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1. Bevezetés

Yanagisawa és munkatarsai 1988-ban irtak le az endothelium altal termelt vasokonstriktor
peptidet, melyet endothelinnek neveztek el. Tovabbi kutatasok hamarosan tisztaztak, hogy
nem egyetlen peptidrél van szo, 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).

Az endothelinek fiziologias és patologias szerepe kiterjedt kutatasok targya, de még nem
minden részletében tisztazott. A szervezet szdmos 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 6-os kromoszéman elhelyezkedd ET-1 gén atirasat az angiotenzin 1l, a katekolaminok, a
novekedési faktorok, az inzulin, a thrombin, az oxidalt LDL vagy a hypoxia serkentik pl.
PKC-n keresztiil, mig az atrialis natriuretikus peptid (ANP), az ET-3 és a prosztanoidok a
peptid szintézisére gatloan hatnak (cGMP-szint novelés kovetkeztében kialakulo
intracellularis Ca®*-szint csokkenés 4ltal).

Kiilonboz6 stimulusok, mint példaul az oxidativ stressz, a hypoxia, az ischaemia, a nyir6 erék
indukaljak a peptid messenger-RNS (MRNS)-ének transzkripcidjat, ezzel percek alatt
szintetizalodik ¢és szekretalodik az ET-1. Az aktiv endothelin képzés 1étrejohet
intracellularisan, pl. a Golgi apparatusban, valamint sejtmembran szinten, pl. a
simaizomsejtek vagy az endothelsejtek felszinén. A keletkezett ET-1 tobb mint 75 %-a
abluminalisan szecernalodik, ahol konnyen eléri a vaszkularis media simaizomsejtjein
talalhato receptorait, tehat inkabb tarthatd parakrin hatasunak, mint endokrin hormonnak.

Az endothelin receptorok eloszlasa szovet- és sejt-specifikus. 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
tovabbitjak az endothelin hatas negativ visszacsatolasat.

Az endothelinek komplex, magasan szabalyozott sejten beliili jelatviteli rendszereket
aktivalnak. Kovetkezményként rovid tavl hatdsok, mint példdul a simaizomsejt-kontrakcid
vagy vazoaktiv anyagok elvalasztasat serkentd hatas, illetve hosszll tdvon kialakuld hatasok,

mint példaul proliferacio és migracié alakulnak ki.



Az ET-1 a ma ismert egyik leger6sebb vazokonstriktor és fiziologias szerepet jatszik az erek
bazalis tonusanak fenntartdsaban és a normal vérnyomas beallitasaban. Proliferaciot serkentd,
mitogén hatasa van az érfal media simaizomsejtjein és szivizomsejteken és hatasosan serkenti
a monocitak migraciojat, fagocitozisat és citokintermelését (TNF, IL, GM-CSF), ami a
makrofagok aktivalasan keresztiil gyulladasos sejtvalaszt valt ki. Pathogenetikai szerepet
tulajdonitanak az ET-1-nek a csontmetasztazis-képzésben, az angiogenezisben, az apoptozis
szabalyozasaban és az oxigéngyokok termelddésében .

Az ET-1 szerepe miokardialis infarktusban kettds, egyrészt oki szerepe lehet az infarktus
kialakulasaban az atherosclerosis, endothel diszfunkcié 1tjan, masrészt az infarktus
bekovetkeztével stabilizald hatasa van, elésegiti a hegképzdédést. Kemotaktikus hatdsara
makrofagok és neutrofil sejtek jelennek meg. Miokardialis infarktus utan az ET-1 hatasara
fokozodik a fibroblast proliferacid, az adhéziés molekuldk expresszidja és az extracellularis
matrix depozicio, melyek Osszessége a myocardium fibrozisat okozza, a posztinfarktusos
remodelling és hegképzddés részeként. Ugyanakkor az ET-1 magas szintje kedvezétlen a
koronaria keringésre, mert direkt vazokonstrikciot, ndvekedési faktorok aktivalasaval
simaizomsejt proliferaciot okoz, stimulalja a trombocitak aggregacidjat, intima hiperplaziat,
fokozott kollagén-1 szintézist idéz eld.

Az ereket az egy sejtsor vastagsagu vaszkularis endothelium béleli, melynek fizikai barrier
funkcidja mellett aktiv hemodinamikai és biokémiai feladatai vannak. Ide tartozik a
vaszkularis tonus és struktira fenntartasa, a vaszkularis sejtek novekedésének, a trombotikus
és a fibrinolitikus folyamatoknak, a gyulladasos és immunfolyamatoknak, a fehérvérsejtek és
a trombocitak adhézidjanak, a vaszkularis permeabilitasnak, az oxidacidos—redukcios
folyamatoknak a szabalyozésa, a lipidoxidacié befolyasolasa. Mivel a keringd vérrel direkt
kapcsolata van, az endothelium karosodhat az intravénasan adott anyagok, pl. chemotherapias
szerek altal.

Az anthracyclinek (doxorubicin (DXR)) kardiovaszkularis toxikus hatasa széles korben
ismert, kevés ismerettel rendelkeziink azonban az anthracyclinek vaszkularis karosodast,
endothel diszfunkciot okozd hatasardl, melyek részben akutan, részben kronikusan
jelentkeznek. Az anthracyclinek toxicitasanak pontos mechanizmusa teljes részletességében
még nem tisztazott, mai ismereteink szerint valoszinlileg multifaktorialis. Részben direkt
DNS-karositd hatasa (interkalacio, alkilalas, cross linking), részben direkt membranhatasok,
részben szabadgyok képzddés ill. apoptozis indukcid ismertek.

Munkacsoportunk DXR-rel kezelt limféomas betegek vizsgalatakor az anthracyclin kezelést

kovetden az ET-1 plazma szint szignifikdns csokkenését talalta. Az ET-1 szint csokkenés az



anthracyclin direkt citotoxikus hatasanak kovetkezménye lehet, részben az endothelialis m-
RNS szintézis gatlasa, részben az endothel diszfunkciét okozd szuperoxid agensek
keletkezése révén.

Az ET-1 szint csokkenése kovetkeztében az ET-1 esetleges citoprotektiv hatisa is

eliminalodik, igy az anthracyclin kardiotoxikus hatasa konnyebben kifejlodik.



2. Célkitiizés

Mint a bevezetében részletezettek mutatjdk, az ET-1 pathogenetikai szerepét a
kardiovaszkularis betegségekben széles korben tanulmanyoztak. A kovetkeztetéseket
allatkisérletes modellekbdl illetve human plazmaszint meghatdrozasokbol vontdk le. A
plazmaban mérhet6 értékek a peptid gyors lebomlasa ill. abluminalis szekrécioja miatt nem
minden esetben tiikkrozik a valds helyzetet. Vizsgalataink soran munkacsoportunk korabbi,
DXR-rel kezelt limfomas betegekbdl szarmazd eredményei nyoman az ET-1 szerepét
kivantuk direkt moédon vizsgélni Szivizomsejteken. Ehhez el0szor kutyaban kialakitott
ischaemia/reperfizié modellt hasznaltunk. Az ET-1-r6l ismert, hogy mértékével aranyos az
infarktus nagysdga ¢és az ischaemia indukalta kamrai aritmidk eléfordulasa, de a
cardiomyocytak apoptozisanak gatldsaval szerepe van a szdveti regeneracioban is.

A kutya modellt az emberhez igen hasonld coronariarendszer miatt valasztottuk.

Az alabbi célokat tiiztiik ki:
1. Pontos és érzékeny RT-PCR modszer kidolgoziasa az ET-1 mRNS képzddés
detektalasara.
2. A plazma ET-1 és big ET-1 szintjének valtozasanak vizsgalata ischaemia ill.
reperfuzio hatasara.
3. A szivizomsejtek ET-1 mRNS szint valtozasanak vizsgalata ischaemia ill

reperfuzio 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 kérosito hatassal els6 vonalban talalkozé sejteket valasztottuk ki.

Az alabbi célokat tiztiik ki:

1. DXR  citotoxicitisanak  meghatirozasa endothelsejteken kiilonb6z6
idopontokban, a DXR direkt hatasanak vizsgalatara alkalmas kezelési idé
kivalasztasara

2. A maximalis citotoxikus koncentracio meghatarozasa kiilonb6zé6 DXR kezelési

idotartamok mellett.



Az endothelsejtek DXR indukalta, a kardiovaszkularis rendszerre jellemzd,
szamos kardiovaszkularis betegség altal befolyasolt génjeinek expresszios
mintazatanak meghatarozasa cDNS array segitségével.

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

. A metodika validalasa ugyanolyan korillmények kozott DXR-rel kezelt HelLa
sejtek vizsgalataval.

Az eredmények validalasa a hatasért végeredményben felelds termék, a bigET-1
fehérje valtozasanak meghatarozasaval DXR-rel kezelt endothelsejtekben.

. A DXR endothelsejtekre Kkifejtett hatasanak szélesebb Kkori vizsgalatara
Mmicroarray rendszerrel a teljes genetikai allomany expresszios profiljanak

meghatarozasa, az ET-1 gén kapcsolati halojanak feltérképezése



3. Modszerek
3.1. Kutyasziv ischaemia/reperfiiziés modell

A vizsgilatot 9 mindkét nembeli keverék kutyan végeztik. Altalanos anesztézia,
endotrachealis intubalas, kontrollalt 1élegeztetést kovetden thoracotomiat végeztiink, izolaltuk
a bal eliils6 leszallo artériat (LAD). A LAD II. diagonalis aga ala egy hurkot helyeztiink el a
késobbi lefogashoz. A LAD 30 perces lefogdsa utan tovabbi 90 perces reperfuzios idészakot
figyeltiink meg. Vér- és szivizommintat vettiink a LAD lefogasa eldtt, kozvetleniil a
felengedés utan és a reperfuzid 90. percében. Az ET-1 és big-ET plazmaszintek
meghatarozasdhoz az a. femoralisba €s a sinus coronariusba katétereket vezettiink be, és
mintat vettliink a kdvetkezo idopontokban: kontroll, ischaemia 30. perc, reperfuzid 90. perc.

Az ET-1-t és big-ET-1-t a plazmabol immunprecipitacioval tisztitottuk, a plazmaszinteket
Western blot mddszerrel hataroztuk meg. Az ET-1 mRNS szoveti szintjének meghatarozasa
RT-PCR-ral tortént. Az alkalmazott primereket online terveztiilk. A PCR termék azonositdsat
el6szor molekulasuly alapjan 0,8%-o0s horizontalis agar6z gél elektroforézissel végeztiik, hogy

meggy0zddjlink a specificitasrol, majd szekvenalassal ellendriztiik.

Endothelsejt kultiran végzett kisérletek

Az endothelsejtek preparalasat és tenyésztését munkacsoportunk altal korabban leirt modszer
szerint végeztiik. A SuperArray és a real-time PCR (RTPCR) kisérletekhez a sejteket 80 cm2-
es szovetkultirdkban ill. 24-lyuku lemezen tenyésztettiik és akkor hasznéltuk fel, ha a
konfluencia 90%-ot elérte. A HelLa sejteket DMEM mediumon tenyésztettik. Az
endothelialis cytotoxicitast Herczenik €s munkatarsai altal leirt modszer szerint értékeltiik. A
SuperArray teszthez a sejteket homogenizaltuk, Kloroformos extrakcié utan a teljes RNS
tartalmu vizes fazist tisztitottuk. Oligo d(T)23 primer hozzaadasaval és Biotin-16-dUTP
beépitésével az mRNS szalakat jelolt komplementerekké szintetizaltattuk M-MLV reverz
transzkriptaz enzimmel, a jelzett cDNS-t egy éjszakan at hibridizaltuk. A hibridizalodott,
jelolt molekulakat mosasokat koveten dt-reptanidin-alkalikus foszfatdz konjugatummal
felismertettilk, majd az enzimatikus vég segitségével kemilumineszcens jeleket
generaltattunk. A kemilumineszcens adatokat Genesis 1.5.0 segitségével elemeztiik. Az
mRNS szinteket a belsd standardként hasznalt GAPDH gén kifejez6désének ardnyaban
fejeztiik ki. A LightCycler analizishez az RNS-t a fent leirt modon izolaltuk. A cDNS



kvantifikacidjahoz LightCycler FastStartDNA Master SYBR Green | Kkitet alkalmaztunk
LightCycler® 1.5 késziiléken. Az altalunk alkalmazott qPCR metodika tovabbi validalasara
pozitiv kontrollként HeLa sejteket alkalmaztunk, mivel ezen sejtek ismerten fokozott ET-1
mRNS expresszidval vélaszolnak a DXR hatdsra. Az mRNS eredmények (SA és qPCR)
kontrolljaként az ET-1 termel6dését kereskedelmi forgalomban kaphatod big-ET-1 sandwich
ELISA technikéval ellendriztiik. A vizsgalatot a gyart6 utasitasainak megfeleléen végeztiikk. A
DXR endothelsejtekre kifejtett hatasanak szélesebb korl vizsgalatara microarray technikéaval
a teljes genetikai allomany expresszios profiljat hataroztuk meg Agilent GE microarray
technikaval. A kapott kép file-t az Agilent Feature Extraction program segitségével adat file-
ra konvertaltattuk, majd az Agilent GeneSpring GX 11.5.1 program segitségével statisztikai
¢s ortologiai kiértékelést hajtottunk végre. Az irodalomban a microarray-k validalasara qPCR
modszert haszndlnak. A mi esetiinkben tobbszdz gén expresszid valtozasat figyeltiik meg,
mindegyik mRNS-re kiilon qPCR végzése nem volt lehetséges, ezért egy mas technologiai

bazisra épiilé microarray-vel (Affymetrix) igazoltuk az eredményeinket.



4. Eredmények
Kutyasziv ischaemia/reperfuzio modell

Ischaemia alatt a plazma ET-1 és big ET-1 szint nem valtozott szignifikdns mértékben. Az
ET-1 gén expresszid a szivizomban ischaemia soran 57,8 %-kal csokkent a kiindulési
értékhez képest. Reperfuzio alatt szignifikans emelkedést észleltink a plazma ET-1
értékekben mind a kiindulashoz, mind a 30 perces ischaemiahoz képest. A big ET-1 is
hasonloan valtozott (Kontroll vs. reperfizié 90: ET-1, 15.2 £ 4.18 fmol/mL vs.

23.2 £5.23 fmol/mL, P < 0.01; big ET-1, 14.7 £ 5.9 fmol/mL vs. 27.2 = 7.1 fmol/mL, P <
0.001). A fentiekkel parhuzamosan az ET-1 mRNS szint névekedését is észleltik (az
ischaemias érték 322 %-ara, ill. a kiindulasi érték 244 %-ara).

Endothelsejtkultura

A DXR toxicitasa endothelsejteken

Jelentds, nem specifikus mRNS lebomlas figyelhetd meg mind apoptdzis, mind nekrozis
soran, mely a gén expresszid valtozasanak téves értelmezését vonhatja maga utan. Ennek
elkeriilése érdekében sziikségesnek tartottuk a DXR citotoxicitdsdnak meghatdrozasat
kiilonb6z6 idépontokban. Az endothelsejteket kiilonboz6 dozisi DXR-rel kezeltiik 2, 4, 6 24
¢s 48 h id6tartamban 96-lyuku sejttenyésztd lemezen. Kétféle modszert alkalmaztunk. A
morfologiai modszer soran az atlagos talélési score-t (0 - 4) vetettik Ossze a DXR
koncentracioval. A masik modszer soran az €16 sejtek szamaval aranyos fluoreszcenciat
mértiik és a viabilitast sejtszam kalibracid segitségével szamoltuk. A maximalis citotoxikus
koncentraci6 fele (LD50) az endothelsejtek esetében 150 ng/ml volt 48 h, 300 ng/ml volt 24 h
és tobb mint 10000 ng/ml volt 6 h kezelés soran. Tekintettel arra, hogy az onkologiai betegek
kezelési protokolljaban nagy intravénas dozisokat alkalmaznak, és a DXR cslics plazma
koncentracioja rovid idére az 1000 ng/ml koncentracidt is eléri, tovabbi kisérleteink soran az

endothelsejteket 6 h-n at 1000 ng/ml DXR-rel kezeltiik.

DXR hatasa az endothelsejtek mRNS expresszios mintazatara.

Az endothelsejtek DXR indukalta gén expressziés mintazatat egy cDNS array-vel (SA)

szlirtiik, mely a kardiovaszkularis rendszerre jellemz6 szamos kardiovaszkularis betegség altal



befolyésolt gént tartalmazott. A 96, az array-n szerepld reprezentativ kardiovaszkularis gén
kozil csak az ET-1 mRNS expresszioja valtozott meg szignifikdns modon a DXR kezelés
hatasara. Ugyanebben a kisérleti felallasban pozitiv kontrollként hasznaltuk a TNFa-t, mely -

ismert modon — szdmos adhézids molekula és citokin mRNS expressziojat indukalta.

ET-1 mRNS expressziéo DXR-rel kezelt endothelsejteken

Az SA kisérlet soran az ET-1 mRNS expresszio 6 6ras DXR kezelést (1000 ng/ml) kdvetden
a kezeletlen kontroll endothelsejtek expresszidjanak 10.9%-a volt (p=0.0049). Azért
valasztottuk ezt a relative rovid (6 h) inkubaciés id6t, hogy a DXR-nek az endothelsejtekre
kifejtett direkt hatasait tudjuk vizsgélni. Az SA soran kapott eredmények validalasara egy
kovetkezd kisérletben az endothelsejteket kiilonb6zé dozisai DXR-rel (300, 600 és 1000
ng/ml) kezeltik és 6 h kezelést kovetéen az ET-1 mRNS expresszidjat real-time gPCR
modszerrel hataroztuk meg. Az ET-1 mRNS gén expresszid dozisfiiggd és az SA soran kapott
eredményhez nagyon hasonld volt. Mindazonaltal, a qPCR-nak az SA-hoz viszonyitott
nagyobb érzékenysége miatt az ET-1 mRNS sokkal jelentdsebb szupressziojat talaltuk: az
1000 ng/ml DXR-rel kezelt endothelsejtekben a kontrollhoz képest az ET-1 mRNS
expresszidja csak 2.41% volt (p=0.0022). Az ET-1 mRNS expresszidja szignifikdnsan és

dozisfiiggd modon csokkent DXR kezelés hatésara.

ET-1 mRNS expressziéo DXR-rel kezelt HeLa sejteken
Az irodalomban nem ismert, hogy az endothelsejtek ET-1 expresszidja miként valtozik meg
az LDS50-nél kisebb DXR kezelés hatdsara. A mi eredményeinkkel ellentétben mas
sejttipusokat (human HeLa, patkdny szivizomsejt, egér HL-1) alkalmaz6 vizsgélatok dozis
dependens ET-1 indukciorol szamolnak be. Metodikank validalasaként, ugyanolyan
koriilmények kozott HeLa sejteket kezeltiink DXR-rel. Az alkalmazott dozissal és a kezelési

id6vel aranyos ET-1 mRNS indukciot talaltunk, mely az irodalmi adatoknak megfelel.

A DXR kezelés hatasa az ET-1 expressziora fehérjeszinten
Az ET-1 expressziojat kvantitativan és pontosan meg lehet hatarozni az mRNS szintjén. Az
ET-1 esetében, a kutydn végzett kisérletiink alapjan, az mRNS és a fehérjeszintii
meghatarozas korrelal, de a hatasért mégis a fehérje a felelés, ezért ennek vizsgalatat is
elvégeztiik a génszintli eredmények validalasa érdekében. Kereskedelmi forgalomban kaphato

ELISA kit segitségével hataroztuk meg a big ET-1 fehérje koncentracidkat. Az

10



endothelsejteket az LD50-nél kisebb DXR doézisokkal (50 and 200 ng/ml) kezeltiik, 24 6ra

inkubalast kovetden a feliiliszot Osszegyljtottiik és elvégeztik az ELISA meghatarozést. A

s ey

DXR Kkezelés hatiasa az endothelsejt genomjara - Microarray eredmények
kiértékelése
A fenti eredmények alapjan 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 moddszert haszndlnak. A mi esetiinkben tobbszaz gén expresszio valtozasat
figyeltiik meg, mindegyik mRNS-re kiilon qPCR végzése nem volt lehetséges, ezért egy mas
technoldgiai bdzisra épiildé microarray-vel (Affymetrix) igazoltuk az eredményeinket. A
legalabb kétszeres expresszidvaltozast mutatd géneket tartalmazo adatbazison lefuttattunk egy
pathway analizist, mely a jelenleg ismert irodalmi adatok alapjan teremt kapcsolatot az egyes
gének kozott. Elemeztiik a fobb csomopontokat add géneket és Osszegyiijtottiik azok
irodalmilag ismert kapcsolatainak szamat. Az ET-1 génkapcsolatai az o6todik legtobb
kapcsolattal rendelkezé csomopontot rajzoltdk ki a rendszerben. A csomoponti analizis
azonban nem veszi figyelembe a dozisfiiggést, ezért a kétszeres expresszidovaltozast mutato
géneket tovabb szelektaltuk és kiemeltiik azokat, melyek a DXR kezelés hatasara
koncentraciofiiggd valtozéast 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 €s 24 emelkedd expresszidja gént talaltunk.
Megallapithattuk, hogy az ET-1 a vizsgalt gének kozott az egyik legtobb csomdponttal
rendelkezd gén, ami 6nmagéban is arra utal, hogy az ET rendszer érintett a DXR altal. Ezt
tovabb er6siti, hogy a vele halozati kapcsolattal rendelkez6 gének kozil 7 hasonld

koncentraciofiiggd expresszios valtozast mutatott, mint maga az ET-1.
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Kovetkeztetések

Kutyasziv ischaemia/reperfuziés modellben Kkifejlesztettink egy RT-PCR
modszert az ET-1 mRNS termel6édés pontos meghatarozasara. A parhuzamosan
elvégzett ET-1 és big ET-1 meghatarozasok az ischaemia ill. a reperfuzio soran
végbemend folyamatok jobb megismerésére adtak lehetoséget.

Az ischaemias szivizomszovet ET-1 mRNS gén expresszidoja 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 fokozédasa az ischaemiat koveté reperfuziéo utin gyors
fehérjeszintézisre utal, amely részben hozzajarul a reperfiziéo soran észlelt big
ET-1 és ET-1 plazmaszintek novekedéséhez. Ez utobbi osszefiiggésben lehet a
reperfuzios 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.

1.

4.

Kimutattuk, hogy rovid ideig tarto DXR kezelés dozisfiiggé modon gatolja az ET-
1 mRNS expressziojat. A kemoterapia soran alkalmazott magas DXR
koncentracio direkt kardiotoxikus hatasat tovabb novelheti a DXR hatasara
bekovetkezo kezdeti ET-1 termelés csokkenés, ami apoptézisra valéo nagyobb
fogékonysagot jelent.

A 96 vizsgalt gén koziil csak az ET-1 mRNS expresszioja valtozott dozisfiiggoen
és szignifikans mértékben.

Az endothelsejteken végzett Kisérletekben is mind az mRNS, mind a
fehérjeszinten azonos iranyu valtozasokat tapasztaltunk. A DXR szignifikansan
csokkentette a bigET-1 szintet.

Az endothelsejtben az ET-1-t szabalyozé valamint az ET-1 altal szabalyozott
gének halozatat és ezem géneknek a DXR Kkezelésre adott reakciojat is
feltérképeztiik a teljes genom expressziés mintazatat vizsgalni képes microarray
modszer segitségével. A DXR kezelés hatasara expressziovaltozast mutato gének

kozill az ET-1 az egyik legtobb kapcsolattal rendelkezik.

12



Kisérleteink soran az ET-1 rendszer kdzponti szerepét igazoltuk mind a kutya szivizomsejtek
ischaemiara adott valaszaban, mind a human endothelsejtek DXR kezelésre adott
reakcidjaban. A fentiek vizsgalatdra részletesebb, a patomehanizmust érintd kisérletek
elvégzése lenne sziikséges az ET-1-gyel kapcsolatban, mely altal érthetové valna az ET-1
kardiovaszkularis  rendszerben  betdltott, a vérnyomas szabalyozasan  talmutatd
szabalyozdszerepe 1is, valamint lehetéség nyilna az endothelin-rendszer gatlasanak

kifinomultabb alkalmazasara.
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