a cardiomyocytdk apoptozisanak gitlasaval szerepe van a szdveti
regeneracioban is.™

A kutya modellt az emberhez igen hasonl6 koronariarendszer miatt valasztottuk.

Az alabbi célokat tliztiik ki:
1. Pontos és érzékeny RT-PCR modszer kidolgozasa az ET-1 mRNS képzddés
detektalasara.
2. A plazma ET-1 és big ET-1 szintjének valtozasanak vizsgalata ischaemia ill.
reperfizio hatéséra.
3. A szivizomsejtek ET-1 mRNS szint véltozasanak vizsgalata ischaemia ill.

reperfiizié hatasara.

Masodik kisérleti rendszeriinkben DXR-rel kezelt limfomas betegpopulacion kapott
eredmények alapjan a DXR direkt hatasat vizsgaltuk az ET-1 és egyéb, a
kardiovaszkularis betegségekben érintett gének expresszidjara endothelsejtekben. Az
endothelsejteket, mint a toxikus karositdé hatassal elsé vonalban talalkozo sejteket

valasztottuk ki.
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Az alabbi célokat tiztik ki:

1.

DXR  citotoxicitasanak ~ meghatarozasa  endothelsejteken  kiilonb6z6
idépontokban, a DXR direkt hatasanak vizsgalatira alkalmas kezelési id6 és
koncentraci6 kivalasztasara

Az endothelsejtek DXR-indukalta, a kardiovaszkularis rendszerre jellemzo,
szdmos kardiovaszkularis betegség altal befolyasolt génjeinek expresszios
mintdzatanak meghatarozasa cDNS array segitségével.

ET-1 mRNS expresszio vizsgalata DXR-rel kezelt endothelsejteken gPCR
modszerrel.

A metodika validalasa ugyanolyan koriilmények kozott DXR-rel kezelt HeLa
sejtek vizsgalataval.

A DXR endothelsejtekre kifejtett hatasanak szélesebb korii vizsgalatara
Microarray rendszerrel a teljes genetikai allomany expresszids profiljanak
meghatdrozasa. Az ET-1-gyel kapcsolatban allo, DXR kezelésre hasonld
valtozast mutato gének feltérképezése.

Az eredmények validalasa a hatdsért végeredményben felelds termék, a bigET-1

fehérje valtozasanak meghatarozasaval DXR-rel kezelt endothelsejtekben.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Kutyasziv ischaemia/reperfuiziéos modell
3.1.1 Kisérleti felépités

Az éllatkisérleteket a Semmelweis Egyetem Er- és Szivsebészeti Klinika (jelenleg SE
Kardiologiai Kozpont) Kisérleti és Kutaté Laboratoriumaban, a Semmelweis Egyetem
allatvédelmi szabalyzataban foglaltak betartasaval és a Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (US NIH Publication No. 86-23, revised 1996) laboratériumi

allatok tartasara vonatkozd nemzetkozi szabalyoknak megfelelden végeztiik.

A vizsgalatot 9, mindkét nembeli keverék kutyan végeztiik. (suly: 22,7+1,9 kg). Az
altalanos anesztéziat Na-pentobarbitallal (30 mg/kg iv.) hoztuk Iétre és sziikség szerint
tovabbi anesztetikumot adagoltunk. Endotrachealis intubalast kovetden az allatokat
szobalevegdn I¢élegeztettiik. Thoracotomidt végeztink a bal V. bordakdzben és
megnyitottuk a perikardiumot. Izolaltuk a bal eliils6 leszallo artériat (LAD). A LAD II.
diagonalis aga ald egy hurkot helyeztiink el a késobbi lefogashoz. Az artérids
vérnyomast, a koronaria aramlast és az EKG-t folyamatosan regisztraltuk. A LAD 30
perces lefogasa utan tovabbi 90 perces reperfuzios iddszakot figyeltiink meg. Vér- és
szivizommintat vettiink a LAD lefogasa el6tt, kozvetleniil a felengedés utan és a
reperfuzid 90. percében. Az ET-1 és big-ET plazmaszintek meghatarozasahoz az a.
femoralisba és a sinus coronariusba katétereket vezettiink be, és mintat vettiink a
kovetkezé id6pontokban: kontroll, ischaemia 30. perc, reperfuzio 90. perc. A
miokardium biopsziat az ischaemias teriilet epikardialis felszinérdl vettiik Johnson és
Johnson biopszids eszkozzel. Az endocardialis mintavétel bonyolultabb metodikat
igényelt volna ¢és a komplex kisérlet egyéb vizsgdlandd paramétereit, nevezetesen a
kamrai ritmuszavarok spontdn el6fordulasat ischaemia/reperfizié sordn az
intraventricularis manipuldcié zavarta volna, ezért tortént a mintavétel az epicardialis

felszinrol.
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3.1.2. Biokémiai vizsgalatok

Az ET-1 és big-ET-1 szintek meghatarozasa az Orszagos Onkologiai Intézet Pathogenetikai
Osztalyan tortént.

Az ET-1-t ¢és big-ET-1-t a plazmabol immunprecipitacioval tisztitottuk, a
plazmaszinteket Western blot mddszerrel hataroztuk meg. 50 pl EDTA-s plazmét az
elsédleges ellenanyaggal inkubaltuk, majd Protein A-Agarose segitségével kicsaptuk. A
precipitatumot glicerin és merkaptoetanol tartalmu loading pufferrel denaturaltuk és
15%-0s SDS-PAGE (Biorad Protean II xi Cell késziiléken) technikédval molekulastly
szerint szeparaltuk. Az elvalasztott fehérjéket Nova blot késziiléken PVDF membranra
vittiik at. A membranhoz kotott fehérjék identifikalasara anti-ET-1, anti-big ET-1 és
szekunderként alkalikus foszfataz konjugalt anti-nyul antitesteket (Biomedica GmBH,
Vienna, Austria) hasznaltunk, majd NBT-BCIP el6hivo rendszerrel festettik meg.
Denzitometriat Fluorochem 8900 (Alpha Innotec) késziilékkel és annak szofverével
végeztik.

Az ET-1 mRNS szoveti szintjének meghatarozasa RT-PCR-ral tortént. Az ischaemias
szivizomszovetbol biopszidval nyert anyagbol TRI reagens (Sigma, Steinheim,
Germany) és kloroform segitségével izolaltuk az RNS-t. A vizes fazisban az mMRNS-
cDNS atirast oligodT,; és Enhanced Avian HS RT-PCR kittel végeztik. A ¢cDNS
mennyiségi meghatarozasahoz specifikus primereket és Light Cycler FastStartDNA
Master SYBR Green I kit (Roche, Mannheim, Germany) kitet hasznaltunk Light Cycler
késziiléken. Az alkalmazott primereket Primer 3 Design szoftver segitségével online
terveztiik. A PCR termék azonositdsat eldszor molekulastly alapjan 0,8%-0s
horizontalis agar6z gél elektroforézissel végeztik, hogy meggy6zddjink a
specificitasrol, majd szekvenalassal ellendriztik (ABI 310 késziilék, Applied
Biosystems, Lincoln CA, USA).
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3.2. Endothelsejtkultiran végzett kisérletek

3.2.1. HUVEC izolalés ¢és sejtkultiura

Az endothelsejtek preparalasat és tenyésztését munkacsoportunk altal korabban leirt
modszer  szerint  végeztik a SE  IIl.  sz.  Belgyogyaszati  Klinika

Kutatélaboratériumaban.**?

A kisérletek tervezésekor fontos szempont volt szamunkra,
hogy human sejteken vizsgaldodjunk ill. hogy a vizsgélt sejtek un. ,,primer” sejtek
legyenek, vagyis ne egy immortalizalt sejtvonalbdl szdrmazzanak. Technikai okokbol
(hozzaférhetdség, mennyiségi igény) is a HUVEC alkalmazasa volt a megfeleld
valasztas, de azon okbdl is, hogy a human endothelsejtekre vonatkozé vizsgéalatok dontd
hanyada ezen a sejtvonalon tortént. Az endothelsejteket human koldokzsindr vénabol
kollagenaz (1 mg ml—1, Gibco/Invitrogen, Inc., Carlsbad, CA) segitségével emésztettiik.
A sejteket 0,5% zselatinnal (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) fedett sejttenyészto
flaskdba helyeztik M199 (Gibco/Invitrogen) médiumban, és 10% magzati borju
szérummal (FCS) (Gibco/Invitrogen), 100 IU/ml penicillinnel (Sigma), 100 ug/ml
streptomycinnel (Sigma), 7.5 1U/ml heparinnal (Sigma), 2 ng/ml epidermalis
novekedési faktorral (EGF) (R&D, Abington, UK) és 250 pg/ml B-endothelsejt
novekedési faktorral (B-ECGF) (BioSource, Camarillo, USA) kezeltiik. A sejteket 2-4
alkalommal passzaltuk. A sejtkultira mindségét rendszeresen ellendriztiik morfologiai
szempontok (utcakd rajzolat) és a von Willebrand faktor pozitivitas alapjan.

A SuperArray és a real-time PCR (RT-PCR) kisérletekhez a sejteket 80 cm®es
szovetkultardkban ill. 24-lyukt lemezen (mindketté Corning Inc. Life Sciences, Lowell,
MA, USA) tenyésztettiik és akkor hasznaltuk fel, ha a konfluencia 90%-ot elérte.

A Hela sejteket DMEM médiumon (Gibco/Invitrogen) tenyésztettiik, melyet 10% FCS-
sel (Gibco/Invitrogen), 100 IU/ml penicillinnel (Sigma), 100 pug/ml streptomycinnel
(Sigma) egészitettiink ki.

3.2.2. Citotoxicitas vizsgalatok

Jelentds, nem specifikus mRNS lebomlas figyelhetdé meg mind apoptdzis, mind

nekrozis soran, mely a gén expresszio valtozasanak téves értelmezését vonhatja maga
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utan. Ennek elkeriilése érdekében sziikségesnek tartottuk a DXR citotoxicitasanak
meghatarozasat kiilonboz6 idépontokban. Az endothelialis citotoxicitast Herczenik és
munkatarsai 4altal leirt modszer szerint értékeltiik.”” A sejteket 96-lyuka lemezre
helyeztiik és 24 6ras inkubaciot kovetéen DXR-t (Teva) adtunk 5 parhuzamos mintaba
kiilonb6z6é koncentracidkban (20 000 - 39 ng/ml, 1:2 sorozatos higitas). Tovabbi 2, 6,
24 ¢és 48 h inkubaciot kovetden a citotoxicitast (mind a nekrézis, mind az apoptdzis
jeleit figyelembe véve) a morfologia pontozasaval (gyakorlott vizsgalo altal
meghatarozott értékek 4-t6l 0-ig terjedtek, ahol a 4-es érték megfelel a 100%-0s
konfluencianak, a 0-s az €l6 sejtek hianyanak, az ezek koz¢é es6 értékek a konfluenciatol
és a sejtek morfologiajatol fiiggéen 1-2-3), valamint SYBRGreen (Molecular
Probes/Invitrogen) magfluoreszcenciaval értékeltiik. Ennél a moddszernél a DXR
kezelést kovetden a sejteket mostuk, aceton-metanollal fixaltuk és Sybr-Green
nukleinsav festékkel festettik. Az ¢él6 sejtek szdmaval aranyos fluoreszcencia
kontrollhoz viszonyitott aranyat vetettik Ossze a DXR koncentracioval. Az
endothelsejtek igen magas apoptozis aranya miatt 48 h-nal hosszabb ideig nem tudtuk a
DXR kezelést folytatni. A daganatos sejtvonal, a HeLa sokkal kevésbé volt érzékeny és
hosszabb DXR kezelés is kivitelezheté volt. Megjegyzendd tovabba, hogy a DXR
elhanyagolhatoan alacsony fluoreszcens jelet bocsat ki a detektalasra hasznalt 485 nm
gerjesztési és 535 nm emisszios hulldmhosszon-en, ezért nem befolyasolta a SYBR-
Green vizsgalatot. A fél haldlos dozist (LD50) a két értékelés Osszevetésébol
szamitottuk ki, a kezeletlen sejtek koncentracio gradiensének (10 000 — 1000 sejt)

standard gorbéje segitségével.

3.2.3. SuperArray vizsgalat

A SuperArray teszthez (SABiosciences, Frederick, MD, USA, GEArray Q Series,
Human Cardiovascular Diseases I: HS037 kit) a sejteket TRI® reagensben (Sigma)
homogenizaltuk és taroltuk. Kloroformos extrakcio utan a teljes RNS tartalma vizes
fazist NucleoSpin® RNAII (Macherey-Nagel GmbH, Diiren, Germany) rendszerrel
tisztitottuk. 4 pg total RNS-bdl kiindulva oligo d(T)23 primer hozzaadéasaval és Biotin-
16-dUTP (Roche, Mannheim, Germany, Cat. No. 1-093-070) beépitésével az mRNS

szalakat jelolt komplementerekké szintetizaltattuk M-MLV reverz transzkriptaz
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enzimmel (Promega, Madison, USA). A jelzett cDNS-t egy éjszakan at hibridizaltuk 60
°C-on, folyamatos keverés mellett (5-10 rpm, Roller-Blot Hybridiser-en) HB-3D
(TECHNEInc., Burlington NJ, USA) GEArray® Q Series Human Cardiovascular
Disease I: Biomarkers (Cat.: HS-037) membranon. A hibridizalodott, jelolt molekulakat
mosasokat kdvetéen dt-reptanidin-alkalikus foszfatdz konjugatummal felismertettiik,
majd az enzimatikus vég segitségével kemilumineszcens jeleket generaltattunk. A
kemilumineszcenciat Chemilmager 8900 (Alpha Innotech, San Leandro CA, USA)
késziilékkel detektaltuk. A kemilumineszcens adatokat Genesis 1.5.0 szoftver (TUG,
Graz, Austria) segitségével elemeztik. Az MRNS szinteket a belsé standardként
hasznalt GAPDH gén kifejez0désének aranyaban fejeztiik ki.

A hasznalt SuperArray technikat TNFa-val kezelt HUVEC sejteken teszteltiik, és az
irodalmi adatoknak megfeleléen az 1L-8, ICAM-1, VCAM-1, MCP-1 és E-Selectin
MRNS-k szignifikans emelkedését talaltuk.®

3.2.4. Real-time qPCR vizsgalat

Mivel korabbi vizsgalataink soran kutyan bizonyitottuk, hogy az ET-1 fehérje szintje jol
korrelal az ET-1 mRNS expresszidjaval, ebben a kisérletsorozatban elsddlegesen az ET-
1 mRNS expressziojat vizsgaltuk és fehérjemeghatarozast csak kontrollként
alkalmaztunk. A LightCycler analizishez az RNS-t a fent leirt moédon izolaltuk. Az
RNS-cDNS transzkripciohoz M-MLV Reverse Transcriptase-t (Promega. Madison,
USA) hasznaltunk. A c¢DNS quantifikaciéjahoz LightCycler FastStartDNA Master
SYBR Green 1 kitet (Roche) alkalmaztunk LightCycler® 1.5 (Roche) késziiléken. A -
actin és a GAPDH gén specifikus primereket a publikalt cDNS szekvencidk alapjan
szintetizaltattuk. 4 1°

Az alabbi szekvencidkat hasznaltuk:

B-actin: 5’-ggcatcctcaccctgaagta-3', 5'-ggggtgttgaaggtctcaaa-3’

gapdh: 5'-tgaaccatgagaagtatgacaaca-3’, 5’-agtccttccacgataccaaa-3’

et-1: 5’-gagaaacccactcccagtcc-3’, 5’-gatgtccaggtggcagaagt-3’

A GAPDH-val parhuzamosan a B-actin mRNS expresszidjat is meghataroztuk. A B-

actin és a GAPDH expresszié hanyadosa minden mintdban allandé volt, ezért mindkettd
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alkalmas volt bels¢ standardnak. Mi a GAPDH-t valasztottuk housekeeping génnek,
hogy a mérések Osszevethetéek legyenek a SA mérésekkel, ahol a gyartd altal
alkalmazott rendszerek is ezt a gént hasznaljak.

Az altalunk alkalmazott qPCR metodika tovabbi validalasara pozitiv kontrollként HeLa
sejteket alkalmaztunk, mivel ezen sejtek ismerten fokozott ET-1 mRNS expresszioval

valaszolnak a DXR hat4sra.**®

3.2.5. Microarray vizsgalatok

A DXR endothelsejtekre kifejtett hatasanak szélesebb korli vizsgalatira microarray

technikaval a teljes genetikai allomany expresszios profiljat hataroztuk meg.

3.2.5.1. Agilent GE microarray

200 ng teljes RNS-hez hozzaadtuk a megfeleléen higitott és a majdani jeloléssel
kompatibilis Spike oldatot. T7 promoter primer segitségével cRNS-t készitettiink, cDNS
Master Mix hozzéaadasaval, 40°C-on 2 6ran keresztiil temperaltuk. A két ora elteltével
15 percre 70°C-ra melegitettiik az oldatot, hogy inaktivaljuk az enzimet. A visszahiitott
oldathoz Transcription Master Mixet adva 2 oran keresztiil 40°C-on megjeloltiik a
keletkez6 cRNS szakaszokat Cy-3 és Cy-5 fluoreszcens festékekkel. A maradék festék
eltavolitasara Qiagen’s Rneasy mini spin rendszerét hasznaltuk. A tisztitott és jelolt
mintank cRNS tartalmat Nanodrop késziilékkel mértiikk. Ha a jelolés mértéke és a
reakcidk kitermelése elégséges, akkor a G4858 A Human V1 8x60K arrayre sziikséges
600 ng jelolt cRNS-t 60°C-on 30 percig fragmentaltuk, majd hiités utan 1:1 aranyban
elegyitettiik a 2x-es toménységii GEx Hybridization Buffer HI-RPM oldattal. 40-40
mikroliter elegyet pipettdztunk a lemez megfelel6 részeibe és a lemezt 65°C-on 17 6ran
keresztiil 10 fordulat/perc sebességgel forgattuk. Masnap 0,005% Triton X-102 tartalmu
moso folyadékban 37°C-on kétszer egy percig mostuk, majd a megszaradt lemezt az
Agilent C Scannerben az AgilentHD_GX_2Color profillal letapogattattuk (7. dbra). A
kapott képfile-t az Agilent Feature Extraction program segitségével adatfile-ra
konvertaltattuk, majd az Agilent GeneSpring GX 11.5.1 program segitségével
statisztikai és ortologiai kiértékelést hajtottunk végre.
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Kétszini jelolésh oligo mikroarray

7. dbra Agilent GE Microarray technika folyamatanak sematikus abrazolasa (Agilent
GE Microarray hasznalati utasitas)

3.2.5.2. Affymetrix DNS chip

A jelolt aRNS oldat készitéséhez GeneAtlas 3’ IVT Express Kit-et hasznaltunk. 500 ng

total RNS-hez hozzaadtuk a poly-A-RNS kontrol oldatot. T7 promoter primer segitségével
CRNS-t készitettiink. 42°C-on 2 oran keresztill temperaltuk. A visszahtitott oldathoz
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Second-strand Master Mixet adva 1 6ran keresztiil inkubaltuk 16°C-on, hogy kétszala CDNS-
t kapjunk. IVT Master Mix segitségével Biotin jelolt aRNS készitettiink 4 6rai inkubalassal
40°C-on. A Kit tartalmazta RNS ko6t6 magneses gyongyok segitségével a jelolt aRNS
szalakat kitisztitottuk. Nanodrop késziilékkel mértiik. 10pg Biotin jelolt aRNS-t 94°C-on 35
percig fragmentaltuk, majd hiités utan 7,5 pg aRNS-nek megfeleld fragmentalt jelolt anyagot
elegyitettiink hybridizacios koktéllal. 150-150 ul elegyet pipettaztunk a lemeztartdo megfeleld
részeibe ¢és az Affymetrix® Human Genome U133 Array Strip chipeket 45°C-on 16 6ran
keresztiil inkubaltuk. Masnap a GeneAtlas™ Fluidics Station segitségével a chipeket
megtisztitottuk a felesleges nem hibridizalt anyagoktol, majd a chipeken a biotin
molekulakhoz kapcsoltunk lumineszcens jelet ado enzimet (8. abra). A GeneAtlas™ Imaging
station detektald rendszerrel képet készittettiink a lumineszcens chip felszinr6l. A képfile-t a
Partek program alakitotta adatfile-a. A kapott adatfile-on az Agilent GeneSpring GX 11.5.1
program segitségével statisztikai és ortologiai kiértékelést hajtottunk végre.
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8. abra. Affymetrix DNS chip technika folyamatanak sematikus dbrazolasa (Affymetrix
GeneAtlas hasznalati utasitas)
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3.2.6. ET-1 ELISA

Az mMRNS eredmények (SA ¢és gPCR) kontrolljaként az ET-1 termelddését
kereskedelmi forgalomban kaphaté big-ET-1 sandwich ELISA (Biomedica Group
GmbH, Vienna, Austria) technikaval ellendriztiik. (A big ET-1 koncentracidja aranyos
az ET-1-gyel, bar a big-ET-1 életideje hosszabb.) A big ET-1 ELISA keresztreaktivitasa
a human ET-1/2/3-mal ill. a big ET-2-vel kisebb, mint 1%. A sejteket az LD50-nél
kisebb DXR doézisokkal kezeltiik 24 h-n at. Ahhoz, hogy detektalhaté mennyiségii ET-1
termelddjon, a sejteknek hosszabb idore van sziikségiik, ezért valasztottuk a 24 h-S
kezelési id6tartamot. Az ilyen id6tartamban alkalmazott magasabb (600, 1000 ng/ml)
DXR dozisok viszont a sejtek teljes pusztulasat eredményezték volna, ezért kellett a
fehérje vizsgalatdhoz alacsonyabb DXR doézisokat alkalmazni. A feliiluszot
begytjtottik és azonnal lefagyasztottuk —80 °C-ra. Az ELISA vizsgalatot a gyarto

utasitdsainak megfelelden végeztiik.

3.3. Statisztikai modszerek

Az eredményeket atlag £+ SEM formatumban tiintettiik fel, kivéve az ET-1 mRNS
szoveti szinteket, melyeket a megfeleld kontroll aranyaban fejeztiik ki. A statisztikai
analizishez a GraphPad Prism 4.02 (GraphPad Software Inc., www.graphpad.com)
szoftver segitségével Student's t teszt ill. ANOVA mddszereket alkalmaztunk (linaris
trend poszt-tesztet alkalmazva dozisfiiggés esetén). A kiilonbségeket p<0,05 esetén

tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.
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4. EREDMENYEK

4.1. Kutyasziv ischaemia/reperfizié modell

Az allatok vérnyomasa kiindulaskor 111,5 &= 11 Hgmm, a kisérlet végén 99 = 11 Hgmm
volt (p=ns). A bal kamrai ischaemias és az 6sszizomtomeg aranya 28 +6,6 % volt.

Az Aéltalunk vizsgdlt kutydkban nem fordult eld ritmuszavar, de a MAPD90
(monofazisos akciospotencial idotartama 90%-o0s repolarizacional) az ischaemia alatt
rovidiilt, a reperfuzio soran pedig me:gnyl'llt.61

A 9-11. dbran ugyanazon kutydbol szdrmazd mintdkbol végzett RT-PCR,
immunprecipitacio és Western blot vizsgalatok eredményeit mutatjuk be. A 9. abrdn a

miokardialis ET-1 mRNS mennyiségi meghatarozasa lathato.

Step 1 Baseline | Step 2 Analysie |

&1 Time (Min) ET-1/6apdh (%) o -
0 0,043
5 30 0,001
r 120 0,940

a 30 Gapdh
120 ET-1

9. abra. Miokardidalis preproendothelin-1 mRNS mennyiségi meghatarozasa RT-PCR
modszerrel. CP értek meghatarozas Light Cycler késziiléken. A CP értékbdl szamolhato
a termék mennyisége a belsé standard szazalékaban. A vizszintes tengelyen a PCR
reakcio ciklusszama, a fiiggoleges tengelyen a fluoreszcencia mertéke keriilt
feltiintetésre. 0: kiinduldsi érték, 30: 30 perc ischaemia utan, 120: 30 perc ischaemia +
90 perc reperfuzio utan, Gapdh: belso standard.
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A PCR termék olvadaspont gorbéje adja a mérés ellendrzését (104 dbra), mig az agardz
gél elektroforézissel molekulastly alapjan tudjuk azonositani a terméket (10B abra). Az

azonositas szekvenalassal is megtortént.

[\ 120 Gapdh

30 Gapdh
| 0 Gapdh

SN

0 min 30 min 120 min

10. abra. A) A PCR termék azonositasa olvadaspont gorbe (melting curve) felvételével.
(Az egyes termékek olvadaspontja specifikus, az abran jol latszik, hogy az dsszes

| endothelin mRNS azonos hémérsékleten mutatja a csicsot, és ez kiilonbozik a Gapdh-
tol.) B) A PCR termék igazolasa agaroz gél elektroforézissel. (A futtatas soran a PCR
termékek molekulatomeg szerint valnak szét és ennek alapjan azonosithatok.) Gapdh=
belsé standard

A plazma ET-1 és big ET-1 szintek meghatarozasara hasznalt immunprecipitacio és -blot
modszer segitségével a meghatarozni kivant termék jol és pontosan azonosithato (11. dbra).

Big ET-1 ET-1

0 min 30 min 120 min 0 min 30 min 120 min

11. dbra. Sinus coronarius plazma ET-1 és bigT-1 immunoblot (0 min = kiindulds, 30
min = 30 perc ischaemia utan, 120 minrc = 30 perc ischaemia + 90 perc reperfiizio
utan)

Ischaemia alatt a plazma ET-1 és big ET-1 szint nem valtozott szignifikans mértékben.

Az ET-1 gén expresszid a szivizomban ischaemia soran 57,8 %-kal csokkent a
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kiindulési értékhez képest. Reperfuzid alatt szignifikans emelkedést észleltiink a plazma
ET-1 értékekben mind a kiindulashoz, mind a 30 perces ischaemiahoz képest. A big ET-
1 is hasonloan valtozott. A fentiekkel parhuzamosan az ET-1 mRNS szint novekedését
is észleltiik (az ischaemias érték 322 %-ara, ill. a kiindulasi érték 244 %-ara) (12-13.
abra).

30 t

25 |
= A 4 OPlasma ET-1
é 20 A Bbig ET-1

15

10 #0<0,01;

0 30 120 #p<0,05;
+p<0,0004

id6 (min)

12. abra. Sinus coronarius plazma ET-1 és big ET-1 koncentraciok a LAD lekotése eldtt
(0), 30 perc ischaemia utin (30) és 90 perc reperfiiziot kovetden (120) (ANOVA
statisztikai modszer, posztteszt analizissel)
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13. dbra. ProET-1mRNS szint a LAD lekotése elétt (0), 30 perc iscChaemia utan (30) és
90 perc reperfuziot kovetéen (120) A proET-1 mRNS valtozdsa a belsé standard Gapdh-
hoz viszonyitva.

4.2. Endothelsejtkultara

4.2.1. A DXR toxicitasa endothelsejteken

A DXR citotoxicitasanak meghatarozasakor kétféle modszert alkalmaztunk. A
morfologiai modszer soran minden mintat gyakorlott vizsgald értékelt és az atlagos
tulélési score-t (0 - 4) vetettiik 6ssze a DXR koncentracioval. A masik modszer soran az
€16 sejtek szamaval ardnyos fluoreszcenciat mértiik és a viabilitast sejtszam kalibracid
segitségével szamoltuk. A félmaximalis citotoxikus koncentracio (LD50) az
endothelsejtek esetében 150 ng/ml volt 48 h, 300 ng/ml volt 24 h és t6bb mint 10000
ng/ml volt 6 h kezelés soran (14. dbra). Tekintettel arra, hogy az onkologiai betegek
kezelési protokolljaban nagy intravénas dozisokat alkalmaznak, és a DXR cstics plazma
koncentracioja rovid idére az 1000 ng/ml koncentraciot is eléri,""’ kisérleteink soran az

endothelsejteket 6 h-an at 1000 ng/ml DXR-rel kezeltiik.
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14. abra. A doxorubicin (DXR) citotoxikus hatdsa endothelsejteken. 3 azonos, fiiggetlen
mérés egy-egy jellegzetes eredményét tiintettiik fel. Vizszintes tengelyen a DXR
koncentrdciok, fiiggdleges tengelyen A) a tulélési pontszam (survival score), B) az éld
sejtek szamaval aranyos fluoreszcencia a kontroll szazalékaban.

4.2.2. DXR hatasa az endothelsejtek mRNS expresszios mintazatara

Az endothelsejtek DXR indukalta gén expresszios mintazatat egy CDNS array-vel (SA)
szlirtlik, mely a kardiovaszkularis rendszerre jellemzd szdmos kardiovaszkularis
betegség altal befolyasolt gént tartalmazott. A 96, az array-n szerepld reprezentativ
kardiovaszkularis gén koziil csak az ET-1 mRNS expresszidja valtozott meg
szignifikans modon a DXR kezelés hatasara (75. dbra). Ugyanebben a kisérleti

elrendezésben pozitiv kontrollként hasznaltuk a TNFo-t, mely - ismert médon - szamos

crer
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15. abra DXR-rel kezelt endothelsejtek gén expresszios profilja.

96, a kardiovaszkularis rendszerben ismerten szerepet jatszo gén (HS037 SuperArray
kit, Human Cardiovascular Diseases 1) expresszios mintazatat mutatjuk 6 oras 1000
ng/ml DXR kezelést kévetéen human koldokvéna endothelsejteken (HUVEC). A gén
expresszios értekeket a GAPDH expresszio aranyaban tiintettiik fel. Hdarom fiiggetlen
mérés dtlagat £ SEM abrazoltuk. ** p<0,01

4.2.3. ET-1 mRNS expresszio DXR-rel kezelt endothelsejteken

Az SA kisérlet soran az ET-1 mRNS expresszio 6 oras DXR kezelést (1000 ng/ml)
kovetden a kezeletlen kontroll endothelsejtek expresszidjanak 10,9%-a volt (p=0,0049).
Azért valasztottuk ezt a relative rovid (6 h) inkubacios id6t, hogy a DXR-nek az
endothelsejtekre kifejtett direkt hatasait tudjuk vizsgalni. Az SA soran kapott eredmények
validalasara egy kovetkezo kisérletben az endothelsejteket kiilonboz6 dozisi DXR-rel
(300, 600 és 1000 ng/ml) kezeltiik és 6 h kezelést kdvetden az ET-1 mRNS expressziojat
real-time qPCR modszerrel hataroztuk meg. Az ET-1 mRNS gén expresszio dozisfliiggd
és az SA soran kapott eredményhez nagyon hasonlé volt (16. dbra). Mindazonaltal, a
gPCR-nek az SA-val szembeni nagyobb érzékenysége miatt az ET-1 mRNS sokkal
jelentésebb szupressziojat talaltuk: az 1000 ng/ml DXR-rel kezelt endothelsejtekben a
kontrollhoz képest az ET-1 mRNS expresszioja csak 2,41% volt (p=0,0022). Az ET-1
mRNS expresszidja szignifikdnsan és dozisfiiggd modon csokkent DXR kezelés hatasara

(16. dbra).
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16. abra DXR-rel kezelt endothelsejtek ET-1 mRNS expresszidja
Az endothelsejteket kiilonboz6 DXR dozisokkal kezeltiik 6 oran keresztiil. Superarray és

e rer

kovetéen. Relativ endothelin-1 (ET-1) mRNS expressziokat tiintettiink fel a kezeletlen
mintak szdazalékaban. Harom fiiggetlen mérés atlagat + SEM abrdzoltuk.

Az irodalomban nem ismert, hogy az endothelsejtek ET-1 expresszidja miként valtozik
meg az LD50-nél kisebb DXR kezelés hatasara. A mi eredményeinkkel ellentétben mas
sejttipusokat (human HelLa, patkdny szivizomsejt, egér HL-1) alkalmaz6 vizsgalatok
dozis dependens ET-1 indukciorl szamolnak be.'® Metodikank validalasaként,
ugyanolyan koriilmények kozott Hela sejteket kezeltink DXR-rel. Az alkalmazott

dozissal és a kezelési idével aranyos ET-1 mRNS indukciot talaltunk (17. dbra).
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17. abra DXR-rel kezelt HelLa sejtek ET-1 mRNS expresszioja

A Hela sejteket kiilonbozé DXR dozisokkal kezeltiik 6, 24 és 48 oran keresztiil. Az
mRNS expressziot gPCR modszerrel hatdaroztuk meg. Az ET-1 mRNS expresszio ido- és
dozisfiiggd valtozadsait két utas ANOVA teszttel szamitottuk ki. Harom fiiggetlen mérés
atlagat + SEM abrazoltuk. * p<0,05, *** p<(0,001

4.2.4. A DXR kezelés hatasa az ET-1 expressziora fehérjeszinten

Az ET-1 expresszi0jat quantitativan és pontosan meg lehet hatarozni az mRNS szintjén.
Az ET-1 esetében, a kutyan végzett kisérletiink alapjan, az mRNS és a fehérjeszintli
meghatarozas korrelal, de a hatdsért mégis a fehérje a felelds, ezért ennek vizsgalatat is
elvégeztiik a génszintli eredmények validalasa érdekében. Kereskedelmi forgalomban
kaphatd ELISA kit segitségével hataroztuk meg a big ET-1 fehérje koncentraciokat. Az
endothelsejteket az LD50-nél kisebb DXR doézisokkal (50 ill. 200 ng/ml) kezeltiik, 24
ora inkubalast kovetden a feliiluszot Osszegyiijtottik ¢€s elvégeztik az ELISA
meghatdrozast. A DXR kezelés szignifikdnsan csokkentette a big ET-1 fehérje
szekréciojat (p=0,0101) (18. abra).
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18. abra Big endothelin-1 (big-ET-1) termelddés DXR-rel kezelt endothelsejtekben.
Az endothelsejteket az LD50-nél kisebb DXR koncentracioju DXR-rel kezeltiik 24 oran

erer

kezeletlen kontroll és a DXR-rel kezelt mintdk kozotti kiilonbséget egy utas ANOVA
teszttel ertékeltiik. Harom fiiggetlen mérés atlagat = SEM abrazoltuk. * p<0,05

4.2.5. DXR kezelés hatasa az endothelsejt genomjara - Microarray eredmények

kiértékelése

A fenti eredmények alapjdn mar nem csak az ET-1-t magat, hanem az ET-1-t
szabalyozo valamint az ET-1 altal szabalyozott gének halozatat, és ezen géneknek a
DXR-re adott reakcidjat kivantuk feltérképezni. Ennek érdekében a teljes genom
expresszids mintazatat vizsgalni képes microarray modszert valasztottunk (Agilent). Az
irodalomban a microarray-k validalasara qPCR modszert hasznalnak. A mi esetiinkben
tobbszaz gén expresszid valtozasat figyeltiik meg, mindegyik mRNS-re kiilon qPCR
végzése nem volt lehetséges, ezért egy mas technologiai bazisra épiild microarray-vel
(Affymetrix) igazoltuk az eredményeinket.

HUVEC sejteket 300, 600 ill. 1000 ng/mL DXR-rel kezeltiikk, majd 6 6ra elteltével a
sejtekbdl totdl RNS-t preparaltunk, és az Agilent ill. Affimetrix gyari protokolljanak
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megfelelden megmértiik a génexpresszid valtozast ~25000 gén esetében. Az adat file-
okban kapott normalizalt intenzitas értékekbdl a Genespring program segitségével
levalogattattuk azokat, melyek a kontrollhoz képest barmely koncentraciojt DXR
kezelés hatasara legalabb kétszeres expresszids szintvaltozast mutattak.

A fent emlitett legalabb kétszeres expressziovaltozast mutaté géneket tartalmazo
adatbazison lefuttattunk egy pathway analizist, mely a jelenleg ismert irodalmi adatok

alapjan teremt kapcsolatot az egyes gének kozott (19. abra).

19. abra. A pathway analizis grafikai megjelenitése

A fébb csomdpontokat add géneket és azok irodalmilag ismert kapcsolatainak szamat az
1. tablazatban foglaltuk 6ssze. Az ET-1 génkapcsolatai az 6tddik legtobb kapcsolattal

rendelkez6 csomopontot rajzoltak ki a rendszerben.
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Gén | Kapcsolatok Gén Kapcsolatok

FOS 88 MDM2 28
IL6 71 VCAM1 23
MYC 69 CEBPB 22
VEGFA 43 F3 20
EDN1 34 SSTR1 16
FAS 34 FOXO1 10
EGR1 31 GATAZ2 8
CEBPA 28

1. tablazat. A legtébb kapcsolattal rendelkezé csomoponti gének és kapcsolataik szama

A csomoponti analizis azonban nem veszi figyelembe a dozisfiiggést, ezért a kétszeres
expresszidvaltozast mutatd géneket tovabb szelektaltuk és kiemeltiik azokat, melyek a
DXR kezelés hatasara koncentraciofiiggd valtozast mutattak. Tovabbi kritériumként
csak azokat a géneket vettiik figyelembe, ahol a 300 és 600 illetve a 600 és 1000 pg/ml
kezelések kozotti valtozas atlagosan legalabb 50%-0s volt mindkét array-ben (Agilent
és Affimetrix). Ezt a haromlépéses sziikitést elvégezve 24 csokkend és 24 emelkedd
expresszidju gént talaltunk (24 és 2B tabldzat).

A SA-vel kapott eredményekkel valo Osszehasonlitasban 5 olyan, a SA-n is szerepld
gént taldltunk (IL6, ITGA9, SELP, SELPLG, THBD), melyek mutatnak legalédbb
kétszeres valtozast a microarray rendszerekben is. Azonban ezek egyike sem mutat
koncentracio fliggést. Az IL6 (11%) és a SELP (8%) kivételével a jel intenzitasuk 5
GAPDHY% alatti és egyik sem mutatott szignifikans valtozadst a SA-n.
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Agilent ‘ ‘ Affymetrix ‘ ‘
Csbkkenés DXR konc* Csbkkenés DXR konc*

300 600 1000 300 600] 1000
ADNP -1,917| -2,763| -4,964/  |ADNP -1,578| -2,488| -4,640
ANKRD50 -4,311| -5,426| -14,344  |JANKRD50 -2,790| -3,366/ -7,683
BCL10 -2,636| -3,761] -7,699 BCL10 -1,603| -3,085| -5,667
CYR61 -1,604| -3,627| -6,002] |CYR61 -1,350| -2,394| -3,366
DKK1 -1,225| -1,827| -3,562]  |DKK1 -1,069| -1,349| -2,379
DNAJC14 -1,236| -2,154/ -2,862 |DNAJC14 -1,162| -1,984] -2,598
EDN1 -1,995| -3,665| -6,404] |EDN1 -1,530| -2,560| -3,952
FOXO1 -1,061 -2,068| -3,069 |[FOXO1 -1,365| -2,189| -4,269
GRRP1 -1,293| -1,440| -2,753| |GRRP1 -1,076| -1,219| -2,890
KIT -2,333| -5,334| -11,002| [KIT -1,959| -4,461| -7,600
KLF6 -2,337| -3,270| -6,544/  |KLF6 -1,718]-2,399| -4,288
LPARG -1,608| -1,787| -4,080 |LPAR6 -1,589| -1,779| -3,797
MOBKL2A | -1,115/ -1,819] -2,583] |MOBKL2A -1,154| -1,509| -3,008
NFKBIZ -1,305| -3,924| -11,940| |NFKBIZ -2,549| -2,856/ -5,962
NLK -1,354/ -1,713] -3,138] |NLK -1,522/-1,927| -3,395
NUDT4 -3,566| -4,981 -10,574/  |NUDT4///NUDT4P1 -1,735| -3,009| -4,911
PDE4B -1,394| -3,524| -6,621] |PDE4B -1,522| -2,654| -4,537
RHOB -1,851] -2,721] -6,166| |RHOB -1,340| -1,921] -4,075
SLC38A2 -3,206] -4,195 -11,020 SLC38A2 -2,542| -3,593| -6,060
TMCC3 -2,209| -3,789| -5,476 |[TMCC3 -2,689| -4,707| -7,491
VEZF1 -1,077| -2,158| -3,742|  |VEZF1 -1,660| -2,528| -4,340
ZBTB38 -3,231| -3,268| -7,713|  |ZBTB38 -2,595| -3,244] -5,739
ZNF184 -2,029| -3,250| -8,694] |ZNF184 -1,577|-1,708| -3,453
ZNF323 -1,132| -2,039| -3,403]  |ZNF323 -1,144| -1,433| -2,741

2A. tablazat DXR kezelés hatasara kialakult legalabb 50%-os koncentraciofiiggo
expressziocsokkenést mutato gének *Relativ gén expresszio valtozas, a kontroll és a
kezelt minta belsé sztenderdekre normalizdlt denzitasértékeinek aranya 300, 600 és
1000 wg/ml koncentracioju DXR-rel 6 h-dat kezelt HUVEC sejtekben. A konnyebb
érthetoseg kedvéért negativ eldjellel jeloltiik a csékkenést.
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Agilent DXR konc* Affymetrix DXR konc*

300 600, 1000 300, 600/ 1000
ASF1B 2,002| 2,877 4,804 |ASF1B 1,452 2,200] 3,531
BAMBI 2,190| 3,162| 5,260/ |BAMBI 2,847/ 3,363| 6,893
CDKN2C 1,265 2,293 3,692 |CDKN2C 1,048) 1,511 2,767
CEBPA 6,742| 10,859 21,350/ |CEBPA 1,206| 3,091 8,474
CEBPB 1,727| 2,692 4,221 |CEBPB 1,480| 2,133 3,449
EGR1 1,490, 2,292 5,175 |[EGR1 1,449 1,705 4,441
EGR2 3,187| 7,370] 28,234| |[EGR2 1,102 1,262| 5,562
FOS 3,223 4,679 12,324] |FOS 1,479 2,008 3,912
FzD7 1,481 2,336] 10,672 [FZD7 1,481 2,250 5,515
HIST2H2AA4| 1,936| 3,036] 6,149 |HIST2H2AA3///HIST2H2AA4| 1,641| 2,658 4,408
ID2 2,515| 6,626 14,287 |ID2///ID2B 2,482| 5,615/14,017
MSX1 1,639 3,372 5,629 |MSX1 1,724) 2,796| 4,738
NANOS1 2,777| 8,552 16,659 [NANOS1 1,259| 2,059 4,402
NPTX2 2,158 2,735 5201 |NPTX2 1,187| 1,393| 2,577
PDZRN3 1,556/ 3,152 8,161 |PDZRN3 1,530| 2,135 4,156
PTHLH 1,637 2,526] 4,789 |PTHLH 1,413| 1,466/ 2,970
SDC4 2,760| 3,804 7,680/ |SDC4 1,616| 2,756| 5,085
SHISA2 1,223| 2,437| 5,785 |[SHISA2 2,139| 2,808| 5,027
SMAD50S 3,131] 5,506| 12,459 |SMAD50S 1,353] 2,129 4,329
SSTR1 2,284 3,642| 6,123] [SSTR1 1,832 2,509 4,159
TMEM158 1,871 3,201  4,796| |TMEM158 2,212| 3,005/ 5,225
VASN 2,484 4,318] 10,870, |VASN 1,121] 1,724 3,517
VEGFA 1,494 2,800 4,194 |VEGFA 1,085| 1,366) 2,513
ZNF425 2,484 4,916| 11,441 [ZNF425 1,950/ 2,967| 7,145

2B. tablazat DXR kezelés hatdasara kialakult legalabb 50%-os koncentraciofiiggo
expresszionovekedést mutato gének * Relativ gén expresszio valtozads, a kezelt és a
kontroll minta belsé sztenderdekre normalizadlt denzitasértékeinek aranya 300, 600 és
1000 pg/ml koncentracioju DXR-rel 6 h-dt kezelt HUVEC sejtekben
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A csomoponti analizisbdl az ET-1-gyel kapcsolatban allo géneket Gsszegyjtottik. Az
adott gének termékei €s az ET-1 kozott irodalomban leirt interakciokat elemeztiik a 3.
tablazatban, pirossal kiemelve a kisérleteink soran DXR kezelésre koncentraciofiiggd

valtozast mutaté géneket (Id. 24 és 2B tablazat).

Kapcsolédoé Kapcsolédo

géntermékek hatas géntermeékek Hatas
EDN1 | — | PLAT - BCAR3 |—| EDN1 -
EDN1 | — | ARF6 + DES — | EDN1 +
EDN1 | —» | CTGF + EGR1 — | EDN1 -
EDN1 | —» | CXCR7 + FGF2 — | EDN1 +
EDN1 | - | EGR1 + FOS — | EDN1 +
EDN1 | — | FOS + GATA2 |—| EDN1 *
EDN1 | » | FOXO1 + IL6 — | EDN1 +
EDN1 | —» |MYC + MYC — | EDN1 -
EDN1 | —» | POMC + NDC80 |— | EDN1 +
EDN1 | —» | PTGS2 + PGF — | EDN1 +
EDN1 | — | PTK2 + POMC — | EDN1 +
EDN1 | » | SSTR1 + PTHLH — | EDN1 -
EDN1 | — | SYT1 + SYT1 — | EDN1 +
EDN1 | —» | VEGFA + VEGFA |—| EDN1 +
EDN1 | — | BCAR3 - VEZF1 |— | EDN1 +
EDN1 | —» | CREB1 -

EDN1 | —|IL6 +

EDN1 | —» |MYC -

EDN1 | » | RAG1AP1 -

EDN1 | —» | VCAM1 +

3. tablazat Az ET-1 gén ismert kapcsolatai koziil a DXR kezelésre aktivitast mutato
utvonalak *A nyilak a hatas iranyat jelolik. +: termelodés novekedés, -: termelodés
csokkenés, +: mind névekedés, mind csokkenés eldfordulhat. Pirossal jeloltiik a DXR
kezelésre koncentrdciofiiggo valtozdst mutato géneket.

Az ET-1 a vizsgalt gének kozott az egyik legtobb csomoponttal rendelkezé gén, ami
Onmagaban is arra utal, hogy az ET rendszer érintett a DXR altal. Ezt tovabb erdsiti,

hogy a vele halozati kapcsolattal rendelkez6é gének koziil 7 hasonld koncentraciofiiggd

expresszios valtozast mutatott, mint maga az ET-1.
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5. MEGBESZELES

Az endothelinek az 1988-as elsé leiras oOta hatalmas karriert futottak be, nagy
tudoményos érdeklddést keltettek mind az alapkutatdsban, mind a klinikumban. A
legtobbet vizsgalt peptid, az ET-1 tébb mint 20000 tudomanyos kézlemény targya volt.
Az ET-1 torténete egyediilallo, hiszen a fehérje szekvencia elsd leirdsat kdvetden 4 éven
beliil a receptorok szekvencidi és mar ezek antagonistai is ismertek voltak. Méra az ET-
1 receptor blokkolo kezelés pl. pulmonalis hypertoniaban vilagszerte rendelkezésre all.
Klinikai vizsgalatok vannak folyamatban rezisztens hypertonia, proteinuridval jaro
vesebetegségek, daganatos betegségek és immunbetegségek teriiletén. '

Ennek az igen er6s vazokonstriktor peptidnek kezdetektdl fogva keresték a szerepét a
kiilonb6z6 kardiovaszkuléris kérfolyamatokban. Munkank elsd részében egy kisérletes
ischaemia/reperfiizidés modellen vizsgaltuk az ET-1 gén expresszidjat és termelddését.
Kifejlesztettink egy RT-PCR modszert az ET-1 mRNS termelddés pontos
meghatarozasara. Specifikus primereket terveztiink, a modszert a PCR termék
méretének és olvadaspontjanak azonositasaval, valamint szekvencia analizissel
igazoltuk.

Vizsgalataink sordn kimutattuk, hogy az ET-1 és big ET-1 szintek ischaemia soran
kismértekben, reperfizid soran szignifikdnsan novekedtek. Az ET-1 mRNS gén
expresszio ischaemia alatt csokkent, reperfiizié soran pedig novekedett.

Miokardialis infarktusban és mas ischaemias korképekben, mint pl. postischaemias
veseelégtelenségben vagy ischaemias stroke-ban a plazma ET-1 szint emelkedését
mutattak ki.'**#A plazma ET-1 szint emelkedését irtdk le patkany és kutya
miokardialis ischaemia/reperfiziés modellekben is.°® '# Ischaemia soran a
szivizomsejtek fokozott ET-1 termelését irtdk le, mig hasonld reakci6 nem volt
tapasztalhatd az ischaemianak kitett vaszkuldris endothel és simaizomsejtekben,
sertésen végzett kisérletekben.'” Az emelkedett ET-1 szint kedvezétlen a koronaria
keringésre a vazokontriktor, sejtproliferativ hatasa miatt.

Az ET-1 szintek gyors emelkedése a reperfuzid kezdetén arra utal, hogy a mért ET-1 és
big ET-1 nem szarmazhat csak fokozott gén expresszido hatdsara 1étrejovo 1)
szintézisbdl. Ezt tamasztja ald a gén expresszid alacsony szintje is. Egyes feltevések

szerint ischaemia alatt a sejtekbdl ET-1 szabadul ki, de ezt csak reperfuzio alatt, a
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kimosas hatasara észleljik. A plazma ET-1 és big ET-1 szintek ndvekedése a
szekrécionak az intralumindlis oldal fel¢ valo attevodésébdl is adodhat. A kibocsatasi
aranyok valtozasa valasz lehet az ismert ischaemias endothelkarosodasra. Az ET-1-nek
szerepet tulajdonitanak a miokardialis infarktus akut szakaban a karosodas
stabilizalasdban ¢és a hegképzddés eldsegitésében. Ez az eredendden pozitiv és a
gyogyulast segité folyamat azonban az ischaemia kivaltotta egyéb valtozasok
(angiotenzin II emelkedés, oxidativ stressz) miatt tulzotta, karossa valhat és a tartosan

magas ET-1 szint szerepet jatszhat az ischaemias cardiomyopathia kialakulasaban.

Masik kisérletsorozatunkban korabbi human vizsgalatainkbol kiindulva a DXR direkt
hatasat vizsgaltuk az ET-1 és egyéb, a kardiovaszkularis betegségekben érintett gének
expresszidjara endothelsejtekben. A DXR szivizomsejtekre gyakorolt karos hatasat
széleskorben  tanulmanyoztak.’”  Kisérletsorozatunkban  azért  alkalmaztunk
endothelsejteket, mert ez a hatalmas feliileti “szerv” talalkozik el6szor a daganatos
betegségek Kemoterapiaja soran intravénasan alkalmazott DXR-rel. Egyre novekvo
szamu adat all rendelkezésre az endothelialis cytotoxicitasra vonatkozoan, melyekhez
jol illeszkednek a mi eredményeink is.’® 2 12 A vaszkularis endothelium toxikus
karosodasa egyre nagyobb érdeklddésre tart szamot, hiszen a legujabb kutatasok szerint

a tumor sejteknek is ép endothelre van sziikségiik a ndvekedéshez és proliferaciohoz.®®

Els6ként a DXR LDsp értékét hataroztuk meg endothelsejteken. Megallapitottuk, hogy
alacsony koncentraci6ji (a betegekben altaldban el6forduld cstcs plazma
koncentracional alacsonyabb) DXR is jelent6s citotoxicitast okozott.

Kilencvenhat kardiovaszkularis betegségekhez kapcsolhatd gén expressziojanak
valtozasat vizsgaltuk meg subletalis dozisi DXR kezelést kovetden. A 96 vizsgalt gén
koziil csak az ET-1 mRNS expresszioja valtozott szignifikans mértékben. Az ET-1 gén
expressziojanak csokkenését qPCR modszerrel is igazoltuk. Azt is kimutattuk, hogy a
valtozas endothelsejt specifikus, mivel az ugyanolyan kisérleti felallasban kezelt HeLa
sejtekben a DXR kezelés hatasdra az ET-1 mRNS expresszié fokozodott. Ez utobbi
eredményiink egyezést mutat mas szerzOk eredményeivel €s pozitiv mddszertani

kontrollnak tekinthets.*® Az mRNS szint véaltozasa mellett szignifikans bigET-1 fehérje

szintézis csokkenést 1s kimutattunk.
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A Human Cardiovascular Diseases | SuperArray-ben olyan gének szerepelnek,
melyekrdl ismert, hogy az endothelsejtek szabalyozo folyamataiban vesznek részt (pl.
gyulladasos, proliferativ, pro- vagy antithrombotikus). Szamos citokin és adhézids
molekula konnyen indukalhaté gyulladast fokoz6 faktorokkal, pl. a TNFa-val. A
metalloproteazoknak, extracellularis matrixfehérjéknek és novekedési faktoroknak
jelentOs szerepiik van az atherosclerosis folyamataban. A thrombospondin, a PAI-1, a P-
Selectin  és a COX-1/2 mind fontos szabalyoz6i a véralvadasnak és
thrombusképzédésnek, mig a SOD1/2 —et az oxidativ stressz szabalyozodjaként ismerjiik.
Az értonus fenntartasaban van szerepe az ET-1/2/3, a NOS és a COX-1/2 fehérjéknek.
Erdekes modon a fenti gének expresszidja — az ET-1 kivételével — nem mutatott
koncentraciofiiggd valtozast a kisérletiinkben, ami a DXR-nek a specidlisan az
endothelialis ET-1-re kifejtett hatasat hangsulyozza. A DXR-nek a vizsgalt 96 génre
kifejtett hatasai kevéssé ismertek. 4bou El Hassan és munkatarsai az E-Selectin és a
VCAM-1 expresszidjanak indukciojat talaltak endothelsejtek DXR kezelésekor.® A
fenti fehérjék meghatarozasa 24 h kezelést kovetden tortént, ez azonban nincs
ellentmondasban a mi vizsgalatainkkal, melynek soran révidebb behatds utan, de az
MRNS szinten vizsgaltuk a DXR hatasat. Azért hasznaltunk rovid kezelési idoket, hogy
elkertiljiik a gén expressziot befolyasolé masodlagos hatasokat (pl. ROS képz6dés).

Az ET-1 stimulalja a sejtek migraciojat, az invazios képességet, a neovaszkularizaciot
és elBsegiti a tumor proliferaciot.®> Emellett szamos vizsgalat beszamolt az ET-1 anti-
apoptotikus hatasarél szivizomsejtekben'?®, fibroblasztokon **’ és endothel sejeken.'?®
Az ET-1 szint akut esése csokkentheti az anti-apoptotikus hatast. Endothelsejteken
végzett sajat vizsgalataink soran kimutattuk, hogy rovid ideig tartd6 DXR kezelés
dozisfiiggdé modon gatolja az ET-1 mRNS expressziojat. Mostafa és munkatdrsai™®
patkany érmodellen alkalmazott relative alacsony DXR do6zis mellett szintén kimutattdk
az ET-1 mRNS szupresszidjat. Mindazonaltal szamos vizsgalatban mutattak Ki
emelkedett ET-1 mRNS expressziot DXR-rel hosszan kezelt allati (patkany, egér)

szivizomsejteken, 1o %0 131

Fiziologias koriilmények kozott az ET-1 f6 forrasa az
endothelium, de kisebb mértékben a szivizomsejtek is termelnek ET-1-et, ami a két
sejttipus eltéré szabadlyozdé mechanizmusaira enged kovetkeztetni. Ezen kiviil,

kiilonbségkeént kell megjegyezni, hogy a fent idézett kisérletekben a szivizomsejteket
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24-48 oran at kezelték, amikor a DXR masodlagos hatasai mar nem elhanyagolhatdak.
Masik lehetséges magyarazat a kiillonbségekre a sejttipusban keresendd; mi human
endothelsejtekkel dolgoztunk, mig a tobbi kisérletben patkany ill. egér szivizomsejteket
alkalmaztak. A DXR-rel kezelt patkanyok ill. egerek plazma ET-1 szintje is emelkedett

116, 132, 133

volt , mig a human vizsgalatokban a plazmaszint vagy csokkent vagy nem

valtozott, ami az ET-1 expresszidjanak eltéré szabalyozasara utal a kiilonbozo fajokban.

Kisérleteink soran a DXR eltéré ET-1 gén expressziora kifejtett hatasait tapasztaltuk
endothelsejteken és a HelLa sejtvonalon. Eredményeinkhez hasonloan, Bien és
munkatdrsai is az ET-1 mRNS fokozott expresszijat talaltak a Hela sejtekben.''® Bar
mind az endothel, mind a HelLa sejtek termelnek ET-1-et, a transzkripcid szabalyozasa
eltér6 lehet. Az endothelsejtek altalaban a GATA-2 transzkripcios faktort hasznaljak az
sejtekben az ET-1 transzkripcio szabalyozasarol kevés informacio all rendelkezésre. Az
azonban ismert, hogy a HelLa sejtek elsdsorban a GATA-6 faktort hasznaljak és sokkal
kevésbé a GATA-2-t és a GATA-3-t.1%

Az aktiv ET-1 fehérje 1étrejottéhez a sejtben szamos szabalyozd folyamatra van
szikkség, ugymint a transzkripcio, MRNS stabilizaci6, transzlacio, kibocsajtas
(folyamatos kibocsatas és kibocsatas a Weibel-Palade testekbol) és a big ET-1-b6l valo
hasitas.™> *" Az els6, kutyakon végzett kisérletsorozatunkban 6sszefliggést mutattunk ki
az ET-1 transzlacidja és kibocsatasa kozott. 1*® Ezzel sszhangban az endothelsejteken
végzett kisérletekben is mind az mRNS, mind a fehérje szinten azonos irdnyu
valtozasokat tapasztaltunk. A DXR szignifikansan csokkentette a bigET-1 szintet, bar a
valtozas nem volt olyan kifejezett, mint mRNS szinten. Ezt az ET-1 fehérje
szintézisének fent emlitett komplex szabalyozasa vagy intracellularis raktar jelenléte

magyarazhatja.

Az elézéekben részletezett eredmények alapjan a DXR-nak az endothelsejt teljes
genomjara kifejtett hatasat vizsgaltuk microarray technikaval. A tobb ezer génrdl
szerzett adatokbol kisziirtilk azokat, melyek jelentds, koncentraciofiiggd valtozast

mutattak a DXR kezelésre. Az ET-1 mRNS ezen mérések sordn is szignifikdns
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koncentraciofiiggd csokkenést mutatott. A genom analizis soran nemcsak az ET-1, de a
vele kapcsolatban 4all6 gének halozatat is feltérképeztik. A DXR kezelés hatdsara
expressziovaltozast mutatd gének kozill az ET-1 az egyik legtobb kapcsolattal
rendelkezik, mely alapjan feltételezhetd, hogy az ET-1 rendszernek (az ET-1-t
szabalyoz6 és az ET-1 altal szabalyozott fehérjéknek) kozponti szerepe van az
endothelsejteknek a DXR kezelésre adott valaszaban.

Kisérleteink nem adnak valaszt a DXR hatds pontos pathomechanizmusara, azonban a

feltérképezett kapcsolatok tovabbi in vitro vizsgalata segithet ennek jobb megértésében.
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6. KOVETKEZTETESEK

Kutya ischaemia/reperfizios modellben kifejlesztettiink egy RT-PCR modszert az ET-1
mRNS termelddés pontos meghatarozasara. A parhuzamosan elvégzett ET-1 ¢és big ET-
1 meghatirozasok az ischaemia ill. a reperfuzié sordn végbemend folyamatok jobb
megismerésére adtak lehet6séget. Az ischaemias szivizomszovet ET-1 mRNS gén
expresszioja csokkent, ami a lebomlas és a hipoxias sejtek csokkent anyagcseréjének
kovetkezménye lehet. Az észlelt kismértékii ET-1 és big ET-1 plazmaszint novekedés
az ép sejtekbol szarmazhat. A gén expresszio fokozdodasa az ischemiat kovetd reperfizio
utan gyors fehérjeszintézisre utal, amely részben hozzajarul a reperfuziod soran észlelt
big ET-1 és ET-1 plazmaszintek novekedéséhez. Ez utdbbi Osszefiiggésben lehet a
reperfiizidés aritmiak kialakulasaval, illetve az akut miokardialis infarktus egyéb

szOvodményeivel.

Az endothelsejteken  végzett  kisérletekben  kilencvenhat, kardiovaszkularis
betegségekhez kapcsolhatd gén expresszidjanak valtozasat vizsgaltuk meg subletalis
dozisi DXR kezelést kovetden. Kimutattuk, hogy rovid ideig tartd6 DXR kezelés
dozisfiiggd modon gatolja az ET-1 mRNS expresszidjat. A 96 vizsgalt gén koziil csak
az ET-1 mRNS expresszidja valtozott dozisfiiggden ¢€s szignifikans mértékben. Az
endothelsejtben az ET-1-et szabalyozé valamint az ET-1 altal szabalyozott gének
halézatat és ezen géneknek a DXR kezelésre adott reakcidjat is feltérképeztiik a teljes
genom expresszios mintazatat vizsgalni képes micoarray modszer segitségével. A DXR
kezelés hatdsara expressziovaltozast mutatdé gének koziil az ET-1 az egyik legtobb
kapcsolattal rendelkezik, mely alapjan feltételezhetd, hogy az ET-1 rendszernek
kozponti szerepe van az endothelsejteknek a DXR kezelésre adott valaszaban. A
kemoterapia sordn alkalmazott magas DXR koncentraci6 direkt kardiotoxikus hatasat
tovabb novelheti a DXR hatasara bekovetkezd kezdeti ET-1 termelés csokkenés, ami
apoptozisra valo nagyobb fogékonysagot jelent.

Kisérleteink sordn az ET-1 rendszer kozponti szerepét igazoltuk mind a kutya
szivizomsejtek ischaemiara adott valaszaban, mind a human endothelsejtek DXR

kezelésre adott reakciojaban.
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7. OSSZEFOGLALAS

Vizsgalataink soran munkacsoportunk korabbi, DXR-rel kezelt limféomas betegekbdl
szarmaz6 eredményei nyoman az ET-1 szerepét kivantuk direkt médon vizsgalni
szivizomsejteken. Ehhez kutyaban kialakitott ischaemia/reperfiziéo modellt hasznaltunk.
Kidolgoztunk egy RT-PCR modszert az ET-1 mRNS termel6dés pontos
meghatarozasara. Az ischaemids szivizomszovet ET-1 mRNS gén expresszidja csokkent
(57,8 %-kal a kiindulasi értékhez képest), ami a lebomlas és a hipoxias sejtek csokkent
anyagcseréjének kovetkezménye lehet. A reperfuzio végén tapasztalt génexpresszio
fokozodas (az ischaemids érték 322 %-ara, ill. a kiindulasi érték 244 %-ara) gyors
fehérjeszintézisre utal, amely részben hozzajarul a reperfuzio soran észlelt big ET-1 és
ET-1 plazmaszintek ndvekedéséhez. Ez utdbbi Osszefiiggésben lehet a reperfuzios
aritmiak kialakulasaval, illetve az akut miokardialis infarktus egyéb szovédményeivel.
A DXR kardiovaszkularis hatasainak tovabbi vizsgalatara endothelsejteken (HUVEC)
végeztiink kisérleteket. 96 kardiovaszkuléaris betegségekhez kapcsolhatd gén
expresszidjanak valtozdsat vizsgaltuk meg subletalis dozisu DXR kezelést kdvetden.
Kimutattuk, hogy rovid ideig tartdé DXR kezelés dozisfiiggd modon gatolja az ET-1
mRNS expressziojat. A vizsgalt gének koziil csak az ET-1 mRNS expresszidja valtozott
dozisfiiggden és szignifikans mértékben. Mind az mRNS, mind a fehérjeszinten azonos
iranyt valtozasokat tapasztaltunk. A DXR szignifikdnsan csokkentette a bigET-1
szintet. Az endothelsejtben az ET-1-t szabalyoz6 valamint az ET-1 altal szabalyozott
teljes genom expresszids mintazatat vizsgalni képes micoarray modszer segitségével. A
DXR kezelés hatasara expressziovaltozast mutatd gének koziil az ET-1 az egyik legtobb
kapcsolattal rendelkezik. Az elobbiek alapjan feltételezhetd, hogy az ET-1 rendszernek
kozponti szerepe van az endothelsejteknek a DXR kezelésre adott valaszaban, és a
kutya modellben tapasztaltak alapjan a szivizomsejtek ischaemidra adott reakciojaban
is. A fentiek vizsgalatara részletesebb, a patomehanizmust érintd kisérletek elvégzése
lenne sziikséges az ET-1-gyel kapcsolatban, mely altal érthetévé véalna az ET-1
kardiovaszkularis rendszerben betoltott, a vérnyomas szabalyozdsan talmutato
szabalyozd szerepe is, valamint lehet6ség nyilna az endothelin-rendszer gatlasanak

kifinomultabb alkalmazasara.
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SUMMARY

Upon our previous results from lymphoma patients treated with DXR we wanted to
investigate the role of ET-1 on cardiomyocytes. We used an in vivo canine heart
ischaemia/reperfusion model. We developed a RT-PCR protocol for quantification of
the ET-1 mRNA. The decrease of ET-1 mRNA during ischaemia (57,8 % of the
baseline) may be due to degradation and decreased metabolism in the hypoxic cells
locally. The elevation of the ET-1 mRNA level during reperfusion (322 % of the
ischaemic and 244 % of the baseline) indicates rapid big ET-1 synthesis. This was
confirmed by the increases in big ET-1 and ET-1 plasma levels. This latter can be
associated with the generation of reperfusion arrhythmias or other complications of
acute myocardial infarction. For further investigation of the cardiovascular effects of
DXR we conducted in vitro experiments on human umbilical vein endothelial cells
(HUVEC). Expression of 96 representative genes of cardiovascular importance were
assayed by gPCR and Superarray techniques after short sublethal DXR treatment. It was
shown that DXR supresses the ET-1 gene expression in a dose dependent manner. Out
of the 96 genes only ET-1 gene expression has changed significantly. In the
experiments on HUVEC ET-1 mRNA and protein changes were concordant; DXR
treatment decreased bigET-1 protein level, too. Network of genes regulating ET-1 and
genes regulated by ET-1 were mapped in endothelial cells by microarray technique,
which can scan the expression pattern of the whole genome. Out of the genes showing
expression changes for DXR treatment, ET-1 is one of those which has the most
relations with other genes. Presumably the ET-1 system plays a central role in the
reaction to DXR treatment in HUVEC and upon the canine experiments results, in the
reaction to ischaemia in cardiomyocytes. For detailed investigation of the
pathomechanism further experiments are needed with ET-1, which would clarify the
role of ET-1 in the cardiovascular system beyond blood pressure regulation and would

help to tailor the blockade of the endothelin system.
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