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Lectori Salutem!

Az elmult honapokban ismét felélénkiilt egy néhany éve megkezdodott vita: legyenek-e a jo felsdoktatasi intézmeé-
nyek kozott ,,még jobb” (vagy legjobb) egyetemek? A kutatdegyetemi statust, amely akar anyagi elonydket is nyujthat, a
Felséoktatasi Torvény kodifikalja, de konkrét tartalmi jegyek nélkiil. Erthetd tehat, hogy sokan sokfelé faradoznak para-
méterek, szempontok, algoritmusok kidolgozasan, amelyek alapjan a megtiszteld cim odaitélhetd lesz. Mi sem természe-
tesebb, mint az, hogy ebb6l a munkabol a Semmelweis Egyetem sem maradhat ki. A rengeteg lehetséges indikator kozott,
ha szamszerisitésiik nem is konnyt feladat, az egyik legfontosabb a fiatalon kiemelkedd eredményeket elért kutatok
megjelenitése, bemutatdsa. A Tudomany Napja a magyar fels6oktatés és kutatés talan legnagyobb linnepe. Ilyenkor egy-
mast érik a tudomdanyos rendezvények, amelyek fOszerepldi 4ltalaban rangos kitilintetések birtokosai, kiemelkedd ered-
ményeket elért tudosok. Egyetemiink is kiveszi a részét ebbdl az iinnepi rendezvénysorozatbodl, és ilyenkor keriil tadasra
a Huzella- és a Jendrassik-dij, és ilyenkor adjak at a legmagasabb egyetemi kitiintetést, a Semmelweis-dijat is. A Dies
Academicus keretében eskiitétel utan avatjuk fel a frissen végzett doktorjelolteket is, akik koziil a legjobbak szintén kii-
16nféle dijakban, jutalmakban részesiilnek. Nem feledkezhetliink meg azokrdl sem, akik a Semmelweis Kutatasi Tdmoga-
tas dijaban részestiltek.

Az Orvosképzés is megprobalta ,,szora birni” egyetemiink fiatal kivalosagait a Dies Academicus alkalmabol. Kiilon-
szamunk fiatal szerzdi, akik felkérésiinkre vallalkoztak tudomanyos munkajukrol beszamolni a lap hasabjain, most egy
ujabb kozleménnyel gazdagithatjak publikacios listaikat. Gratulalunk nekik, ¢és azt kivanjuk, hogy palyafutasuk olyan si-
keresen folytatodjék, mint ahogyan elkezdddott. De ennél tobbet varunk ifju szerzéinkt6l! Még fiatalabb palyatarsaik sza-
mara kell utmutatast adniuk és 0j ismereteket kozolniiik — ez nemcsak az Orvosképzés rovataiban, hanem az egyetemi pa-
lyafutasuk soréan is kotelességiik.

Eotvos Lorand szavait idézziik: ,, Az egyetem ma, azt az elvet kévetve, hogy tudomanyt kozélni csak az tud igazaban, ki
azt maga is el6bbre vinni képes, vonzokorébe gyiijti a tudomanynak majdnem ésszes munkdsait, elldatja ket a sziikséges
segédeszkozokkel, kitelességiikké azt az egyet tevén, hogy tanitsanak ugy, amint azt meggyozodésiik sugallja, megad ne-
kik mindent arra, hogy egyéniségiiket a tudomanyos kutatas terén szabadon érvényesithessék, s maguknak tanitvanyaik-
bol utodokat nevelhessenek. Csodalhatjuk-e, hogy az egyetem szabad légkiorében pezseg ma leghevesebben a tudomanyos
élet?”

Ez a pezsgés az, ami az egyetemi 1étben a legszebb, hiszen a fiatal tanitvanyok eldbb-utdbb maguk is mesterek lesz-
nek. Az Orvosképzés szerzoi tehat cikkeikkel maris betoppantak a mesterek korébe, és reméljiik, hogy nagyon sokan ol-
vasnak majd tudomanyos munkajuk eredményeirdl. A rovatszerkesztd csalddassal vette tudomasul, hogy a kivalasztottak
¢és a dijazottak koziil nem mindenki kivant a kozlés lehetoségével élni, megfosztva ezzel az érdeklddd egyetemi kdzonsé-
get téziseik megismerésétdl. Mivel a dijakat megpalyazok annak idején nem tudhattak, hogy esetleges sikereiknek milyen
kovetkezménye lehet, senkit nem akartunk kényszerrel kényelmetlen helyzetbe hozni, de kiilonszdmunkkal hatarozott
jelzést szeretnénk adni a jovo nyerteseinek: a mestereknek nemesak lehetdségiik van a tudas atadasara, hanem bizony ko-
telességiik is ez a feladat...

Egyetemiink nevezetes tinnepén, a Dies Academicuson, az ,,akadémia napjan” érdemes felidézni a gyakran hasznalt
idegen sz jelentését és eredetét. Amint az ismeretes, Akadémosz gordg hérosz nevébdl szarmazik az akadémia szo.
Akadémosznak Athén kdzelében temploma és szent ligete volt. Ebben a ligetben talalkozott és vitatkozott a filozofus Pla-
ton barataival €s tanitvanyaival. A hires filozofus és tudos itt alapitotta meg Akadémianak nevezett filozofiai iskolajat
1d8szamitasunk eldtt 387-ben. Az iskola sokdig volt a tudomany fellegvéra, mig alapitdsa utdn majdnem ezer év elteltével
Justinianus csdszar megsziintette. Majdnem egy ujabb évezrednek kellett eltelnie addig, amig a XV. szazad Firenzéjében
Ujjasziilethetett a reneszansz Akadémia, amely Cosimo de Medici nevéhez fliz6dik. Az akadémia ma is a tudosokbol allo
testiiletnek a megjeldlése, amelynek minden tudomanyos fokozattal rendelkezd személy teljes értékii tagja lehet.

Budapest, 2009 oktobere
Dr. Szél Agoston
a Doktori Tanacs Elnoke

2009: S5:367-418. © semmewers aas ORVOSKEPZES



ORVOSKEPZES folyéirat szerzéi Gtmutatéja

A folydirat célja: Az 1911-6ta megjelend Orvosképzés legfontosabb
célja a hazai orvoskollégak folyamatos gradudlis és posztgradudlis
képzésének tamogatasa. A lap elsésorban olyan munkdk kozlését
tartja feladatanak, amelyek az orvostudomany egy-egy aganak
Ujabb és lesz(irt eredményeit foglaljak 6ssze magas szinvonalon gy,
hogy azok a gyakorlé orvoshoz, szakorvoshoz, klinikushoz és elméle-
ti orvoshoz egyarant széljanak. Emellett lehetéség van eredeti kozle-
mények és esetismertetések benyujtasara, és az Ujsag a Semmelweis
Egyetem szakmai kételez szinten tarto tanfolyamok el6adasi 6ssze-
foglaldinak is teret ad. Az eredeti kozlemények a rendszeres lap-
szamokban, vagy a témahoz kapcsolddo tematikus lapszamokban
kapnak helyet. Fontos feladatunknak tartjuk, hogy rezidens kollégak
tollabdl szarmazé esetismertetéseket is kdzoljuink, melyeket mentori
ajanlassal kériink benyujtani. A beadott dolgozatokat a szerkeszt6bi-
zottsag el6zetes biralatra adja ki, és a kézirat kdzlésére a biralat ered-
ményének fliggvényében kerl sor. Tudomanyos dolgozat benyuj-
tasdra az aldbbiak szerint van lehetéség:

* Esetismertetés (case report)

+ Fiatal doktorok (PhD) tudomanyos beszamoldja, Uj eredményei-
nek osszefoglalasa (nem tézisek vagy doktori értekezések!)

+ Klasszikus 6sszefoglaldé kozlemény az elméleti és klinikai orvostu-
domany barmely teruletérdl, a legujabb irodalmi eredmények fel-
hasznalasaval

+ ,Update” jellegli kdzlemény, azaz nem egy téma kidolgozasa, ha-
nem adott szakterilet legtjabb tudomaényos eredményeinek
Osszefoglalasa

* El6adasi 6sszefoglald (a tanfolyamszervezok felkérése alapjan)

A kézirat: A tudoményos kozleményeket elektronikusan, Word do-
kumentum formatumban kérjuk eljuttatni a szerkesztéségbe. Az il-
lusztraciokat, abrakat és tablazatokat kulon file-ként kérjuk elkuldeni.
Az abrak cimeit és az dbramagyarazatokat a Word dokumentumban
kulon oldalon kell feltiintetni, az dbra/tablazat szamanak egyértelmi
megjelolésével. A digitalis képeket minimum 300 dpi felbontasban
kérjuk, elfogadunk tif, eps, illetve cdr kiterjesztési file-okat. A kézirat
elfogadasa esetén az dbrakat a szerkesztéség nyomtatott formaban
is kéri elkiildeni. Az orvosi szavak helyesirasaban az Akadémia allas-
foglalasanak megfeleléen, a latinos irdasmadd kovetkezetes alkalmaza-
sat tekintjuk elfogadottnak. Magyarosan kérjik irni a tudomanyagak
és szakteruletek, a technikai eljarasok, muszerek, a kémiai vegyletek
neveit. A szerkeszt6k fenntartjak maguknak a stilaris javitas jogat. A
mértékegységeket SI mértékrendszerben kérjik megadni.

A kézirat felépitése a kdvetkezd: (1) cimoldal, (2) magyar 6sszefog-
lalas, kulcsszavakkal, (3) angol 6sszefoglalas (angol cimmel), angol
kulcsszavakkal, (sorrendben): magyar cim, angol cim, (4) réviditések
jegyzéke (ha van), (5) széveg, (6) irodalomjegyzék, (7) dbrajegyzék, (8)
tablazatok, (9) abrak. Az oldalszamozast a cimoldaltél kezdve kell
megadni és az egyes felsorolt tételeket kiilon lapon kell kezdeni.

(1) A cimoldalon sorrendben a kovetkezok szerepeljenek: a kézirat ci-
me, a szerzk neve, valamint a szerz6k munkahelye, a kapcsolattartd
szerz6 pontos elektronikus és postai cimének megjeldlésével. (2-3)
Az dsszefoglaldst magyar és angol nyelven kell bekdldeni, kilon ol-
dalakon, a kovetkez6 szerkezet szerint: ,Bevezetés” (,Introduction”),
,Célkitlizés”  (,Aim"), ,Mddszer” (,Methods”), ,Eredmények”
(,Results”) és ,Kovetkeztetések” (,Conclusions”) lényegre t6ré meg-
fogalmazasa torténjék. A magyar és az angol 9sszefoglalasok terje-
delme - kilén-kilon — ne haladja meg a 200 szét (kulcsszavak nél-
kal). A témahoz kapcsolods, maximum 5 kulcsszot az 6sszefoglalok
oldalan, azokat kovetden kérjlk feltlintetni magyar és angol nyel-
ven. (4) A kéziratban el6forduld, nem altalanosan elfogadott révidi-
tésekrdl kilon jegyzéket kell késziteni abc-sorrendben. (5) A szoveg-
torzs szerkezete vilagos és az olvasé szamadra atlathaté legyen. Ere-
deti kdzlemények esetén a ,Bevezetd"-ben roviden meg kell jeldlni a
problémafelvetést, és az irodalmi hivatkozasokat a legujabb eredeti

kozleményekre és 6sszefoglalokra kell szlikiteni. A ,Mddszer” rész-
ben vildgosan és pontosan kell leirni azokat a médszereket, amelyek
alapjan a kozolt eredmények szulettek. Kordbban kézolt médszere-
ket esetén csak a metodika alapelveit kell megjellni, megfeleld iro-
dalmi hivatkozassal. Klinikai vizsgélatokndl a kézirathoz csatolni kell
az illetékes etikai bizottsag &llasfoglalasat. Allatkisérletek esetén a
Magyar Tudomanyos Akadémia — Egészségiligyi Tudomanyos Tanacs
- dllatkisérletekre vonatkozo etikai kodexe érvényes, melyre a meto-
dikai részben utalni kell. A statisztikai mddszereket és azok irodalmat
is meg kell adni. Az ,Eredmények” és a ,Megbeszélés” részeket vila-
gosan kell megszerkeszteni. Referdlé kbzlemények benyuijtasa ese-
tén a szOvegtorzs altémakra oszthatd, melyeket alcimek vezessenek
be. Osszefoglalé referdtumokndil a szévegtérzs terjedelme ne halad-
ja meg a 30 000 karaktert (szokozzel), eredeti kézleménynél (klinikai,
vagy kisérletes) ne haladja meg a 20 000 karaktert (szokozzel), esetis-
mertetésnél ne haladja meg a 10 000 karaktert (szo6kodzzel), eléaddsi
Osszefoglald esetén pedig ne haladja meg a 8000 karaktert (sz6koz-
zel).

Irodalom: a hivatkozasokat (maximum 50, el6adasi 6sszefoglalénal
maximum 10) a szovegben valé megjelenés sorrendjében tlintessék
fel. A szévegben a hivatkozast a sorszama jeloli.

Hivatkozds cikkre: sorrendben: szerzék neve (6 szerz6 felett et al./és
mitsai): cikk cime. folyéirat neve (Index Medicus szerint roviditve) év;
kotetszam:elsé-utolsé oldal. Példa: 1. Kelly PJ, Eisman JA, Sambrook
PN: Interaction of genetic and environmental influences on peak
bone density. Osteoporosis Int 1990; 1:56-60. Hivatkozds kényvfeje-
zetre, sorrendben: a fejezet szerzéi: a fejezet cime. In: szerkeszt6k
(editors): a konyv cime. A kiadas helye, kiadd, megjelenés éve; fejezet
els6-utolsd oldala. Példa: 2. Delange FM, Ermans AM. lodide
deficiency. In: Braverman LE, Utiger RD, eds. Werner and Ingbar’s the
thyroid. 7th ed. Philadelphia, Lipincott-Raven, 1996; 296-316.
Abrajegyzék: a megjelenés sorrendjében, arab szammal sorszémozva
egymas alatt tartalmazza az dbra cimét és alatta révid és lényegre t6-
r6é dbramagyaréazatot

Tdbldzatok: kulon-kiulon lapokon kérjuk, cimmel elldtva és arab
szammal sorszamozva. Torekedjenek arra, hogy a tablazat konnyen
attekinthetd legyen, ne tartalmazzon zavardan sok adatot.

Abrdk: kilén-kilon lapokon kérjik. Csak reprodukéalhaté mindségu
abrékat, fényképek kiildését kérjiik (min. 300 dpi felbontasban), a ko-
rabban megjelolt file formatumokban. A kézirat elfogadésa esetén a
nyomtatott dbrat kérjik bekuldeni a szerkesztéségbe és az dbra hat-
oldalan puha ceruzaval kérjuk jeldlni a szerzd nevét, arab szammal az
abra sorszamat és a vertikalis iranyat.

A formai hidnyossaggal bekuldott kéziratokat nem tudjuk elfogadni.
A gyors lektori és korrekturaforduldk érdekében kérjik a legbizto-
sabb levelezési, illetve e-mail cimet, telefon- és faxszamot megadni.
Elfogadas esetén kilon levélben kérjuk jelezni, hogy a szerzék a koéz-
leménnyel egyetértenek (és ezt aladirasukkal igazoljak), valamint le-
mondanak a folydirat javara a kiadasi jogrdl. Irasbeli engedélyt ké-
rink mellékelni a mar kozolt adat/abra felhasznalasa, felismerhetd
személy dbrazoldsa, szerz6nek nem mindsiilé személy nevének em-
litése/feltlintetése esetén. A szerkeszt6ség az ltala felkért szakérték
személyét titkossaggal kezeli. A kézirat tulajdonjoga a megjelenésig
a szerz6t illeti meg, a megjelenés napjan tulajdonjoga a kiadéra szall.
A megjelent kéziratok meg6rzésére szerkesztéséglink nem tud val-
lalkozni.

A kéziratok benyuijtasét a kovetkezé cimre varjuk:

Dr. Szelid Zsolt szerkeszt6ségi titkdr
Semmelweis Egyetem, Kardioldgiai K6zpont
1122 Budapest, Varosmajor u. 68

Tel: (06-1) 458-6810

E-mail: orvoskepzes@kardio.sote.hu

@ Semmelweis Kiadd
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Virtualis mikroszkopia alkalmazasi lehetéségei Molnar Béla

a vastagbélbetegségek diagnosztikajaban

Application of virtual microscopy in the diagnostics of colonic
diseases

OSSZEFOGLALAS A virtualis mikroszkdpia egy a Semmelweis Egyetem Il. Sz. Belgydgyaszati Kli- Semmelweis Egyetem,
nika, Sejtanalitika Laboratériumaban szuletett eljaras, amely targylemez-digitalizalo rendszert, © | o, Belgyogyaszati
digitalis targylemezt és virtualis mikroszkép programot foglal magéban. A technika méra vildg- : Klinik

szinten elfogadottd és sikeressé valt. Ez a médszer, mely kezdetben kutatasi célra lett kifejleszt- : inika
ve, a digitalis patoldgia alapja lett. Legfébb felhasznalasi tertiletei a rutin diagnosztika, a :
telekonzultacio és az oktatas. Az immunhisztokémiai kiértékelés, a fluoreszcens mikroszképia, :
a 3 dimenzids szovettani rekonstrukcio és a széveti microarray elemzés alkalmazasi terllete- :
ken a virtualis mikroszkop eredményesebben alkalmazhato, mint a hagyomanyos optikai mik- :
roszkop. A digitalisan tarolt targylemez felhasznalhato in situ molekularis biolégiai adatok vizu- :
alizalasara is. A virtudlis mikroszképia a diagnosztika mindennapos eszkzévé vilik. :

KULCSSZAVAK virtualis mikroszkopia, digitélis targylemez, targylemez-digitalizalé rendszer

SUMMARY The virtual microscopy that was born in the Cell Analysis Laboratory of the 2nd De-
partment of Internal Medicine, Semmelweis University includes a slide digitiser scanning sys- :
tem, the digital slide and the virtual microscope program. This technique achieved a :
world-wide acceptance and break-through. The method that was developed first for research :
purposes now became the basis of digital pathology. The routine diagnostics, the telecon- :
sultation and the education are the major application fields. Immunohistochemical analysis, :
fluorescence microscopy, 3 dimensional histological reconstruction and tissue microarray anal- :
ysis could be performed more efficiently with virtual than the conventional optical micros- :
copy. The digital slide can be also used for the visualisation of in situ molecular biological infor- :
mation. The virtual microscope becomes an everyday tool in the routine morphological :
diagnostics. ‘
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Bevezetés El6zmények

A virtualis mikroszkopiat az 1990-es évek masodik fe-
1ében a Semmelweis Egyetem II. Sz. Belgydgyaszati Kli-
nikdjanak Sejtanalitika Laboratoriumaban fejlesztették ki
a gastrointestinalis biopsias mintak haromdimenzids vizu-
alizacidjara, mely aztan az elmult 10 évben a patoldgidban
digitalis paradigmavaltashoz vezetett. A virtualis mikro-
szkopia kifejlesztését a vilagban mindenhol Magyaror-
szaghoz és a Semmelweis Egyetemi fejleszté munkakd-
z0sséghez kotik.

Koézleményiink célja ennek a kutatéasi és diagnosztikai
eszkoztarnak a bemutatasa, alkalmazasi teriileteinek
Osszefoglalasa, illetve ennek a moédszernek, valamint mo-
lekularis patologiai kapcsolddasi pontjainak ismertetése.

A szerzd 2009-ben Jendrassik-dijban részestilt.

2008; S5:367-418.

Az 1990-es évek kozepére a komputerek tarolasi, kép-
rogzitési lehetdségeinek boviilésével lehetdve valt a mik-
roszkopos informacio digitalis tarolasa. Ezzel parhuzamo-
san a mikroszkopra illeszthetd kamerak képalkotdsi mind-
sége és sebessége is elérte azt a szintet, amely mar a pato-
logusok magas igényeinek is megfelelt.

Az egyre novekvo vizsgalati mintaszam és vizsgalati
terliletek (cervixrak sziirése) sziikségessé tették az auto-
matikus mikroszkopos rendszerek kifejlesztését. Erre a
célra motorizalt mikroszkopok (X/Y/Z irany(i mozgas, ob-
jektivesere, motorizalt megvilagitasvaltas), illetve specia-
lis targylemez-adagold és azonositd rendszerek keriiltek
kifejlesztésre.

Ezen rendszerek munka- és alkalmazasi folyamatainak
kdzéppontjaban azonban egyértelmuien csak az adott mik-
roszkopos latomezd6 4llt. Ez az alapelv megakadalyozta,
hogy komplex szoveti és sejtstrukturakat (kis nagyitas), il-
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letve ezzel parhuzamosan magstrukturakat (nagy nagyi-
tas) is vizsgalni tudjanak. Ezért ezek a fejlesztések nem ér-
tek el atiit6 sikereket, és az erre alapozott termékek
(PAPNET, TRIPATH) nem keriiltek altalanos bevezetés-
re.

A kozlemény szerzdje, akkor még fiatal kutatoként fel-
ismerte, hogy egy koztes munkafolyamat, a digitalas,
targylemezen végzett virtualis mikroszkopia beiktatasaval
ezek a problémak kikiiszobolhetok. Digitalis targylemez
azonban akkor még nem létezett, ugyantgy, ahogy a digi-
talis targylemez eldallitasara és vizualizacidjara alkalmas
eszkozok sem voltak elérhetdk.

A virtualis mikroszkopia eszkozei

Targylemez -digitalizaloé rendszer

A targylemez-digitalizal6 rendszerek legfébb jellem-
z61 a nagy képfelbontas mellett (0,2 um/ pixel) torténd
nagy sebességfi (1 cm*/perc) fokuszalt digitalizalds. Ehhez
mikroszkopos optikai komponensek mellett Gijonnan kifej-
lesztett mechanikai és elektronikai elemek voltak sziiksé-
gesek.

A digitalizal6 rendszerek egyik f6 eleme a targylemez-
adagolo rendszer, amely 1-300 targylemez automatikus
be-, illetve kiadagolasat teszik lehetévé. A targylemez be-
adagolasakor sziikséges a targylemez azonositasa a rahe-
lyezett vonalkod vagy kézi iras kiértékelése alapjan.

A nagyfelbontasu digitalizalas elott a targylemez min-
tat tartalmazo részeinek eldvizsgalata (region of interest,
ROI) torténik meg egy kisfelbontasu képalkotod rendszer
segitségével. Ez lehetdvé teszi a digitalizalando teriilet
méretének és helyének pontos meghatarozasat.
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A nagyfelbontasu digitalizalas folyamata soran elséd-
leges az éles képet ado fokuszsik pontos azonositasa, ami-
re képfeldolgozas vagy metrikus eszk6zok szolgalhatnak
megoldasul. Ehhez a targylemez Z iranyl mozgatasa is
sziikséges. Ezek utdn megtorténhet a targylemez nagy se-
bességll, nagy felbontast digitalizalasa, azaz a digitalis
targylemez eldallitasa.

Digitalis targylemez

A digitéalis targylemez elsddlegesen tartalmazza a
targylemez-azonosito adatokat (vonalkod, kézi jelolés), a
biologiai minta nagyfelbontasu digitalis masat. Figyelem-
be véve a digitalis média sokfajta alkalmazhatdsagi lehe-
téségét, a digitalis targylemez tobb fokuszsikot, tobb na-
gyitasi valtozatot, megvilagitasi format (fluoreszcens csa-
tornék) tartalmazhat. A digitalis targylemezre elhelyezhe-
t0 kézi feljegyzés és a képfeldolgozasi algoritmusok ered-
ményei, szamszerlen, illetve képszertien.

A digitalis targylemez masolhato, sokszorosithato és
komputeres haldzatokon is elérhetd. Az elérhetdség, illet-
ve a hozzaférés dokumentalhatd. A digitalis targylemez
mérete néhany megabyte-tol gigabyte-os méretig terjed-
het.

Virtualis mikroszkép

A virtualis mikroszkép fedi az optikai mikroszkop
funkcidit, de annal Iényegesen tobbet is tud. A virtualis
mikroszkopban targylemezvalasztés, az X/Y irdnyl moz-
gas, nagyitas, kicsinyités, tobb fokuszsik felvétele esetén
Z irany mozgas lehetséges. A kiilonb6z6 megvilagitasok
alkalmazasa is lehetséges, amennyiben a targylemez en-
nek megfelelden volt digitalizalva.

A virtualis mikroszkdp azonban ennél is tobbet tud: a
digitalis targylemezre lehetséges leirdsok, megjelolések
felhelyezése. A virtualis mikroszkop alkalmazhat6 halo-
zatbol, amikor egy szerveren elhelyezett digitalis targyle-
mezhez akér interneten keresztiil is hozzaférhetiink. A vir-
tudlis mikroszkopban alkalmazhatéak mérési eszk6zok is,
amelyekkel morfometriai és denzitometriai elvaltozasok
is kvantifikalhatoak.

A virtualis mikroszkop képes lehet tobb, ugyanabbol
az esetbdl vagy mas referenciaesetbdl szarmazo targyle-
mez parhuzamos vizualizalasara.

A virtualis mikroszkdp tamogatja az orientaciot, mivel
a vizsgald aktualis nézeti koordinatai a targylemezre, min-
tara vonatkoztatva a képerny6n bemutathatok.

Szoftver-alkalmazasok a patoldgia egyes
munkafolyamatainak tdmogatasara

A virtualis mikroszkopia validalt nemzetkdzi tanulma-
nyok alapjan alkalmazhatonak tiinik rutin diagnosztikai,
sebészeti friss fagyasztott mintak diagnosztikaja mellett
egyéb teriileteken is mint az oktatas, az immunhisztokémi-
ai mintak vizsgalata, FISH analizis, szkenneld fluoresz-
cens mikroszkopia, haromdimenzids szovettani rekonst-
rukcid, széveti microarray elemzés (TMA).
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VIRTUALIS MIKROSZKOPIA ALKALMAZASI LEHETOSEGEI A VASTAGBELBETEGSEGEK DIAGNOSZTIKAJABAN

A virtualis mikroszkodpia gyakorlati
alkalmazasai

Diagnosztika

A rutin hisztologiai intézetek napi targylemez digitali-
zalasi igénye nagyon kiilonbozd: a kis laboratoriumok ese-
tén 100-200, mig a kdzepes eurdpai, akadémiai laboratori-
umok esetén 500—1000 targylemez/nap. A nagy vezeto in-
tézetek mintaszama Europaban és az Egyesiilt Allamok-
ban 3000-4000 targylemez/nap. Ennek a digitalizalasi
mennyiségnek a kiszolgalasara tobb fajta targylemez-
szkennert fejlesztettiink ki (www. 3dhistech.com). Teljesen
digitalizalt laboratériumok jelenleg a kozépsé szegmens-
ben vannak. A teljes munkafolyamat digitalizalasahoz
specialis adatbazis-kezelé szoftvereket, szerveralkalma-
zasokat (www.pathonet.com) és riportolo szoftverrendsze-
reket kellett kifejleszteni.

Sebészeti friss fagyasztott mintak diagnosztikaja

A sebészeti beavatkozasokat kisérd friss fagyasztott
metszetek diagnosztikdja eddig is kiilonleges felszerelést
(cryostat) igényelt. A mintak feldolgozasa sok esetben a
miitében elhelyezett metszetelokészitd késziilékkel tor-
tént. Virtualis mikroszkopia segitségével, a patologus
telekonzultacios formaban tudja a mintat kiértékelni. Eh-
hez 1 targylemezes scanner késziilék, scanner/server PC és
telekonzultacios virtualis mikroszkop sziikséges.

Oktatas

A virtualis mikroszkopia elso atiitd sikerét az oktatas-
ban érte el. Az anatomiai, patologiai metszeteket igy nem
kell minden egyes hallgato részére elkésziteni. Az év so-
ran megfigyelhetd torés, fogyas elmarad. Az oktatotermi
anyag interneten is elérhetévé valt. A digitalis targyleme-
zen elhelyezett jeldlések, dokumentacios megjegyzések
minden hallgat6 szamara elérhetévé valtak. Az oktatdter-
mekben mikroszkop helyett személyi szamitogépen futd
virtudlis mikroszkop-programok segitségével a hallgatok
a konzultaci6 folyamataba aktivan bekapcsolodhatnak.

A hisztologiai oktatas végs6 allomasa a vizsgaztatas is
tamogathato specialis, a virtualis mikroszkopiat és digita-
lis targylemezt tartalmaz6 vizsgaztatd programokkal.

Immunhisztokémiai mintak vizsgalata

Az immunhisztokémiai mintak vizsgalatat a virtualis
mikroszkop harom aspektusbol kiilonosen hatékonyan
tudja tdmogatni: 1. a mintak festése nem halvanyul, ha
azok digitalisan vannak rogzitve; 2. az egy esetbol szarma-
z6, kiilonb6zd modon festett mintdk egyszerre vizualizal-
hatok a virtualis mikroszkopban; 3. a kiilonb6z6 festési
modszerek (sejtmag, citoplazma, membran) szemikvanti-
fikalasa is megoldhato specialis algoritmusok segitségé-
vel. A kozeljovében olyan komplex diagnosztikai eljara-
sok kifejlesztése varhato, ahol a mintdkon levé immunfes-
tés referencia mintdk, standardizalt protokollok, integralt
festd, fedd, szkenneld automatdk segitségével kvantifi-
kalhato lesz.

2008; S5:367-418.
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Virtudlis mikroszkdp felhaszndldi fellilete: im-
i munhisztokémiai minta bemutatdsa

FISH (fluoreszcens in situ hybridisatio) analizis

A digitalis targylemezeken torténd FISH kiértékelés a
genetikai vizsgalatok 1) lehetésége. A digitalis FISH se-
gitségével a szoveti mintdk parhuzamos IH analizise vizu-
alizalhat6. A hagyomanyos mikroszképokon eddig alkal-
mazott modszer technikai hibainak kikiiszobolése lehetd-
vé valik tobb fokuszsik felvételével és egy fokuszsikban
torténd vizualizélasaval.

Szkennel6 fluoreszcens mikroszkopia

A virtualis mikroszkopia kvantitativ méréeszkozként
torténd alkalmazasat az ugynevezett scanning fluoresz-
cens mikroszkopia (SFM) bizonyitotta be. Ha az optikai
utat, a digitalizalo rendszert sikeriil referencia targyleme-
zek segitéségével kalibralnunk, a 14tomez6 megvilagitast
homogenizalnunk az atdramoltatasos €s a laser scanning
cytometridhoz hasonld eszkoz allhat rendelkezésiinkre.
Amennyiben a sejtenként mért fluoreszcens jeleket refe-
rencia populdciéhoz hasonlitjuk, akkor a modszer alkal-
mas lehet kvantitativ DNS elemzésre is. A scanning fluo-
reszcens mikroszkopia szoveti metszeteken is alkalmaz-
hato, igy létrejott a szoveti cytometria modszere.

Haromdimenzioés szévettani rekonstrukcio

A virtudlis mikroszkopia specidlis felhasznalasi lehe-
tdsége a sorozatmetszetek 3 dimenzids rekonstrukcidja.
Ennek a médszernek az alapja, hogy az 5 pm-es atlagos at-
mérdji metszeteket automata targylemez-digitalizaloval
egymas utan digitalizaljuk, majd az igy eléallitott minta-
kat specialis szoftverrel el6bb 2 dimenzidoban egymashoz
rendezziik, majd 3D-ben rekonstrudljuk. A 3 dimenzids
modellben mérés is lehetséges.

Szoveti microarray analizis (TMA)

A szdveti microarray-k kiértékelése virtualis mikro-
szkopia nélkiil ma mar szinte elképzelhetetlen. A TMA le-
mezek optikai mikroszkopos kiértékelését a lokalizacion
kiviil a klinikai adatok hidnya is nehezitette. A virtualis
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mikroszkopban mind a két fontos funkci6 elérhetd: az
egyes szdveti mintak a virtualis mikroszkopon dokumen-
talhatok a minta feliratozasaval és a hozzatartozo klinikai
adatokkal. Ezenkivill az egyes mintahoz tartozo kiilonbo-
70 festések egymas mellett vizualizalhatok. A szoveti min-
tak kiértékelési eredményei (,,score”-olas) pedig visszair-
hatok a kiindulasi TMA adatbazisba, akar haldzaton ke-
resztiil is.

Virtualis mikroszkopia és molekularis patolégiai
alkalmazasai

A virtualis mikroszkopia segitségével lehetséges a mar
digitalizalt minta tovabbi felhasznalasa olyan célokra is,
amelyek a tovabbiakban a minta fizikai megsemmisiilésé-
vel jarnak. A minta képe megmarad és Gsszekapcsolhatd
az Ujabb eredményekkel.

A lézer microdissectio sordn a szdvettani metszet egy
sejtjének, sejtcsoportjainak a szoveti kdrnyezetbdl torténd

szelektiv kiemelése lehetséges, majd RNS vagy DNS izo-
lalast kovetden PCR, illetve DNS szekvenalas elvégzése
valik lehet6évé. Az adott sejtcsoportok esetén kapott ered-
mények digitélis targylemezbe valo visszaflizése lehetévé
teszi a mikroszkopos és a szubmikroszkdpos informacid
egylittes tarolasat és kiértékelését.

Diszkusszié

A digitalis mikroszkopia a patologiai munkafolyamat
sok teriiletén bizonyitott elonydsebb tulajdonsagai révén
mar helyettesitette az optikai mikroszkopiat. A kovetkezd
években ennek a folyamatnak a forradalmi megjelenését,
elterjedését lathatjuk majd. A virtualis mikroszkdpia meg-
jelenik Gjabb, eddig nem alkalmazott teriileteken is, mint a
konfokalis mikroszkopia €s a spektralis kiértékeld rend-
szerek. Az 0j generacids nagy sebességli digitalizatorok-
kal a teljes rutin patologiai folyamat atallitasa is meg fog
torténni.
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TRESK: egy kalcineurin altal szabalyozott hattér Czirjak Gabor
K*-csatorna vizsgalata  Enyedi Péter

Investigation of TRESK: a calcineurin-regulated background
K" channel

OSSZEFOGLALAS Bevezetés: A hattér K*-csatornak szamos sejttipusban déntéen meghataroz- ©  Semmelweis Egyetem,
zak a nyugalmi membranpotencial értékét. A kdzelmultban molekularis szinten azonositottak :
a hattér K*-csatornak kialakitasaért felel6s fehérjéket, a két pérusdoménnal rendelkezé (K2P)
csatorna alegységeket.
Célkittizés: Eszrevettiik, hogy az egyéb hattér K*-csatornaktdl eltéréen, a TRESK (TWIK-related
spinal cord K* channel) arama a citoplazma kalciumjel hatasara mintegy hétszeresére aktivalo-
dik. Mivel a kalciumjel altalaban a cellularis élettani/korélettani folyamatok lényegét érinti, sze-
rettik volna megérteni, hogy a TRESK kalciumfliggd szabalyozésa hogyan torténik.
Mddszer: A Xenopus laevis (afrikai karmosbéka) petesejtekben kifejezett TRESK aramat :
kételektrodos fesziltség clamp eljarassal mértik. Gatloszerek hatésat vizsgaltuk, a csatorna :
szerkezetét modositottuk vagy kiilonbozé fehérjék cDNS-ét klonoztuk, és koexpresszaltuk a :
csatornaval. A csatorna egyes részleteit rekombinans technolégiaval eléallitottuk, és biokémiai :
kolcsonhatasait elemeztik. Eredmények: Azonositottunk két fehérjét, melyek kdzvetlentl kap- :
csolodnak a TRESK csatornahoz. A kalcineurin nev(i kalciumaktivalt protein-foszfatéz a csator-
na egy specialis motivumahoz két, és a csatorna defoszforilaciéja felelés a TRESK aram nagy- :
mértéka aktivacidjaért. A masik azonositott partner, a 14-3-3 adapter fehérje kihorgonyzédasa :
maddositja a kalciumfliggd szabélyozas kinetikajat.
Kovetkeztetések: Osszefliggést talaltunk az orvosi szempontbdl nagy jelentéséggel bird
kalcineurin és a nagyon kevéssé ismert funkcioju TRESK csatorna szabalyozasa kozott. Felmerdl
a TRESK csatorna szerepe a kiterjedten alkalmazott kalcineurin inhibitorok okozta fajdalom :
patomechanizmusaban. :

Elettani Intézet

KULCSSZAVAK TRESK, KCNK18, NFAT, 14-3-3, ciklosporin

SUMMARY Introduction: The resting membrane potential of several cell types is primarily :

determined by background K* channels. Recently, two-pore domain K* channel subunits were

found to constitute background K* channels.

Aim: We observed that, unlike any other background K* channel, TRESK (TWIK-related spinal

cord K" channel) was activated about 7-fold by the cytoplasmic calcium signal. Since the

calcium signal generally influences important physiological and pathophysiological processes, :

we decided to elucidate the mechanism of calcium-dependent regulation of TRESK. :

Methods: TRESK current, expressed in Xenopus laevis oocytes, was measured by two-electrode :

voltage clamp. Inhibitors were tested, the channel structure was modified, or the cDNA of :

different proteins was coexpressed with the channel. The biochemical interactions of :

recombinant channel fragments were analyzed. Results: We identified two proteins directly

binding to TRESK. The calcium-dependent protein phosphatase, calcineurin, is anchored to a :

dedicated region of the channel and dephosphorylation is responsible for the substantial :

activation. The docking of the other identified partner, 14-3-3 adaptor protein, modifies the

kinetics of calcium-dependent activation. :

Conclusions: We found interaction between calcineurin, a protein with prominent medical | ~ LEVELEZESI CiM:
importance, and the less well-known K2P channel, TRESK. TRESK may be involved in the i Dr. Czirjak Gabor

pathomechanism of pain induced by the widely used calcineurin inhibitors. © 1444 Budapest, Pf. 259.
KEY WORDS TRESK, KCNK18, NFAT, 14-3-3, cyclosporin : e-mail: czirjak@eok.sote.hu
TAMOGATASOK

Roviditések
A fnunkat,tamo’g atta a Se,mmelwels Egy etem Semfn.elwels Kutatdsi K2P csatorna:  két pérusdoménnel rendelkezé K csatorna
Tamogall‘assal és az Or;zg]gos lTudomanyos Kutatdsi Alap ( OT[KA NFAT: Nuclear Factor of Activated T cells
K7523,9 és F—677f13)'. Czirjdak Gablqr emellett a Mag'yg( T”udomanyos TRESK: Twik-RElated Spinal cord K* channel
Akadémia Bolyai Jdnos 6szténdijasa volt a kutatdsi idészakban. TWIK: Tandem of pore domains in a Weakly Inwardly

rectifying K= channel
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Bevezetés

K csatorndk majdnem minden sejttipusban kifejezéd-
nek, és kiemelt jelentdségiiek a sejt elektromos aktivitasa-
ban. Emberben tobb mint 70 gén terméke hataroz meg
K'-csatorna-alegységet. Ha tekintetbe vessziik az alterna-
tiv RNS-szabdalést (splicing) és azt, hogy K -csatornak
tobb kiilonbozo alegységbdl is Osszeallhatnak, akkor fe-
hérjeszinten ennél lényegesen tobbféle, szamottevden kii-
16nb6z6 csatorna adodik. Az ioncsatorndk kozott a K'-csa-
tornak szupercsaladja a legnépesebb. Fizioldgias koriilmé-
nyek kozott e csatornak mindegyikén K jut ki a sejtbdl,
ezaltal a membranpotencial negativabba valik, a sejt hiper-
polarizalddik. A csatornak valtozatossaganak jelentdsége
elsésorban abbol adddik, hogy ez milyen koriilmények ko-
z6tt, minek a hatasara kovetkezik be. Szokas a csatornakat
nagyobb funkcionalis csoportokba osztani aszerint, hogy a
membranpotencial hogyan befolyasolja a miikodéstiket.

A fesziiltségfiigg$ K -csatornak a nyugalmi membran-
potencialnal pozitivabb értékek esetén nyitnak, ezért sze-
repiik legtobbszor a mar ingerelt, depolarizalt sejtekre kor-
latozodik, elésegitik a nyugalmi allapotba vald visszaté-
rést. [Ilyen pl. a KvLQT (KCNQ) csatorna a szivben, mely
a kamrai akcids potencial repolarizacios fazisaban szere-
pel, és melynek mutacioja ,,long QT szindrémat” okozhat,
végzetes ritmuszavarhoz vezethet.] A kalciumaktivalt
K'-csatornak is elsdsorban ingerelt sejtekben (magas ci-
toplazma-kalcium esetén) aktivalodnak, és fehérjeszerke-
zetliket tekintve és funkcionalisan is (tobb tipusuk egyben
fesziiltségfiiggést is mutat) a fesziiltségfiiggd K -csator-
nakra hasonlitanak. A befelé¢ egyeniranyitod (rektifikald)

K-csatorndknak nevezett csoport tagjai féként a nyugalmi
membranpotencial kornyékén eresztenek at (fiziologias
koriilmények kozott kifelé), ennél pozitivabb membranpo-
tencial-értékek esetén viszont nem. Emiatt a befelé rektifi-
kalé K'-csatorndk a nyugalmi membranpotencialt stabili-
zaljak, ha viszont a membranpotencial a nyugalmi értékrol
pozitiv iranyba elmozdult az ingerelt sejtben, akkor ilyen-
kor mar nem szolnak bele annak alakulasaba. [Pl. ilyen be-
felé rektifikald csatorna (KIR6.2) alkotja a szulfonil-
urea-receptorral egyiitt a pancreas -sejtben az ATP-szen-
zitiv K'-csatornat, mely szamos oralis antidiabetikum cél-
pontja.]

Goldman, Hodgkin és Katz mar az 1940-es években, a
K*-csatorna-forgalom bolcséjénél megsejtette, hogy 1é-
teznek olyan K'-csatornék is, melyek a membranpotenciél
valtozasaitdl fiiggetleniil nyitva tartanak. S6t, e csatornak
mikodésének alapelveit is megjosoltak a konstans tér el-
mélet forméjaban (1, 2). E hattér (csurgo, leak) K -csator-
nak létezését kiilonbozo sejtekben késébb sokan elektro-
fiziologiai modszerekkel kisérletesen igazoltak vagy iga-
zolni vélték, de az aramok nehéz elkiilonithetésége miatt
az eredmények nem nyertek altalanos elfogadast. A hattér
K'-csatornak létezését megingathatatlanul bizonyité csa-
tornafehérje-azonositasara egy fél évszazadot kellett var-
ni.

A fesziiltségfiiggd, kalciumaktivalt és befelé rektifika-
16 K'-csatornak molekuléris élettanarél mar elmélyiilt is-
meretekkel rendelkeztiink, mikor végiil 1996 és 2003 ko-
z0tt gyors egymasutanban megismertiik a 15-féle human
két porusdoménnal rendelkezd (K2P) K'-csatorna alegy-
séget (1. dbra), a hattér kaliumaram molekularis alapjat.

pérusdomének

C-term.

: A K2P csatorna alegység sematikus transzmembrdn topoldgidja. A K2P csatorna alegységek négy transzmembrdn
. szegmenst (TMS1-4) tartalmaznak, és az els6 és mdsodik, illetve harmadik és negyedik TMS kézétt taldlhaté egy-egy K*
- csatorna pérusdomeén (P). Ezt a 4TMS/2P elrendezést tiikrézi a csaldd elnevezése, hiszen az egyéb K* csatorna csald-
dokban alegységenként csak egy porusdomen taldlhato. (A fesziiltségfiiggé K* csatorndkra a 6TMS/ 1P, mig a befelé
. rektifikdlokra a 2TMS/ 1P szerkezet jellemzG.) A 4TMS/ 2P alegység struktiira egyben arra is utal, hogy az egyéb K* csa-
i torndktdl eltéréen a K2P csaldd tagjai dimer formdjdban képeznek funkciondlis csatorndt. (A baktériumoktdl kezdve, a
i teljes névény- és dllatvildgot is beleértve az emberig az ismert K* csatorndk transzmembrdn pérusdt mindig négy eré-
. sen konzervdlt pérusdomén alkotja. Ennek megfelelGen az egy porusdoménnel rendelkezé alegységek tetramer for-
* mdjdban mikédnek.) (EC: extracelluldris tér, IC: intracelluldris tér, N-term.: N-termindlis, C-term.: C-termindlis)
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Azok a K2P-alegységek, amelyeket sikeriilt miikodo-
képesen kifejezni, olyan csatornakat hoztak 1étre, melyek
aktivitasa nem vagy csak kevéssé fliggott a membranpo-
tencial értékétdl. A hattér K'-csatornak emiatt képesek a
nyugalmi membranpotencidlt is stabilizalni, egyuttal az
ingerelt sejt pozitivabb membranpotencialjanak a nyugal-
mi allapotba valé visszatérését is serkenteni. A kiillonb6z6
K2P csatornak funkcionalis vizsgalata megmutatta, hogy
az 0j K'-csatorna csalad tagjai hasonld szerkezeti alapele-
meik ellenére nagyon valtozatosak. A membranpotencil
ugyan nem befolyasolja szamottevden aktivitasukat, azon-
ban meglepden sokféle egyéb modon szabalyozddnak.
Kilonbozd fizikokémiai paraméterek (pl. intra- vagy
extracellularis pH, plazmamembran fesziilés vagy hémér-
séklet), az élettani koriilmények kozott fontos tartoma-
nyukban, dramai médon befolyasoljak egyes hattér K'-
csatorndk aktivitasat, mig masokét lényegében nem. Ha-
sonléan valtozatos a hattér K'-csatorndk szabalyozasa
intracellularis jelatviteli utak altal.

A 15 K2P csatorna alegységet aminosav-szekvencia
(és az ezt elég jol kovetd funkcionalis) hasonlosag alapjan
hat alcsaladba sorolték (2. dbra): TWIK (Tandem of pore
domains in a Weakly Iwardly rectifying K™ channel),
TREK (Twik-RElated K" channel), TASK (Twik-related
Acid Sensitive K™ channel), TALK (Twik-related ALkaline
pH-activated K channel), THIK (7wik-related Halo-
thane-/nhibited K channel) és TRESK (Twik-RElated
Spinal cord K channel). Bér a felfedezésiik 6ta csak né-
hany év telt el, az intenziv kutatasnak kdszonhet6en egyre
jobban megértjiik a csatorndk élettani jelentdségét, és né-
hany orvosi vonatkozasra is fény dertilt.

A héttér K'-csatorndk a parolgd folyadék aneszte-
tikumok meghatarozo farmakologiai célpontjai (3). Példa-
ul az anesztéziaban kiterjedten hasznalt halothan, iso-

TWIK2

KCNK?7

TWIK1

TALK1

ALKz TASK2
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fluran és sevofluran vagy a ma mar csak torténeti jelentd-
séggel biro éter és kloroform egyarant hatékonyan (megfe-
lel6 koriilmények kozott tobbszordsére) aktivalja a
TREKI1 és TREK2 csatornak aramat a gyogyitasban hasz-
nalatos koncentracioban. (Emellett a halothan €s isofluran
szintén aktivalja a TASK1 és TASK3 csatorndkat, és a
rendkiviil érzékeny TRESK pedig mar a hasznalt koncent-
racié tartomany alatt is kifejezetten aktivalodik.) Mivel a
TREK és TASK csatornak kiterjedten kifejezédnek a koz-
ponti idegrendszerben, az idegsejtekben, aktivacidjuk az
idegsejtek ingerlékenységét csokkenti, és ezzel jarulnak
hozz4 az anesztézidra jellemzd hatdsok kifejlddéséhez.
Mivel régebben a GABA, kloridcsatorna serkentésével
magyaraztak elsdsorban az altatoszerek hatasat, felmeriilt
a kérdés, hogy a K2P csatornakon kifejtett hatas aranya-
ban mennyire fontos. A TREK1 génirtott egér (melybdl
nem is az dsszes halothane-aktivalt K2P csatorna hidny-
zott, hanem csak egyféle) csokkent érzékenységet muta-
tott a halothan-anesztéziaval szemben, az altatasahoz joval
nagyobb koncentraciéra volt sziikség, mint a vad tipusu
egereknél (4). Ez (és szamos tovabbi eredmény) arra utal,
hogy a K2P csatorndkon kifejtett hatas az anesztézia I¢-
nyeges komponense.

Az SSRI (szerotonin-ujrafelvételt szelektiven gatld)
antidepresszansok (pl. fluoxetin, norfluoxetin, paroxetin)
a szerotonintranszporterek mellett gatoljak a TREK1 és
TREK2 csatornékat is (5, 6). Erdekes modon ezzel egybe-
hangzdéan a TREK1 génirtott egerek rezisztencidja (6 kii-
16nboz6 erre elfogadott teszttel mérve) fokozodott de-
pressziot kivaltd hatasokkal szemben. Ezek a mutans alla-
tok hasonld teszteredményeket produkaltak, mint az
SSRI-kezelt vad tipust tarsaik. Azt is kimutattak, hogy a
mutans allatokban a szerotoninerg rendszer fokozottan
mikodik azokon a teriileteken, melyek emberben az érzel-

i Az emberi K2P csatorna
. alegységek filogenetikai
. fdja. A dendrogramon a
. nagyobb  aminosav-
: szekvencia  hasonlésd-
i got mutatd alegységek
: egymdshoz  kdzelebbi
i dgakon taldlhatok, ami
. egyben utal ezek késéb-
. bi evollciés szétvdldsd-
- ra. A hat K2P csatorna
: alcsalddot  kiilénbozé
i szinekkel jeldltiik.

TRESK

9 i (A KCNK7 alegység a

i TWIK, a TASK-2 alegy-
i s6g a TALK és a TRAAK
. alegység a TREK alcsa-
* lddba tartozik.)
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mi élet szervezéséért és koros allapotban a depresszid ki-
alakulasaért feleldsek. Mindezek az eredmények az su-
galljak, hogy a TREK csatornak farmakologas gatlasa jo
hatast lehet egyes pszichiatriai korképekben. A TREK1 és
TREK2 csatornakrol emellett kimutattak azt is, hogy fon-
tos szerepet jatszanak az arachidonsav és egyéb tobbszo-
rosen telitettlen zsirsavak altal létrehozott neuroprotek-
cidban. Ezek a zsirsavak ugyanis erdteljesen aktivaljak a
csatornakat, ami csokkenti az ¢ket kifejez6 idegsejtek in-
gerlékenységét, és ezaltal fokozza ellenallod képességiiket
az ischaemiaval szemben. Emellett egyes agyat ellato arté-
ridkban, pl. az arteria basilaris teriiletén, az érfal sima-
izomban is megtalalhatok ezek a csatornak, ahol az aktiva-
cidjuk vazodilataciot és javuld vérataramlast eredményez
).

Mig a kiterjedten, nagy mennyiségben expresszalddo
TREK ¢és TASK csatornak jelentdségét mara tobb szaz
kozlemény igazolja, a tobbi K2P csatornarél az ismerete-
ink még mindig kezdetlegesnek mondhatok. Ezeknek a
csatornaknak a kifejezodése altalaban csak néhany szovet-
re korlatozodik, gyakran kisebb mennyiségben és egyéb
héttér K -csatornakkal egyiitt. Ezért nehezebben vizsgal-
hatok izolalt sejtekben. Ez jellemz6 az altalunk vizsgalt
TRESK csatornéra is, melyet els6ként humén gerincveld-
bdl klonoztak 2003-ban (8). A gerincveldben azonban
aranylag alacsony az expresszidja [csaklgy, mint az egér
cerebellumban, ahonnan mi klonoztuk (9)]. Jelenleg ugy
tiinik, hogy a TRESK csatorna {6 el6fordulasi helye a hat-
s0 gyoki és agytorzsi €rz6 ganglionok, illetve az ezekben
talalhato pseudounipoldris érz6 neuronok (10-12). Ez a lo-
kalizacio arra utal, hogy a csatorna funkcidja az érzé mi-
kodésekkel lehet kapcesolatos.

[ca>]4 Ic

valodik (9). Ez kivételes a K2P csatorna csaladban, tekin-
tettel arra, hogy a tobbi csatornat nem befolyasolja a kalci-
umjel, esetleg a kalciummobilizald, G, fehérjéhez kap-
csolt receptorok ingerlése kalciumtol fliggetlen médon ga-
tolja ket (13). Kivancsiak voltunk, hogyan torténik ez a
kiilonleges szabalyozas a molekularis szinten, hatha a sza-
balyozas mechanizmusanak megértése tampontot ad a rej-
télyes csatorna szerepével kapcsolatban is.

Mobdszerek

Az alkalmazott eljarasok, kisérletek, a hasznalt rea-
gensek és statisztikai modszerek részletes leirasa az iroda-
lomjegyzékben jelzett angol nyelvii kdzleményekben ta-
lalhato meg (9, 14, 15). Az allatkisérleteket az MTA-ETT
etikai kodex szabalyainak megfelelden végeztiik.

Eredmények

Mivel a megel6z8 években a TASK1 és TASK3 csa-
tornak kalciummobilizalé hormonreceptorok ingerlésére
1étrejovo gatlasanak mechanizmusat tanulmanyoztuk (13,
16-18), a beallitott kisérleti rendszer birtokaban, azonnal
megvizsgaltuk, hogyan hat ezen receptorok ingerlése az
ujonnan megklonozott TRESK csatornankra. Meglepeté-
stinkre a TRESK-kel Xenopus oocytaban koexpresszalt
AT, angiotenzin-receptor, vagy M; muszkarinos acetil-
kolin-receptor ingerlése egyarant tobb mint Gtszordsére
fokozta a sejtekben a K'-aramot (9). Feltettiik a kérdést,

A TRESK csatorna aktivitdsdt a kalci-
. neurin szabdlyozza. A TRESK (kék)
i alaphelyzetben foszforildlt, gdtolt dlla-
i potban van. A kalciumjel kévetkezté-
. ben aktivdlddik a kalcineurin-foszfa-
. tdz, defoszforildlja a csatorndt, mely-
. nek drama ettél tébbszérosére fokozé-
* dik. (A sematikus dbrdn csak egy fosz-

* fdtcsoportot tiintettiink fel.)
gatolt
K+
A
gRaRRRRe TRRaRRaas
885888888 888488888
-
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4. dbra

A NFAT-szer(i (PQIVID) motivum szerepe a TRESK aktivdcidban. A kalcium/kalmodulin/kalcineurin komplex az
i enzimatikusan aktiv régidjdtdl eltéré feliiletével kihorgonyzddik a TRESK PQIVID motivumdhoz. Ezt kbvetSen a csator-

hogy a G, fehérjéhez kapcsolt receptorok jelatvitelének
melyik lépése felelés a TRESK szabalyozasaért [hiszen
tudtuk, hogy a TASK csatornaknal ugyanez a kérdés egy-
altalan nem trivialis, és a receptorok altal aktivalt kozis-
mert diacilglicerin- (DAG-), illetve inozitol-1,4,5-trisz-
foszfat- (IP5-)fliggd jelatviteli utak nem (tehat igy a kalci-
um szignal sem) szerepelnek a folyamatban]. A TASK
csatornak szabalyozasatol eltéréen, a TRESK-et azonban
minden olyan kisérleti beavatkozas aktivalta, mely a cito-
deztiink egy kalciumaktivalt K2P csatornat (9).

A régbta ismert, klasszikus kalciumaktivalt K'-csator-
nékat az ion kozvetleniil a csatornafehérje-komplexhez
kotddve aktivalja (19, 20). A TRESK fehérjeszerkezetét
tekintve azonban nagyon tavol esik ezektdl, s ennek meg-
felelden a kalcium egészen mas mechanizmussal szaba-
lyozza. Ha egyetlen TRESK csatornat izolaltunk egy sejt-
bl kivagott plazmamembran foltban (excised patch), €s
ennek a kb. 1 pikoamperes dramat regisztraltuk (Gn. single
channel mérést végeztiink), akkor a membran eredeti
citoplazmatikus oldalan a kalciumkoncentracié valtozata-
sa egyaltalan nem befolyasolta a TRESK aktivitast. Ebbol

K+

A
EC EC
faggERRL RagRERRae fRaRERRRS
888588858 858885888 ? i 848588888
IC IC

AT@ ADP
5. dbra

i ndt a kalcineurin defoszforildlja, és a K* dram fokozddik.
kovetkezett, hogy a kalcium nem kozvetleniil hat a csator-
nara, hanem hatasahoz sziikség van a citoplazmabdl vala-
milyen kézvetitd tényezore, mely a ,,single channel” rend-
szerben mar nem volt jelen.

A kozvetitd tényezd azonositasa céljabol, kiillonbozd
kalcium 4ltal szabalyozott enzimek gatloszereinek hatdsat
vizsgaltuk meg a TRESK aktivéaciora. Azt talaltuk, hogy a
ciklosporin-A ¢és az FK506 (tacrolimus), a kalcium/kal-
modulin fliggd protein-foszfataz kalcineurin gatloszerei
kivédik a kalciumfliggé TRESK-aktivaciot. Ezt kdvetden
a kalcineurint az irodalombol ismert molekularis biologiai
eljarassal konstitutivan aktivva alakitottuk. Ha ezt a folya-
matosan aktiv foszfatazt koexpresszaltuk a TRESK csa-
tornaval, akkor az kalciumjel nélkiil is aktivalt allapotba
jutott. (Hasonlo eredményt kaptunk, ha az E.coli baktéri-
umban termeltetett aktiv kalcineurin fehérjét a TRESK-et
kifejezd petesejtbe mikroinjektaltuk.) Ez azt mutatta, hogy
a kalciumkoncentracio emelkedése serkenti a kalcineurint,
ami defoszforilalja és igy aktivalja a TRESK csatornat (3.
dbra).

A kalcineurin gondolatkorében élve észrevettiik, hogy
a TRESK csatorna tartalmazza a PQIVID aminosav-szek-

K* K*
A A

. A 14-3-3 adapter fehérje foszforildcio fiiggé médon kétédik a TRESK csatorndhoz. A TRESK csatorndt egy ismeretlen
. kindz foszforildlja (az egér csatorndt a 264-es poziciéban) az RSNSCP motivum mdsodik szerinjén. Ehhez a foszforildlt
© motivumhoz kapcsolédik a 14-3-3 adapter fehérje. A 14-3-3 kétédése befolydsolhatja a csatorna miikédését, illetve
annak kalcineurinmedidlt foszforildciés szabdlyozdsdt (amely a TRESK 264-es szerintél eltéré aminosav maradékdn is

i érvényestil).
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vencidt (az egér csatorndban PQIVID, a humanban
PQIIIS), mely meglehetdsen hasonlit az NFAT (Nuclear
Factor of Activated T cells) fehérje kalcineurink6té moti-
vumara. (Az NFAT a kalcineurin legismertebb szub-
sztratja. Ha a kalcineurin defoszforilalja ezt a transzkripci-
6s faktort, akkor az a sejtmagba vandorol, és eldsegiti az
interleukin-2 mRNS atirodast, ezzel pedig a T-sejt alapt
immunvalasz kialakulasat. A klinikumban széleskorlien
hasznalt kalcineuringatldé immunszuppressziv szerek ezt
védik ki.) Egy biokémiai kisérletsorozattal igazoltuk (21),
hogy a TRESK PQIVID motivuma tényleg erésen koti a
kalcineurint. Jelenlegi tuddsunk szerint a TRESK az
egyetlen ioncsatorna, amely ilyen NFAT-szerti kalcineu-
rink6té motivummal rendelkezik. Kimutattuk, hogy a kal-
cineurin eldzetes kihorgonyzddasa a PQIVID motivum-
hoz nélkiilozhetetlen a csatorna szabalyozasahoz (4. dab-
ra). A fehérjék interakciojanak kiilonlegessége, hogy a
kalcium/kalmodulin komplex kotdédése a kalcineurinhoz
nemcsak a foszfatazaktivitast serkenti, hanem a TRESK-
hez kdtodést is (21). Egy dsszehasonlito vizsgalat szerint a
ma ismert NFAT-szerti k6t6 motivumot tartalmazoé fehér-
jek koziil (beleértve magat az NFAT-t is) a TRESK kéti
legerésebben a kalcineurint (22).

A kozelmultban egy tovabbi TRESK-hez kozvetleniil
kapcsolodo partnerfehérjét azonositottunk (15). Kimutat-
tuk, hogy a 14-3-3 adapter fehérje foszforilaciofiiggd mo-
don kotddik a csatornahoz. A kotédés csak akkor jon 1étre,
ha a TRESK 14-3-3-kot6 régiojaban, az RSNSCP moti-
vumban a megfeleld (a dolt szedéssel jelolt, egér csatorna-
ban 264-es sorszamu) szerin foszforilalt 4llapotban van (5.
dbra). Az adapter fehérje kotddése érdekes funkcionalis
kovetkezménnyel jart. A 14-3-3 lassitotta a kalcineurinnal
aktivalt TRESK aramanak visszatérését a nyugalmi (kiin-
dulasi, gatolt) allapotba, a kalciumjel megsziinését kove-
téen. Mivel a 14-3-3 minden sejtben megtalalhato, varha-
to, hogy 4ltaldnosan szabalyozza a TRESK aktivitdsat
azon sejtekben, ahol ez a K2P csatorna kifejezédik (15).

Megbeszélés

A TRESK csatorna heterolog expressziods rendszer-
ben, béka petesejtben, torténd vizsgalataval altalanos ér-
vényl eredményeket értiink el.

A kimutatott fehérje-fehérje kolesonhatasok (TRESK-
kalcineurin és TRESK-14-3-3), a fehérjék sajat biokémiai
tulajdonsagain alapulnak, ezért az expresszio helyétol fiig-
getleniil kialakulnak, ha a fehérjeparok megfelelé koriil-
mények kozott talalkoznak. Eredményeink arra utalnak,
hogy a TRESK csatorna foszforilalt alaphelyzetében ga-
tolt allapotban van. (Egyeldre nem ismerjiik, hogy a csa-
tornat milyen kinaz enzim foszforilalja, és viszi ezaltal ga-
tolt allapotba.) A kalciumjel hatasara aktivalodo kal-
cineurin defoszforildlja a csatornat, amivel eldidézi a
K'-aram tobbszoros fokozodasat. A 14-3-3 kotédése egy-
részt kdzvetleniil befolyasolhatja a csatorna konformacio-
jat, és ezaltal miikodését, masrészt pedig akadalyozhatja a
TRESK-et foszforilalé (még ismeretlen) kinazt (lasd 3.
abra), és igy gatolhatja a K'-aram visszatérését a nyugal-
mi allapotba.
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Eredményeink kapcsolatot teremtenek a nagy orvosi
jelentdséggel biro kalcineurin enzim és a még kevéssé is-
mert TRESK csatorna szabalyozasa kozott. A kalcineurint
gatld immunszuppressziv szereket altalanosan alkalmaz-
zak példaul szervtranszplantaciot kovetden, és egyes
autoimmun megbetegedésekben. Ezek a szerek azonban a
kivant terapias hatasuk mellett tobbféle mellékhatassal is
rendelkeznek. A mellékhatasok kozott lehet olyan, melyet
a TRESK csatorna szabalyozasanak gatlasa okoz. A kozel-
multban  elérhetévé valt egy szabadalmi leiras
(W0O/2008/058399), mely szerint a TRESK nagy mennyi-
ségben fejezddik ki a trigeminus ideg ganglionjaban, és a
csatorna inaktivaldo mutacidi emberben migrén tipusu fej-
fajassal kapcsoltan fordulnak eld. Mivel a kalcineurin in-
hibitorok is okozhatnak migrénszerii fejfajast mellékha-
tasként (23), felmertl a lehetdség, hogy a TRESK szaba-
lyozésa szerepet jatszik a migrén egyes formainak, illetve
egyéb fajdalom szindromék patomechanizmusaban (24).

A TRESK csatorna joval érzékenyebb a parolg6 folya-
dék anesztetikumokra, mint a TREK és TASK csatornak
(25). Mig ez utobbiak a sebészetben altalaban hasznalatos
koncentraciokra aktivalodnak, addig a TRESK serkentése
mar ez alatt, az anesztézia kezdeti fazisaban vagy enyhe
anesztézia esetén is létrejohet. Altalanos orvosi ismeret,
hogy az anesztézia egyes fazisai az ,,altatas mélységének”
megfelelden, sorrendben alakulnak ki. Ezért részben az fe-
lel6s, hogy a kiilonbdz6 kdzponti idegrendszeri struktarak
eltéré K2P csatorna repertoarral rendelkeznek. Amennyi-
ben a jovoben sikerill a kiilonb6z6 K2P csatornakra sze-
lektiv aktivalo anyagokat kifejleszteni, akkor az anesztézi-
aban egylitt tapasztalt (pl. hipnotikus, immobilizald, anal-
getikus, neuroprotektiv stb.) hatasokat bizonyos mértékig
sz¢t lehet majd valasztani. Ilyen tekintetben kiilonos ér-
deklddésre tarthat szdmot a TRESK csatorna, mely az
érzoneuronokban fejezédik ki nagy mennyiségben.

A K2P csatorndk aminosav szekvencidjanak dsszeha-
sonlitasabol (1asd a dendrogrammot, 2. dbra) 1athato, hogy
a TRESK csatorna erdsen eltér a t6bbi K2P csatornatol,
onmagaban alkot egy alcsaladot, és nincs kozelebbi roko-
na. Ez azt sejteti, hogy az evoluci6 korai szakaban valt kii-
16n a tobbi csatornatdl. Valoban, a TRESK egyértelmiien
azonosithatd a Danio rerio (zebrahal) genomialis szek-
vencigjaban is. Az altalunk felfedezett két koté motivum
kozil a 14-3-3-€ konzervalt ebben az si hal TRESK-ben,
mig a kalcineuriné nem. A kalcineurinkdtd motivum vi-
szont megtalalhatd az eml6s (egér, patkany, kutya, szar-
vasmarha) TRESK-ekben (bar a kacsacsorii emlGsben egy
valosziniileg nem miikddd valtozata szerepel). Ez azt su-
gallja, hogy a kalciumos szabalyozas valahol az eml3sok
kialakulasa el6tt jelenhetett meg. Mindezekbdl lathato,
hogy a TRESK hosszu idén keresztiil funkcioképesen
fennmaradt, azonban korantsem véltozatlanul. Eppen el-
lenkezdleg, ugy tiinik, hogy a kiilonbz6 emldsok TRESK
csatorndi jobban eltérnek egymdstol, mint az egyéb K2P
csatornak. (P1. ember és egér viszonylataban az aminosav
szekvencia azonossag a TWIK1, TREK1 és TASK1 csa-
tornak esetében rendre 95, 96 ¢s 87%, mig a TRESK csa-
tornanal 65%.) Bar ez lehet véletlen is, azért felveti annak
alehetdségét, hogy a TRESK evolucidja a ,.kdzelmultban”
gyorsabb volt, mint a tobbi K2P csatornaé. Ez az alacsony
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szekvencia hasonlosag dvatossagra int a tekintetben, hogy  kalcineurinos és 14-3-3 altali szabalyozas, mint azt kisér-
az egérben nyert funkcionalis eredmények, kdvetkezteté-  letesen igazoltuk, mikodik a human és egér csatornanal
sek mennyire vihetdk majd at az emberre. Mindenesetre,a  egyarant.
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A nitrogén-monoxid szintaz enzimek vizsgalata
hypoxia altal kivaltott kérképekben

Nitric oxide synthases in hypoxia-induced diseases

OSSZEFOGLALAS Bevezetés: Az ischaemia indukalta patofiziologiai folyamatok szamos klinikai :
korkép kialakulasaban jatszanak jelent6s szerepet, igy az ischaemias szervkarosodasok kiemel- :
kedé mértékben jarulnak hozza a betegek morbiditasahoz és mortalitésahoz. A nitrogén-mo- :
noxid (NO) multifunkciondlis jelatvivé molekula, mely kézponti szerephez jut a hypoxiara/ :
ischaemiara vélaszként megjelené adaptacios, valamint patolégias folyamatokban. A NO szin- :
tézisét a NO-szintdz (NOS) enzim végzi, melynek harom kiilénb6z6; neurondlis, indukélhatd, :
endotelidlis izoformaja létezik. Az endotelidlis NOS (eNOS) izoforma altal termelt NO az ér- :

Ujdonképz6dés egyik legfontosabb effektor molekuldja.

Célkittizés. Jelen munkank célkitlizése az volt, hogy vizsgaljuk a NOS enzim izoformainak visel- :
kedését és hatasat kuilonb6z6 hypoxia/ischaemia indukalta korképekben. Vizsgalataink elsé ré-
szében a NO-szintézis szubsztratjanak, az L-argininnek, illetve a neuronalis NOS (nNOS) szelek- :
tiv gatlasanak hatasat vizsgaltuk patkanyok ischaemia/reperfuzié (I/R) indukalta vesekarosoda- :
saban. Munkank mésodik felében a csokkent NO-termeléssel jaré eNOS 27-bp repeat és T7%°C :
genetikai polimorfizmusok el6fordulasat vizsgaltuk korasziilstt retinopathia (ROP) miatt ke- :

zelt, illetve ROP miatt nem kezelt kissulyu koraszuléttekben.

Médszerek. Uninefrektomizalt him Sprague-Dawley patkanyokban a bal oldali vese 50 perces :
ischaemiajat hoztuk létre, majd az ischaemiat kévetéen 24 oraval a karosodott vesét eltavoli- :
tottuk és szbvettani vizsgalatot végeztiink, valamint RT-PCR és Western blot technikakkal meg- :
hataroztuk a harom NOS izoforma mRNS és fehérje expresszidjat. Az allatok egy csoportjat :
L-argininnel (2 g/kg/nap), egy masik csoportjat nNOS gatlészer 7-nitroindazollal (7-NlI, 50 :
mg/kg/nap) kezeltlik az ischaemia el6tt 7 napon at per os. Kontrollként vivéanyag kezelt :

(dimetilszulfoxid-szezam olaj, 1: 9) éllatok szolgaltak.

Munkdank masodik felében 105 ROP miatt kezelt kissulyd koraszulottben allélspecifikus PCR
technikaval vizsgaltuk az eNOS 27-bp repeat és T"#°C polimorfizmusokat. Kontrollcsoportként

127 kissulyd, ROP miatt kezelést nem igénylé korasziilétt szolgalt.

Eredmények. Az L-arginin kezelés nem valtoztatta meg a széveti karosodas mértékét, illetve a :
vesefunkcids paraméterek szintjét, de megemelte mindharom NOS izoforma expresszidjat a :
vesében. A 7-NI adasa sem véltozotta meg a postischaemias vesekarosodas mértékét, ugyan- :
akkor megemelte az indukélhatd NOS (iNOS) expressziojat a veseszévetben. Vizsgalataink so- :
ran kimutattuk, hogy a 27-bp repeat polimorfizmus hordozasa egyéb kockazati tényezoktdl :
fuggetlentl hozzajarulhat a ROP kialakuldsdhoz, megerésitve ezzel az eNOS angiogenezisben :
betoltott szerepét. Ugyanakkor nem talaltunk sszefiiggést az eNOS T7%°C genetikai polimor- :

fizmus és a ROP megjelenése kozott.

Kovetkeztetések. A vese I/R soran végzett vizsgélataink alapjan az L-arginin kezelés post- :
ischaemias karosodasra kifejtett hatésa részben a NO rendszeren keresztil valosul meg, de :
nem jatszik kézponti szerepet a karosodas kivédésében. Eredményeink tovabba utalnak arra, :
hogy a nNOS izoforma nem jatszik kdzponti szerepet a vese I/R kirosoddas patomechaniz- :
musaban. Tovabba az eNOS 27-bp repeat genetikai polimorfizmus befolyasolhatja a koraszi- :

|6ttek retinopathhidjanak megjelenését.

KULCSSZAVAK nitrogén-monoxid szintdz, hypoxia, vese, retinopathia

SUMMARY Introduction. The ischemia induced pathological conditions significantly contribute :
to the mortality and morbidity statistics. Nitric oxide (NO) is a gaseous multifunctional :
molecule synthesized from L-arginine by three different isoforms of NO synthases (NOS): :
namely the neuronal, inducible and endothelial isoforms. NO is a key mediator in the :
pathophysiology of different hypoxia/ischemia derived diseases, furthermore, endothelial :

NOS (eNOS) is believed to play a central role in both retinal angiogenesis and vasculogenesis.

Aims. The aim of our present work was to investigate the effect of the NOS isoforms in
different hypoxia/ischemia induced diseases. In the first part of our study we examined the :
effect of L-arginine and the selective neuronal NOS (nNOS) inhibitor 7-nitroindasole (7-NI) on
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renal ischemia/reperfusion (I/R) injury. In the second part we examined if there is any :
association between the development of ROP and the eNOS, 27-bp repeat and T7%°C genetic :
polymorphisms, both resulting in decreased NO production.
Methods: Following 7 days pretreatment with 7-NI (50 mg/kg per day), L-arginine (2 g/kg per :
day) or vehicle (dimethylsulphoxide : sesame oil, 1: 9), the left renal vascular pedicles were :
clamped for 50 min in male Sprague-Dawley rats and kidneys were removed 24 h after :
reperfusion. Renal morphology and serum renal function parameters were assessed, and :
mRNA and protein expression of all NOS isoforms were determined using RT-polymerase :
chain reaction (RT-PCR) and Western blot analysis. eNOS T7*°C and 27-bp repeat genotypes :
were determined using allele-specific PCR in 105 low birth weight preterm infants treated for :
ROP. A control group was set up and composed of 127 LBW infants with stage 1or 2 ROP that :
did not not require treatment.
Results. L-arginine treatment did not have any effect on tissue injury and renal function :
parameters, whereas it increased the expression of all NOS isoforms in the renal tissue. :
Treatment with 7-NI did not change either the rate of kidney injury or the renal function :
parameters. On the other hand, 7-NI increased the expression of the inducible NOS (iNOS) in :
the postischemic kidney.
The genotype distribution of eNOS 27-bp repeat polymorphism was found to significantly :
differ between the two groups, whereas the genotype distribution of eNOS T7%°C did not
differ between the groups.
Conclusions. The results of the present study demonstrate that selective inhibition of nNOS has
no effect on renal injury, indicating that nNOS does not play a central role in the :
pathophysiology of renal I/R. In addition, although L-arginine has no effect on renal I/R injury in :
the model used in the present study, its administration increases the mRNA expression of NOS :
isoforms. Our study has shown that functional eNOS 27-bp repeat polymorphism might be :
associated with the risk of severe ROP, however we found no association between the eNOS :
T7C and the pathogenesis of ROP. :

KEY WORDS nitric oxide synthases, hypoxia, kidney, retinopathy

Bevezetés

Az ischaemia indukalta dsszetett funkcionalis és bio-
kémiai folyamatok kovetkeztében 1étrejovo sejt- és szerv-
karosodas szamos klinikai korkép kialakulasaban jatszik
jelentds szerepet.

A vese ischaemia/reperfuzidos (I/R) karosodasa
70-80%-ban felelds az akut veseelégtelenség kialakulasa-
ért. Sokk €s az aortat érinté miitétek kapcsan alakul ki leg-
gyakrabban, illetve elkeriilhetetlen velejardja a vese-
transzplantacionak (1). Az I/R alatt végbemeno folyama-
tok leginkabb egy komplex gyulladasos immunvalasznak
felelnek meg. A vesén beliil a medulla és a nagy transzport
aktivitdsi proximalis tubulusok a legérzékenyebbek
ischaemias karosodassal szemben (2), melyek a hypoxia
mértékétdl fiiggden vagy apoptdzis vagy nekrozis kdvet-
keztében pusztulnak el (3).

A korasziilottek retinopathiaja  (retinopathy of
prematurity — ROP) a retina kis ereinek rendellenes ndve-
gyermekkori vaksag vezet oka (4). A ROP az 1250 g alat-
ti sziiletési stilyu korasziilottek mintegy 50%-at érinti. Az
éretlen, kisstulyt korasziilottek esetében a megsziiletést
kdovetden a magzati élethez képest a retinaban hirtelen
megemelkedik az oxigén szoveti nyomasa. Az igy kiala-
kult relativ szoveti hyperoxia a mar meglevo retinaerek el-
zarodasat (vazoobliteracid) okozza (ROP elsé fazisa) (5).

Koszonetnyilvdnitds

A vazoobliteracio kovetkeztében kialakult retinalis
ischaemia koros vaszkulo- és angiogenezist indukal (ROP
masodik fazisa) (6,7).

A nitrogén-monoxid (NO) L-argininbdl keletkezo jel-
atvive molekula, melynek szintézisét a nitrogén-monoxid
szintdz (NOS) enzim végzi. A NO szintézisének egyik leg-
fontosabb befolyasold tényezdje a szubsztrat L-arginin
mennyisége (8). A NOS enzimnek jelenleg harom izo-
forméja ismert, melyek kiilonboz6 sejtekben vannak jelen
és eltérden szabalyozott a miikddésiik. A neuronalis NOS
(nNOS) és az endotelialis NOS (eNOS) konstitutiv enzi-
mek (9, 10, 11, 12). Az indukalhatéo NOS (iNOS) termel6-
dése lipopoliszacharid (LPS), valamint gyulladasos cito-
kinek hatasara indul meg (13). Mindharom izoforma jelen
van a vesében, ugyanakkor a retina endotél sejtjeiben els6-
sorban az eNOS talalhato meg. A NO hatasa rendkiviil

srs

neurotranszmisszio folyamatat (14). A nagy koncentracio-
ban termeldd6 NO képes gatolni bizonyos virusok, illetve
parazitak replikaciojat (15), valamint oxigén szabadgyo-
kokkel reagalva citotoxikus nitrogén szabadgyokokkeé ala-
kulhat. fgy elsésorban a nem specifikus immunvélasz ré-
szeként a mikrobak elleni kiizdelemben jatszik fontos sze-
repet. A NO képes tobb szinten karositani a fehérjék, vala-

Megkészéném Tulassay Tivadar, Szabé Anndrds, Vdsdrhelyi Barna, Fekete Andrea, Vannay Addm, Miiller Veronika, Szebeni Bedta, Bokodi Géza,
Borgulya Gdbor, Uwe Heemann, Berndth Mdria, Ondrej Viklicky, Silvia Bloudickova, valamint Jan Rajnoch munkdm sordn nydijtott segitségét.
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vesz a programozott sejthalal szabalyozasaban ugy, hogy
mind a pro-, mind az antiapoptotikus mechanizmusokba
beavatkozik (17, 18, 19, 20, 21).

Az eNOS éltal termelt NO a vaszkuldris-endotelidlis
novekedési faktor (VEGF) angiogenezist indukél6 hatésa-
nak egyik legfontosabb effektor molekuldja (22,23, 24). A
megnovekedett eNOS aktivacio kovetkeztében az endotél
sejtekben nagyobb mennyiségben felszabadulé NO az ér
tek apoptozisat (25), ami szintén az érfejlodés serkentésé-
hez vezet.

Az eNOS gén szakaszan szdmos polimorfizmust azo-
nositottak, melyek koziil a promoter régidoban elhelyezke-
d6 T7C ésa 7. exonon talalhaté Glu298Asp cserével jard
pontmutacio, valamint a 4. intronon talalhatd 27 bazispa-
ros szakasz kiesésével jard 27-bp repeat polimorfizmus
(a/b) azok, melyeket a leginkabb vizsgaltak. A T7*°C és a
27-bp repeat polimorfizmus bizonyitottan funkcionalis
polimorfizmusok. A T7*C csere a gén csdkkent promoter
aktivitasaval jar, igy az eNOS alacsonyabb mRNS szinté-
ziséhez vezet (26), illetve a "*°C allél hordozoéiban a plaz-
ma NO metabolitok szintje szignifikansan alacsonyabb a
8¢ allélt nem hordozokhoz képest (27). A 27-bp repeat
polimorfizmus ,,a”, azaz mutans alléljének hordozo6iban
szintén szignifikansan alacsonyabb a NO metabolitok
szintje a plazmaban (28).

A NO hatésa vese I/R kérosodas soran a szamos kisér-
letes adat ellenére is ellentmondésos, az eNOS genetikai
polimorfizmusainak szerepe korasziildttek ROP-jaban pe-
dig egyaltalan nem ismert. Munkaink soran ezért arra ke-
restiik a valaszt, hogy milyen hatast fejt ki a NO szubsztrat
L-arginin ¢és a szelektiv nNOS gatloszer 7-nitroindazol
(7-NI) a vese I/R karosodasara. Ezenkiviil vizsgaltuk az
eNOS gén két funkcionalis polimorfizmusanak a kissulyu
korasziilottek ROP kockazataval valo kapcsolatat.

Modszerek

In vivo vese I/R allatmodell

Kisérleteinket ivarérett him (370 + 30 g) Sprague-
Dawley patkanyokon végeztik a Magyar Koztarsasag
(1998/XXVIII) allatvédelmi térvényei alapjan, és a Sem-
melweis Egyetem allatkisérletekkel kapcsolatos iranyel-
veinek megfelelden.

A miitéti beavatkozast intraperitonedlis natrium-
pentobarbitdl (50 mg/ttkg, Nembutal, Abbott Labora-
tories, Budapest, Magyarorszag) anesztéziaban végeztiik.
A miitét elvégzése alatt az allatok rektalis hémérsékletét
hémérséklet szabalyozott operacios pad hasznalatanak se-
gitségével allandd 37 £ 0,5°C-on tartottuk. Az altatast ko-
vetden median laparatomiat végeztiink, a bal vesét ellatd
artériat és vénat kipreparaltuk, majd 50 percre atrauma-
tikus, mikrovaszkularis klippel leszoritottuk. Az ischae-
mias id6 végezte eltt az ellenoldali jobb vesét eltavolitot-
tuk. A klip felengedése utan a mutéti nyilast véglegesen
zartuk. A fenti miitéti beavatkozast kdvetden 24 ora re-
perfuzios id6 elteltével az allatokat jra elaltattuk, majd
kivéreztettiik.

2008; S5:367-418.
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A vese I/R vizsgdlatba bevont

dllatcsoportok adatai
CSOPORT NEVE KEZELES DOZIS
(N=7)
sham - -
I/R+veh vivéanyag -
I/R+L-arg L-arginin 2 g/ttkg/nap
I/R+7-NI 7-nitroindazol |50 mg/ttkg/nap

A levett vérbol szérumot izolaltunk, az eltavolitott bal
vesét 3 egyenld darabra osztottuk és 4%-os pufferolt for-
malinban (pH=7,4) vagy folyékony nitrogénben torténd
gyorsfagyasztast kovetéen —80 °C-on taroltuk.

Kisérleteinket az alabbi csoportokon végeztik (1. tab-
lazat): az éllatok elsé csoportja vivoanyag kezelést
(DMSO ¢és szezam olaj) kapott. A masodik csoportot
L-argininnel kezeltiik az ischaemia indukcidja el6tt hét na-
pon at napi egyszeri, 2 g/ttkg adagban intraperitonealisan.
A harmadik csoport szelektiv nNOS gatloszert, 7-nitro-
indazolt (7-NI) kapott 7 napon at 50 mg/ttkg dozisban
intraperitonealisan az ischaemiat megel6zden. Az allatok
egy csoportja aloperacion esett at kezelés nélkiil.

Szérumkreatinin és -karbamid (BUN) mérése

A vizsgalt postischaemias iddpontban az aorta abdo-
minalisbdl vett vérbol, Hitachi-712 automatizalt spektro-
fotométeren fotometridas modszerrel hataroztuk meg a
kreatinin és urea nitrogén (BUN) értékeket kereskedelmi
forgalomban 1év6 kittek segitségével (Diagnosticum Kff.,
Budapest, Magyarorszag).

A veseszovetek szovettani vizsgalata

Az eltavolitott vesék egy részét formalinos (4%,
pH=7.4) fixalast kovetden paraffinba dgyaztuk. A szovet-
mintékat perjodsavas Schiff reakcidoval (PAS) és hema-
toxillin-eozinnal (HE) festettiik. A szdveti karosodas fény-
mikroszkopos kiértékelése a mintak kodolasa utan tortént.
A glomeruldris és a tubularis kdrosodésok, illetve a vasz-
kuldris kdrosodas mértékét 0-3-ig terjedd skalan mindsi-
tettiik a kovetkezok szerint: 0 — nincs, 1— enyhe (a sejtek
<30%-aban), 2 — kozepesen stlyos (a sejtek 30-60%-
aban), 3— sulyos (a sejtek tobb mint 60%-aban).

TUNEL festés

Az apoptozist kiséré DNS fragmentacié kimutatasara
TUNEL festést hasznaltunk. A mddszer 1ényege, hogy a
DNS lanc torései miatt kialakul6 szabad 3’ hidroxil vége-
ket dezoxi-nukleotidil-transzferaz (TdT) enzim segitségé-
vel és jelolt dUTP-val detektaltuk. A TUNEL assay-hez
kereskedelmi forgalomban levd kittet hasznaltunk és a
gyartd altal megadott protokollt kovettiik (Boehringer
Mannheim, Németorszag).
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A pozitiv, apoptotikus sejtek szamat 40" nagyitason
fénymikroszkop alatt latoterenként szamoltuk meg.

RT-PCR vizsgalatok

A veseminta egy részét guanidin-izotiociandt lizis-
pufferbe helyeztiik és —80°C-on taroltuk a tovabbi mole-
kularis biologiai vizsgalatok elvégzéséig. A szovetmintak
teljes RNS-tartalmat a Qiagen kitt protokollja alapjan, az
RNeasy™ Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Németorszag)
segitségével izolaltuk. A reverz transzkripcio (RT) soran
minden minta 1 ng teljes RNS-éb6l konvertaltunk cDNS-t.
20 pl reakceid végtérfogatban, 200 U SuperScript II RNase
H™ reverz transzkriptaz, 20 U RNaseOUT™ inhibitor ¢és
3,75 pg/ul  oligo dT s primer alkalmazasaval
(Gibco/BRL, Eggenstein, Németorszag). A reakcidele-
gyet 20 °C-on 10 percig, majd 42 °C-on 45 percig és végiil
99 °C-on 5 percig inkubaltuk, majd 4 °C-ra lehiitéttiik.

A szemikvantitativ PCR reakciokat 50 ul végtérfogata
[10% 10x PCR puffer, 2 mM MgCl,,0,2 mM dNTP, 0,4 M
primer (sense €s antisense egyarant), 1,5 U rekombinans
Taq polimeraz (Gibco/BRL, Eggenstein, Németorszag)|
reakcioelegyben végeztiik Perkin Elmer Thermo Cycler”
automataban (PE, Model 2400, Norwalk, CT, USA). Min-
den reakciohoz 1 1 cDNS templatot hasznaltunk.

A patkany specifikus nNOS, iNOS és eNOS mRNS
szekvencidkat az NCBI (National Center for Bio-
technology Information, Attp://www.nchbi.nlm.nih.gov/)
nukleotid genetikai adatbazisa és Blast szolgaltatasa segit-
ségével valasztottuk ki. A primerek tervezéséhez a
DNAStar™ szoftvert hasznaltuk. A patkany GAPDH (gli-
cerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz) specifikus primere-
ket Strehlau és mtsai-tol vettiik at (29). A PCR-ek soran al-
kalmazott primerek adatait tablazatban foglaltuk dssze (2.
tablazat). A PCR reakciokat a primerekre jellemzd anne-
416 homérsékletek kivételével azonos modon vittiik vég-
hez. A kezdeti 5 perces 94 C-on végzett denaturaciot kdve-
téen, a templatot 35 cikluson [94 C, 15 s (denaturacio), 55
°C (iNOS, eNOS), 56 °C (nNOS, GAPDH), 30 s (anne-
alas), 72 C 30 s (extenzid)] keresztiil amplifikaltuk. Végiil
7 percig tartod 72 °C-on torténd inkubacioval fejeztiik be a
PCR reakciot.

A keletkezett terméket etidium-bromiddal festett
2,5%-0s agardz gélen szepardlva tettiik lathatova

(Invitrogen, Frankfurt, Németorszag). A PCR reakciok
eredményeit Gel-Pro™ denzitometracios szoftverrel érté-
keltik ki.

Western blot

A Western blot vizsgalatokhoz 100 mg veseszdvetet
hiitott (4 °C) lizalo pufferben [10 mM TRIS-HCI pH=8,0,
60 mM Hepes, 100 mM NaCl, 0,75 mg/l leupeptin, 1 mM/1
EDTA, 1 mM/l EGTA, 0,5 mM PMSF, 0,1 mM dithio-
treitol] (Sigma Chemical Co, MO, USA) homogenizaltuk.
Primer patkany ellenes anti-INOS és anti-eNOS ellen-
anyagként egér monoklonalis ellenanyagot alkalmaztunk
(Transduction Laboratories). Masodlagos antitestként
torma-peroxidazzal konjugalt anti-egér IgG antitestet
(Sigma Chemical Co, MO, USA) hasznaltunk. A fehérje
mintdkat 4x SDS pufferben (12,5 mM TRIS-HCI,
(pH=6,7), 4,0% SDS, 1 mM EDTA, 15% glicerol, 0,01%
bromfenolkék) oldottuk fel, majd 5 percig forralassal de-
naturaltuk. A mintakbol 50-50 pg dsszfehérjének megfele-
16 mennyiséget vittiink fel 12,5% SDS-poliakrilamid gé-
lekre. Koncentralé gélként 4%-os SDS-poliakrilamidot
hasznaltunk. A gélelektroforézist kovetden a blot-
membrant 4 °C-on, egy éjszakan keresztiil blokkolo oldat-
ban (5% zsirmentes tejpor, 10x PBS puffer) inkubaltuk.
Blokkolés utan a membrant moso6 oldatban (1% zsirmen-
tes tejpor, 0,1% Tween™20 detergens, 10x PBS puffer)
méasfél o6ran keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk az
elsd specifikus ellenanyaggal (iNOS 1:250, eNOS 1:200
higitasban). Mosast kovetden a mdasodlagos, torma-
peroxidazzal jelolt ellenanyaggal (1:2000 anti-egér IgG
higitasban) a membranokat inkubaltuk. Az immunreaktiv
helyek  kemolumineszcens  szignaljat ~ Amersham
Pharmacia eldirasa szerint ECLplus reagenssel, Hyperfilm
ECL™-en filmen (AP Biotech, Buckinghamshire, UK) de-
tektaltuk, majd Gel-Pro™ szoftver alkalmazasaval denzi-
tometraltuk.

Allélspecifikus PCR vizsgalatok

Az eNOS T7#C és 27-bp repeat genetikai polimorfiz-
musok vizsgéalatat a Semmelweis Egyetem II. Sz. Sziilé-
szeti és NOgyogyaszati Klinikajanak perinatalis intenziv
osztalyan, illetve az 1. Sz. Gyermekklinikan gondozott,

2. tdbldzat :
A NOS izoformdk veseszévetben mérheté mRNS expressziéjdnak meghatdrozdsdra haszndlt primerek adatai
GEN PRIMER PAROK ANNEALO TERMEK HOSSZA
HOMERSEKLET (°C) [(BP)
nNOS Forward: 5-GAACCCCCAAGACCATCC-3' 56 308
Reverse: 5-GGCTTTGCTCCCACAGTT-3'
iNOS Forward: 5-GGTTTCCCCCAGTTCCTCA-3’ 55 119
Reverse: 5-TCTCCATTGCCCCAGTTTTT-3'
eNOS Forward: 5-AAG TGG GCA GCA TCA CCT AC-3' 55 396
Reverse: 5-GGT GAA CAT TTCCTG TGC TG -3
GAPDH Forward: 5-GGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3’ 56 498
Reverse: 5-CAAAGTTGTCATGGATGACC-3'
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Az eNOS T7%C és 27-bp repeat genetikai polimorfizmusainak vizsgdlatdba bevont 232 kis sziiletési stlyt
korasztilétt klinikai adatai

ROP MIATT NEM KEZELT ROP MIATT KEZELT KISSULYU |P ERTEK
KISSULYU KORASZULOTTEK KORASZULOTTEK
Betegek szama 127 105
Fit/lany (N) 60/67 67/38 0,017
Sziletési kor (hét) 30,5+3,5 28,4+2,5 0,0001
Sziiletési suly (g) 13004400 11504360 0,003
Oxigénterapia id6tar- |7 [0-47] 15 [0-92] 0,0001
tama (nap)

2000 g alatti sziiletési sulyt (LBW) korasziildttek fenil-
ketonuria vizsgalat céljara gyiijtott szlirépapiros vércsepp
mintaibol végeztiik.

A vérmintakat kodoltuk és a genetikai vizsgalatokat
végzd személyekhez csak a kodolt, névvel el nem latott
mintak jutottak. A klinikai adatokat kérddivek segitségé-
vel nyertiik (szintén kodolt). A vizsgalatokat a Helsin-
ki-deklaracio értelmében, a résztvevok irdsos tajékoztata-
sa és beleegyezése utan, a Semmelweis Egyetem etikai en-
gedélyével (TUKEB 16/2003) végeztiikk. 105 ROP miatt
krioterapiaval, illetve fotokoagulacioval kezelt, illetve
127 krioterapids, illetve fotokoagulacios kezelést nem
igényléd ROP-ban szenved? kis sziiletési stilyu korasziilott
(LBW) esetében hatéroztuk meg a eNOS T%C és 27-bp
repeat genetikai polimorfizmusok el6fordulasat (3. tabla-
zat).

A polimorfizmus vizsgélatokhoz sziikséges genomia-
lis DNS-t a szlir6papirra vett vérbdl izolaltuk. A sziirépa-
pirbol kivagott, mintegy 10 mm” feliileti mintara 200 ul
5%-o0s Chelex 100-at mértiink. Ezutan a mintakat el6bb 90
percig 56 °C-on, majd 10 percig 100 °C-on inkubaltuk. Az
igy eldkészitett mintakat szobahdmérsékletiire hitottiik,
majd gondosan megkevertiik. Végiil 10000 rpm-en 2 per-
cig centrifugaltuk a mintédkat. A tovabbi vizsgélatokig a
feliiluszot -20 °C-on taroltuk.

Az eNOS 27-bp repeat polimorfizmus aléllspecifikus
genotipizalasahoz hasznalt primerek tervezése céljabol a
human specifikus eNOS genomialis szekvenciat az NCBI
(National Center for Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) nukleotid genetikai adatba-
zisa és Blast szolgaltatasa segitségével valasztottuk ki. A

4. tdbldzat :

primerek tervezése a szekvencidk alapjan ismét a
DNAStar szoftver felhasznalasaval tortént (4. tabldzat).

Az eNOS TC polimorfizmust Nasreen és munka-
tarsainak (30) modszere szerint allélspecifikus PCR reak-
cidval detektaltuk.

Az allélspecifikus PCR reakciokat 50 pl végtérfogata
[10% 10x PCR puffer, 2 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,4
uM primer (forward és reverse egyarant), 1 U rekombi-
nans Taq polimeraz (Gibco/BRL, Eggenstein, Németor-
szag)] reakcioelegyben végeztilk Perkin Elmer Thermo
Cycle:r® automataban (PE, Model 2400, Norwalk, CT,
USA). Minden reakcidhoz 2 pl DNS templéatot hasznal-
tunk. Az eNOS 27-bp repeat polimorfizmus detektalasa-
hoz a mintakat 60 °C annealé hémérsékleten 38 cikluson
keresztiil amplifikaltuk, az eNOS T7*C polimorfizmus
detektalasdhoz 56 °C-on anneldlva szintén 38 cikluson 4t
amplifikaltuk. A keletkezett termékeket etidium-bromid-
dal festett 3%-os agardz gélen detektaltuk.

Statisztikai analizis

Az allatkisérletes adatokat atlagérték + SD (standard
szoras) értekként adtuk meg.

A hisztologiai eredményeket Kruskal-Wallis és Dunns
féle post-hoc teszttel hasonlitottuk Ossze. Két csoport
Osszehasonlitasara kétmintas t-probat alkalmaztunk.

A kiilonboz6 csoportok RT-PCR, Western blot ered-
ményeinek dsszehasonlitdsahoz ANOVA tesztet hasznal-
tunk Newman-Keul post-hoc teszttel kiegészitve.

A klinikai adatok dsszehasonlitasat a ROP miatt krio-
terapiaval, illetve fotokoagulacioval nem kezelt és a ROP

Az eNOS T7#C és 27-bp repeat polimorfizmusok meghatdrozdsdra haszndlt primerek adatai

GEN PRIMER SZEKVENCIAK

eNOS T C

Forward primer T: 5-CAT CAA GCT CTT CCCTGT CT-3’
Reverse primer Ty: 5-AGG CCC AGC AAG GAT GTA GT-3'
Forward primer C: 5-GGC AGA GGC AGG GTC AGA CG-3'
Reverse primer Cy: 5-TTT CTC CAG CCCCTC AGA TG-3'

eNOS 27-bp repeat (b/a)

Forward: 5-TGG GGG AGA TCCTTG CCT TTT C-3'
Reverse: 5'- TGA GGG GCT GCA CTG GACTGG -3

2008; S5:367-418.
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miatt krioterapiaval, illetve fotokoagulacioval kezelt, kis
sziiletési sulyu korasziilottek kozott Student’s t-teszttel
végeztiik.

A korasziilott populacid vizsgalata soran az eNOS
27-bp repeat és T*°C genetikai polimorfizmusainak allél
és genotipus frekvencidit, illetve haplotipus megoszlasat
x” teszttel és Fisher egzakt teszttel vizsgaltuk.

Logisztikus regresszios analizist végeztiink annak ér-
dekében, hogy az eNOS genotipusok ¢s a ROP kezelés
Osszefliggését megallapitsuk. Az asszociaciot a ROP szak-
irodalom alapjan ismert rizikdfaktorokra (nem, sziiletési
kor, oxigén kezelés id6tartama és a kettd interakcidja) kor-
rigaltuk.

A Hardy-Weinberg egyensuly vizsgalatat és ROP mi-
att kezelt, illetve a nem kezelt populacio allél prevalencia
vizsgélatat az Arlequin™ szoftverrel (Swiss National
Science Foundation; http.//Igh.unige.ch/arlequin/) végez-
tiik.

A statisztikai  elemzések  végrehajtasashoz  a
STATISTICA.6 szoftvert (StatSoft® Inc., USA) hasznal-
tuk. Statisztikailag szignifikansnak a P<0,05 értéket tekin-
tettiik.

Eredmények

Az L-arginin és 7-NI kezelés hatasa a vese I/R
karosodasara

Az ischaemias inzultust kovetéen mindhdrom csoport-
ban szignifikansan emelkedett szérum kreatinin és BUN
értéket talaltunk az aloperalt allatokhoz képest, mely az
ischaemia hatasara kialakult stlyos akut veseelégtelensé-
get jelzi.

Nem talaltunk azonban kiilonbséget az I/R kezelési
csoportok €s a vivoanyag kezelt (I/R+veh) allatok kozott
(P>0,05) (14-B dabra).

Mindharom I/R csoportban stlyos ischaemias karoso-
das szoveti képe alakult ki az aloperalt allatokhoz képest.
Stlyos tubularis nekrozis, a vesetubulusokban hialin fel-
szaporoddsa, a glomerulusok Osszeesése, illetve vasz-
kularis karosodas alakult ki (5. tabldzat). Nem talaltunk
ugyanakkor kiilénbséget a kezelési csoportok és a vivo-
anyag kezelt I/R csoport kozott a szoveti karosodas mérté-
két illetden (P>0,05) (2. dbra).

700
600 I
500
400+

300

szérum kreatinin (uM)

200

100

B sham IIR + veh

80

I/IR + L-arg I/R +7-NI

60 I

40 | .

BUN (mM)

20 +

sham IIR + veh IIR + L-arg I/R + 7-NI

Aloperdlt (sham) és vivéanyaggal (I/R+veh),
i L-argininnel (I/R+L-arg), ill. 7-nitroindazollal ke-
i zelt (I/R+7-Nl) vese ischaemidt szenvedett patkd-
. nyok szérumkreatinin- (1A) és BUN (1B) értéke.
¢ *P<0,01vs. I/R+veh, I/R+L-arg, I/R+7-NI

A TUNEL festés segitségével meghatarozott apopto-
tikus sejtek szdma szignifikdnsan magasabb volt az
ischaemias karosodast szenvedett patkanyok veséjében al-
operalt allatokhoz képest (P<0,01). Nem talaltunk ugyan-
akkor kiilonbséget a kezelt csoportok és a vivoanyag ke-
zelt I/R allatok kozott az apoptotikus sejtek szamaban
(P>0,05) (3. dbra).

5. tabldzat
A vesekdrosodds hisztoldgiai mértékének kiértékelése
CSOPORT GLOMERULARIS KAROSODAS |VASZKULARIS KAROSODAS TUBULARIS KAROSODAS
(SCORE 0-3) (SCORE 0-3) (SCORE 0-3)

Aloperélt (sham) 0,43+0,49* 0£0* 0,86+0,6*

I/R+veh 1,86+0,64 0,71£0,45 3+0

I/R+L-arg 1,75+0,66 0,87+0,93 3+0

I/R+7-NI 157+1,17 1+0,53 3+0

*P<0,01vs. I/R+veh, I/R+L-arg, I/R+7-NI
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I/R+veh

I/R+7-NI

I/R+L-arg

': % ] kS

R+7-NI

Az L-arginin és 7-NI I/R hatasa a nNOS, iNOS és
eNOS mRNS és fehérje expresszidjara

A nNOS mRNS expresszioja szignifikansan csokkent
(P<0,05), az iNOS mRNS expresszidja szignifikansan
emelkedett (P<0,05), ugyanakkor az eNOS mRNS ex-
presszdja nem valtozott az I/R+veh csoportban sham ope-
ralt allatokhoz képest (4., 5., 6. dbra).

Az iNOS fehérje expresszidja a mRNS expresszionak
megfeleld mértékben emelkedett (P<0,05), az eNOS fe-

2009; 55:367-418.
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¢ Aloperdlt (sham), vala-

¢ mint vivéanyaggal

. (I/R+veh), L-argininnel

¢ (I/R+L-arg) és

¢ 7-nitroindazollal kezelt

© (I/R+7-NI) patkdnyok

i postischaemids veséjének
i HE-nal festett szévettani
. képe

: Aloperdit dllatok (sham),
i illetve vivéanyag kezelt

¢ (I/R+veh), valamint

i L-argininnel (I/R+L-arg)
: és 7-nitroindazollal

. (I/R+7-NI) kezelt patkd-

. nyok postischaemids ve-
© séjének TUNEL modszerrel
i festett képe (a nyil egy

i TUNEL-pozitiv tubulus-

i sejtre mutat)

hérje expresszidja szignifikansan csokkent (P<0,05) az
I/R+veh csoportban aloperalt allatokhoz viszonyitva (7.,
8. abra).

L-arginin alkalmazdsa mindharom NOS enzim
izoforma mRNS expressziojat ndvelte a vivoanyag kezelt
I/R csoporthoz képest (P<0,05) (4., 5., 6. abra).

Ezzel szemben a vizsgalt NOS izoformak koziil csak
az iNOS fehérje expresszidja emelkedett szignifikansan az
L-arginin kezelt csoportban (P<0,05) (7. dbra), az eNOS
fehérje expresszidjaban nem talaltunk szignifikans kii-
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nNOS, mRNS

GAPDH mRNS

2 *

7 -

nNOS/GAPDH mRNA relative units

sham IIR + veh IIR + L-arg I/R +7-NI

© A nNOS mRNS expressziéjdnak meghatdrozdsa
© RT-PCR technikdval dloperdlt dllatokban (sham),
i valamint vivéanyaggal (I/R+veh) és L-argininnel
¢ (I/R+L-arg), ill. 7-nitroindazollal kezelt (I/R+7-NI)
. patkdnyok postischaemids veséjében. §P<0,05 vs.
: sham, *P<0,05 vs. sham, I/R+veh, +P<0,05 vs.
. I/R+veh

iNOS mRNS

GAPDH MRNS e o
0,6 4
0,525 |
0,45
0,375 |
0,3 §
0,225 -

0,157 ]:

0,075

iNOS/GAPDH mRNA relative units

IIR + L-arg I/R + 7-NI

: Az iNOS mRNS expressziéjdnak meghatdrozdsa
i RT-PCR technikdval dloperdlt dllatokban (sham),
i valamint vivéanyaggal (I/R+veh) és L-argininnel
¢ (I/R+L-arg), illetve  7-nitroindazollal  kezelt
. (I/R+7-NI) patkdnyok postischaemids veséjében.
i §P<0,05 vs. sham, *P<0.05 vs. I/R+veh, +P<0.05 vs.
. I/R+veh.
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6. dbra :

: Az eNOS mRNS expresszidjdnak meghatdrozdsa
. RT-PCR technikdval dloperdlt dllatokban (sham),
- valamint vivéanyaggal (I/R+veh) és L-argininnel
(I/R+L-arg), ill. 7-nitroindazollal kezelt (I/R+7-NI)
i patkdnyok postischaemids veséjében

lonbséget a vivoanyaggal kezelt csoporthoz képest
(P>0,05) (8. abra).

A 7-NI kezelés csokkentette a nNOS mRNS ex-
presszidjat (P<0,01 vs. I/R+veh) (4. abra), de nem gyako-
rolt hatast az iNOS és eNOS mRNS expresszidjara vivo-
anyaggal kezelt allatokhoz képest (P>0,05) (5., 6. abra).

A 7-NI kezelt allatokban az iNOS fehérje expresszidja
csokkent (P<0,05 vs. I/R+veh) (7. adbra), mig az eNOS fe-
hérje szintézise nem valtozott a vivbanyag kezelt patka-
nyokhoz képest (P>0,05) (8. dbra).

Az eNOS 27-bp repeat és T7%°C polimorfizmusok
gyakorisaga és a korasziilottek retinopathiaja ko-
z6tti kapcsolat

Az allélspecifikus PCR reakcié segitségével végzett
genotipizalas soran az eNOS 27-bp repeat polimorfizmus
genotipus eloszlasa szignifikansan kiilonb6zott a ROP mi-
att kezelt és nem kezelt kissulyu korasziilottek kozott
(P=0,015). Ugyanakkor nem talaltunk kiilonbséget az
eNOS TC polimorfizmus megoszlasiban a két vizsga-
lati csoport kozott (P =0,984) (6. tabldzat).

Az eNOS 27-bp repeat és T polimorfizmusok allél
frekvenciak meghatarozasa soran azt talaltuk, hogy sem az
eNOS 27-bp repeat ,,a”, sem az eNOS 78C mutans allél
frekvenciaja nem kiilonbozott a két vizsgalati csoportot
osszehasonlitva (P=0,153 és P=0,867) (7. tablazat).

Logisztikus regresszios vizsgalat segitségével ki tud-
tuk mutatni, hogy a homozigota mutans ,,aa” genotipus €s
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sham IIR IIR + L-arg I/R +7-NI

: Az iNOS fehérje szintiének meghatdrozdsa Wes-
: tern blot technikdval dloperdilt dllatokban (sham),
. valamint vivéanyaggal (I/R+veh) és L-argininnel
. (I/R+L-arg), ill. 7-nitroindazollal kezelt (I/R+7-NI)
© patkdnyok postischaemids veséjében. §P<0,05 vs.
© sham, *P<0.05 vs. I/R+veh

6. tdbldzat

eNOS protein relative units
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400
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sham IIR I/R + L-ara IIR + 7-NI

: Az eNOS fehérje szintiének meghatdrozdsa Wes-
 tern blot technikdval dloperdlt dllatokban (sham),
i valamint vivéanyaggal (I/R+veh) és L-argininnel
¢ (I/R+L-arg), illetve  7-nitroindazollal  kezelt
. (I/R+7-NI) patkdnyok postischaemids veséjében.
i §P<0,05 vs. sham.

Az eNOS 27-bp repeat és eNOS T7%°C polimorfizmusok genotipus-megoszldsa retinopathia miatt kezelt és

nem kezelt kissulyu korasztilottekben

POLIMORFIZMUS |GENOTIPUS ROP MIATT NEM ROP MIATT KEZELT ODDS RATIO |P ERTEK
KEZELT KISSULYU KISSULYU (95% Cl)
KORASZULOTTEK KORASZULOTTEK
(N=127) (N=105)
eNOS 27-bp repeat |bb 90 60 1,82 (1,14-2,91) 0,015
(b/a) ab 36 39
aa 1 6
eNOS T7% C T 55 47 0,95 (0,64-1,40) |0,984
TC 60 49
cC 12 9

7. tdbldzat

Az eNOS 27-bp repeat és eNOS T7%°C polimorfizmusok allél frekvencidja retinopathia miatt kezelt és

nem kezelt kissulyu korasziil6ttekben

POLIMORFIZMUS |ALLEL ROP MIATT NEM ROP MIATT KEZELT ODDS RATIO |P ERTEK
KEZELT KISSULYU KISSULYU (95% Cl)
KORASZULOTTEK (%) |KORASZULOTTEK (%)

eNOS 27-bp repeat |b/a 85% / 15% 76% / 24% 1,79 (0,87-3,66) |0,153

(b/a)

eNOS T7% C T/C 67% / 33% 68% / 32% 0,95 (0,64-1,40) |0,867

a kezelést igényld ROP kialakuldsa kozott szignifikans
Osszefliggés van (P=0,047 vs. ,,ab” genotipus és P=0,022
vs. ,,bb” genotipus).

Tovabba eredményeink azt mutattak, hogy a fia nem
¢és a ROP kialakulasa kozott is kapcsolat van (P=0,046 vs.
lanyok) (8. tablazat).

2008; S5:367-418. © sermene

A haplotipus eloszlasokat megvizsgalva azt talaltuk,
hogy az eNOS aT ¢és bT haplotipusok gyakorisaga szigni-
fikdnsan magasabb a ROP kezelést igénylo korasziilottek-
ben a nem kezeltekhez képest (P =0,0001 és P =0,0036) (9.
tablazat).
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8. tabldzat
A tébbszorés logisztikus regresszio eredménye
VALTOZO ODDS RATIO (95% CI) P ERTEK
Fid nem 1,87 (1,26-4,15) 0,046
Gesztdcios kor 0,87 (0,71-1,02) 0,071
Oxigénkezelés id6tartama 1,20 (0,99-1,40) 0,082
Gesztacios kor: oxigénkezelés id6tartama 0,99 (0,98-1,00) 0,17
eNOS 27-bp repeat aa vs. ab 0,10 (-2,13- 2,34) 0,047
eNOS 27-bp repeat aa vs. bb 0,08 (-2,12-2,28) 0,022

Megbeszélés

Munkank soran vizsgaltuk a nNOS, iNOS és eNOS
izoformak expressziojanak valtozasat postischaemias pat-
kanyok veséjében az ischaemias inzultust kovetden 24
oraval.

A két konstitutiv izoforma koziil a nNOS mRNS
expresszioja csokkent, az eNOS mRNS expresszidja
ugyanakkor nem valtozott a vesében. Az iNOS mRNS
expresszioja ezzel szemben szignifikansan emelkedett al-
operalt patkanyokhoz viszonyitva. Fehérjeexpresszios
szinten ugyanakkor csokkenést tudtunk kimutatni az
eNOS esetében is, az iINOS fehérje szintje pedig az mRNS
expressziojanak megfelelden emelkedett.

Eredményeink 0sszhangban vannak a szakirodalom-
ban eddig megjelent, az iINOS expresszidjat vese I/R karo-
sodas soran vizsgald munkaval. Okusa és mtsai szerint az
iNOS aktivitds megemelkedik az I/R vesekarosodas elsd
24 orajaban a vese kortexben és a medullaban a mért nitrit
és nitrat felszabadulas alapjan (31). A reperfuziot kdvetd
7. napra a kortexben visszatér a normalis szintre, de a
medulldban tovabbra is emelkedett marad a szintje.
Kosaka és mtsai-nak (32), valamint Vinas és mtsai-nak
megfigyelései szerint az iNOS enzim mRNS és fehérje
expresszidja mar 7 6raval az ischaemiat kovetden megno-
vekszik a veseszovetben (33).

Az ischaemiat kovetden a veseszovetben kialakuld
acidozis, valamint a TNF- felszabadulas képes csokkente-
ni az eNOS expresszidjat. Kisérleteink sordan mi is az

eNOS fehérje expresszido csokkenését detektaltuk a
postischaemids veseszovetben dloperalt allatokhoz képest.

A nNOS mRNS expressziojaban csokkenést tudtunk
kimutatni az ischaemias inzultust kovetden 24 oras re-
perfzio utan. Vinas és mtsai ugyanakkor nem talaltak val-
tozast a nNOS mRNS expresszidjaban (33). Bar hasonld
tendencidju valtozast (csokkenés) figyeltek meg, ez nem
érte el a szignifikancia szintjét. Ennek oka az lehet, hogy
az idézett munkaban 50 perc helyett 45 perces ischaemias
id6t alkalmaztak. A nNOS a veseszdvetben a legnagyobb
mennyiségben a macula densa sejtekben, illetve az ideg-
végzddésekben van jelen, de megtalalhatd az endotél és
tubulus sejtekben is. Feltételezziik, hogy a kisérleteink so-
ran detektalt nNOS expresszié csokkenésének oka az I/R
karosodas kovetkeztében kialakult tubulus sejt pusztulas
¢és az endotelialis funkcid zavar.

Munkank masodik célkitiizése az volt, hogy megvizs-
galjuk az L-arginin kezelés hatasat vese I/R karosodasban.
A kérosodott vese szdvettani vizsgalata, illetve a vese-
funkciés paraméterek valtozasa azt mutattdk, hogy az
L-arginin alkalmazasa nem befolyasolta a vese I/R karoso-
dasanak mértékét. Nem talaltunk tovabba kiilonbséget a
TUNEL-pozitiv apoptotikus sejtek szamaban sem a vivo-
anyag kezelt csoporthoz képest.

Eredményeink dsszhangban vannak Raff és mtsai-nak
vizsgalataival, akik kisérleteik soran megfigyelték, hogy
sem az ischaemia alatt, sem a reperfuzio elsé 14 napja alatt
alkalmazott L-arginin kezelés nem valtoztatta meg a szo-
veti kdrosodas, illetve apoptozis mértékét vese I/R karoso-
dast kovetoen (34).

9. tdbldzat
Az eNOS 27-bp repeat és eNOS T"#°C polimorfizmusok genotipus megoszldsa alapjdn becsiilt haplotipusok
megoszldsa retinopathia miatt kezelt és nem kezelt kissulyu korasziiléttekben
POZICIO ROP MIATT NEM ROP MIATT KEZELT ODDS RATIO |P ERTEK
27-bp repeat %6 KEZELT KISSULYU KISSULYU (95% Cl)
P rep KORASZULOTTEK (%) |[KORASZULOTTEK (%)
a T 7 28 0,19 (0,09-0,45) |0,0001
C 17 17 1,01(0,51-2,00) 0,971
T 85 97 0,17 (0,05-0,58) 0,004
C 48 47 1,06 (0,63-1,77) 0,940
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Ezzel szemben t&bb kisérleti munka az L-arginin adas
protektiv vagy ezzel éppen ellenkezd, azaz karos hatasat
igazolta vese I/R karosodasban (35, 36). A kiilonb6zo
eredményeket diszkutalva azonban nagyon fontos megje-
gyezni, hogy a legtobb vizsgalatban kiilonb6z6 doézisban,
eltérd idon keresztiil és mas beviteli uton alkalmaztdk az
L-arginint. A legtobb munka esetében eltérd volt az
ischaemias és reperfuzios idd is.

Jerkic és mtsai az ischaemia eldtt négy hétig szajon at
kezelték a patkanyokat L-argininnel (35). Kutatdcsopor-
tunk a jelen vizsgalatban az ischaemia el6tt 7 napig szajon
at alkalmazta az L-arginint. Az L-arginin dozisa 2
g/ttkg/nap volt, amely megfelel Jerkic és mtsai altal alkal-
mazott dozisnak. Feltételezziik, hogy kisérleteinkben
Jerkic és munkatarsainak eredményeivel szemben azért
nem fejtett ki hatast az L-arginin a veseszovet karosodéasa-
nak kialakulasara, mert hosszabb ischaemias id6t alkal-
maztunk.

Schramm és mtsai a reperfizio alatt intravénasan ke-
zelték a patkanyokat L-argininnel és Jerkic és mtsainak
vizsgalataihoz hasonloan ki tudtdk mutatni, hogy az
L-arginin adasa csokkentette a vese postischaemiés kéro-
sodasat (36). Ezzel szemben Raff és mtsai-nak mar korab-
ban idézett vizsgalat sorozatdban a reperfizio alatt alkal-
mazott L-arginin nem befolyasolta a vesekarosodast (34).

Tome és mtsai ugyanazon kisérlet sorozaton beliil tud-
tak megfigyelni, hogy a kdzvetleniil ischaemia elott alkal-
mazott L-arginin javitotta, de a reperfuzi6 utdn 7 napon 4t
ugyanabban a dozisban alkalmazott L-arginin rontotta a
vese funkciojat vese ischaemiat kovetden (37).

Szivizom-ischaemidban a kiilonb6z6 idépontokban
adott L-arginin szintén egymassal ellentétes hatast fejt ki
(38). Tiz perccel az ischaemia kivaltasa elétt, illetve 50
perccel az ischaemia utan adott L-arginin (korai kezelés)
javitotta a sziv pumpafunckiojat, ugyanakkor az ischae-
miat kdvetden 3 és 4 oraval (késoi kezelés) alkalmazott
L-arginin rontotta azt. Osszefoglalva, az L-arginin post-
ischaemias szoveti karosodasra kifejtett hatasat kritikusan
befolyasolja az alkalmazasanak ideje (ischaemia eltt
vagy utan), illetve id6tartama.

Jelen munkankban sikeriilt kimutatnunk azt is, hogy az
L-arginin megemeli mindharom NOS izoforma mRNS
expressziojat. A legnagyobb, kozel két és félszeres emel-
kedést az iNOS mRNS expresszidjaban tudtuk megfigyel-
ni, mely Gsszhangban van azzal, hogy a vizsgalt fehérje
expressziok koziil az iINOS esetében detektaltunk emelke-
dést, mig az eNOS fehérje szintjében nem tudtunk valto-
zast kimutatni.

Az iNOS éltal termelt NO fokozza a szoveti karoso-
dast vese I/R-ban (39), ezzel szemben az eNOS altal ter-
melt NO-nak szamos tubulus és endotél sejt védo hatast tu-
lajdonitanak (33). Feltételezziik, hogy az L-arginin hatésa
nagy mértékben filigg attol, hogy az adott vizsgalati mo-
dellben — mint az NO-szintézis szubsztratja — melyik
izoforma miikddését milyen mértékben befolyasolja.

A kisérleti protokoll, az L-arginin alkalmazasanak id6-
pontja és idGtartama, illetve dozisa alapvetden befolyasol-
hatja azt, hogy az adott vizsgalati idopontban melyik
izoformara milyen hatast fejt ki, hiszen a NOS izoformak
expresszidja is dinamikusan, az ischaemids inzultust kdve-
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téen eltelt id6tol fiiggden valtozik vese I/R karosodasban.
Feltételezziik, hogy az iNOS expressziojanak emelkedése
lehet részben annak oka, hogy az L-arginin adas munkank-
ban nem bizonyult protektivnek.

A nNOS a vese ischaemia indukalta akut karosodasa-
ban betoltott szerepével kapcsolatban nagyon kevés szak-
irodalmi hattérrel rendelkeziink. A nNOS izoformat el6-
szor az idegrendszer sejtjeiben tudtak kimutatni, ahol a
NO els8sorban neurotranszmitterként funkcional. Eppen
ezért nem meglepd, hogy a legtobb, a nNOS és a hypoxia/
ischaemia indukalt karosodas Osszefliggéseit vizsgalod
munka is idegrendszeri modellt hasznal. A nNOS szelek-
tiv gatlasa, valamint a nNOS gén delécidja csokkenti az
agyi infarktus kiterjedését (40, 41).

Hogy megvizsgaljuk a nNOS a vese postischaemias
karosodasasban betoltott szerepét, a patkdnyok egy cso-
portjat szelektiv nNOS gatloszerrel, 7-NI-vel kezeltiik az
ischaemia indukcidja elétt. Eredményeink azt mutattdk,
hogy a 7-NI kezelés nem valtoztatta meg a vese hisztologi-
ai karosodasanak mértékét, illetve a vesefunkcié romlasat,
valamint nem talaltunk kiilonbséget a TUNEL-pozitiv
apoptotikus sejtek szamaban sem.

Hasonl6 megfigyelést tettek Vinas és mtsai, akiknek a
mar korabban tobbszor idézett munkajaban a 7-NI kezelés
nem fejtett ki hatast a vese postischaemias karosodasara
(33). A nNOS ¢s az altala szintetizalt NO a vesén beliil
igy elsésorban a tubulo-glomeruléris feedback szabélyo-
zasaban tolt be kozponti szerepet. A nNOS szelektiv gatla-
sa 7-NI adasdval csokkenti a tubulo-glomeruldris
feedback felé megnyilvanuld érzékenységet (42). Diabé-
tesz, ill. magas vérnyomas betegség okozta végstadiumu
vesebetegségben csokken a nNOS szintje a veseszdvet-
ben. A kronikus vesekdrosodds mértéke csokkenthetd a
nNOS aktivitas emelésével, mely utal a nNOS védo szere-
pére. Alacsony nNOS expressziot mutatd vese kronikus
vesekarosodas modelljében gyorsabb progressziot mutat a
kiilonb6z6 karosito tényezokkel szemben (43).

Ezzel szemben jelen vizsgalatunk eredménye Vinas és
mtsai-nak eredményeivel dsszhangban azt tamasztja ala,
hogy a nNOS akut ischaemias vesekarosoddsban nem jat-
szik kozponti szerepet, mivel az enzim gatldsa nem oko-
zott valtozast a karosodas kimenetelében. Mindezek alap-
jan feltételezziik, hogy a nNOS elsdsorban a finom hemo-
dinamikai szabalyoz6 folyamatokban vesz részt a vesé-
ben, olyan akut karosodas modellekben, mint az vese I/R,
nem jut jelentds szerephez.

Kisérleteink sordn megvizsgaltuk a 7-NI a kiilonb6zd
NOS enzim izoformak expresszidjara kifejtett hatasat is. A
7-NI szignifikansan csokkentette a nNOS mRNS ex-
presszidjat. Ez utalhat arra, hogy az enzim miikddésének
gatlasa elnyomja az enzim termelddését. Tovabba a 7-NI
csokkentette az iNOS fehérje szintézisét is. Eredménye-
inkkel 6sszhangban Qu XW és mtsai szintén leirtdk, hogy
7-NI szisztémas alkalmazasa csokkentette az iNOS szint-
jét az ileumban és hasonld tendenciat tudtak megfigyelni a
vesében is (44).

In vitro végzett vizsgalatok korabban igazoltak, hogy a
7-NI gétolhatja az iNOS miikodését is, ugyanakkor nem
specifikus iNOS gatl6 hatést nem talaltak még in vivo.

ORVOSKEPZES



Rusai Krisztina, Reusz Gyorgy, Szabo J. Attila

Bar Wolff és mtsai in vitro vizsgalataikban azt is meg
tudtak figyelni, hogy a 7-NI adésa gatolta az eNOS aktivi-
tasat, vizsgalatainkban nem taldltunk kiilonbséget az
eNOS mRNS, illetve fehérje expressziojaban 7-NI keze-
lést kovetden (45).

Osszefoglalva mind az L-arginin, mind a 7-NT megval-
toztatta a NOS enzimek expressziojat I/R karosodast ko-
vetden a vesében, stlyos postischaemids vesekarosodas
kimenetelét azonban nem befolyasolja.

Munkank masodik felében elséként vizsgaltuk az
eNOS T7*C, valamint 27-bp repeat polimorfizmusok és a
korasziiléttek retinopathidjanak kapcsolatat. Kimutattuk,
hogy a csokkent eNOS termeléssel jaro eNOS 27-bp
repeat polimorfizmus genotipusanak megoszlasa kiilon-
bozik a ROP miatt kezelt és nem kezelt kisstlyu koraszii-
16ttek kozott. Tobbszoros logisztikus regresszio segitségé-
vel igazoltuk, hogy az eNOS ,,aa” homozigdta mutans ge-
notipus €s a ROP kialakulasa kozott sszefiiggés van.

Az eNOS T7¥C polimorfizmus genotipusainak gya-
korisagat vizsgalva nem mutatkozott kiilonbség a ROP
miatt kezelt és nem kezelt korasziilottek kozott. Nem volt
kiilsnbség a mutans 7*°C allél megoszlasiban sem a két
vizsgélati csoport kozott.

A 27-bp repeat polimorfizmus funkcionalis polimor-
fizmus, melynek szerepe van az eNOS enzim termel6désé-
nek szabalyozasaban: szoros 0sszefiiggést lehet kimutatni
az eNOS 27-bp repeat polimorfizmus jelenléte és a plazma
NO metabolitok szintje kozott (46): az ,,a” allélt hordozok-
ban szignifikansan alacsonyabb a NO metabolitok szintje
(47).

A ROP elsé fazisara a sziiletés utani relativ hyper-
oxianak kitett retindban meginduld vazoobliteracié jel-
lemz6. NOS gatloszer alkalmazasa patkanyokban, illetve
az eNOS gén kilitése egerekben csokkenti a megjelend a
hiperoxia kovetkeztében kialakult vazoobliteraciéo mérté-
két a retinaban (48, 49).

A ROP masodik fazisara a vazoobliteracio kovetkezté-
ben kialakult retinalis hypoxiara adott patologias ér-
ujdonképzddés, a neovaszkularizacid a jellemzd. Az
eNOS kozvetiti részben az endotél sejtek egyik legfonto-
sabb mitogén faktoranak, a VEGF proangiogenetikus ha-
tasat, igy kozponti szerephez jut az angiogenezisben.

Ando és mtsai kimutattak, hogy eNOS knock-out ege-
rekben az ischaemia talajan 1étrejott retinopathiaban szig-
nifikansan kisebb mértékben zajlik a neovaszkularizacid

A munkdbdl késziilt angol nyelvii k6zlemények

(50), mely azt sugallja, hogy az eNOS fokozza a koraszii-
l6ttek retinopathidjanak patogenezisében megjelend fo-
lyamatok sulyossagat.

Ezzel szemben eredményeink ellenkezé dsszefiiggést
mutattak, hiszen a csokkent eNOS termeléssel jarod geneti-
kai polimorfizmus azokban a korasziildttekben volt gya-
koribb, akikben kialakult a kezelésre szoruld retinopathia.
Ennek a meglepd eredménynek egyik lehetséges magyara-
zataul szolgalhat az, hogy Campochiaro vizsgalataiban
megfigyelte, hogy alacsony koncentracioban termelédd
NO képes megnovelni a VEGF termelddését, majd ezen
keresztiil fokozza a neoangiogenezis mértékét (51).

Léteznek a szakirodalomban olyan megfigyelések is,
melyek szerint a NO meghatarozott koriilmények kozott
képes gatolni az angiogenezis folyamatat. Egér implanta-
cios, illetve csirke chorioallantois membran modellekben
sikeriilt az angiogenezist NO donor molekulaval gatolni
(52). Hangai és mtsai figyelték meg azt, hogy a konstitutiv
NOS enzimek egyiittes gatlasa patkanyokban csokkenti a
retina ischaemiaval szembeni toleranciajat (53). Utobbi
megfigyelések arra utalnak, hogy az eNOS protektiv sze-
repet jatszhat a retina ischaemias karosodéasanak kialaku-
lasaval szemben — feltételezhetéen — a vazodilatacié foko-
zaséan keresztiil.

Mindezek alapjan feltételezziik, hogy a ROP elsé fazi-
saban a hyperoxia altal indukalt vazoobliteracié csokkent
mértékben zajlik azokban a korasziilottekben, akikben az
eNOS a normal szintnek megfeleléen miikddik a mutans
27-bp repeat ,,a” allélt hordozokkal szemben. Ez magyara-
zataul szolgalhat annak, hogy vizsgalatainkban miért fi-
gyeltiik meg a csokkent NO-szinttel jaré polimorfizmus
gyakoribb el6fordulasat ROP miatt kezelt kissulyt kora-
szlilottekben. Campochiaro és mtsai-nak eredményei
alapjan szintén feltételezziik, hogy a mutans allé]l miatt a
fiziologiasnal alacsonyabb koncentracidban termelddd
NO a VEGF szintézisének emelésén keresztiil fokozott
neovaszkulogenezist indukalhat a ROP masodik fazisdban
a polimorfizmust hordoz6 korasziiléttek retinajaban. Ah-
hoz azonban, hogy ezt a hipotézist bizonyitani tudjuk, a
VEGEF helyi szintjének detektaldsara lenne sziikség.

Osszefoglalva, munkank soran elséként tudtuk kimu-
tatni, hogy az eNOS 27-bp repeat polimorfizmus a keze-
1ést igényld ROP kialakulasanak fiiggetlen rizikofaktora.
Ugyanakkor nem talaltunk dsszefiiggést a ROP kialakula-
sa és az eNOS T7*C genetikai polimorfizmus kozétt.
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Rendszerbioldgiai szemlélet a primer
csontvesztés molekularis biologiai kutatasaban
és az osteoporosis immunoldgiai vonatkozasai

Systems biological approach on the research of human bone loss
and the immunological aspects of osteoporosis

OSSZEFOGLALAS A primer, életkorral jaré csontvesztés hatterében allo komplex genomikai és
transzkriptomikai hatasok még teljes egészében nem tisztazottak. Ezért célunk volt az osteo- :
porosisban szignifikansan valtozé csontszdveti transzkripciés profilt mutaté gének meghata- :
rozasa, illetve néhany jelslt génben taldlhaté Uj egypontos nukleotid polimorfizmus (SNP) azo- :
nositasa posztmenopauzalis kort nékben. Tovabba, az immunrendszer szabalyozasaban kdz- :
ponti szerepet betéltd gének expresszids mintézatanak analizise osteoporoticus (OP) és nem :
osteoporoticus (NOP) human csontszévetben. Kisérleteinkben hét posztmenopauzalis OP (tar- :
tomany: 56-76 év) és tiz korban egyeztetett NOP né (tartomany: 55-77 év) csontszévetmintait :
hasznéltuk fel. A kivalasztott 150 gén transzkripcios aktivitdsénak eltéréseit TagMan préba ala- :
pu kvantitativ valds-idejd RT-PCR rendszerben vizsgaltuk. A polimorfizmus vizsgélatok soran a :
RNKL és OPG gének Uj SNP-ait térképeztiik fel 353 magyar posztmenopauzalis né genetikai :
mintajaban. Mann-Whitney U teszt segitségével tébb gén - kéztik a zsirmetabolizmusban :
érintett gének, az osteoblast/adipocyta differencialédast szabalyozé faktorok, az extracellu- :
laris matrix fehérjéket kodold gének — esetén talaltunk szignifikansan valtozo expressziés min-
tazatot az OP csontszdvetben. Tobbvaltozds statisztikai analizis (DFA) segitségével nagy szam-
ban azonositottunk géncsoportokat, amelyeknek szerepe lehet a csontszévet patoldgids és :
egészséges fenotipusainak megkiilénboztetésében. Immunoldgiai szempontd génkifejezé-
dés-vizsgalat alapjan adataink azt valészin(sitik, hogy az osteoporosis soran &talakult csont- :

Szoros korrelaciot talaltunk az OPG/RANKL gének polimorfizmusai és a gering, illetve a csipé !
csontsrségek kozott. Emellett a RANKL gén kis BMD értékkel tarsulé 'CCT” haplotipusanak in
vivo mRNS expressziora gyakorolt hatasat is igazolni tudtuk. A tébb molekularis bioldgiai szin-
ten elvégzett vizsgélat lehetdvé tette szamos olyan Uj gén, illetve géncsoport azonositasat, :
amelyeket a primer csontvesztéssel és a csontritkulas kialakulasaval korabban még nem hoztak :
dsszefliggésbe. A genetikai informécidink hozzjarulhatnak az immun- és csonthomeosztazis :
dsszefliggéseinek tovabbi értelmezéséhez az osteoporoticus csontszéveti mikrokdrnyezet- :
ben. A transzkripcios halézatban megfigyelt valtozasok tovabb segithetik a posztmenopau- :

zalis korban moédosuld csontanyagcsere folyamatok megértését.

KULCSSZAVAK  osteoporosis, egypontos nukleotid polimorfizmus, transzkriptomikai profil, hu-

man csontszovet, rendszer bioldgia

SUMMARY Osteoporosis is a complex systemic skeletal disease characterized by low bone :
mass and microarchitectural deterioration of bone tissue. The major determinants of the risk :
for osteoporosis in later life are peak bone mass, which are mostly determined genetically. The :
aim of our investigation was to determine significantly changed genes based on their mRNA :
expression profile in postmenopausal osteoporotic (OP) and non-osteoporotic (NOP) bone :
tissue and to describe the interrelationships among these genes using multivariate data :
analysis (DFA). Furthermore, investigate the influence of OPG/RANKL gene allelic variations on
the in vivo human gene expression of these genes and on BMD in 353 Hungarian :
postmenopausal women. Seven bone tissue samples from postmenopausal OP female :
patients and ten bone tissue samples from NOP women were examined. The expression :
differences of selected 150 genes were analyzed in TagMan probe based quantitative :
real-time RT-PCR system. The Mann-Whitney U test indicated significant alterations in the :
expression pattern of genes coding for e.g. extracellular matrix molecules, and genes affected :
in lipid metabolism. According to the DFA results, the groups of OP and NOP women are :
separable by genes coding for cytokines and various receptors affected in innate immunity as :
well as genes included in different signaling pathways (canonical TGFB, MAPK). We have found :
significant correlation between RANKL and OPG genotypes and BMD as well as RANKL :
haplotypes and in vivo RANKL expression in Hungarian postmenopausal population. We :
examined the primer bone loss on systems biological approach, both in genomic and :

2009, 85387—418 @ Semmelweis Kiadé

ORVOSKEPZES

Balla Bernadett'
Késa Janos'
Takéacs Istvan'
Kiss Janos®
Podani Janos®
Lazary Aron'
Bacsi Krisztian'
Nagy Zsolt'
Speer Gabor'
Lakatos Péter’

'Semmelweis Egyetem,
|. Sz. Belgyogyaszati
Klinika

*Semmelweis Egyetem,
Ortopédiai Klinika
*Eotvos Lorand
Tudomanyegyetem,
Novényrendszertani és
Okolégiai Tanszék

LEVELEZESI CiM:

Dr. Balla Bernadett

1083 Budapest,

Koranyi S. u. 2/a

E-mail: betti@bell.sote.hu

ORVOSKEPZES



Balla Bernadett és munkatarsai

transcriptomical levels. The pathologic states of bone tissue have been unambiguously :
defined by its complex gene transcription pattern. Significant differences observed in gene :
expression profiles of osteoporotic human bone tissue provide further insight into the process :
of changed bone metabolism and the intersystem crosstalk between the immune and skeletal :

systems in the altered bone marrow microenvironment.

KEY WORDS osteoporosis, single nucleotide polymorphism, transcriptional profiling, human

bone tissue, systems biology

Roviditések

ALPL alkalikus foszfataz

AR androgén receptor

BGLAP osteocalcin (bone gamma-carboxyglutamate protein)

BMP4 csont morfogenetikus fehérje 4

c-Etsl,2 avian erythroblastosis virus E26 (v-ets) oncogene
homolog-1, 2

CASR kalciumszenzor

COLIAl I-es tipusu kollagén alfa 1 lanc

EBF korai B sejt faktor

Elk-1 ETS onkogén csalad tagja

ER osztrogén receptor

GR gliikokortikoid receptor

IGFI inzulin szerii novekedési faktor 1

IL interleukin

Bevezetés

Az osteoporosis multifaktorialis komplex megbetege-
dés. Az osteogenezisben és az osteoporoticus allapot ki-
alakuldsaban szdmos kornyezeti tényezd (pl. fizikai aktivi-
tas, dohanyzas, alkoholfogyasztas, étrend) mellett erés ge-
netikai hatés is érvényesiil. Kimutathato tovabba, hogy a
csontasvanyanyag-tartalom (BMD), a combnyak geomet-
ridja, a trabecularis és corticalis vastagsag, a csontanyag-
csere kiilonboz6 biokémiai markerei nagy szazalékban ge-
netikai kontroll alatt allnak (1-3). Az osteoporosis és a
csontvesztés patomechanizmusanak genetikai hattere po-
ligénes eredetii, amelynek hatterében allo genetikai varia-
ciok kimutatasa bonyolult feladat. A rendszerbiologia se-
gitségével azonban tobb szinten is gy(jthetiink informaci-
ot a csontfogyas patogenetikai folyamataival kapcsolat-
ban.

A csontritkulassal Osszefiiggésben leginkabb széles
korben kutatott rendszerbioldgiai teriilet a genomika szint-
je, ahol a legtobb adat az egyedi génpolimorfizmusok ¢€s a
BMD, illetve csonttdrési kockazat kapcsolatabol szarma-
zik. A genomikai vizsgalatok segitségével szamos jelolt
gén elsddleges szerepére deriilt fény, amelyek befolyasol-
jéak a csucs-, valamint a csokkent csonttomeg kialakulasat.
Ezek a kalciotrop hormonok és receptorok génjei (AR,
CASR, ER, GR, PTHR, VDR, kalcitoninreceptor), a csont
szerves matrixanak komponensei (BGLAP, COLI1AI,
MGP, oszteonectin, oszteopontin) és lokalisan hatd
citokineket kodolo gének (BMP4, IGF1, IL1, IL6, TNFR,
TGFp, RANKL, OPG) voltak (4-7). Proteomikai elemzé-
sek soran a szérumfehérjeszintek és a BMD kozotti asszo-
ciaciokat térképezték fel. Elsdsorban az osteoblastok és
osteoclastok sejtanyagcesere-termékeinek eltéré szérum-

Koszonetnyilvdnitds

MAPK mitogénaktivalt protein kindz

MGP matrix gamma-carboxyglutamate protein
OPG osteoprotegerin

PICP 1 tipusu kollagén C-termindlis propeptid
PINP L tipusu kollagén N-termindlis propeptid

PPAR-a:RXR-a  peroxisoma proliferdator aktivalt receptor alfa,
retinoid X receptor alfa

PR-A, PR-B progeszteron receptor A és B izoformdi

PTHR parathormon receptor

RANKL nuklearis faktor-kappa B receptor/aktivator
liganduma

STAT4 signal transducer and activator of transcription 4

TGFp transzformald névekedési faktor béta

TNFR tumor necrosis faktor receptor

TRAP tartaradt rezisztens savi foszfatdz

VDR D;-vitamin receptor

szintjét vizsgaltak a csontdenzitas-csokkenés fliggvényé-
ben. Osszefiiggést talaltak a csontszoveti reszorpcid (pl.
IL6) és formacio (pl. ALPL, BGLAP, IGF1, TGFp)
markereinek szérumszintjei és az osteoporosis kozott
(8-13). A metabolomika eredményei az osteoporosis vo-
natkozasdban a kollagén képzOdési és bomlasi
metabolitjai (PINP, PICP, kollagén keresztkotok), ame-
lyeket a mai klinikai diagnosztika rutinszeriien hasznal a
csontanyagcsere laboratdriumi vizsgalatakor (14, 15).

A rendszerbiologia transzkriptomikai szintjén napjain-
kig nem vagy csak nagyon kevés vizsgalat tortént. A hu-
man csontszdveti génexpressziorol, illetve annak az osteo-
porosis soran bekdvetkezd valtozasarol limitalt adat all
rendelkezésre, foleg a gyulladasos citokinek atirodasara
vonatkozdan (16-18). Csontszdveti fehérje kifejezddési
analizis (csont-proteom meghatarozas), tovabba SNP
kombinacidk azonositasa és gén, illetve géntermék inter-
akciok felderitése a human csontrendszerben ez idaig nem
tortént.

Mara mar kozismert, hogy az immunrendszer és a
csont molekularis és sejt szinten is szdmos ponton funkci-
onalis kapcsolatban all egymassal. A kozds csontveldi
mikrokérnyezetben sejtalkotoéik azonos progenitorokbol
fejlédnek, atfedd jelatviteli haldozatokat hasznalnak és
mindkét rendszer szabalyozasaban ugyanaz a citokin pa-
nel vesz részt (19, 20). Az aktivalt T-sejtek képesek
RANKL molekulat kifejezni, amely az osteoclastok
RANK receptoran keresztiil fokozza az osteoclastoge-
nesist és stimulalja a csontbontast. Az osteoblastok sejtfel-
szini MHCII és kostimulator molekulaik expresszidja ré-
vén az antigénprezentacio ¢és a T-lymphocyta-medialt im-
munvalasz folyamatdban jatszanak fontos szerepet
(21-23). Egyre tobb szempontbol bebizonyosodik, hogy

A munka a Nemzeti Kutatdsi és Fejlesztési Hivatal NKFP-1A/007/2004, NKFP-1A/002/2004 szdmu pdlydzata illetve az Egészségligyi Tudomd-

nyos Tandcs ETT 022/2006 tdmogatdsdval valdsult meg.
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az immunrendszer nagymértékben befolyasolja a csont-
szovet metabolikus folyamatait. T6bb tanulmany is bizo-
nyitotta, hogy szamos immunologiai betegség (pl. gyulla-
dasos bélbetegségek, autoimmun cukorbetegség, allergia,
néhany attétet ado tumor) tarsul csékkent csonttomeggel
(19, 24). A csontritkulas a vazrendszer szisztémas megbe-
tegedése, amely nem elhanyagolhaté mértékben hatassal
bir a csontszdvetben zajlo lokalis immunologiai reakciok-
ra. Kevés szamu irodalmi adat 4ll rendelkezésre az osteo-
porosis és a csontvesztés immunologiai vonatkozasaival
kapcsolatban. Osteoporosisban megvaltozik a CD4"/
CDS8" T-sejtek ardnya, valamint az NK T-sejt szubpopu-
lacio emelkedett ratat mutat a csokkent BMD-vel &ssze-
fliggéen.

Célunk a csontanyagcserében, az osteogenesisben és
kiilonbdzé alapvetd immunoldgiai mechanizmusok szaba-
lyozésaban nélkiilozhetetlen szerepet jatszo 150 gén
csontszoveti teljes mRNS expresszids mintdzati rendsze-
rének 6sszehasonlitdsa human primer posztmenopauzalis
osteoporoticus és nem osteoporoticus nékben. Tovabba a
transzkriptomikai kutatasok soran vizsgalt néhany, a jeldlt
génekben lokalizalt ij SNP-k feltérképezése 353 magyar
posztmenopauzalis né genetikai mintajaban.

Anyagok és moédszerek

A posztmenopauzalis osteoporoticus és nem
osteoporoticus nék vizsgalati csoportja

A génexpresszids vizsgalatokat posztmenopauzalis
osteoporoticus (OP), illetve posztmenopauzaban 1&vo,

nem osteoporoticus (NOP), fiiggetlen mintavalasztasbol
szarmazo6 magyar nék csontmintain végeztiik. A kisérlet-
hez bevalogatott n6k nem részesiiltek semmilyenfajta hor-
monpo6tld, szteroid- vagy antiporotikus terapidban. A
posztmenopauzalis allapot definialasa: legalabb 1 éve el-
maradt menstruacio, illetve a szérum Osztradiolkoncentra-
cidja kisebb, mint 30 pg/ml. A posztmenopauzalis OP cso-
portban 7 csontszovet mintat értékeltiink, mig a kontroll,
NOP csoport 10 né csontmintajabol allt. Csontstirtiség-
mérés a teljes femuron és a lumbalis csigolydkon (L1-L4)
kettés energiaju rontgensugar-abszorpciometria (DEXA)
(DPX-L, Lunar Corp. Madison, USA) segitségével tor-
tént. Az osteoporosis definicidja a WHO ajanlésa szerint:
T-score <-2,5 SD, barmely mért ponton. Az OP és NOP
csontmintak a diagnosztizalt III. stadiumu primer osteo-
arthritist gyogyitd miitétet szolgald csipdiziileti total
endoprotézis beépitésekor leforgacsolodott csontszovet-
darabok 0Osszegylijtésébol szarmaztak. A primer osteo-
arthritis mindsitése az Amerikai Ortopédsebészeti Tarsa-
sag ajanlasaval a Kellgren—Lawrence-féle rendszer alap-
jén tortént (25). A betegség a combfejben a mintavételi
helyként is szolgald spongiozus csontallomanyt nem érin-
tette. A gyujtést kovetden a friss mintakat azonnal alapo-
san megtisztitottuk a csontvel6tdl, illetve egyéb vér-
szennyez6désektdl PBS felhasznalasaval, majd folyékony
nitrogénben taroltuk. A vizsgalatot a Semmelweis Egye-
tem Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsaga hagyta jova
(SOTE-TUKEB 6392-1/2004-1018EKU, SOTE-TUKEB
33/2008). Minden betegtdl —részletes felvilagositas utan —
irdsos beleegyez6 nyilatkozatot kértiink.

A vizsgalatba bevont személyek klinikai és labor para-
métereit a /. tablazatban mutatjuk be. Nem volt szignifi-

1. tdbldzat
- A vizsgdlatban szerepl6 posztmenopauzds OP és NOP nék klinikai és biokémiai adatai
MEDIAN (TARTOMANY) P
POSZTMENOPAUZALIS OP (N=7) |POSZTMENOPAUZALIS NOP (N = 10) ERTEKEK

Kor (év) 69,00 (56 - 75) 60,50 (55 - 77) 0,31
T-score L1-L4 (SD) -25(-32--0,8) -0,8 (-15-39) 0,002
Z-score L1-L4 (SD) -0,7(-09-0,8) -0,2(-13-35) 0,81
BMD L1-L4 (g/cm?) 0,882 (0,612 - 1,099) 1,089 (1,016 — 1,652) 0,002
T-score teljes femur (SD) |-2,5 (-4,0 - -1,3) 0,1(-1,8 - 18) 0,0004
Z-score teljes femur (SD) |-0,8 (-3,3-0,5) 0,7 (-1,0-33) 0,02
BMD teljes femur (g/cm?) 0,695 (0,524 - 0,838) 1,008 (0,760 - 1,221) 0,0004
BMI (kg/mz) 26,37 (21,30 - 28,95) 26,42 (23,53 - 33,69) 047
Beta-CrossLaps (pg/ml) 424,80 (183,00 — 707,00) 335,00 (126,00 — 626,00) 0,19
Osteocalcin (ng/ml) 22,29 (12,89 - 36,77) 16,70 (6,12 — 29,96) 0,31
PTH (pg/ml) 33,80 (23,00 - 47,00) 26,50 (15,00 - 74,00) 0,07
TSH (miU/1) 1,04 (0,43 - 192) 1,35 (0,37 - 9,64) 047
Vércukor (mmol/I) 552(48-623) 5244 -6)5) 0,11

A valészinUségi adatok (p értékek) a jobb oldali oszlopban a két mintacsoport Mann-Whitney U teszt alapu 0sszehasonlita-

sanak eredményei.

2008; S5:367-418.

@ Semmelweis Kiadd

ORVOSKEPZES



Balla Bernadett és munkatarsai

kans kiilonbség a vizsgalatban szerepld OP és NOP cso-
portok atlag életkoraban, dohanyzasat illetéen, bevitt kal-
cium mennyiségében, alkohol- és kavéfogyasztasaban, fi-
zikai aktivitasaban. Kifejezett kiilonbségek figyelhetok
meg elsésorban a teljes femuron és a lumbalis csigolydkon
mért T-score és BMD értékekben az OP és NOP egyének
kozott.

Az SNP analizisek vizsgalati csoportja

A polimorfizmus vizsgalatokhoz 353 magyar, fiigget-
len mintavalasztadsbol szdrmaz6 posztmenopauzalis élla-
potl né vérmintajat gytijtottiik dssze (2. tdbldazat). A kiva-
lasztott n6kon a Semmelweis Egyetem 1. Sz. Belgyogya-
szati Klinik4jan csontsiiriiség mérés tortént kettds energia-
ju rontgensugar-abszorpciometria (DEXA) segitségével.
A vizsgalatbol kizartuk azokat a résztvevoket, akiknél en-
dokrinoldgiai vagy egyéb kronikus betegség gyantja me-
riilt fel, illetve akik hormonpotld terapidban részesiiltek.
Tovabba, nem keriiltek bevonasra azok a személyek, akik
szérum ALPL, TSH, PTH, 25-OH-D-vitamin szintjében a
normalértékektdl eltérés volt tapasztalhato.

2. tdbldzat

A vizsgdlatba bevont 353 né klinikai,
denzitometrids és életmddbeli jellemzéi

VALTOZOK ATLAG +

SZORAS

(TARTOMANY)
Eletkor (év) 616+79
Menopauzalis kor (év) 13,5 (1-42)
Testmagassag (cm) 158,1 (139-176)
Testsuly (kg) 68,9 + 12,1
Testtomeg-index (kg/m?) 276 £ 4,5
Dohényzas (%) 45 (12,5%)
Alkoholfogyasztas (%) 16 (4,44%)
Kalciumbevitel (mg/nap) 642 (350-2000)
BMD lumbalis csigolya (g/cm?) 0,887 + 0,176
BMD teljes csipé (g/cm?) 0,785 + 0,168
BMD csukl6 (g/cm’) 0,689 * 0,161
A vizsgalati populacidban diagnosz- | 198 (55%)
tizalt osteoporosisos betegek (%)

Direkt mRNS izolalas

A human csontmintakat folyékony nitrogén alatt elpo-
ritottuk Freezer-mill 6750 késziilék segitségével (SPEX
Certiprep Inc., NJ, USA). Az RNS izolalast Dynabeads
Oligo (dt),s kit (Dynal Biotech ASA, Oslo, Norvégia) fel-
hasznalasaval végeztiik a gyartok eldirdsa szerint. Ezutan
az mRNS-t 2 pl DN-4z 1. enzimmel (Promega, Madison,

ORVOSKEPZES
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USA) kezeltiik 20 percig, 37 °C-on. A tiszta mRNS min6-
ségét ¢és mennyiségét NanoDrop spektrofotométerrel
(Nanodrop Technologies, Montchanin, DE, USA) ellen-
Oriztiik 260/280 nm hulldmhossztartomanyon. 15 ul hu-
man mRNS-t cDNS-re forditunk at reverz transzkripcid
soran.

A vizsgalt gének kivalasztasa, kvantitativ valos
idejl RT-PCR és a vizsgalati csoportok statisztikai
o6sszehasonlitasa

Kvantitativ valos ideji RT-PCR modszer alkalmaza-
saval olyan jelolt géneket kerestiink, melyek eltérd gén-
expresszios aktivitasa szerepet jatszhat az osteoporoticus
csontszovet megvaltozott anyagesere folyamatainak kiala-
kulasaban. Elozetes genetikai utvonal analizisek, irodalmi
adatok és online adatbazisok segitségével
(www.pubmed.com, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM)
kivalasztottunk 150 gént a transzkripcids vizsgalatokhoz.

Elére megtervezett és validalt gén-specifikus TagMan
Gene Expression Assay-ket hasznaltunk az Applied
Biosystems-t6l (Applied Biosystems, Foster City, USA).
A PCR reakcio 20 pl végtérfogatban zajlott, amelynek tar-
talma volt: 1 ul ¢cDNS, 10 pl TagMan 2% Universal PCR
Master Mix NoAmpErase UNG (Applied Biosystems), 1
ul validalt gén specifikus TagMan proba 20x (Applied
Biosystems) és 8 ul viz. A kivalasztott 150 gén amplifi-
kalasahoz ABI Prism 7500 valds idejii PCR rendszert
hasznaltunk. Minden gént 3-3 parhuzamos méréssel vizs-
galtunk a 96 lyukt lemezeken a gyart6 altal javasolt proto-
koll szerint. Altalanos ,house-keeping” géneket
(GAPDH, ACTB) alkalmaztunk bels6 kontrollként. A to-
vabbi statisztikai analizisek sordan a GAPDH-szinteket
hasznaltuk a normalizalt értékek megadasdhoz, mert iro-
dalmi adatok utalnak arra, hogy az ACTB gén kifejezodé-
sét osteoblast sejtekben az Osztrogén jelentdsen befolya-
solja (26). A relativ kvantifikacios kiértékelés az Gssze-
gytjtott adatokbol (kiiszob ciklus szamok, Ct) 7500
System SDS software 1.3 felhasznalasaval késziilt. A
gén-specifikus mRNS relativ mennyiségét (RQ) az atlag
ACt értékekbdl szamitottuk mind a 150 gén esetén. A
génexpressziés aranyokat az osteoporoticus €s nem
osteoporoticus személyek RQ értékeibdl kalkulaltuk. Az
adatok analiziséhez Windows SPSS 13.0.1 (SPSS Inc.,
Chicago, USA) programot hasznaltunk. A statisztikai ana-
lizist egyparaméteres Mann-Whitney U teszt segitségével
végeztiik el és statisztikailag szignifikansnak tekintettiik
ahol a valdszintiségi adatok p értéke kisebb vagy egyenld
volt, mint 0,05.

DNS-szeparalas periférias vérbol

A polimorfizmus meghatarozasokhoz Osszegytjtott
353 résztvevdé EDTA-s vérmintdjabol genomidlis DNS-t
izolaltunk High Pure PCR Template Purification kit
(Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Germany) fel-
hasznalasaval. A tisztitott DNS mindségét és mennyiségét
NanoDrop spektrofotométerrel (Nanodrop Technologies)
hatdroztuk meg. Minden mintat 10 ng/ul DNS végkon-
centraciora higitottunk.
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Gének és SNP-k kivalasztasa a genomikai
analizisekhez, genotipizalas

Az SNP analizisekhez két olyan, human csontszdvet-
ben expresszalodo gént (RANKL, OPG) valasztottunk,
amelyek esetén az in vivo transzkriptomikai vizsgélatokat
is elvégeztiik, és amelyek meghatarozo szerepet toltenek
be a csontanyagcserében, illetve a csontritkulas kialakula-
saban (3. tablazat). Az NCBI dbSNP adatbazis
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) segitségével optima-
lis GC arannyal (40-65%) rendelkezé 5 SNP-t szelektal-
tunk. A még nem vizsgalt SNP-k kivalasztdsanak alapja az
volt, hogy a mar leirt és a csontanyagcserével osszefiig-
gésbe hozott mas SNP kozelében helyezkednek el. Ez
alapjan feltételeztiik, hogy meghatarozhatunk olyan uj
haplotipusokat, amelyek kapcsolatban allnak a BMD-vel.

A robosztus genotipizdlds a Semmelweis Egyetem
SNP Core Facility keretein beliil a nagy ateresztoképessé-
gli  GenomeLab SNPstream Genotyping System
(Beckman Coulter, Fullerton, USA) rendszerben tortént.
Az automatizalt genotipizald rendszer multiplex poli-
meraz lancreakcioval kapcsolt fluoreszcens jelolésen ala-
pulod, array-rendszerii egybazisos primer extenzio elvén
miikodik (27).

Diszkriminancia analizis (DFA)

A diszkriminancia elemzés feladata, hogy egyes elore
megadott csoportok kozotti elvalast maximalizalja. Az
elemzés eredményei a kanonikus értékek, amelyek koordi-
nataként hasznalhatok a térbeli abrazolas soran (28). Két
mintacsoport esetén nem rajzolhato fel koordinatarend-
szer, de a csoportok elvalasa a kanonikus valtozok alapjan
igy is felmérheté. Ha a megfigyelések random mintavéte-
lezésbol szarmaznak, és teljesiil a tobbvaltozos normalitas
feltétele is, akkor a csoportok elvalasanak szignifikancidja
is értékelhetd. Ha ezek a feltételek nem teljesiilnek, a cso-
portok elvalasanak mértéke akkor is informativ az adatok
szerkezetére vonatkozoan. Mivel a kanonikus valtozok és
az eredeti valtozok (esetlinkben a gének) korrelacidja is ki-
szamithatd, a DFA igen értékes informdaciot szolgéltat ar-
rol, hogy a csoportok elvalasat mik (mely gének) magya-

razzak elsésorban. A mddszer problémaja azonban, hogy a
valtozok szama nem haladhatja meg az objektumok (paci-
ensek) szamat, emiatt a géneket részhalmazokra kell osz-
tani, és kiilon-kiilon vizsgalni. A kritériumok alapjan 9 és
tovabbi 5 géncsoportot definialtunk kiilonb6z6 osztalyo-
zasi feltételek alapjan; (ezek a kovetkezdk voltak: az
RT-PCR és a Mann-Whitney U teszt eredményei, a gének
kiilonb6z6 regulacids utvonalakban betdltott szerepe, il-
letve olyan génhalmazok, amelyek lefedik mind az adap-
tiv, mind a természetes immunrendszer funkcioit, lasd bo-
vebben az Eredmények c. fejezetben). A szamitasokat a
SYN-TAX 2000 programcsomag felhasznalasaval készi-
tettiik (29).

A genomikai vizsgalatokhoz felhasznalt leir6 és
elemzé statisztikai modszerek

Az adatbazisban a hidnyz6 genotipusokat a ,,10 legko-
zelebbi szomszéd modszer” (10-nearest neighbor method)
segitségével determinaltuk a genotipizalasi hibakbol ere-
dé fals eredmények elkeriilése érdekben (30). A
,»Haploview 3.0” (Broad Institute of MIT and Harvard,
Cambridge, USA) szoftver segitségével hataroztuk meg az
SNP-k kozti kapcsoltsagi viszonyt (LD) és a genotipizélas
leird elemzését (31) (3. tabldzat). A csontdenzitas (BMD)
értékre szignifikans kovariansokat regresszios analizis se-
gitségével szirtiik ki.

A humén genetikai asszociacids vizsgalatokat a
,PedGenie” szoftver felhasznalasaval végeztik (32). A
statisztikai szoftver ANOVA-val ekvivalens elemzést vé-
gez harom genetikai modellben (additiv, dominans,
recessziv). Az alkalmazas ,,Quantitativ” és ,,OddsRatio”
opcidjat alkalmaztuk vizsgalatunkban és empirikus p érté-
ket generaltunk 10000 Monte-Carlo permutacios proba
futtatdsaval. Statisztikailag szignifikdnsnak a permutélt p
érték 0,05-nal kisebb értékét tekintettiik. Az individualis
SNP-analizis statisztikai erejét (power of the study) a
Quanto szoftver 1.1 verzidjaval szamoltuk ki (University
of Southern California, LA, USA). A genetikai eredmé-
nyekbdl haplotipu- analizist is végeztiink az R-statisztikai
kornyezetbe épiild ,,haplo.stats” szoftver felhasznalasaval.
Csuszo-ablak analizis segitségével konstrualtuk a 2, 3 és 4

3. tdbldzat
A genotipizdlt egypontos nukleotid polimorfizmusok leiré statisztikai elemzései

GEN SNP ALLEL [SNP POZICIO SNP SIKERESSEGI |HW P MAF
AZONOSITASI LOKALIZACIO |RATA (%)  |ERTEK
SZAM

RANKL rs9533156 aT chr13:42045671 promoter 99,4 0,396 0,460
rs9525641 aT chr13:42046024 | promoter 99,4 0,453 0,459
rs3742257 aT chr13:42071198 intron 99,4 0,215 0,486

OPG rs1564858 A/G chr8:120014347 intron 99,7 0,069 0,140
rs3102735 aT chr8:120034251 promoter 100 0,954 0,146

A sikerességi rata a genotipusok szazalékat jeloli. A HW p érték a Hardy-Weinberg equilibrium megdllapitasara alkalmazott
y’-teszt szignifikancia szintje. MAF a ritkabb allél eléfordulési gyakorisaga.

RANKL - receptor activator of nuclear factor-«xB ligand
OPG - oszteoprotegerin

2008; S5:367-418.
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SNP-bdl all6 haplotipusokat az egyes géneken beliil, majd
score-statisztika alkalmazasaval hataroztuk meg az egyes
haplotipusok és a fenotipusok kapcsolatat. A score-
statisztika permutalt p értéket szamit a globalis dsszefiig-
gés és az egyes haplotipusok szerepének jellemzésére. A
haplotipusok egyedi hatdsat regressziés modellben a
szoftverbe épitett ,,haplo.glm” funkcidval hataroztuk meg.
A regresszios analiziseket a Windows SPSS 15.0 (SPSS
Inc.) statisztikai szoftverkdrnyezetben végeztiik.

Eredmények

Az osteoporoticus és nem osteoporoticus
csontszoveti transzkriptom Mann-Whitney U teszt
alapu osszehasonlitasa

A 4. tablazatban a Mann-Whitney U teszt tekintetében
szignifikansan (p <0,05) megvaltozott expresszios kii-
16nbséget mutatd 12 gén kvantitativ, valos idejit RT-PCR
adatait foglaltuk 0ssze. Tiz gén kifejezédése represszalo-
dott osteoporoticus ndkben, melyek a kovetkez6k voltak:
alkalikus foszfataz (ALPL), I. tipust kollagén alfa 1 lanca
(COL1A1), 1gG-koté Fey-receptor Ila (FCGR2A), im-
munglobulin szupercsalad 4. tagja (IGSF4), matrix
metalloproteinaz-2 (MMP2), matrix metalloproteinaz-13
(MMP13), matrix metalloproteinaz-9 (MMP9), nuklearis
faktor kappa konnyli lanc (NFxB1), thrombocytakbol
szarmaz6 novekedési faktor alfa polipeptid (PDGFA), A
tipust scavenger receptor-3 (SCARA3). Két gén esetében
pedig, trombospondin receptor (CD36) és twist homolog 2
(TWIST2) nagyobb transzkripcios aktivitast észleltiik.

Az osteoporoticus és nem osteoporoticus nék
csontszoveti génexpressziés mintazatanak Uvizs-
galata tobbvaltozoés diszkriminancia analizis (DFA)
segitségével

Diszkriminancia adatelemzést alkalmaztunk, hogy az
OP ¢és NOP csoportokat multidimenzionalis térben elkiilo-
nitsiik a csontszdveti génexpresszios adataik alapjan, illet-
ve, hogy a vizsgalt 150 génbdl meghatarozzuk azokat a
géncsoportokat, amelyek a legnagyobb diszkriminacids
képességgel rendelkeznek. Kilenc és tovabbi 5 génhal-
mazt jellemeztiink kiilonb6z6é csoportositasi szempontok
alapjan (1-2. abra). Vizsgaltunk egy diagnosztikus marke-
reket tartalmazo gén szettet (8 gén). A géncsoportba olyan
komponenseket soroltunk, amelyek szérumszintje, ex-
presszios valtozasai, vagy genetikai polimorfizmusai kap-
csolatot mutatnak a csontsiiriiséggel ¢és a fokozott csont-
turnoverrel (4, 5, 14, 33). Egy 9 génbdl allo halmazt a
Mann-Whitney-teszt eredményei alapjan valogattuk. Sza-
mos csoportot a kiilonb6zo jelatviteli utvonalak kategori-
zalasaval alakitottunk ki, mint a kanonikus TGFB/activin/
nodal utvonal (12 gén) (34), BMP kaszkad (9 gén) (35),
WNT jelatvitel (6 gén), ndvekedési faktorok/MAPK regu-
lacios jelpalya (9 gén), illetve olyan gének, melyek az
Osztrogén jelatvitel szabalyozasa alatt allnak (8 gén) (36).
Az elvégzett kvantitativ, valdsidejii PCR analizis alapjan
definidltunk egy szettet, amely 3-szor vagy annal nagyobb
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mértékben alulexpresszalodo géneket tartalmazott (9 gén).
A megmaradt csoport hét, a zsiranyagcserében érintett
gént foglalt magaban. Tovabbi 6t géncsoportot az immu-
nolodgiai szempontbdl relevans gének felosztasaval alaki-
tottunk ki. A T- és B-sejtek aktivacidjat eredményezd im-
munoldgiai mechanizmusokhoz 14, illetve 5 gént sorol-
tunk (37), az antigénprezentacios, valamint kostimulacios
folyamatokat 11 gén képviseli, a fagocitozist 9 génnel,
mig a komplementrendszer miikdését 10 génnel jelle-
meztiik (38, 39).

A TGFB/activin/nodal szabalyozasi Gtvonalhoz kap-
csolodo gének rendelkeztek a legnagyobb megkiilonboz-
tetd erével, amely egyértelmiien szétvalasztotta a poszt-
menopauzas OP és NOP csoportokat. Az elsdsorban ndve-
kedési faktorokat és receptoraikat kodoldo gének és az
osteoporoticus személyek csontszdvetében 3-szor, illetve
annal nagyobb mértékben csokkent transzkripciot mutatd
gének szintén erds korrelaciot mutattak a kanonikus valto-
zoval, és a vizsgalt OP és NOP n6k két csoportjanak hata-
rozott szétvalasztasat tették lehetové (1. abra).

Az immunoldgiai szempontb6l meghatarozd gének
analizise soran a legerdteljesebb diszkriminacios hatas a
T-lymphocytdk miikddésében, annak szabalyozasaban
szerepet jatszo gének esetén volt azonosithatd, mely gén-
csoport ¢lesen elvalasztotta a human csontszdvet OP és
NOP stadiumait. Emellett a velesziiletett immunitasban
(antigén bemutatas ¢s fagocitdzis) kulcsfontossagu szere-
pet betdltd gének expresszios mintazata is megvaltozik az
osteoporoticus csontban, amely a két vizsgalati csoport ha-
tarozott elkiiloniilését eredményezi (2. abra).

Uj génpolimorfizmusok 6sszefiiggése a
posztmenopauzalis csokkent csonttomeggel

A RANKL ¢és OPG gének individualis SNP analizisei-
nek statisztikai ereje nagyobb volt, mint 75% a csipd BMD
esetén (atlagtszoras: 0,785+0,168), p = 0,05, MAF =
0,140, a 353 f6s mintaban 0,054 g/cmz-es BMD kiilonbsé-
get képes kimutatni, dominans modellben. A gerinc
BMD-t (atlagtszoras: 0,887+0,176) tekintve, 65%-0s
erésséggel tudtunk 0,053 g/cm’-es recessziv genetikai ha-
tast kimutatni MAF = 0,460 esetén.

Az OPG polimorfizmusok Osszefliggést mutattak a
lumbalis gerinc és a csipd BMD értékekkel. Az rs1564858
SNP ’A’ alléljat hordozoknak mind a gerincen, mind a
combnyakon kisebb volt a BMD-je (a korrigalt BMD kii-
lonbségek 0,040+0,133 g/em® volt az ‘A/A+A/G’ és
0,013+0,155 g/cm” volt a ‘G/G’ genotipusok esetén a csi-
p6n, p=0,0001). Recessziv modellben az rs3102735 SNP
¢és a csipd BMD kozott talaltunk kapesolatot (a korrigalt
BMD kiilonbségek -0,129+0,083 és 0,003+0,151 voltak a
‘C/C’ és a ‘C/T+T/T’ genotipusok esetén, p=0,004). A
RANKL gén mindkét vizsgalt polimorfizmusénak hatésa
volt a gerinc BMD-re (a korrigalt gerinc BMD kiilonbsé-
gek 0,010+0,163 és 0,040+0,154 voltak a ‘C/C+C/T” és
“T/T” csoportokban a két szorosan kapcsolt rs9533156 és
rs9525641 SNP esetén).

A RANKL haplotipusok szoros kapcsolatot mutattak a
gerinc BMD-vel (a globalis dsszefiiggést jellemzd permu-
talt p-érték 0,022 dominans modellben). A gyakori *CCT’
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Diagnosstikus. Mann-Whitney I/ Sxalul- BMP jolpajya Novekedési Zsiranyagesere Ostrogén regulilt
markerck teszt génel faktorok/MAPK
Genek Korr, | Gének Korr. | Genek Korr. [ Gének Korr. | Gének Korr, Genek Korr, Genek Korr, Genek Korr. Gének Ko,
neve Kv neve KV neve KV neve KV neve KV neve KV neve KV neve KV neve KV
ALPL 0.782 | ALPL 0.680 | ALOX15 -0.190 | BMP2 0531 [ ACVR2 0.292 | LRP4 0.273 | FGF2 -0.030 | CD36 0.785 | TNFRSF11 0.197
COL1AL 0.747 | MMPI3 0.676 | SOST 0.321 | BMP4 0.504 [ TGFBR1 0.239 | WIF1 0.213 | FGF1 -0.129 | FABP4 0.755 | TNFSF11 -0.125
ESR1 0362 | COL1A1 0.651 | IL-6 0.340 | SMAD4 0.462 [ SMAD3 0.006 | TCF7L2 0.070 | EGFR -0.134 | APOD 0.328 | TNF -0.225
ESR: 0.235 | MMP: 0.646 LIAT 0.39T | BMP3 0.404 [ INH? -0.0: LRPS -0.061 [ IGFIR 0T, APOE 0T ESR: -0.24
TNFSF11 0.119 | NFKB1 0.548 | MSX2 0.413 | BMPSB 0328 | ACVR1 0,059 [ CTNNB1 -0.065 | VEGF -0.286 | LRPS 0.028 [ ESR1 -0.382
BGLAP -0.044 | PDGFA 0531 |TL-1B 0.425 | SMADI 0.165 [ SMAD2 0.063 | NLK -0.209 | FGFR1 0421 | ALOX15 -0.204 | TL-6 -0.428
VDR 0.131 | MMP9 0.478 | COL10AL -0.476 | BMPR1A -0.291 | TGFBR2 -0.086 PDOFA -0.436 | FABP3 -0.479 | TL-1B -0.536
TNFRSF11 -0.186 | TWIST2 0.687 | COL4A4 0,499 INHBA 0.183 1GF1 -0.444 IL1-RAP -0.657
CD36 -0.761 | MMP13 -0.652 SMAD4 0275 NFKB1 -0.450
TGFB2 -0.280
TGFB1 -0.335
TATFR3 -0.521
40 I
; 1-2. dbra :

3,0

Komplementrendszer

J;'i

Geének neve | Korr. KV

: Hét posztmenopauzdlis osteo-
: poroticus (OP, fehér vonal) és tiz
: posztmenopauzdlis nem osteo-
i poroticus (NOP, fekete vonal) né
: csontszéveti génexpresszids min-
 tdzatdnak diszkriminancia anali-
i zise.

: A kilenc és 6t halmazt meghatd-
i roz6 humdn gének ,Gene Cards”
: (www.genecards.org) dital elfo-
gadott réviditett neveit a korre-
“ldcics értékekkel egyiitt (korreld-
ici6 a kanonikus vdltozéval, KV)

’ T sejt al B sejt akti Antigén prezentacio Fagocitozis
Gének n Korr. KV ok neve KV Gének neve | Korr. KV
IL-10 -0.418|IL-7 -0.434|CD80 -0.149 | TLR4 -0.113 | ITGAX
IL-1B -0.366 | [FNG 0.333 |HLA-DRB1 -0.138 | ITGB2 0.209|IL-1B
CDS86 -0.358|IL-6 0.464 | CD40 0.024 | VCAML 0.231|CLQA
TGFBL -0.342| TGFB1 0.542|IL-12A 0.049 | ITGAM 0.232|IL-6
IL-6 -0.293 | IL-10 0.662 | HLA-A 0.183|CD14 0.266 | C3
-7 -0.274 I'NG 0252 ITGAX 0.428 | ITGAM
I'NG -0.210 VCAMIL 0.259| ICAM1 0.446 | I'NG
HLA-A -0.153 1L-6 0351 FCGR2A 0.512{ITGB2
TNFSF11 -0.086 CD86 0.429| SCARA3 0.559| TNF
IL-12A -0.041 IL-1B 0.439 CSR1
CD40 -0.020 ICAMI 0.499
IILA-DRB1 0.115
CDS80 0.124
TNIFRSFLL 0.135

L i tdbldzatban foglaltuk Gssze.

-0.395
0334
0319
-0.239
-0.233
-0.224
-0.210
-0.196

0.024

haplotipus kis BMD-vel, mig a ritkabb *TTC’ magasabb
gerinc BMD-vel jart mind score teszt, mind GLM modell
esetében (3. tabldzat).

A RANKL specifikus mRNS relativ kifejezédése a
’CCT’ haplotipusok szamatol fiigg (3. abra). Azokban a
személyekben, ahol a ’CCT’ haplotipus 1 vagy 2 kopidban

2008; S5:367-418.
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van jelen a RANKL gén expresszidja 2,25-szeresére ndve-
kedett azokhoz képest, akik nem hordoznak *CCT’ kopiat
(atlag RQ+£SD 0,126+0,050 és 0,056+0,026 volt a ‘CCT’
hordozdkban és a nem hordozokban, p=0,025). In silico
szekvencia analizist végeztiink, hogy meghatarozzuk va-
jon a haplotipusok szerinti mRNS szint-kiilonbségeket
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4. tdbldza

¢ :

. Szignifikdnsan megvdltozott transzkripciés mintdzatot mutatd 12 gén kvantitativ valds idejii RT-PCR
vizsgdlatdnak eredményei 17 posztmenopauzdlis né csontszévetében

GEN GEN- ABI ASSAY GEN ILLETVE GENTERMEK RELEVANCIAK ES |[RQ OP / |P
SZIMBO- |[ELNEVEZESEK"® |AZONOSITASI |ANNOTACIOKC RQ NOPP |ERTEKEKE®
LUMOKA? SZAMOK®
ALPL alkaline phospha-  |Hs00758162_m1 |Mineralizalé enzim, melyet az osteoblastok termel-|0,41 0,02
tase, liver/bone/ nek. Osteoporosisban csokken a szérum szintje.
kidney
D36 (D36 antigen Hs00169627_m1 |Elsésorban zsirsejtekben expresszalodik, kis mér-|3,22 0,03
(thrombospondin tékben csontsejteken is. Ligandumai zsirsavak és
receptor, lipoproteinek. Kifejez6dését a PPAR gamma szaba-
scavenger receptor lyozza.
class B, member 3)
COL1A1  |collagen, type |, Hs00164004_m1|A legfontosabb fibrillaris tipusu kollagén molekula,|0,39 0,05
alpha 1 a csontban legnagyobb mennyiségben eléforduld
ECM komponens. a2f1 integrineken keresztil kap-
csolddik az osteoblast sejtekhez. Mutdcidja osteo-
genesis imperfectat eredményezhet.
FCGR2A  |Fc fragment of IgG, |Hs00234969_m1|Kis affinitdsi receptor, mely az immunkomp-|0,49 0,04
low affinity lla, re- lexekben taldlhat6 IgG Fc részéhez kapcsolddik. El-
ceptor (CD32) sésorban B-lymphocytdk termelik.
IGSF4 immunoglobulin  |Hs00204937_m1|Immunglobulin-szer( intracelluldris adhéziés mole-|0,36 0,03
superfamily, kula. Aktin filamentumokhoz kapcsolédva a cito-
member 4 szkeletdlis jeltovébbitasban vesz részt. Az Osztro-
génreceptorok egyik célgénje.
MMP2 matrix Hs00234422_m1|Osteoblastok altal termelédik. Sziikséges a normalis|0,40 0,05
metalloproteinase ECM képzdédéshez. Mutdcidja Winchester szindré-
2 (gelatinase A) mat és multicentrikus osteolysist okoz. M(ikodését
MMP13 aktivalja.
MMP9 matrix Hs00234579_m1|Az osteoclast sejtek termelik, ezek migracidjat sza-|0,34 0,03
metalloproteinase balyozza. Fontos szerepet tolt be a csont remodel-
9 (gelatinase B) lingben és az osteoblast differenciacidoban.
MMP13 matrix Hs00233992_m1|Az osteoblastok termelik. Sziikséges a normalis ECM|0,21 0,04
metalloproteinase képz&déshez. Szerepe van az osteoarthritis kialaku-
13 (collagenase 3) lasaban. Mkodését MMP2 aktivalja.
NFkB1 nuclear factor of  |Hs00231653_m1 |A novekedési faktor/MAPK jelpalya és a RANKL 0,44 0,02
kappa light rendszer transzkripcios faktora.
polypeptide gene
PDGFA platelet-derived Hs00234994_m1|Az osteoblastok szekretdljdk. Stimuldlja a sejtpro-|0,47 0,05
growth factor liferaciot, DNS replikacidt és ECM szintézist. A me-
alpha polypeptide zenchimalis progenitor sejtek migraciojat segiti.
SCARA3  |scavenger receptor |Hs00212206_m1 |Kollagénszer(i domének ismétlédésébdl felépiils|0,27 0,02
class A, member 3 receptor, védi a sejteket az oxidativ molekuldktol.
Szerepet jatszik a bakteridlis strukturak felismerésé-
ben Kifejezédése fokozodik differencialédé OB sej-
tekben. Erintett az OC fejlédésben és a csont néve-
kedésében is.
TWIST2  |twist homolog 2 |Hs02379973_s1 |Altalanos transzkripciés inhibitor. Csékkenti az 3,86 0,02
osteoblastok aktivitasat.

AA gének altalanosan elfogadott és hasznalt szimbdlumai, illetve nevei a standard ,GeneCards” alapjan (www.genecards.org)
BA PCR reakciok soran hasznalt génspecifikus TagMan alapui ABI expresszios kitek gyartasi/azonositasi szamai
“A vizsgélt gének szerepe a csont élettanaban, a csontszovet fejlédésében, az osteoporosis kialakulasaban

PRelativ génexpresszids aranyok osteoporoticus vs. nem osteoporoticus csontszévetben
EMann-Witney U teszt szignifikanciaértékei
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CCT-CCT CCT-TTC  TTC-TTC

A RANKL haplotipusok hatdsa a RANKL gén in vivo
‘ csontszéveti expresszidjdra

okozhatja-e transzkripcios faktorkotd profil megvaltozasa
faktor kotohelyét azonositottuk a promoter régioban a
’CCT’ haplotipus esetén (GR-a, STAT4, c-Etsl, c-Ets2,
Elk-1, PPAR-a:RXR-a, EBF) és két kotohelyet lattunk a
*TTC’ haplotipusban (PR-A, PR-B).

Megbeszélés

Munkénk sordn elséként vizsgaltuk humén posztme-
nopauzalis OP és NOP ndkbdl szarmazé csontszovetek
multigénes transzkripcios profiljat és mutattunk ki szigni-
fikans expresszios kiilonbségeket a két allapot kozott. A
vizsgalatainkkal nyert génexpresszios adatok lehetévé tet-
ték a primer osteoporoticus és nem osteoporoticus csont-
szoveti fenotipus elkiilonitését. Meghataroztunk olyan 1)
géneket (CD36/SCARB3, SCARA3, TWIST2, IGSF4),
amelyek a human csontmetabolizmus vonatkozasaban ed-
dig nem voltak ismertek. Vizsgaltuk az osteoporosis, mint
a csontrendszer egészét érintd megbetegedés hatasat a
csontszovetben zajlo lokalis gyulladasos és immunreakci-
okra. Tovabba, az OPG/RANKL gének gerinc és a csipd
csontsiirliségével szoros korrelaciot mutatdé SNP haplo-
tipusait sikeriilt kimutatnunk. Emellett a RANKL gén kis

BMD értékkel tarsuldé CCT’ haplotipusanak in vivo
mRNS expressziora gyakorolt hatasat is tudtuk igazolni
human csontmintakban.

Kimutattuk, hogy a CD36 (SCARB3, B tipusu
scavenger receptor) gén nagyobb mértékben expressza-
lodik, mig a vele azonos receptor csalddba tart6zo
SCARA3 (SR-AIII, A tipust scavenger receptor) szignifi-
kansan csokkent kifejez6dést mutat OP személyek csont-
szovetében. A CD36 egyarant szintetizalodik az osteoblast
¢és az osteoclast sejtekben is (40). A lipidfelvétel és a lipo-
protein korforgas meghatarozo résztvevdje (41). Azonban
amolekula funkcionalis szerepét a csont élettani folyama-
taiban még nem jellemezték. A SCARA3 gén elsGsorban
mieloid sejtekben fejezddik ki és a természetes immun-
rendszer részeként a mikrobialis sejtfelszini struktarak fel-
ismerésében vesz részt (42). Emellett képes endogén
ligandumok megkdotésére is pl. szerves extracellularis mat-
rix fehérjék (biglikan, dekorin, denaturalt kollagén), vala-
mint médosult LDL-molekuldk (AcLDL, OxLDL) (43).
Mindkét emlitett receptor részt vesz a lipid-homeosztazis
szabalyozasaban, tovabba, szerepiik meghatarozo lehet a
kozos mezenchymaélis Ossejtektdl szarmazd osteoblast/
adipocyta sejtvonalak differencidcidos egyensulyanak
megtartdsaban. A csontszovetben megbomlott és a zsir-
szovet iranyaba eltolodott csontveld/zsirszovet arany a
csontasvanyanyag-tartalom (BMD) csokkenéséhez vezet
(44, 45). Eredményeink megerdsitik annak a lehetdségét,
hogy mind az A és B tipust scavenger receptorok érintet-
tek a csontszovet “elzsirosodasaban’ és ennek kovetkezté-
ben az osteoporosis kialakulasaban.

A TWIST2 gén mRNS szintje jelentésen magasabb
volt az OP paciensek csontjaban, mint a kontroll csontszo-
vetben. A TWIST2 egy nem specifikus, transzkripciot gat-
16 molekula, amely talnyomorészt mezodermalis eredet
szovetekben, sejtekben (chondroblast, osteoblast) fejezo-
dik ki (46). Hiszton deacetilaciés mechanizmuson keresz-
till megakadalyozza szamos gén transzkripciojat, emellett
blokkolja az osteoblastok differencialodasat.

AzIGSF4 egy Ca*'-tol fiiggetlen sejt-sejt kolcsonhaté-
sokat kozvetité immunglobulin-szerii intracellularis adhé-
zi6s molekula, amely csokkent génaktivitast mutat az OP
révén a citoszkeletalis jeltovabbitasban és a sejtinvazié
szabalyozasban vesz részt (47). Lin és mtsai (48) az IGSF4

5. tdbldzat
- RANKL haplotipus analizis eredményei
HAPLOTIPUS FREKVENCIA SCORE TESZT GLM MODELL
HAP-SCORE P ERTEK" KOEFFICIENS+SE |P ERTEK®
TTC 0,453 -0,398 0,71 0,037+0,019 0,048
CcC 0,063 -0,428 0,679 -0,025+0,028 0,423
ccT 0,471 -2/432 0,013 -0,049+0,021 0,018

Az 5%-nal gyakoribb haplotipusok és a korrigalt lumbalis BMD-re gyakorolt egyedi hatasuk lathatok a tablazatban. *A globa-
lis 6sszefliggést jellemzd permutalt p-érték 0,022 volt. *TTC' haplotipust, mint referenciat GLM modellben vizsgaltuk. A
GLM-modelben szerepld p értékek a regresszids véltozékra vonatkozé t-statisztika szignifikancidjat jelolik. A haplotipusok

egyedi hatdsat a regresszids koefficiensek demonstraljak.

2008; S5:367-418.
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gént az Osztrogénreceptor-alfa célpontjaként irtak le
emldtumorsejtekben.

Diszkriminancia analizis alkalmazasaval megismer-
tiink 0j géncsoportokat, amelyek élesen és egyértelmiien
elkiilonitik az OP és NOP allapotokat. Kiemelked? jelen-
tdsége van az egészséges €s patologias csontfenotipusok
hatarozott elvalasaban a kiilonb6z6 ndvekedési faktorok-
nak és receptoraiknak, amelyek a MAPK, illetve a kanoni-
kus TGFB/aktivin/nodal jelatviteli rendszereken keresztiil
szabalyoznak. Az immunoldgiai szempontu vizsgalatok a
T sejtes immunvalaszt reprezentald gének csoportjara hiv-
tak fel a figyelmet. Altalanosan igazolt, hogy a T-lympho-
cytak és a csontsejtek miikddése tobb ponton is szorosan
kapcsolodik egymashoz pl. az osteoblastok hivatasos anti-
gén prezentald sejtként mitkodve naiv T-sejteket aktival-
nak (21), valamint, az effektor T-lymphocytak képesek az
osteoclastok érését a RANK/RANKL/OPG rendszeren
keresztiil szabalyozni (19). Tovabba, kimutattuk az OP és
NOP betegcsoportok egyértelmii szétvalasat a fagocitdzis
markereit kodold gének expressziés mintazata alapjan is.
Ez a megfigyelés alatamasztja a szignifikancia teszt ered-
ményeit, amely segitségével meghataroztuk a fagocitozis
folyamatdhoz kapcsolhat6 SCARA3, FCGR2A gének
expresszidjanak kifejezett kiilonbségét a két mintacso-
portban. Adataink azt valdsziniisitik, hogy az osteoporosis
soran atalakult csontanyagcsere valtozasokat indit a nem
felhasznalasaval kapott eredmények el6szor hangstlyoz-
zak ki a természetes immunrendszer szerepét az osteo-
porosisban.

A RANKL és az OPG aranya jelentésen befolyasolja a
csontbontas folyamatat. Az egyensuly eltolodasat elsdsor-
ban a RANKL gén fokozott expresszidja okozhatja. Nap-
jainkig exonikus régioban lokalizalddd mutaciokat nem
hoztak Osszefiiggésbe a csontanyagcesere folyamatokkal.
Azonban promoter polimorfizmusokrol bebizonyosodott,
hogy részt vesznek a csonttomeg genetikai szabalyozasa-
ban. Mencej és mtsai a RANKL gén rs9533156 ¢s
1$9525641 polimorfizmusanak hatasat igazoltak a csip6 és
a lumbalis csigolya BMD-re (49). Alatamasztottuk az
eredményeket és azonositottunk egy harmadik intronikus

Irodalom

polimorfizmust a RANKL génben, amely befolyasolja a
gerinc BMD-t, tovabba erds kapcsolatot mutat a masik két
SNP-vel. A RANKL gén atirédasara kiilonb6zo transz-
kripcios faktorok, hormonok, citokinek hatnak (50). A
promoter régidban taldlhatd polimorfizmusok befolyasol-
hatjak ezeknek a faktoroknak a kotddését, igy a gén-
expressziot is. In silico elemzéseink alapjan haplotipus kii-
A ’CCT’ haplotipus hét specifikus transzkripcios faktor-
koto helyet tartalmaz, szemben a *TTC’ haplotipussal,
ahol két helyet azonositottunk. Ezek az eltérések fontos
szerepet tolthetnek be a kiilonbdz6 haplotipusok megval-
tozott expresszids aktivitasaban.

Tobb irodalmi adat is alatamasztja, hogy az OPG gén
promoter rs3102735 polimorfizmusa 9sszefiiggést mutat a
csontanyagcserével. Jorgensen és mtsai (51) posztmeno-
pauzas ndket vizsgaltak. A *G’ allélt hordoznak kisebb
volt a csonttomegiik, mint az A’ allélt homozigota forma-
ban hordozoknak. Langdahl és mtsai (52) igazoltak, hogy
a "G’ allél nagyobb aranyban fordul elé osteoporoticus
nékben. Befolyasolja a csonttomeget és az osteoporoticus
torések kockazatat. Vizsgalatunkban megerdsitettiik az
rs3102735 polimorfizmus hatadsat a BMD-re. Az OPG gén
mésodik intronjaban talalhatd rs1564858 SNP osszefiig-
gést mutat a csipé6 BMD-vel.

Tanulmanyunk segitségével el6szor probaltuk a rend-
szerbiologia szemléletét bevezetni az osteoporosis kutata-
saba. Tobb molekularis szinten (transzkriptomika, geno-
mika) elvégzett vizsgalat segitségével szamos adatot gytij-
tottiink a csontszdvet megvaltozott metabolikus folyama-
taival kapcsolatban. Ezek a genetikai informaciok (kvanti-
tativ mRNS expresszid, SNP) nagyban hozzajarulhatnak a
csont anyagcsere-betegségeinek megismerés¢hez. Az
osteoporosis kialakuldsat és a posztmenopauzalis csont-
anyagcserét befolyasolo genetikai faktorok és a genetikai
tényezok egymassal valo kapcsolata teljes egészében nem
ismert. Az egyes gének, génvaltozatok egyedi hatasa cse-
kélynek bizonyult a korabbi vizsgalatokban. Az osteopo-
rosis hatterében poligénes hatas és az egyes gének, gén-
csoportok egymassal valo interakcidja valoszinisitheto.
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A komplementrendszer jelentéségének vizsgalata Széplaki Gabor
az atheroscleroticus eredetii érbetegségek '
patogenezisében

Impact of the complement system in the pathogenesis
of atherosclerotic vascular disease

OSSZEFOGLALAS Bevezetés: Az atherosclerosis kronikus gyulladassal jaré multifaktoridlis meg- Semmelweis Egyetem,
betegedés. A komplementrendszer fontos szerepet jatszik a mikrobak elleni védelemben, az :
immunkomplexek eltavolitasaban, a gyulladasos reakcié modulalaséban, a velesziletett és :
szerzett immunvalasz dsszekapcsolasaban. Ismert, hogy a komplementrendszer részt vesz az :
atherosclerosis patogenezisében és az ischaemias/reperfuzios (I/R) karosodas létrejottében.
Célkittizés: Vizsgalni kivantuk egyes komplementfehérjék (C3) és szabalyozok (Cl-inhibitor) :
szerepét az atherosclerosis prognézisanak megbecslésében, tovabba a carotis endarterecto- :
miat (CEA-t) kdvetd komplementaktivéacié és az I/R karosodas kozotti dsszefliggést.
Mddszer: Prospektiv klinikai vizsgélatokban (coronaria-bypass mitéten, illetve CEA-n &tesett :
betegekben) vizsgaltuk az Gj kardiovaszkularis események, a korai restenosis megjelenése, az :
I/R kdrosodas és a komplementrendszer kozotti kapcsolatot.
Eredmények: Az emelkedett C3 szint majdnem négyszeres rizikbemelkedéshez vezet az Uj ese- :
mények megjelenése tekintetében sulyos koszoruérbeteg nékben. CEA-n atesett betegekben :
Osszefliggést mutattunk ki a magas C3 szint és a korai restenosis jelenléte kézétt. Igazoltuk, :
hogy az alacsony Cl-inhibitor szint el6rejelzi a korai restenosis megjelenését CEA utan a :
mannose-binding lectin gén (MBL2) homozigéta vad alléljainak hordozéiban. Kimutattuk, hogy :
a CEA-t kdveté komplementaktivacié mértéke korreldl az I/R karosodas mértékével.
Kovetkeztetések: A C3 az atherosclerosis progresszidjanak specifikus gyulladasos markere su- :
lyos koszoruérbetegekben és hozzajarul a korai restenosis kialakuldsahoz CEA utan. A Cl-inhibi- :
tor koncentracio, illetve az MBL2 genotipus meghatarozasa klinikailag hasznos lehet CEA utan.

Kardioldgiai Kézpont —
Kardioldgiai Tanszék

KULCSSZAVAK  atherosclerosis, ischaemias/reperfuzios kdrosodas, komplementrendszer, reste- :
nosis, rizikdbecslés :

SUMMARY Introduction: Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease. The complement :
system plays an essential role in the defense against microbial infection, clearance of immune :
complexes, modulation of the inflammatory response and bridging innate and adaptive :
immunity. Complement also contributes to the pathogenesis of atherosclerosis and :
ischemia/reperfusion (IR/) injury.
Aims: We aimed to investigate the prognostic value of C3 and Cl-inhibitor in the progression of :
atherosclerosis and the association of complement activation following carotid end- :
arterectomy (CEA) with I/R injury.
Methods: We studied the associations of complement and new vascular events, restenosis and :
I/R injury in prospective clinical studies (in patients who underwent coronary bypass graft :
[CABG] surgery or CEA).
Results: Women with high C3 levels had 4-times higher risk to develop vascular events :
following CABG surgery. High C3 levels were associated with early restenosis following CEA. :
Low Cl-inhibitor levels predicted the development of an early restenosis following CEA in :
homozygous carriers of the wild-type alleles of the mannose-binding lectin gene (MBL2). :  LEVELEZESI CiM:

Complement activation followed CEA and correlated with I/R injury. : Dr. Széplaki Gabor
Conclusions: C3 might be a specific inflammatory marker of the progression of atherosclerosis 1122 Budapest,

and contributes to the development of restenosis following CEA. Determining Cl-inhibitor :

levels and MBL2 genotypes might be useful following CEA. Gaal Jozsef u. 9.

E-mail:
KEY WORDS atherosclerosis, complement, ischemia/reperfusion injury, restenosis, risk szeplaki.gabor@gmail.com
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Roviditések:

AMI akut miokardialis infarktus
BMI body mass index

CI-INH Cl-inhibitor

CABG coronary artery bypass-graft
CAS carotid artery stenting

CEA carotis endarterectomia
Bevezetés

A sziv- és érrendszeri megbetegedések a halaloki sta-
tisztikak vezetd helyén allnak; a megbetegedések hatteré-
ben, szamos esetben atherosclerosis mutathatd ki. A kor-
folyamat igen gyakori, a klinikus nap mint nap talalkozik a
betegséggel, illetve szovodményeivel, és napjainkban
egyre nagyobb szamban jelennek meg a betegség kutata-
saval kapcsolatos tudomanyos kézlemények. Ez abba a té-
ves hitbe vezethet minket, hogy a betegség vaszkularis bi-
ologiajat jobban ismerjiik, mint ahogy azt valgjaban (1). A
korfolyamat pontos etiopatogenezise régota vitatott kér-
dés, azonban altalanosan elfogadott; hogy létrejottében
multiplex tényezdk egyiittesen jatszanak fontos szerepet
2).

Az atherosclerosis évtizedek alatt progresszivan kiala-
kul6 betegség, melyben az egyes stadiumok jol definial-
tak: endotheldiszfunkcio — fatty streak — koztes lézio —
fibrozus plakk — komplikalt 1ézio — vulnerabilis plakk —
plakkruptura/erozio, thrombosis. Az atherosclerosis ki-
alakulasat magyarazo, altalanosan leginkabb elfogadott
elmélet a ,,sériilésre adott valasz” (response to injury), me-
lyet mai formdajaban Russel Ross fogalmazott meg
1999-ben (3). Az elmélet szerint az atherosclerosis kivalto
eseménye az endotheldiszfunkcid, mig a folyamat tovabb-
fejlodésében azonban a kronikus gyulladasnak van jelen-
tds szerepe: ,,az atherosclerosis gyulladasos betegség” (3).
A 1éz16 korai forméja a fatty streak tisztan gyulladasos ere-
detli elvéltozas; a gyulladasos jelek és folyamatok végig
észlelhetok a plakk fejlodésének minden szakaszaban és a
plakkruptura soran is (4-6). igy kézenfekvd volt az a felte-
vés, hogy a gyulladas j rizikofaktora lehet az athero-
sclerosisnak, melynek mértékét jol jelzik a kiilonb6zo
gyulladasos markerek. A legismertebb és a rizikobecslés-
ben mai ismereteink szerint legjobban hasznéalhato ilyen
marker az ultraszenzitiv modszerrel meghatarozott C- re-
aktiv protein (CRP). A CRP mellett szdmos proinflam-
matorikus citokinr6l (interleukin-6, tumor necrosis
factor-a), adhéziés molekulardl (intercellular adhesion
molecule-1) és akut fazis fehérjérdl (szérum amiloid-A,
fibrinogén, komplementfehérjék) ismert, hogy emelkedett
szintjiik eldrejelezheti az atheroscleroticus érbetegségek
megjelenését (7).

Restenosisnak nevezziik egy adott érteriileten revasz-
kularizacio utan kialakul6 Gjrasziikiilést, mely a beavatko-
zast kovetd 1-2 évben jelenik meg (az esetek dontd tobbsé-
gében 6 honapon beliil). A restenosis nem tekinthetd a pri-
mer atherosclerosis ismételt megjelenésének vagy fellan-
golasanak, hanem egy patomechanizmusban eltérd folya-
matként foghatd fel. A folyamat elinditasaban jelentds
szerepe van a beavatkozas soran kialakuld intimasérii-
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ELISA enzyme linked immunoabsorbent assay

I/R ischaemids/reperfiizios

MASP MBL-associated serine protease

MBL mannose-binding lectin

PTCA percutaneous transulminary coronary angioplasty
TIA tranziens ischaemias attack

l1ésnek; a sériilés nagysaga €s a restenosis megjelenése ko-
z0tt szoros Osszefiiggés mutathato ki (8).

A komplementrendszer a velesziiletett, humoralis im-
munvalasz fontos része. A rendszer kiemelt szerepet jat-
szik a mikrobak elleni védelemben, az immunkomplexek
eltavolitasaban ¢s a gyulladasos reakcié modulalasaban,
tovabba esszencialis szerepet tolt be a velesziiletett és
szerzett immunvalasz kdzotti kapesolat megteremtésében
(9). A komplementrendszer képes a szervezetre karos ide-
gen és a megvaltozott sajat strukturak felismerésére (10,
11). A rendszer elemei inaktiv formaban, igen nagy
mennyiségben vannak jelen a keringésben; az aktivalodast
elindito struktira megjelenésére a rendszer kaszkadszerti
reakcioval vélaszol. Az aktivacio és a komplementvalasz
nem antigénspecifikus, T-sejtek, illetve antitestek jelenlé-
te nélkdl is étrejon. A komplementvalaszban a célsejtek
lizise, az opszonizacid ¢és a gyulladasos reakcié fokozasa
jatszik szerepet.

A komplementrendszer nélkiilozhetetlen a szervezet
immunhomeosztazisanak fenntartasahoz, koros aktivacio-
ja szamos korfolyamat patomechanizmusaban jatszik sze-
repet (12). Geertinger és Sorensen mar 1973-ban felvetet-
te a komplementrendszer szerepét az atherosclerosis pato-
genezisében (13), majd Hollander és mtsai 1979-ben ko-
z0lték az els6 human vizsgalatot, mely alatdmasztotta ezt a
feltételezést (14). Az azota eltelt id6 Ota szamos vizsgalat
bizonyitotta, hogy a komplementrendszer fontos szerepet
jatszik az atherosclerosis folyamataban (12, 15-18). Ennek
legfontosabb bizonyitéka az, hogy mig az ép artériakban
egyaltalan nem mutathat6 ki komplementaktivacio, addig
az atheroscleroticus laesioban egyértelmiien jelen van a
komplementaktivacid, mely a vulnerabilis és rupturalt
plakkokban még kifejezettebb.

Muscari és mtsai megfigyelték, hogy sulyos athero-
sclerosisban szenvedd betegek szérumaban emelkedett a
C3 ¢s a C4, tovabba az IgA-szint egészséges, ¢letkorban
egyeztetett kontrollegyénekhez képest (19). Ez a megfi-
gyelés mutatott ra el6szor, hogy a komplementfehérjéknek
helye lehet az atherosclerosis rizikdjanak becslésében. Ké-
sObb egy egészséges populacio 4 éves kovetéses vizsgala-
ta soran azt talaltak, hogy a magas C3 szint a tobbi riziko-
faktortol fiiggetleniil tobb mint négyszeres rizikot jelentett
az akut myocardialis infarctus (AMI) megjelenése tekinte-
tében (20). Nagyszami populacios vizsgalatban leirtak,
hogy a C3-koncentracié és a testtdmegindex (body mass
index — BMI), a systolés és diastolés vérnyomasérték, a
triglicerid- és a gliikozszint kdzott szoros korrelacié mu-
tathato ki (21). A C3-szint tovabba jol korrelal az ¢homi
inzulin szinttel, ezért felvetették, hogy a C3 a fokozott in-
zulinrezisztencia, illetve a metabolikus szindroma mar-
kere lehet és ezaltal jelzi a proatherogen hatast (22). Erde-
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kes azonban, hogy AMI-n atesett betegekben a C3-szint
nem korrelalt a tradicionalis rizikofaktorokkal és emelke-
dettnek bizonyult, annak ellenére, hogy az utobbiak keze-
1és mellett megfeleld értékeket mutatattak (23). Lényeges,
hogy a C3 mas akutfazis-fehérjéktol (CRP, fibrinogén) el-
térd Osszefliggésprofilt mutat a tradicionalis rizikofakto-
rokkal, melyet az atherosclerosis folyamataban betoltott
kiilonb6z6 szerepiiknek tulajdonithatunk (24).

A Muscari vezette munkacsoport eredményei alapjan
felvetddik, hogy a komplementrendszer kozponti moleku-
1aja, a C3 az atherosclerosis egyik 1j rizikofaktora lehet.
Szérumszintje szadmos tradicionalis rizikofaktorral és
gyulladasos markerrel korrelal, azonban azoktol fiiggetle-
niil, 6nalldan jelezte elore az AMI megjelenését egy ran-
dom populacidban (20). Mas munkacsoport azonban C3-
ra vonatkozo hasonlé adatokat nem kozolt, és nagyon ke-
vés tanulmanyban vizsgaltdk a komplement- és komple-
mentregulator fehérjék prognosztikai jelentdségét (25,
20).

Ha egy szovet vérellatasa atmenetileg megsziinik
(ischaemia), a vérellatas ujraindulésa (reperfuzid) intenziv
gyulladasos reakcioval jellemezhet6 ischeamias/reperfu-
zi0s (I/R) karosodas kialakulasahoz vezet (27). Az I/R ka-
rosodas aktivalt polimorfonukledris leukocytak jelenlété-
vel, szabadgyokok termelésével, citokinek felszabadula-
saval, eikozanoidok termelésével jellemezhetd folyamat
(27). Az I/R karosodas elésegiti a neutrophil sejtek attrak-
ciojat, aktivaciojat, adhéziojat €s a sériilés helyére jutasat,
szamos gyullad4sos mediator termelését, mely hozzajarul
a lokalis és tavoli szervkarosodas kialakulasahoz. Jol is-
mert tény, hogy a komplementrendszer aktivacidja is je-
lentds mértékben segiti ezt a folyamatot anafilatoxinok
(C3a, C5a) termelésével, illetve a MAC altal kozvetitett
sejtlizissel, azonban az aktivacié mechanizmusa I/R karo-
sodas soran még nem pontosan ismert (27).

Munkank célja az volt, hogy megvizsgaljuk egyes
komplementfehérjék (C3) és szabalyozd molekulak (C1-
inhibitor) lehetséges szerepét az atheroscleroticus érbeteg-
ségek prognozisanak megbecslésében. Ezért két kiillonbo-
70 prospektiv vizsgalatban, coronariabypass miitéten, il-
letve carotis-endarterectomian (CEA) atesett betegekben
vizsgéltuk az 0j kardiovaszkuldris események, az utdbbi
esetben pedig a korai restenosis megjelenése és a komp-
lementfehérjék szérumszintje kozotti Osszefliggéseket.
Munkank tovabbi célja volt, hogy vizsgaljuk a komple-
mentaktivacio 1étrejottét CEA utan és annak 0sszefiiggé-
sét az I/R karosodas mértékével.

Modszer
Klinikai vizsgalatok

Sulyos koszoruérbetegek prospektiv vizsgalata

A vizsgalatba 266 (67 [25,1%] n6 és 199 [74,9%] férfi,
életkor: 41-85 év) stlyos coronariabetegség miatt coro-
nary artery bypass-graft (CABG) miitéten atesett beteget
vontunk be. A mitéti indikaciéo minden esetben stabil vagy
instabil angina pectoris volt, melyet tipusos EKG-elvalto-
zas kisért. A szérum- és plazmamintak a miitét utan 6 ho-
nappal tortént kontrollvizsgalat soran keriiltek levételre, a
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kontrollvizsgalatok soran a betegek egyikénél sem allt
fenn akut infekcio. A vizsgalat prospektivitasat kérdéivek
postai kikiildésével, illetve a haziorvosok megkeresésével
biztositottuk a 65+5,8 honapos kovetési id6 alatt. A kérdo-
ivben a kdvetkezd végpontok felderitését tiiztiik ki célul:
halélozas, kardialis esemény miatti haldlozas, a kovetési
idében bekdvetkezett i AMI, CABG miitét, PTCA sziik-
ségessége, stroke, CEA sziikségessége, periférias éren
végzett beavatkozas. A sulyos koszoruérbetegek kontroll-
jat 182 (100 [54,9%] né és 82 [45,1%] férfi, életkor: 20-79
év) egészséges vérado és onkéntes képezte.

Carotis endarterectomia utani prospektiv vizsgalat

A vizsgalatba 64 (21 [32,8%] nd és 43 [67,2%)] férfi,
¢letkor: 43-79 év) stlyos carotis érsziikiilet miatt carotis
endarterectomian (CEA-n) atesett betegek vontunk be. A
vizsgalt csoport a kordbban munkacsoportunk altal publi-
kalt 123 CEA-n atesett beteg prospektiv vizsgalatanak egy
részét képezte (28, 29). A betegek anamnézisének felvéte-
lekor rogzitettilk a korabbi koszoruér-betegség, stroke,
tranziens ischaemias attack (TTA), diabetes mellitus, peri-
férias érszikiilet, hypertonia vagy hyperlipidaemia fennal-
lasat és a dohanyzasi szokasokat. A CEA indikacioja meg-
felelt a Magyarorszagon is elfogadott American Heart
Association ajanlasnak (30). Az betegkdvetés median ide-
je 13,8 (12,3-19,0) honap volt. A kovetési id6 alatt a
carotisok keringési viszonyait carotis duplex scan (CDS)
vizsgalattal ellendriztiik 5,7 (4,6-8,0) héttel, 6,8 (6,2—7.,9)
honappal és 13,8 (12,3-19,0) honappal a miitét utan, a ko-
rabban leirt modszer szerint (29). A korai restenosis defi-
nicidjaként az operalt a. carotis internan 1évo 50%-ot meg-
haladé szlkiiletet tekintettiik, ez 10 beteg esetében
(15,6%) alakult ki a kdvetési id6 végével, mely az irodalmi
adatokkal egybevethetd (31). A betegektdl a plazmaminta-
kat a mitét elott, a szérummintakat kozvetleniil a mitét
el6tt, majd a posztoperativ 4. napon, 6. héten és 14. honap-
ban vettiik le. A CEA-n atesett betegek kontrolljat 59 (27
[45,8%] n6 és 32 [54,2%] férfi, életkor: 32-61 év) egészsé-
ges vérado és Onkéntes képezte.

Carotis-endarterectomiat kéveto prospektiv obszerva-
cios vizsgalat

A vizsgalatba 16 (7 [43,75%] n6 és 9 [56,25%)] férfi,
¢letkor: 41-84 év) beteget vontunk be. A vizsgalatba csak
olyan betegeket vontunk be, akiknél nem szerepelt az or-
vosi dokumentécioban vagy aktualisan nem allt fenn akut
vagy kronikus gyulladas, autoimmun megbetegedés, szep-
szis vagy tumoros megbetegedés. A CEA indikacioja
megfelelt az American Heart Association ajanlasanak
(30), a miitétet everzios technikaval végezték (32). A mi-
téti eljaras soran az carotis artéria leszoritasanak idejét
rogzitettiik. A vizsgalatba kontrollként 10 (3 [30,0%] nd és
7 [70,0%] férfi, életkor: 50-75 év) sulyos carotis érbeteget
vontunk be, akiknél percutan carotis artéria stentelés
(CAS). A CAS indikacioja megfelelt az American Heart
Association és az American Stroke Association kdzos
ajanlasaban szerepl6 iranyelveknek (33). A betegektdl 6
iddpontban tortént vérvétel: CEA/CAS eldtt (kiindulasi
minta — KI), kdzvetleniil a beavatkozas utan (0 h), tovabba
1 (1 h), 4 (4h), 8 (8 h) és 24 (24 h) 6raval azt kovetden.
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Mindharom vizsgalatot a vizsgalatot a Semmelweis
Egyetem etikai bizottsaga engedélyezte, a vizsgalatban
részt vevok irasos beleegyezést adtak.

Laboratériumi vizsgalatok

A szérum C3, Cl-inhibitor (C1-INH), haptoglobin és
on alapuld modszerrel hataroztuk meg (34).

Az MBL-associated serine protease-2 (MASP-2) szé-
rumszintjét sajat enzyme linked immunoabsorbent assay
(ELISA) moédszerrel hataroztuk meg a kovetkezok szerint
sitett immunturbimetrias eljarassal Roche Cobas Integra
400 laboratériumi automata (Roche, Basel, Svajc) segitsé-
gével hataroztuk meg.

A komplementaktivacios termékek koziil a C4d, C3a
és SC5b-9 szintjét kereskedelmi forgalomban kaphato,
ELISA moédszeren alapuld kittekkel hataroztuk meg, pon-
tosan betartva a gyartd alkalmazasi utasitasait (Quidel,
San Diego, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok).

A ClrsC1INH szintjét laborunkban bevezetett ELISA
modszerrel hataroztuk meg (36): a genomialis dezoxiribo-
nukleinsavat EDTA-val alvadéasgétolt, felhasznalasig -20
°C-on tarolt vérbdl kisdzassal nyertiik (37).

Az MBL2 gén 1. exonjan talalhato 3 pontmutaciot — B
allél (kodon 54), C allél (kodon 57), D allél (kodon 52) —és
a promoter régi6 (-221) X/Y polimorfizmusét polymerase
chain reaction (PCR) alapu szekvencia specifikus inditas
(sequence specific priming [SSP]) modszerrel hataroztuk
meg, nyolc kiilonallo reakcio segitségével (38, 39).

A C3 fast és slow allotipusok (C3*F/S) meghataroza-
sat kollaboracios partneriink laboratériumaban végezték
Teisberg eredeti elektroforézisen alapuld modszere szerint
(40).

A szérum Osszkoleszterin- és trigliceridszintjét a
CABG-n atesett betegcsoportban enzimatikus kolorimet-
rids eljarassal hataroztuk meg Enzachol-F, illetve
ENZGlyicide reagenseket alkalmazva (Diachem). A
CEA-n atesett betegcsoportban a Osszkoleszterin- és
trigliceridszint meghatarozdsa Roche Cobas Integra 400
klinikai kémiai analizator segitségével tortént (Roche, Ba-
sel, Svajc).

Statisztikai analizis

A statisztikai analizis és az adatabrazolas a Prism for
Windows (GraphPad Software, San Diego, Kalifornia,
Amerikai Egyesiilt Allamok, 3.0 és 4.02 verzio) illetve az
SPSS for Windows (SPSS Inc, Chicago, Ilinois, Amerikai
Egyesiilt Allamok, 10.0, 11.5, 13.0.1 verziék) hasznalata-
val késziilt. A vizsgalt valtozok nagy része nem mutatott
normal eloszlast, ezért ezekben az esetekben nonparamet-
rikus statisztikai teszteket hasznaltunk az analizisek soran.
Két fiiggetlen minta folytonos valtozoi kozotti 6sszeha-
sonlitashoz a Mann-Whitney U-tesztet, kategorikus valto-
761 kozotti 0sszehasonlitashoz a Fisher-féle tesztet hasz-
naltuk. Csoporton beliili variancia analizishez a Friedman-
féle tesztet hasznaltuk Dunn-féle post hoc teszttel kiegé-
szitve. Interakciok vizsgélatahoz kétiranytt ANOVA tesz-
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tet hasznaltunk Bonferroni post hoc teszttel kiegészitve. A
valtozok kozotti korrelaciok vizsgalatara a Spearman-féle
korrelacios koefficiens értékét hataroztuk meg. Binaris
adatok kapcsolatanak vizsgalatara tobbszoros logisztikus
regresszios analizist végeztiink. A legmegfelelébb vago-
pontok meghatarozasat receiver operator characteristics
gorbe analizis alkalmazasaval végeztiik. Minden statiszti-
kai tesztet kétoldalasan végeztiink, a probak eredményét
p<0,05 értékek esetén tekintettiik szignifikansnak. A sz6-
vegben megadott értékek median (interkvartilis tarto-
many) értékeknek felelnek meg, ettdl eltérd esetben ezt a
szovegben feltiintettem.

Eredmények

Stulyos koszoruérbetegek prospektiv vizsgalata

Stlyos koszortér-betegekben a szérum C3 koncentra-
cidja emelkedettebb egészséges kontrollokhoz viszonyit-
va (1,48 [1,14-1,79] vs. 1,31 [1,08-1,48] g/L; p=0,0037),
figgetleniil az életkortol, nemtdl, BMI, systolés ¢s dias-
tolés vérnyomasértékektodl, illetve az Osszkoleszterin-,
triglicerid- és CRP-szintt6l (p=0,021). A magas C3-szintet
nem magyardzza a C3*F allél hordozédsa (p=0,5475).
Nincs 0sszefliggés a dohanyzasi szokasok és a C3 szintje
kozott (p=0,318). Sulyos koszortérbeteg nékben a C3
szintje nem korrelal az életkorral, BMI-vel, 6sszko-
leszterin- ¢és trigliceridkoncentracioval. A kovetési id6 so-
ran 57 stlyos coronariabetegnél (18 ndbetegnél és 39 férfi
beteg esetében) alakult ki az aldbbi (1j kardiovaszkularis
események valamelyike: kardilis haldlozas, 0j AMI,
stroke, carotismiitét, illetve periférias érbetegség. Nékben
szignifikansan magasabb volt a C3 szintje azokban a bete-
gekben, akiknél az CABG miitét utani kdvetési periodus
alatt 0j kardiovaszkuldris esemény alakult ki (1,70
[1,32-1,95] g/l vs. 1,33 [1,09-,71] g/1, p=0,0364). Férfiak-
ban hasonld sszefliggést nem talaltunk (1,13 [1,00-1,57]
g/l vs. 1,32 [1,09-1,54] g/1, p=0,0905). Nbbetegekben a
magas C3-szint (C3>1,8 g/l) eldrejelzi az Gj kardiovasz-
kularis események megjelenését CABG miitét utan, az
esélyhanyados értéke 4,1 (95%-os konfidencia interval-
lum: 1,23-13,61, p=0,0249). Az életkorra, BMI-re és do-
hanyzasra adjusztalt esélyhanyados értéke 4,8 (95%-os
konfidencia intervallum: 1,137-20,070, p=0,033; /. dbra,
A).

Carotis-endarterectomiat kéveto prospektiv obszerva-
cios vizsgalat

Carotis-endarterectomia utan 4 nappal a C3 szintje —a
tobbi nemkomplement akutfazis-fehérjétol eltéréen —nem
novekedett, mely feltehetleg komplementkonzumpcid
kovetkezménye. A miitétet kovetd 14. honapban a C3-
szint szignifikdnsan magasabb a kiindulasi értékhez ké-
pest; az emelkedés azonban csak az MBL A/A hordozok-
ban szignifikans (p<0,001; Friedman-teszt utan végzett
Dunn-féle post hoc teszt alapjan). A korai restenosist szen-
vedett betegekben a C3 szintje emelkedett a tobbi beteg-
hez képest (1,79 [1,41-2,17] vs. 1,23 [0,98-1,65] g/l;
p=0,0175). A mitét utan 14 honappal mért C3-szint €s a
restenosis mértéke kozott pozitiv korrelacio 4ll fenn
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C3>1,8g/l, minden beteg L
C3>18g/l, nék o 20,070
C3>1,8 g/l férfiak L

CRP > 5 mg/l, minden beteg ®
CRP>5mgll, nék ®
CRP > 5 mg/l, férfiak - o

halélozas, uj AMI, CABG miitét, PTCA
stroke, CEA, periférias éren végzett
beavatkozas

65 + 5,8 hénap

C1-INH < 115%, minden beteg — @

C1-INH < 115%, MBLA/A ] ® 100,206
C1-INH < 115%, MBL A/O, O/O ® 91,685

C3>1,42 g/l, minden beteg @
C3>1,42¢g/l, MBLA/A L
C3>1,42 g/l, MBL A/O, O/O

01 5 10 15 20 25 30

>50% restenosis az operalt éren
idé: 13,8 (12,3-19,0) hénap

. A C3 és Cl-inhibitor prediktiv értéke az atherosclerosis progresszidjdnak elérejelzésében

A) CABG mlitéten dtesett sulyos koszoruérbeteg nékben a magas C3 szint eldrejelzi az Uj események megjelenését
i (p=0,033). Ez az dsszefliggés az egész betegcsoportra, illetve férfiakra vonatkoztatva nem szignifikdns. A magas CRP
i szint jelen vizsgdlatban nem volt szignifikdns prediktor. Az egyes fehérjék koncentrdcidjdt 6 honappal a mditét utdn
i hatdroztuk meg. Tébbszéros logisztikus regresszics modell, az életkor és a BMI folytonos vdltozd, a dohdnyzds katego-
¢ rikus vdltozd (valaha dohdnyzott vs. soha nem dohdnyzott) a modellben.

¢ B) CEA utdn az alacsony Cl-inhibitor szint el6rejelzi a restenosis kialakuldsdt a betegcsoportban (p=0,0113), az éssze-
© fliggés csak az MBL A/A allotipus hordozdiban szignifikdns (p=0,0087). A C3 szintnek nincs prediktiv értéke, annak el-
lenére, hogy az emelkedett C3 szint és a restenosis k6zott kapcsolat volt kimutathatd (ldsd széveg). A fehérjék szérum-
i szintjét 6 héttel a mitét utdn hatdroztuk meg. T6bbszérds logisztikus regressziés modell, az életkor folytonos vdltozd,
i a nem kategorikus vdltozd a modellben.

¢ Roviditések: CRP — C-reaktiv protein; CABG — coronary artery bypass graft; CEA — carotis endarterectomia; C1-INH —
i Cl-inhibitor; MBL — mannose binding lectin.
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leszoritas ideje, perc

Carotis endarterectomidt kévetéen komplementaktivdcio jon létre, melynek mértéke Gsszefligg ischaemids/reperfu-

¢ zIi6s kdrosodds idejével

: A. CEA-t kbvetSen a C3a szintje szignifikdnsan megemelkedett, mely komplementaktivdcic jelenlétére utal. A vizszin-
tes vonalak dtlag és SEM értékeket jelSinek, a p-értéket Mann Whitney-féle U-teszt alapjdn szdmoltuk: *p<0,05,

**p<0,01. BE- beavatkozds elétt.

B. A CEA-t kbvetd cstcs C3a termelés és a carotis artéria leszoritdsdnak ideje koz6tt pozitiv korreldcid volt kimutatha-
. t6. Az dbrdn feltiintetett szdmok a Spearman-féle rho- és p-értéket jelolik.
i Roviditések: CEA - carotis endarterectomia; CAS — carotid artery stenting.

(r=0,3311, p=0,0075), az Osszefiiggés csak az MBL A/A
hordozdkban szignifikans (r=0,4904, p=0,0021). Logisz-
tikus regresszids analizis segitségével igazoltuk, hogy a
C3-szint és a restenosis mértéke kozotti dsszefiiggés csak
részben MBL2 genotipus dependens (OR: 4,8924, 95%CI:
1,146-21,4739, p=0,0354). Nincs Osszefliggés az altalunk
vizsgélt nemkomplement akutfazis-fehérjék (CRP, hapto-
globin, a2HS-glikoprotein) és a carotis-endarterectomia
utani korai restenosis kialakulasa kozott.

Carotis endarterectomiat kovetéen a Cl-inhibitor
szintje szignifikdnsan megemelkedik a matét utani 4. na-
pon, majd normalizalodik 6 héttel a miitétet kdvetden, flig-
getleniil az MBL2 genotipustdl (p<0,01; Friedman-teszt
utan végzett Dunn-féle post hoc teszt alapjan). Azoknal a
betegeknél, akiknél korai restenosis alakult ki, a Cl1-
inhibitor szintje szignifikdnsan alacsonyabb a miitét utan 4
nappal (134,0 [123,75-153,5] vs. 158,0 [135,5-177,0] %;
p=0,0277) és 6 héttel (112,5 [105,75-120,25] vs. 131,0
[115,5-144,5] %; p=0,0052), a tobbi beteghez képest.
Carotis endarterectomiat kovetden 6 héttel a C1-inhibitor
koncentracidja negativan korrelal a kovetési id6 végén
meghatarozott  restenosis  mértékével  (r=-0,3415,
p=0,0058), ez az Osszefiiggés csak az MBL A/A hordo-
zokban szignifikans (r=-0,5044, p=0,0015). Az alacsony
Cl-inhibitor-szinttel rendelkezd betegekben a restenosis
mértéke mar a kovetési idé 7. honapjaban magasabb a tob-
bi beteghez képest; az alacsony Cl-inhibitor-szint és a
restenosis mértéke kozotti Osszefliggés szignifikans
(p<0,0001; kétiranyG ANOVA alapjan). A 6. héten mért
alacsony Cl-inhibitor-szint (C1-inhibitor <115%) eldre-
jelzi a korai restenosis megjelenését carotis-endarterec-
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tomia utan, az ¢életkorra és nemre adjusztalt esélyhanyados
értéke 6,9 (95%-os konfidencia intervallum: 1,55-31,02),
p=0,0113). Az Gsszefiiggés csak az MBL A/A hordozdok-
ban szignifikans, ebben az alcsoportban az adjusztalt
esélyhanyados értéke 13,97 (95%-os konfidencia interval-
lum: 1,95-100,21 p=0,0087). Nincs 0Osszefiiggés a
MASP-2 szintje ¢és a carotis endarterectomia utani korai
restenosis kialakulasa kozott, a fehérje koncentracidja
emelked6 tendenciat mutat miitét utan 4 nappal és lecsok-
ken ehhez képest a mitét utani 6. héten (1. dbra, B).

Carotis-endarterectomiat kéveto prospektiv obszerva-
cios vizsgalat

Carotis-endarterectomiat kovetden a C3a szintje szig-
nifikansan megemelkedik kozvetleniil a miitét utan és 4
oran keresztiil magasabb marad mind a kiindulasi értékhez
(p<0,001; Friedman-teszt utan végzett Dunn-féle post hoc
teszt alapjan, 2. dbra, A), mind a carotis-stentelésen atesett
betegekben mért értékekhez képest (p<0,01). A C5b-9
szintje carotis-endarterectomian atesett betegekben meg-
emelkedik kozvetleniil a m{itét utan a kiindulasi értékek-
hez képest (p<0,05; Friedman-teszt utan végzett Dunn-
féle post hoc teszt alapjan). A C1rsC1INH és a C4d szintje
nem valtozik a miitétet kovetd 24 oran beliill. A C3a emel-
kedésének létrejotte nem fligg az MBL2 genotipusatol. A
mitét utdn mért csucs C3a koncentracio €s az ischaemias/
reperfuzids karosodas ideje kozott szignifikans pozitiv
korrelaci6 all fenn (r=0,5921, p=0,0200; 2. dbra, B). A
CRP szintje carotis-endarterectomiat és stentelést kovetd-
en is megemelkedik 24 o¢rdval a beavatkozds utan
(p<0,05). Carotis-stentelésen atesett betegekben nem val-
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tozik a C1rsC1INH, C4d, C3a és C5b-9 szintje a beavatko-
zast koveto els6 24 oraban.

Kovetkeztetések

CABG miitéten atesett stlyos koszoruérbeteg nékben
az Otéves kovetési id6 alatt tobb mint négyszeres riziko-
emelkedés volt kimutathatd 0j kardiovaszkularis esemény
kialakulasara vonatkozoan. A megfigyelt rizikdemelkedés
a tobbi rizikofaktortol fiiggetleniil allt fenn. Megfigyelé-
siink 0sszhangban van a Muscari és mtsai éltal kozolt
eredményekkel, melyek szerint a C3 az ischaemias esemé-
nyek, a koszoruér-betegség ¢s elsésorban az AMI fontos
prediktoranak bizonyult egy olyan populacids vizsgalat-
ban, ahol a részvevoknél a vizsgalatba bekeriiléskor nem
allt fenn atheroscleroticus érbetegség (20). Jelen munkan-
kat kovetden tobb vizsgalat is megerdsitette a C3 és az
atherosclerosis kozotti Osszefiiggést (41-44): a C3 az
atherosclerosis specialis gyulladasos markere lehet.

Vizsgalatunkban igazoltuk, hogy a C3 szintjében be-
kovetkezett valtozas és a CEA-t kdvetd korai restenosis
kozott osszefiiggés van. Igazoltuk azt, hogy a C3 koncent-
racidja megemelkedik a mitét utan 1 évvel, és értéke jol
korrelal a restenosis mértékével. Bemutattuk, hogy ez az
Osszefliggés részben fligg az MBL2 genotipusatol; csak a
homozigota vad alléhordozokban volt kimutathatd. Azon-
ban tobbszoros regresszids analizis segitségével bemutat-
tuk, hogy a magas C3-szint és a korai restenosis kozotti
Osszefiiggés részben fliggetlen az MBL2 genotipustol. A
magas C3-szint és a restenosis kozotti kapcsolatot a C3
simaizomsejtekre gyakorolt profileraciot elésegitd direkt
hatésa (45), masrészt az interleukin-6-on keresztiil megva-
16sul6 indirekt hatasok magyarazhatjak (46-48).

Vizsgalatunkban elséként igazoltuk azt, hogy az ala-
csony C1-INH-szint elérejelzi a korai restenosis megjele-
nését CEA utan, az MBL?2 genotipustol fiiggden. Bemutat-
tuk, hogy a miitét utdn 6. héten mért alacsony C1-INH
szinttel rendelkez6 betegeknek majdnem 7-szer nagyobb
az esélye a restenosis kialakulasara életkortol és nemtdl
fiiggetleniil. Az MBL2 A/A hordozokban a rizikdé majd-
nem 14-szer magasabbnak bizonyult. Az alacsony
C1-INH-szint és a restenosis mértéke kozotti osszefiiggés
mar a miitétet kovetéen 7 honappal szignifikans volt. A
szérum MASP2-koncentraci6 nem fiiggdtt Ossze a
restenosis megjelenésével és mértékével. Mindezek arra
utalnak, hogy a csdkkent C1-INH szint nem képes megfe-
leléen kontrollalni a komplementaktivaciot a restenosist
szenvedett betegekben. Ezen eredmények korabbi mun-
kéankkal egyetértésben azt valosziniisiti, hogy a restenosis
kialakulasahoz intakt lektin utra és megfelelé C1-INH al-
tali szabélyozésra van sziikség (28, 49). Azonban nem zér-
hat6 ki az sem, hogy a C1-INH mas plazmaenzim-rend-
szerekre (véralvadas, fibrinolizis és kinin-kallikrein kasz-
kad) gyakorolt elégtelen szabalyozo hatasa is hozzéjarul a
folyamat kialakulasahoz.

Els6ként igazoltuk azt, hogy CEA-t kdvetden komple-
mentaktivacidé jon létre, melynek mértéke Osszefiigg a
carotis artéria leszoritasanak idejével. A mitétet kdvetden
kozvetleniil a plazma C3a szintje jelentGsen, mig a
SC5b-9-koncentracié kisebb mértékben megemelkedett.
A C3a szintje mutétet kovetden 1, illetve 4 oraval is emel-
kedettebbnek bizonyult mind a kiindulasi értékhez, mind a
CAS-on atesett kontrollok mintaiban mért értékekhez ké-
pest. A CEA-tkdvetd cstics-C3a-koncentracio jol korrelalt
a carotis artéria leszoritasanak idejével, mely az I/R karo-
sodas idejét tiikrozi. Ezen direkt Osszefiiggés felveti a
komplementrendszert gatlo szerek alkalmazasanak lehetd-
ségét I/R karosodassal jard klinikai korképekben (50).
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