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DR. RACZ KAROLY
egyetemi tandr

El6sz6

Az Orvosképzés folyoirat e lapszama a Semmelweis Egyetem 2012. évi PhD Tudoményos Napok alkalmabol jelenik meg.
Az évente megrendezett PhD Tudomanyos Napok a Semmelweis Egyetem nyolc Doktori Iskolajaban tanulmanyokat folytato
hallgatok és doktorjeldltek kiemelkedd tudomanyos férumava valt. Vonzo jelentdségét az idei évben is a program iranti érdeklo-
dés, az eldadasok és poszterbemutatok nagy szama jelzi. Tulzas nélkiil mondhato, hogy a résztvevok az idei rendezvényen is a
tudomanyos munka munltidiszciplinaris seregszemléjének részesei lehetnek, hiszen az Egyetem kiilonb6z6 tudomanyos mtihe-
lyeiben tevékenykedd PhD-hallgatok és doktorjeldltek beszamoldin keresztiil a tudomanyteriiletek és tudomanyagak sokasaga
jelenik meg. A Semmelweis Egyetem Doktori Iskoldinak hallgatéin kiviil az eléadok soraban az idei évben is drommel iidvozol-
jik tobb hazai és kiilfoldi egyetem PhD-hallgatoit.

A lapszamban megjelend els6 két dolgozat szerz6i a Semmelweis Egyetem ,,Kivalé PhD Oktatdja” dijjal kitiintetéssel elis-
mert Matyus Péter professzor és Kovalszky Ilona professzor asszony. A tudomanyos kutatas és oktatas e két kimagaslo szemé-
lyiségének munkassaga, tudomanyos €s oktatdi elkotelezettsége példaképiil szolgal a tudomanyos életpalyajukat éppen meg-
kezd§ fiatalok szamara. A lapszamban megjelend tobbi kozlemény a Semmelweis Egyetem Doktori Iskolaiban kiemelkedden
eredményes PhD- hallgatok kutatasi eredményeit mutatja be.

Bizonyos vagyok abban, hogy a lapszamban megjelend dolgozatok hasznos betekintést adnak a Semmelweis Egyetem Dok-
tori Iskoldjaban foly6 tudomanyos munkaba.

Budapest, 2012 aprilisaban

N f
U% AN —

Dr. Racz Karoly
egyetemi tanar
Semmelweis Egyetem Doktori Tanacs elndke
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Semmelweis Egyetem, PhD Tudomanyos Napok

2012. prilis 12-13.
Semmelweis Egyetem, NET, Nagyvdrad tér 4.

A Semmelweis Egyetem Doktori Iskoldja 2012. dprilis 12-13-an rendezi meg kétnapos konferencidjat a Semmelweis Egyetem
Nagyvarad téri Eméleti Tombben. A rendezvény legfontosabb célja, hogy orszagos férumot teremtsen a biomedicinalis terdle-
ten tevékenykedd doktoranduszok szdamdra munkajuk, eredményeik bemutatdsara, ezen keresztll a tudomanyos kapcsolatok,
egyuttmikodések fejlesztésére.

A Semmelweis Egyetem és a Doktori Iskola nevében minden érdekl6dét sok szeretettel varunk!

TUDOMANYQS PROGRAM

2012. aprilis 12. csiitortok

08.30-08.50 Megnyité: Dr. Tulassay Tivadar egyetemi tandr, a Semmelweis Egyetem rektora
Dr. Rdcz Kdroly egyetemi tanar, a Semmelweis Egyetem Doktori Tandcsanak elndke
08.50-09.20 2011. évi ,Hugonnai Vilma Dijas” el6adé: Dr. Zelké Romdna egyetemi tanar
A pozitron annihilacios élettartam spektroszképia gydgyszerészeti alkalmazésanak lehetéségei
09.20-9.50 2011. évi ,Hugonnai Vilma Dijas” el6adé: Dr. Miiller Veronika egyetemi docens
Celluldris stressz pulmonoldgiai kérallapotokban
09.50-10.20 Kdvésziinet
10.20-11.50 Eléadasok: E-I/1- E-1/9
11:50-13.00 Eléadasok: E-Il/1- E-l/7
11.30-13.00 Poszterek: P-1/1-P-1/7
13.00-14.00 Ebédsziinet
14.00-16.40 El6adasok: E-Ili/1 - E-NlI/6
14.00-15.00 Poszterek: P-1/1- P-Il/5
15.10-15.40 Kdvésziinet
15.40-17:00 Poszterek: P-1ll/1 - P-11I/8
16.40-18.50 Eléadasok: E-IV/1- E-IV/13

2012. aprilis 13.

08.00-09.10 El6adasok: E-V/1- E-V/7
09.10-11.20 Eléadasok: E-VI/1- E-VI/13
09.30-10.30 Poszterek: P-IV/1- P-IV/6
10.30-11.00 Kdvésziinet

11.20-13.00 Eléadasok: E-VII/1- E-VII/10
11.30-13.00 Poszterek: P-v/1- P-Vv/8
13.00-14.00 Ebédsziinet

14.00-15.50 El6adasok: E-VIII/1 - E-VIII/M
14.00-15.00 Poszterek: P-vI/1- P-VI/6
15.30-16.00 Kdvésziinet

15.50-17.40 El6adasok: E-IX/1- E-IX/N
16.00-17.00 Poszterek: P-VII/1 - P-VII/6
18.00-18.30 Zdrsz6, dijkioszto
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Gyogyszertervezés: helyzetkép és kihivasok

Drug Design: current status and challenges

OSSZEFOGLALAS A szamitogépes hatdanyag-tervezés egyre boviil6 és teljesitményé-
ben hatékonyabb eszkoztaraval a mai gydgyszer-innovacié esszencialis elemévé vdlt. :
A molekuladinamikai szamitasok Uj lehetGségeinek implementalasaval a jové Uj tipusu :

gyogyszereinek raciondlis tervezésére is lehetdség nyilik.

KULCSSZAVAK  gydgyszer-innovécid, racionalis hatéanyag-tervezés, dokkolds, farma-

kofor, QSAR

SUMMARY Computational drug design with its increasing performance and efficient
methods has become an essential tool for current pharmaceutical innovation. :
Implementation of conceptually novel molecular dynamics may lead to a rational :

ORVOSKEPZES

Matyus Péter

Semmelweis Egyetem,
Szerves Vegytani Intézet

LEVELEZESI CiM:

Dr. Matyus Péter

egyetemi tanar

Semmelweis Egyetem, Gyogysze-
résztudomanyi Kar

Szerves Vegytani Intézet

basis for designing of new types of pharmaceutics.

KEY WORDS
phore, QSAR

A gyogyszer-innovacio komplex, tipikusan multidiszcip-
linéris, koltséges és hosszan tartd folyamat. Az elmult két év-
tizedben a kutatas-fejlesztés (K+F) teljes idGtartama szinte
alig valtozott, jollehet a koltségek meredeken emelkedtek, a
produktivitas (az eredeti kismolekulas gyogyszerkészitmé-
nyek szama) viszont csdkkent, s az utdbbi években szerény
szinten valtozatlan. Az amerikai gyogyszer-engedélyezési
hatosag (FDA) altal jovahagyott 11j kismolekuldk szama 20
koriil, a biologiai készitményeké 4 koriil van évek 6ta, messze
alulmulva azt a varakozast, amit példaul a human genom pro-
jekttdl reméltek. Napjainkban egy 0j készitmény piacra jutta-
tasakb. 1,5 milliard USD-ba kertil, és az innovaci6 10-14 évig
tart. A gyogyszeripari K+F hatalmas koltségei ma (is) abbol
(is) erednek, hogy a preklinikai szakasz végén (4-6 év) kiva-
lasztott gyogyszerjeloltek nem csekély szamu hanyada hullik
ki a 6-8 évig tartd, koltséges klinikai és torzskonyvezési sza-
kasz masodik felében. Meglepé modon, a magas sikertelensé-
gi rata dont6 okai a jeldltek nem kell hatdsossaga és/vagy to-
xicitasa (ideértve a kedvezotlen mellékhatasokat is). Mibdl
eredhetnek ezek az okok? Vajon a bioldgiai, gyogyszerkémiai
és/vagy klinikai ismereteink hianyossagai vagy a valasztott
K+F mddszerek (inherens) korlatai a felelésok a helyzetért?
Nem ismert még a pontos valasz és a megoldas sem, bar a
gyogyszeripar jelentds erdfeszitéseket tesz: uj kutatési straté-
giak kidolgozasatol, 01j kutatasi és fejlesztési modszerek al-
kalmazésan at, 1j izleti modell kialakitasaig, remélve az ered-
ményesség hosszl tavh javitasat.

pharmaceutical innovation, rational drug design, docking, pharmaco-

1092 Budapest, H6gyes Endre u. 7.

E-mail:
matyus.peter@
pharma.semmelweis-univ.hu

A sziik korlatok kozott nem vallalkozhatunk részletes
elemzésre az okokat illetéen, csupan utalasszertien emlithe-
tiink néhany fontosnak tartott szempontot. Egyik kulcsfel-
adatnak tekinthetd a biologiai célpont koriiltekintdbb mérle-
gelése és a gyogyszerjelolt kivant tulajdonsagainak definiala-
sa. Ezekbe, de a preklinikai szakasz egészébe a klinikus bevo-
nasa nélkiillozhetetlen, kiilondsen ami a gydgyszer molekula-
ris timadaspontjanak betegségrelevanciajat, klinikai szemlé-
letli analizisét és relevans biomarkerek megvalasztasat, akar
ujak azonositasat illeti. Masrészrdl, ugyanigy fontos a gyogy-
szerkémikus és farmakologus részvétele a klinikai szakasz-
ban, a megfigyelések mechanizmusalapt, molekularis értel-
mezéséhez.

Mindez bioldgus — gyogyszerkémikus — farmakologus —
farmakokinetikai szakértd — gyogyszertechnologus — klinikus
szoros egyiittmiikodését, az egymas teriileteire vonatkozo
alapismeretek birtokaban a ,,beszéld viszonyt”, a problémak
komplex megkozelitését, egymas szamara kérdések feltevé-
sét és a specifikus valaszok altalanosabb értelmezését teszi
sziikségessé, illetve lehetové. Nem kétséges az sem, hogy a
PhD-képzésnek e szempontokat szintén figyelembe kell ven-
nie a jovo tuddsainak multi- és interdiszciplinaris szemléleti
képzésével.

Mindezek alapjan reméljiik, hogy a targyalasra kertild ha-
toanyag-tervezési szempontok és modszerek a gyogyszerku-
tatas irant érdeklédést mutato tobbféle szaktertilet szakembe-
reinek figyelmére is szamithatnak.

Koszonetnyilvanitas

E teriilettel kapcsolatos sajat munkaink egy részének pénziigyi hatterét a TAMOP -4.2.1/B-09/1/KMR-2010-0001 projekt biztositja, melyért

ezuton mondunk kdszonetet.

2012; 1:1-40.
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A gyogyszerjelolt molekula egy sereg optimalis tulajdon-
saggal kell, hogy rendelkezzék: tobbek kozott a farmakolo-
giai célhatassal (szelektiven), ADMET (abszorpcio, disztri-
bucid, metabolizmus, exkrécid, toxicitds) szempontjabol
megfeleld fizikokémiai tulajdonsagokkal.

A célhatas tehat csak egy kovetelmény; a gyogyszerjeldlt-
té valas utja a vezérvegyiilettdl (,,lead’”) multidimenzids opti-
malizalasi folyamatot jelent. Nem kétséges azonban, hogy a
gyogyszernek a kiszemelt bioldgiai makromolekuldval (re-
ceptor/enzim) valo produktiv kolcsonhatasa, amely a kivant
farmakoldgiai hatast eredményezheti, nélkiilozhetetlen tulaj-
donsagot jelent. Ennek tervezhetdsége tehat kétségteleniil na-
gyon fontos. A klasszikus experimentalis alapu, a mért biold-
giai hatas alapjan torténd ,trial-and-error” megkdozelités,
nemritkan varatlan felismerések révén, a gyogyszerkémikus
intuitiv-kreativ érzékével folytatott molekulamédositasok so-
rozataval vezetett a gyogyszerjelolthoz. Ezt az utat bizonyta-
lansagai és hatékonysaganak korlatai miatt kétségkiviil érheti
kritika. De van-e biztosabb, gyorsabb, gazdasagosabb alter-
nativa? A feladat nehézségét illusztralando, elegendd két ki-
hivast emliteni. Az els6 a molekuldk korének hatalmas gaz-
dagsaga és valtozatossaga, a kémiailag lehetséges molekulak
szama (10°°-10'") elképesztd, messze meghaladja a csilla-
gok szamat (1, 2), s nem tulzas azt allitani, hogy a tiit a széna-
kazalban talan kdnnyebb megtalalni, mint e korbdl a gyogy-
szerjeloltet. Csoda-e, hogy az akar sokszazezer, a lehetséges
molekulakdrnek azonban még mindig csak elenyészé toredé-
két reprezentald molekula tesztelése ,high-throughput-
screening” (HTS) modszerekkel nem forradalmasitotta a
gyogyszerkutatast? Jogos kérdés, hogy miért nem fokusza-
lunk e helyett a receptor—ligandum kolcsonhatas leirasara, ki-
valasztva a legtokéletesebben illeszkedd (energetikailag opti-
malis kdlcsonhatasra képes) molekulat, ezzel feleslegessé té-
ve vegyiilet-szazezrek szintézisét és experimentalis szlirését.
Ennek a modszernek azonban szintén van inherens probléma-
ja. Nevezetesen, a fehérje-ligandum tipikusan nemkovalens
kolcsonhatasat kisérd szabadentalpia-valtozas minddssze
10-12 kcal/mol nagysagt értéke; kb. 1 kcal/mol abszolut
pontossaggal kellene szamitani a kolcsonhatasi energiat,
mely elvi és gyakorlati nehézséget jelent.

A racionalis molekulatervezés mai eszkozrendszere, leg-
alabbis részben, valaszt tud adni e kihivasokra: képes de novo
tervezni és a szerkezet optimalizalashoz érdemi mértékben
hozzajarulni. A szintetikus szerves kémia ma hatékony fegy-
vertaraval a tervek 1étez6 molekulakka konvertalhatok.

A racionalis molekulatervezés a szamitogépes hato-
anyag-tervezés (szakirodalmi megfelel6i: computational drug
design; computer-aided drug design, roviditése: CADD;
computer-based design of drug (like) molecules) kiilonféle
modszereire €pit.

Az utdbbi egy-masfél évtizedben [korabbi magyar nyelvi
attekintés (3)] jelentds fejlodés figyelheté meg a teriileten
(4-6), sot, ma mar tobb gyogyszermolekularol, pl. ilyen az
imatinib, is meggy6zden allitjak, hogy bevezetésiikben e mo-
lekulatervezési modszerek dontd szerepet kaptak.

A CADD modszer-egyiittesnek két tipusa van:

a) receptor-alapu (szerkezeti-alapt; ,,structure-based”),
b) ligandum-alapu

valtozat, melyek nemcsak egymassal, hanem kémiai informa-
tikai  (szakirodalomban: chemical informatics, chem-
informatics elnevezéssel az 1990-es végén alakult ki, kémiai
adatbazisok informatikai eszkozokkel valo vizsgalatat jelen-
ti) modszerekkel is 0sszefonodhatnak.

ORVOSKEPZES

Az elsé modszer a receptorfehérje szerkezetébdl indul ki.
Szamos fehérje experimentalis uton (rontgen-krisztallografiai
vagy nmr-spektroszkopiai modszerekkel) meghatarozott
szerkezete (pontosabban nem molekulaszerkezetként, hanem
elektronsiiriiségi adatok alapjan felépithetd szerkezetként)
rendelkezésre all a Protein Data Bank (PDB) gytijteményben,
amelybdl, bar nem mindig trivialis 1épésekkel (vizmolekulak
eltavolitasa, hidrogénatomok hozzaadasa) lehet azt a moleku-
laszerkezetet megkapni, amit a ligandummal val6 kolesonha-
tasanak vizsgalatara hasznalunk. Amennyiben a fehérje
ligandum-kotézsebe nem lenne ismert, annak azonositasara is
van modszer. Ha kisérleti uton meghatarozott szerkezetiink
nincs, akkor tin. homoldgia modellezéssel allithatjuk el6 a ha-
romdimenzios szerkezetet, megfeleld (rokonsag és amino-
sav-szekvencia atfedés alapjan valasztott) templat szerkezet-
tel, majd energiaminimalizalassal, molekulamechanikai erd-
teret alkalmazo6 szoftverrel, pl. az elterjedt Macromodel szoft-
verrel. Arra is van modszer, kétségkiviil sokkal tobb bizony-
talansaggal, hogy a primer aminosav-szekvencia alapjan épit-
siik fel a szerkezetet. A fehérje szerkezetének ,,minéség-el-
lenérzése” elméleti kémiai megfontolasokkal és megfeleld,
pl. PROCHECK, szoftverrel végzett szamitasokkal lehetsé-
ges. A kovetkez0 1épés kétféle lehet:

a) de novo ligandum tervezéssel a kotdzseb szerkezete alap-
jan, komplementer szerkezeti elemek egybeépitésével 1ét-
rehozott molekuldkhoz jutunk — erre szintén vannak al-
kalmas szoftverek;

b) molekulak dokkolasaval és sorrendbe allitasukkal (ezzel
a modszerrel in silico sziirés is végezhetd).

A dokkolasos modszer ma akadémiai és ipari kutatohe-
lyeken egyarant széles korben rendelkezésre all, érdemes rola
kissé bovebben szolni.

A dokkolas (,,posing” + ,,scoring”) soran a szamitogépes
program meghatarozza azt az optimalis molekulahelyzetet,
ahogyan a molekula a receptorhoz illeszkedik és egy empiri-
kus fiiggvénnyel szamitja az ehhez tartozo kotési affinitasnak
megfeleld vagy legalabbis azzal aranyos kdlcsonhatasi ener-
giat (a fiiggvény altalaban hidrogénhidas és ionos kolcsonha-
tasokat, hidrofob és pi-pi kdlcsonhatasokat és egy entropiaja-
rulékot vesz figyelembe). Ez a szamitasi mod, mely eleve ko-
zelitd szamitas, behatarolja a kapott adatok megbizhatosagat
és mindségét. A dokkolasra gyakran alkalmazott két szoftver
az AutoDock (szabadon letdlthet az internetrdl) és Glide
(Schrodinger, LLC, New York, NY) eltéré kozelito fiigg-
vényt hasznal, elébbi az AMBER erdteret, utobbi experimen-
talis Gton meghatarozott kotési affinitasok alapjan illesztett
fliggvényt. Sajat tapasztalataink szerint is e modszerek utobbi
években bevezetett verzidinak gyorsasaga €s teljesitOképes-
sége jelentdsen javult, s a hasznos informaciot nyujto rutin-
szamitasok egy jobb személyi szamitogéppel is elvégezhetok.

A molekulaillesztés merev vagy flexibilis médon tortén-
het. Az utdbbi felel meg a valosagos helyzetnek jobban; tech-
nikai problémat azonban éppen a konformacios flexibilitas fi-
gyelembe vétele jelenti, a nagymértékben megndvekvo sza-
mitasi igény miatt. A dokkolas predikcios teljesitménye a
HTS-ét6l nem sokban marad el. A dokkolas kiegészithetd
molekuladinamika szamitasokkal is a még pontosabb pre-
dikcid érdekében. Sot, a technika még valamilyen in silico
szlirési (pl. ADMET-tel 6sszefliggd) paraméterrel is bévithe-
td, ésszerlien sziikitve a szintézisre/tesztelésre kivalasztott je-
161tek korét.

Amennyiben nem all rendelkezésre megfelelé mindségi
fehérjeszerkezet, a racionalis hatéanyag-tervezésnek masik
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modszercsaladja, a ligandumalaptl tervezés alkalmazhat6. Ez
esetben sziikségiink van experimentalis adatokra is. A biolo-
még nem keriilt molekulak hatasa is eldre jelezhetd.

Akar egyetlen aktiv molekula szerkezete alapjan, kémiai
hasonlosagi kritériumokkal is kereshetd varhatoan aktiv ana-
logja.

A farmakofor modszer szintén alkalmazhato in silico szi-
résre. A farmakofor a hatashoz sziikséges szerkezeti elemek
azonositasat és geometriai elrendezésiik definialasat jelenti.
Meghatarozasahoz néhany aktiv ligandumra van sziikség. E
teriileten szintén eredményes fejlesztések torténtek, kiillono-
sen a receptor—ligandum komplexek alapjan energia-optima-
lizalt (7) vagy kristalyszerkezetek alapjan definialt farmako-
forral végzett in silico szlirések eredményessége biztato; pl. a
Phase (Schrddinger) vagy LigandScout (InteLigand GmbH)
(8) szoftverekkel sajat tapasztalataink is meggy6z6ek. Erde-
mes azt is megemliteni, hogy a ma egyre jobban terjedd tobb
tdmadaspontu hatdanyagok tervezését, illetve adatbazisok e
célbol valo in silico sziirését a megfelelé farmakoforok isme-
rete hatékonyan tdmogathatja. Korai példaként emlithetok
tobb tamadaspontu antiarrhythmias vegytiletekkel kapcsola-
tos sajat munkdink (9), mig egy Gjabb kitlind dsszefoglald a
leglijabb modszereket ismerteti (10).

Kvantitativ biologiai adat becslésére képesek a QSAR
(Quantitative Structure-Activity Relationship) modellek.
Ezekhez éltalaban legalabb 20 vegyiiletre van sziikség. Fo-
ként haromdimenzios valtozataikat hasznaljak elterjedten. Az
1990-es években elterjedt COMFA (Comperative Molecular
Field Analysis) médszer mellett hasonlo filozofiaja technikak
is ismertek. A ligandumok sztérikus és elektrosztatikus leiroi
¢és a biologiai aktivitas kozott, konvencialis modszerek ese-
tén, linearis kvantitativ kapcsolatot (folytonos QSAR) tétele-
ziink fel, mely rendszerint csupan rokon struktirakra érvé-
nyes, kovetkezésképpen a becslés is ilyen molekulakra lesz
jobb. A nem linearis modszerek hatékonyabban alkalmazha-
tok nem homoldg sorozatokra is (11). A haromdimenzids
QSAR modszerek esetében a szamitashoz a molekulakat egy-

Dobson CM: Chemical space and biology. Nature 2004, 432:824-828.
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masra kell helyezni ahhoz, hogy a hataskiilonbséget okozo
szerkezeti kiilonbségeket pontosan értelmezziik. Ehhez is-
merni kellene azonban az egyes molekulak bioaktiv konfor-
merét, amely rendszerint nem all rendelkezésre. A felhaszna-
16 intuitiv képessége és gyakorlata jelentds szerepet jatszhat
az eredményességben.

Ez a megallapitas akar a szamitogépes hatdanyag-terve-
z¢s tobbi modszerére is vonatkoztathatd. Nincs csodafegyve-
riink. Az utobbi évtizedben bevezetett (1j modszerek eredmé-
nyesebben hasznalhatok, ez azonban nem annyira a nagyobb
szamitogép teljesitménynek, hanem Otletes megoldasoknak
koszonheté. Ha a modellezd ismeri az alkalmazott metodikak
teljesitoképességét elvi korlataikkal egyiitt és képes azokat
nemcsak sematikus, hanem kreativ modon, inspiral6 eszkoz-
ként hasznalni, gy hatékony tdmogatast remélhet a moleku-
lak tervezéséhez.

Mi ujat hozhat a jovo a szamitogépes molekulatervezés te-
riiletén? Nagy elorelépést jelenthet a makromolekulak kon-
formacios (és kolesonhatasaik) vizsgalataban az 4j filozofiaju
molekuladinamikai szamitasok alkalmazasa és azokat lehetd-
vé tevo hardver fejlesztés. Ez attorést hozhat a bioaktiv kon-
formerek meghatarozasaban, s6t, varhatéan a kovetkezd évti-
zedek gyogyszerkincsének jelentésebb hanyadat képviseld
fehérje—fehérje kolesonhatasok befolyasolasara képes kismo-
lekulak tervezésében.

Mindemellett, a gyogyszerkincset szintén gyarapitani ké-
pes, a meglévo gyogyszerkincs dnmagaban vagy kombinaci-
oban torténd hasznositasa 01 hatasteriileten egyszeriibb, gyor-
sabb és biztonsagosabb fejlesztést jelenthet. Ezen a teriileten
ujabban szamitogépes tamogatast is hasznositd gyogyszerke-
resési stratégiak is kezdenek kialakulni. Sajat tapasztalataink
is utalnak arra, hogy e célbol a szamitogépes hatdoanyag-ter-
vezési modszerek hatékonyan kombinalhatok a bioinforma-
tika eszkozeivel.

A gyodgyszerkutatd szamara boven lesznek tehat izgalmas
0j kihivasok a kovetkezo évtizedekben is.
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A folydirat célja: Az 1911-6ta megjelend Orvosképzés legfontosabb
célja a hazai orvoskollégak folyamatos gradudlis és posztgradualis
képzésének tdmogatasa. A lap elsésorban olyan munkék 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 lehet6ség van eredeti kozle-
mények és esetismertetések benyujtasara, és az Ujsag a Semmelweis
Egyetem szakmai kotelezd szinten tarto tanfolyamok el6adasi 6ssze-
foglaldinak is teret ad. Az eredeti kozlemények a rendszeres lap-
szdmokban, vagy a témahoz kapcsolédd tematikus lapszamokban
kapnak helyet. Fontos feladatunknak tartjuk, hogy rezidens kollégak
tollabodl szarmazo esetismertetéseket is kozoljunk, melyeket mentori
ajanlassal kértink benyuijtani. A beadott dolgozatokat a szerkeszt&bi-
zottsag el6zetes biralatra adja ki, és a kézirat kdzlésére a biralat ered-
ményének fliggvényében kertl sor. Tudomanyos dolgozat benyuj-
tasara az aldbbiak szerint van lehetdség:

+ Esetismertetés (case report)

* Fiatal doktorok (PhD) tudoményos beszamoldja, Uj eredményei-
nek 6sszefoglalasa (nem tézisek vagy doktori értekezések!)

* Klasszikus 6sszefoglalé kozlemény az elméleti és klinikai orvostu-
domany barmely teriletérdl, a legutjabb irodalmi eredmények fel-
hasznélasaval

+ ,Update” jellegli kdzlemény, azaz nem egy téma kidolgozasa, ha-
nem adott szakterilet legujabb tudomanyos eredményeinek
osszefoglalasa

+ El6adasi 6sszefoglald (a tanfolyamszervezék felkérése alapjan)

A kézirat: A tudomanyos kdzleményeket elektronikusan, Word do-
kumentum formatumban kérjik eljuttatni a szerkesztéségbe. Az il-
lusztracidkat, dbrakat és tablazatokat kilon file-ként kérjuk elkildeni.
Az abrak cimeit és az dbramagyarazatokat a Word dokumentumban
klon oldalon kell feltlintetni, az dbra/tdblazat szamanak egyértelmu
megjelolésével. A digitalis képeket minimum 300 dpi felbontasban
kérjuk, elfogadunk tif, eps, illetve cdr kiterjesztési file-okat. A kézirat
elfogadasa esetén az abrakat a szerkesztéség nyomtatott formaban
is kéri elklldeni. Az orvosi szavak helyesirasaban az Akadémia éllas-
foglalasanak megfeleléen, a latinos irasmod kovetkezetes alkalmaza-
sat tekintjuk elfogadottnak. Magyarosan kérjik irni a tudomanyagak
és szaktertletek, a technikai eljarasok, muszerek, a kémiai vegyiletek
neveit. A szerkeszt6k fenntartjak maguknak a stilaris javitas jogat. A
mértékegységeket S| mértékrendszerben kérjiik megadni.

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

(1) A cimoldalon sorrendben a kdvetkezék szerepeljenek: a kézirat ci-
me, a szerz6k neve, valamint a szerz6k munkahelye, a kapcsolattartd
szerz6 pontos elektronikus és postai cimének megjeldlésével. (2-3)
Az Osszefoglaldst magyar és angol nyelven kell bekldeni, kilon ol-
dalakon, a kovetkez6 szerkezet szerint: ,Bevezetés” (,Introduction”),
,Célkittizés”  (,Aim"), ,Mddszer” (,Methods”), ,Eredmények”
(,Results”) és ,Kovetkeztetések” (,Conclusions”) lényegre t6ré meg-
fogalmazasa torténjék. A magyar és az angol 6sszefoglalasok terje-
delme - kuilon-kilon - ne haladja meg a 200 szét (kulcsszavak nél-
kdl). A témahoz kapcsoldédd, maximum 5 kulcsszot az 6sszefoglalok
oldalan, azokat kovetéen kérjik feltiintetni magyar és angol nyel-
ven. (4) A kéziratban eléforduld, nem altalanosan elfogadott révidi-
tésekrdl kilon jegyzéket kell késziteni abc-sorrendben. (5) A széveg-
torzs szerkezete vilagos és az olvasé szamara atlathaté legyen. Ere-
deti kozlemények esetén a ,Bevezet6”-ben roviden meg kell jeldlni a
problémafelvetést, és az irodalmi hivatkozasokat a legujabb eredeti
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kozleményekre és 6sszefoglaldkra kell szikiteni. A ,Mddszer” rész-
ben vildgosan és pontosan kell leirni azokat a médszereket, amelyek
alapjan a kozolt eredmények sziilettek. Korabban kézolt médszere-
ket esetén csak a metodika alapelveit kell megjeldlni, megfelels iro-
dalmi hivatkozassal. Klinikai vizsgalatoknal a kézirathoz csatolni kell
az illetékes etikai bizottsag allasfoglalasat. Allatkisérletek esetén a
Magyar Tudoméanyos Akadémia — Egészségtigyi Tudomanyos Tanacs
- dllatkisérletekre vonatkozo etikai kodexe érvényes, melyre a meto-
dikai részben utalni kell. A statisztikai modszereket és azok irodalmat
is meg kell adni. Az ,Eredmények” és a ,Megbeszélés” részeket vila-
gosan kell megszerkeszteni. Referdld kozlemények benyuijtasa ese-
tén a szOvegtorzs altémakra oszthatd, melyeket alcimek vezessenek
be. Osszefoglalé referdtumokndi 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 (székozzel), el6addsi
osszefoglald esetén pedig ne haladja meg a 8000 karaktert (szokoz-
zel).

Irodalom: a hivatkozésokat (maximum 50, el6adasi 6sszefoglaléonal
maximum 10) a sz6vegben valé megjelenés sorrendjében tlintessék
fel. A szévegben a hivatkozast a sorszama jeldli.

Hivatkozds cikkre: sorrendben: szerzék neve (6 szerzé felett et al./és
mitsai), cikk cime, folyoirat 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 kdnyvfeje-
zetre, sorrendben: a fejezet szerzGi. A fejezet cime. In: szerkeszt6k
(editors). A konyv cime. A kiadas helye, kiado, megjelenés éve; feje-
zet els6-utolsé 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 sorszéamozva
egymas alatt tartalmazza az dbra cimét és alatta rovid és lényegre t6-
ré dbramagyarazatot

Tdbldzatok: kulon-kulon lapokon kérjik, cimmel elldtva és arab
szammal sorszdmozva. Torekedjenek arra, hogy a tablazat konnyen
attekinthetd legyen, ne tartalmazzon zavaréan sok adatot.

Abrdk: kilén-kilon lapokon kérjik. Csak reprodukalhatéd mindség
abrékat, fényképek kildését kérjik (min. 300 dpi felbontasban), a ko-
rabban megjelolt file formatumokban. A kézirat elfogadésa esetén a
nyomtatott abrat kérjuk bekuldeni a szerkesztéségbe és az dbra hat-
oldalan puha ceruzaval kérjuk jelolni a szerzé 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 kuilon levélben kérjuk jelezni, hogy a szerzék a koz-
leménnyel egyetértenek (és ezt aldirasukkal igazoljak), valamint le-
mondanak a folydirat javéra a kiadasi jogrdl. [rasbeli engedélyt ké-
rink mellékelni a mar koézolt adat/abra felhasznalasa, felismerhet6
személy abrazoldsa, szerz6nek nem mindsul6 személy nevének em-
litése/feltlintetése esetén. A szerkeszt&ség az altala felkért szakértdk
személyét titkossaggal kezeli. A kézirat tulajdonjoga a megjelenésig
a szerz6t illeti meg, a megjelenés napjan tulajdonjoga a kiadéra szall.
A megjelent kéziratok megGrzésére szerkesztéséglink nem tud val-
lalkozni.

A kéziratok benyuijtasat a kdvetkezé cimre varjuk:

Dr. Szelid Zsolt szerkeszt6ségi titkdr
Semmelweis Egyetem, Kardiolégiai Kézpont
1122 Budapest, Varosmajor u. 68

Tel: (06-1) 458-6810

E-mail: orvoskepzes@kardio.sote.hu



Hepatocarcinogenesis matrilin-2-hianyos egerekben

Hepatocarcinogenesis in matrilin-2 knock out mice

OSSZEFOGLALAS Bevezetés. A matrilin-2 (Matn2) az extracellularis métrix felépitésében

(ECM) fontos szerepet jatszéd kapcsolod fehérje. Funkcidja a majban nem ismert.

Célkittizés. Munkank a Mant2 hepatocarcinogenesisben betdltétt szerepét vad tipusu
(VT) és matrilin-2-hidnyos (Matn2”"), dietil-nitrézaminnal (DEN) kezelt egérmodellen :

kivanta tisztazni.

Mddszer. A majszovetet makroszkdposan, szovettanilag és immunhisztokémiaval is :
vizsgaltuk. A génexpresszids valtozasokat mRNS-szinten real-time polimeraz lancreak- :

ciéval, fehérjeszinten macroarray-vel és western blottal hataroztuk meg.

Eredmények. A VT allatokkal 6sszehasonlitva a Matn2”~ egerek méja érzékenyebbé :
valt a karcinogén folyamatokkal szemben, benniik DEN nélkil is megindult a :
tumorképzédés. A DEN kezelést koveten a Matn2”~ majakban a vadakhoz képest :
sokkal tobb és nagyobb tumor keletkezett. Matrilin-2 hidanyaban az EGFR, ERK1/2, akti- :
valddasat GSK-30/p és retinoblastoma fehérje inkativalodasat, a p21/CIP1 mennyiségé- :
nek csokkenését, valamint a B-katenin mennyiségének névekedését figyeltiik meg. A :
vad mintakban fellehetd Ki-67-pozitiv tumorsejtcsoportok megerdsitették, hogy a :
Matn2 hianyaban a méjsejtek proliferacios készsége fokozddik, amifogékonnya teszia :
szOvetet a daganatok kialakulasa irdnt. Ez a felfokozott proliferaciés hajlam tovabb no- :

vekedett a DEN kezelt Matn2”~ tumorgdcokban.

Koévetkeztetések. Munkank a Matn2 hepatocarcinogenesisben betdltott tumorszup-
presszor szerepére és arra hivja fel a figyelmet, hogy ebben a folyamatban az EGFR ak- :
tivaloédasan keresztul stratégiailag fontos szerepet jatszik az ERK1/2 aktivalddésa és a :

GSK-3p inaktivalédasa.

KULCSSZAVAK Matn2, hepatocarcinogenesis, p-EGFR, ERK1/2 jelatvitel, GSK-30/f

SUMMARY Introduction: Matrilin-2 (Matn2) is an adaptor protein, playing a role in the

assembly of extracellular matrix (ECM). Its function in the liver is not known.

Aim: The impact of Matn2 on hepatocarcinogenesis was investigated in Matn2”~ mice

comparing them with wild-type (WT) mice in a diethylnitrosamine (DEN) -model.

Methods: The liver tissue was studied macroscopically, histologically and§
immunohistochemically, gene expression changes were investigated at mRNA level by :

real-time PCR, at protein level by macro array and western blot.

Results: Matn2”~ mice exhibited higher susceptibility for hepatocarcinogenesis :
compared to wild-type (WT) mice. In their liver spontaneous microscopic tumor foci :
developed. After DEN treatment the liver of Matn2”~ mice contained visible tumors :
larger both in number and size than that in WT liver. Differing from WT liver :
spontaneous phophorylation of EGFR, p44/42 (ERK1/2), GSK-30/f and retinoblastoma :
protein (p-Rb), decrease in p21/CIP1level and increase in -catenin protein expression :
was detected. Focal Ki-67 positivity of these samples provided further support for our :
presumption, that the lack of Matn2 set the livers into a pro-proliferatory state, :
making them prone for tumor development. This enhanced proliferative capacity was :

further increased in the tumor nodules of DEN-treated Matn2™" livers.

Conclusion. Our study suggests that Matn2 functions as a tumor suppressor in hepato- :
carcinogenesis, and in this process EGFR activation together with that of ERK1/2 as well :

as inactivation of GSK-3p are playing strategic role.

KEY WORDS Matn2, hepatocarcinogenesis, p-EGFR, ERK1/2 signaling, GSK-3a/p

2012; 1:1-40.
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Bevezetés

A matrilinok nem kollagén tipusu glikoproteinek, melyek
szerepet jatszanak az extracellularis matrix (ECM) szervezé-
sében (1). Elofordulhatnak homo-oligomerekként és filamen-
taris halozatként, ami Osszekapcsolja a kiillonb6zd tipusu
kollagénrostokat. Mivel a matrilinek a von Willebrand-faktor
A egységeiken keresztiil kiilonb6z6 matrixkomponensekhez,
igy proteoglikanokhoz és kollagénekhez tudnak kapcsolodni,
funkcionalis hidat képeznek, és 6sszeszereld funkciot tolte-
nek be kiilonboz6 tipusu szdvetek extracellularis matrixaban
(2). A matrilin csalad négy tagot szamlal (matrilin-1, -2, -3,
-4). A matrilin-2 (Matn2) a csalad méretben legnagyobb tag-
ja, monomer molekula, tdmege minimum 104 300 Da (3),
melyet egy 100 kb nagysagu gén kodol, és két promoterrdl
irodik at (4). A monomer forma két von Willebrand-faktor A
szertl (VWFA) modulbol all, melyek kozrefogjak a 10 egység-
bal all6 epidermalis novekedési faktor- (EGF-) szerii eleme-
struktiira koveti (3). A colied-coil egységnek koszonhetden a
Matn2 oligomereket képes alkotni; szovetkivonatokban és
sejtkultara feliiliszoban monomer, dimer, trimer €s tetramer
formak keveréke mutathato ki (5). Képes kotddni a kollagén-
rostokhoz, fibronektinhez és a laminin-nidogen-1 komplex-
hez (6). Mann és munkatarsai leirtak, hogy az integrin-o1p1
nem jatszik jelentGs szerepet a matrilinhoz kotott sejtkapcso-
lat kialakitasaban. A Matn2 esetében szolubilis integrin
alPl-gyel gyenge jelolddést tapasztaltak, mig az integrin-
02p1 ektodomének nem mutattak semmiféle kotédést (7). Al-
talanossagban a matrilinek és integrinek kozti kolcsonhatas
viszonylag gyenge, mivel a matrilinok csak gyenge sejtkap-
csolatra képesek, és nem valtjak ki a fokalis adhéziok kialaku-
lasat. Nem tisztazott, hogy ez a gyenge integrinkapcsolat ho-
gyan indithatja be a jelatvitelt és miként befolyasolja a gének
expressziojat (7, 8).

A matrilin-2 gén (Matn2) sokféle szévetben, kiillonb6z6
meértékben fejezédik ki (3, 5). A gén atirodik, és a fehérjét sza-
mos osteoblast, fibroblast, myoblast és epithel sejtvonal ter-
meli. A m4j oval sejtjei, melyek nem majsejtek, Matn2
mRNS-t és fehérjét is termelnek (9). Patkdny majregeneracios
modell kisérletben a Matn2 a tubulusok koriili bazalis memb-
ranban az oval sejteket kirajzolva halmozodott fel, mely azt
sugallja, hogy ez a fehérje fontos szerepet jatszik a maj rege-
neracios folyamataban (9).

A Matn2 szamos daganatban is kifejezédik. A sporadikus
pilocytas astrocytomat, gyermekkori agydaganatokat jellem-
zi a megndvekedett MATN2 mRNS és fehérjeszint (10). A
kozelmultban beszamoltunk a MATN2 megemelkedett
majrak esetében is. Mig a normalis emberi majban a MATN2
a portalis erek falaban lokalizalodnak, addig hepatocellularis
carcinomaban (HCC) a jel6l6dés a tumoros erekben volt ki-
mutathat6 (11). Ugyanakkor tovabbra is kérdés maradt, mi-
ként befolyasolja a MATN2 a tumorképzddés patomecha-
nizmusat?

A matrilin gén célzott inaktivalasa nem okozott feno-
tipusos véltozast transzgén egerekben (12). A Matn2” egerek
¢életképesek, szaporodoképesek voltak, és a szovettani vizsga-
latok nem mutattak egyértelmii elvaltozasokat a szdveti fel-
¢épitésben sem az embrionalis, sem a sziiletést kovetd idoszak-
ban. Annak a kérdésnek a megvalaszolasara, hogy a Matn2
hianya miként befolyasolja a daganatképz6dést egy in vivo ki-
sérleti hepatocarcinogenesis modellt hoztunk 1étre. Mam2™"
¢és vad tipusu (VT) egereket kezeltiink dietil-nitr6zaminnal
(DEN), melyr6l ismert, hogy HCC-t idéz eld. Jelen munkank
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a Matn2-hianyos egerek méjaban megfigyelt jelentds tumor-
képzddési hajlamot és az ebben szerepet jatszo patomecha-
nizmusokat ismerteti.

Anyag és médszer
Az allatok kezelése

A Matn2 gén kikapcsolasat embrionalis Ossejtekben és
129/SV egértorzsben mar leirtak (12). Matn2™ heterozigota
allatokat parositottak, hogy Mam2™" (vad tipusi, VT) és
Matn2”~ homozigéta egyedeket hozzanak létre a tumor-
genesis vizsgalatara. Tizendt napos, him, VT és Mam2™ ege-
reket oltottunk intraperitonealisan 15 pg/g (teststily) DEN-
nel. Az eldkisérlet soran 20 egéren kovettiik a makroszkopi-
kus tumorok megjelenését minden masodik hénapban. A ki-
sérlet végén, 10 honappal a DEN kezelés utan az allatokat éte-
res érzéstelenitést kovetden csigolyatdréssel 6ltiik meg. Min-
den csoporthoz >10 allatot hasznaltunk, beleértve a VT,
Matn2”" kezeletlen kontroll és DEN kezelt egereket is. Meg-
mértiik az allatok test- és majtomegét, és megszamoltuk a
makroszkopikusan fellelheté tumorok szamat.

Az allatkisérletek az Allategészségiigyi és Ellendrz6 Inté-
zet, Csongrad megye, Magyarorszag, No. XV1/03047-2/2008
etikai engedélyével végeztiik.

RT-PCR

Az RNS-t fagyasztott majmintakbol nyertiik. A folyé-
kony nitrogénes homogenizalast kovetden az teljes RNS-t
RNeasy Mini Kit (Qiagene, Hilden, Germany) segitségével
izolaltuk a gyart6 altal ajanlott protokoll szerint. Az izolalt
RNS mennyiségét ¢és tisztasagat ND-1000 (NanoDrop
Technologies, Wilmington, Delaware, USA) spektrofotomé-
terrel mértiik. A teljes RNS integritasat és méret szerinti meg-
oszlasat az Experion Autimatizalt Elektroforézis Allomas
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) segitségével analizaltuk.

A cDNS-t 1 pgteljes RNS atirasaval nyertik M-MLV RT
Kit (Invitrogene by Life Technologies, Carlsbad, California,
USA) hasznalataval a gyarto utasitdsai szerint. A valos ideji
PCR-t (RT-PCR) ABI Prism 7000 Szekvencia Olvasoé Rend-
szerrel (Applied Biosystems by Life Technologies, Welter-
stadt, Germany) vizsgaltuk. ABI Tagman Gén Expresszios
Assay-t  hasznaltunk a  B-katenin  (assay  ID:
MmO00483039 m1), p21/CIP1 (assay ID: Mm00432448 m1)
esetében a gyartd utasitasai szerint, és altalunk tervezett Rb1l
(forward: CTTGAACCTGCTTGTCCTCTC,  reverse:
GGCTGCTTGTGTCTCTGTATT) primereket 1uM végkon-
centraciéji Power SYBR® Green PCR Master Mix-szel
(Applied Biosystems by Life Technoligies). Belsd kontroll-
nak egér B-aktint (assay ID: Mm00607939 s1) hasznaltunk.
Minden mintat duplikdtumban, 20 pl-es térfogatban futtat-
tunk 50 ng cDNS-t hasznalva rekacionként. Az expresszios
értékeket a 2 1 modszerrel szamitottuk ki.

Phospho-MAPK és Phospho-RTK antitest array-k

A foszforilacios fehérje array-khez és a western blothoz a
fehérjét a fagyasztott majakbol izolaltuk. Folyékony nitrogé-
nes homogenizalast kovetéen a poritott majszovetet 1 ml
lizispufferben (20 mM TRIS pH=7,5,2 mM EDTA, 150 mM
NaCl, 1% Triton-X100, 0,5% Proteaz Inhibitor Koktél
(Sigma, St. Luis, MO, USA)) oldottuk. A mintakat 30 percig
jégen inkubaltuk, majd 13 000 rpm fordulatszammal centrifu-
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galtuk 20 percig. A feliiluszot tiszta csébe mértiik, a fehérje-
koncentraciot Bradford-modszerrel hataroztuk meg (13).

A foszfo-mitogén-aktivalt protein-kinaz (p-MAPK) és
foszfo-receptor tirozin-kinaz (p-RTK) aktivitasat a realtiv
foszforilaltsdga alapjan hatdroztuk meg Proteom Profiler
Array (R&D Systems, Minneapolis, MN USA) segitségével a
gyarto utasitasa szerint. A western blot soran hasznalt fehérje-
mintakat alkalmaztuk ennél a vizsgalatnal is. Azonos csoport-
hoz tartoz6 harom-harom, homogenizalt, lizispufferben (lasd
korabban) oldott mintat kevertiink 6ssze, és higitottuk 300 pg
fehérje/250 pl  lizatum  koncentracidoban. A jeleket
SuperSignal West Pico Kemiluminescens szubsztrattal mu-
tattuk ki (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA),
¢és Kodack Image Station 4000MM digitalis képalkoto rend-
szerrel tettiik lathatova.

Western blot analizis

30 pg teljes fehérjét B-merkaptoetanolt tartalmazo toltd
pufferben oldottuk és 95 °C-on, 5 percig forraltuk. Azonos
csoportbol szarmazo harom denaturalt fehérjeminta keveré-
két 10%-os poliakrilamid gélben 30 percig 200 V-on Mini
Protean vertikalis elektroforézis késziilékkel futtattuk
(Bio-Rad Hercules, CA, USA). Ezt kovetben a fehérjéket
PVDF membranra (Millipore, Billerica, MA USA) blottoltuk
egy ¢jszakan at 100 mA aramerdsséggel. A blottolas haté-
konysagat Ponceau-festéssel ellendriztiilk. A membranokat 3

HEPATOCARCINOGENESIS MATRILIN-2-HIANYOS EGEREKBEN

oran keresztiil, melyet az elsddleges antitesttel (p53,
B-katenin, GSK-3B, p-GSK-30/B, p-c-Myc, p44/42,
p-p44/42, p21/CIP1, p-Rb, 1:500-1:1000 higitasban) valo
inkubalas kovetett 4 °C-on 16 6ran at. ,,Loading” kontrollként
B-aktint hasznaltunk. Ezt kdvetéen a membranokat Gtszor
TBS-0,5 V/V% Tween-20 oldattal mostuk, majd megfeleld
HRP-konjugalt masodlagos ellenanyagokkal inkubaltuk 1
oran keresztiil. A jelek detektaldsa megegyezett a fehérje
array-knél leirtakkal. A hasznalt ellenanyagok adatait az 1.
tablazat tartalmazza.

Szovettani és immunhisztokémiai analizis

Az egérmajakat kettévagtuk, és a tovabbi vizsgalatok cél-
jabol egyik résziiket lefagyasztottuk, masik résziiket 10%-os
formaldehidben fixaltuk, majd paraffinba agyaztuk a szévet-
tani vizsgalathoz. A metszeteket a xilolos deparaffinalast ko-
vetéen hematoxilin-eozinnal (HE) festettiik. A festett metsze-
teket szovettani vizsgalatnak vetettiik ala.

Immunfluoreszcens jeloléshez metanol-aceton-fixalt 10
um vastag fagyasztott metszeteket hasznaltunk. Az aspeci-
fikus kotések blokkolasa 10 w/v%-os szamar vagy kecske al-
bumin/PBS oldattal 37 °C-on 1 ¢6raig tortént. A mintakat 4
°C-on egy ¢jszakan at elsddleges ellenanyaggal (Matn2, lami-
nin, B-katenin, GSK-3f, p-GSK-3a/f, p-c-Myc 1:200-1:400
higitasban) inkubaltuk. A Matn2-vel és lamininnal jel6lt min-
takat Cy3-konjugalt szamar anti-kecske-IgG ¢és Cy2-konju-

w/v%-0s, TBS-ben oldott tejporral (Bio-Rad) blokkoltuk 1 galt szamar  anti-nyul-IgG antitestek  (Jackson
1. tdbldzat
Kisérletekhez haszndlt ellenanyagok adatai
ELSODLEGES ANTITESTEK FAJ GYARTO* CAT. NO. HIGITAS HIGITAS WB
IHC/IF

B-aktin Nyul monoklondlis Cell Signaling 4967 - 1:1000
B-katenin Nyul monoklonalis Cell Signaling 9562 1:200 1:1000

p53 Nyl poliklonalis Abcam ab61256 1.75 1:500

p21 Nyl poliklonalis Abcam ab7960 175 1:500
Foszfo-Rb (Ser780) Nyl poliklonalis Cell Signaling 9307 1:500 1:750

p44/42 MAP Kinaz Nyl poliklonélis Cell Signaling 9102 - 1:500
Foszfo-p44/42 (Thr202/204) Nyul monoklondlis Cell Signaling 4370 1:100 1:1000

Ki-67 Nyul monoklondlis Thermo Fischer Scientific | RM-9106 12 -

GSK-3B (27C10) Nyul monoklondlis Cell Signaling 9315 - 1:500
Foszfo-GSK-30/p (Ser 21/9) Nyl poliklonalis Cell Signaling 9331 1:100 1:750
Anti-foszfo-c-Myc (Thr58) Nyl poliklonalis Thermo Scientific PA1-14268 1:200 1:500
Matrilin-2 Kecske poliklonalis R&D Systems AF3234 1:200 -

Laminin Nyl poliklonalis DakoCytomation 70009 1:400 -
MASODLAGOS ANTITESTEK |FAJ GYARTO* CAT. NO. HIGITAS IHC |HIGITAS WB
Anti-kecske-lgG/Biotinilalt Nyl poliklonlis DakoCytomation E 0466 1:200 -

Anti-kecske IgG/Cy2-konjugalt Szamér poliklonalis Jackson 711-225-152 1:400 -

Anti-nyul IgG/Cy3-konjugalt Szamér poliklonalis Jackson 705-165-147 | 1:400 -

Alexa Fluor® 555 anti-nyul-IgG Szamar poliklondlis Invitrogene A31572 1:200 -
Anti-kecske-IgG/HRP Nyl poliklonélis DakoCytomation P 0449 - 1:2000

* Cell Signaling Technology, Danvers,

MA; Abcam, Cambridge, UK; Thermo Fischer Scientific Inc., Fremont, CA; Thermo Scientific, Pierce
Biotechnology, Rockford, USA; R&D Systems, Minneapolis, MN; DakoCytomation, Glostrip, Denmark; Jackson ImmunoResearch Laboratoies
Inc.,, West Grove, PA; Invitrogene by Life Technologies, Carlsbad, California.

2012; 1:1-40.
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ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA, USA)
kombinacidjaval inkubaltuk. A mosasi Iépést kovetden a
B-katenin, GSK-3f, p-GSK-30/f és p-c-Myc jel6lt metszete-
ket Alexa Fluor 555" szamér anti-nyul-IgG méasodlagos anti-
testtel (Invitrogene by Life Technologies) szobahdmérsékle-
ten 30 percig nedves kamraban inkubaltuk. A sejtmagokat 1
pg/ml PBS-ben oldott DAPI-val festettiik 5 percig. A festett
metszeteket Lucia Cytogenetics 1.5.6 programmal ellatott
Nikon Eclipse E600 fluoreszcens és Bio-Rad MRC-1024
konfokalis 1ézermikroszkoppal fotoztuk.

A paraffinba dgyazott méjak esetében a deparaftinalt met-
szetek feltarasa Target Retrieval oldatban (Dako, Glostrup,
Denmark), 3 percig tarté magas nyomasu kuktaban tortént, és
is alkalmaztunk 10 percig. Az endogén peroxidazok blokko-
lasat 10% metanolban oldott H,0,-dal végeztiik szobahémér-
sékleten 30 percig. Az aspecifikus kotések blokkolasdhoz
normalis szérumot hasznaltunk, ezt kovetden a metszeteket 4
°C-on egy ¢jszakan at elsddleges ellenanyaggal inkubaltuk
(p53, p-p44/42, p21/CIP1, Ki-67, p-Rb, p-p44/42, Ki-67,
p-GSK3p 1:75-1:500 higitasban). Masodlagos ellenanyag-
ként biotinilalt kecske anti-nytl-IgG ellenanyagot hasznal-
tunk, mellyel a metszeteket 30 percig, szobahdmérsékleten
kezeltiik. A felhasznalt ellenanyagok adatait az /. tabldzat
tartalmazza. A jelerdsités 1:50 koncentracidoban oldott avidin-
biotin  komplexszel (ABC) (Vector Laboratories,
Burlingame, CA USA) tortént 30 percig szobahémérsékleten.
A jeleket 3,3-diaminobenzidin-tetrahidroklorid (DAB) kro-
mogén szubsztrat oldattal. A képeket az Olympus BXS50
(Tokyo, Japan) mikroszkoppal készitettiik el.

Statisztikai analizis

A relativ génexpresszids eredmények normalis eloszlasat
D’ Agostino & Pearson omnibusz normalités teszttel végeztiik
a Prism 4.03 (Graphpad Software Inc.) program segitségével.
A szignifikans eltéréseket a VT kontroll vs. VT DEN, VT
kontroll vs. Mam2™ kontroll, VT DEN vs. Mam2™~ DEN és
Matn2”" kontroll vs. Matn2”~ DEN csoportok kézott nem-pa-
rametrikus Mann—Whitney-teszttel és Student-féle t-probaval
vizsgaltuk Graphpad Prism programmal. Az egymastol fiig-
getlen kisérletsorozatokat a reprodukalhatosag szempontja-
bol megvizsgaltuk. Csak a reprodukalhato szignifikans valto-
zasokat jeleztiik szignifikansként. A kapott értékeket statiszti-
kailag szignifikansnak tekintettiik, ha p<0,05.

Eredmények

A Matn2-hianyos egerek érzékenyebbek a DEN altal
kivaltott carcinogenesisre

A fiatal VT kontroll egerek majaban a Matn2 fehérje a
portalis erek (/4 dbra) és az epeutak (1 C abra) koril volt 1at-
hatd, részben a lamininnal (/B, 1D dbrak) azonos lokalizacio-
ban. Nem volt kimutathaté reakcié a Matn2™~ egerek majban
(IE dbra), mely bizonyitékul szolgal a gén hianyéra.

A Matn2 tumorgenesisben betdltétt szerepének vizsgala-
tara HCC-modellt hoztunk létre Matn2™ és VT egerek egy-
szeri DEN kezelésével. Hat honap utan dysplasticus valtoza-
sok, igy a kontroll egerekben tapasztaltnal magasabb frekven-
ciaju mitdzis, a magi polimorfizmus és rendellenes kromatin-
szerkezet voltak megfigyelhetdk. Nyolc honappal a DEN ke-
zelést kovetéen makroszkoposan észlelheté tumorok fejléd-
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tek, az atlagos tumorszdm 4,25 volt a VT és 6,8 a Matn2™"
egerekben (n =4, 5).

A fenti elékisérlet alapjan a masodik kisérletsorozatban
az allatokat mar csak 10 honappal a DEN kezelést kovetden
vizsgaltuk (24 dbra). A bels6 szervek morfoldgidja nem val-
tozott a Matn2 hianyaban, igy a maj fenotipusa sem kiilonbo-
z6tt a kontroll méjakétol. A testtomegre vonatkoztatott majto-
meg szignifikansan magasabb volt Mam2 ™ egerek esetében.
A VT és Matn2”" kezeletlen allatok méajaban makroszkopikus
tumorokat nem észleltiink, azonban a Matn2” kontroll méajak
HE metszetein tumorkezdeményeket figyelhettiink meg ( 1asd
késébb). A VT DEN kezelt egerek 78%-ban, mig a Matn2 ™"
DEN kezeltek 100%-ban alakult ki jol lathaté daganat, me-
lyek mérete is nagyobbnak bizonyult (24/1, 24/2 abrak). A
tumorszam/egyedszam és majtomeg/ testtdmeg aranyok szig-
nifikdnsan magasabbak voltak a Mam2”~ DEN kezelt 4llatok
esetében, Osszehasonlitva a VT DEN kezeltekével.

A Matn2 hianya noveli a majsejtek proliferacios
kapacitasat

A Mam2”" egerek majaban keletkezé spontan tumor go-
cok alapjan feltételezziik, hogy majsejtekben olyan elvaltoza-
sok vannak, melyek hajlamossa teszik 6ket a rosszindulata el-
valtozasok kialakulasara. Ezt tamasztotta ala a foszfo-RTK-
array, ami az EGFR fokozott foszforilacidjat mutatta és a
foszfo-MAPK-array, ahol az ERK2, p385 és Akt3 aktivaloda-
sa volt lathat6 (34, 3B dbrdk). A Matn2”~ egérmajakbol ké-
sziilt western bloton az ERK1/2 spontan foszforilacioja volt
megfigyelhetd. Az immunhisztokémidval a daganatos foku-
szok sejtjeinek magjaban figyelhettiink meg foszfo-ERK1/2-
pozitivitast (44/1, 4B, 5 abrak). Habar a foszfo-MAPK-array
nem érzékelte a GSK-3f esetében expressziojanak eltéréseit a
vizsgalt csoportokban, a western blot a Matn2 ™ egerek maja-
ban klasszikus inaktivaciot okozo foszforilaciot mutatott a
GSK-3 a és 3 esetében a Ser9 és 21 foszforilacios helyeken.
Mindezek hataséra a f-katenin felhalmozdodott a majsejtek ci-
toplazmajaban, és csokkent a c-Myc inaktivalo Thr58 fosz-
forilacioja (34, 44/1, 44/2, 4B, 5. abrak). Ennek kovetkezté-
ben csokkent a p21/CIP1 mRNS és fehérje mennyisége; csok-
kent a retinoblastoma mRNS expresszidja €s inaktivalo
foszforilacidja, mely a sejtciklus aktivalodasat eredményezte
(2C, 2D, 4A/1, 44/2, 4B abrak). Az immunhisztokémia meg-
erdsitette a western blottal kapott eredményeket (44/1, 44/2,
4B, 5. abradk). A Ki-67-pozitiv sejtek megnovekedett szama
tovabbi bizonyitékul szolgal a Matn2”~ majban tapasztalhatd
megndvekedett proliferacios aktivitasra (5. dbra).

Eltérés mutatkozott a B-katenin mRNS- és fehérjeszintje
kozott, csokkent az mRNS és nétt a fehérje mennyisége a
Matn2”~ majban. Habér a B-katenin fehérje mennyisége nétt,
a sejtmagi lokalizacidjanak hianya megkérddjelezi a tumor-
képzddésben betdltott szerepét (2B, 44/1, 4B, 5. abrak). Mig
p53 gén mRNS expresszidja csokkent, a fehérjét nem tudtuk
sem western blottal, sem immunhisztokémiaval kimutatni (az
adatok nincsenek feltiintetve).

A jelatvitel valtozasai a HCC indukalasat kovetéen vad
tipusu és Matn2 hianyos egerekben

Hasonloan a Mam2™ kontroll majakhoz, a DEN-indukél-
ta carcinogenesist kovetden is a foszfo-RTK-array-en az
EGREF aktivalodott és a foszfo-MAPK-array-en az ERK2,
p383, Akt3, GSK-30/f foszforilaciojat figyelhettilk meg (34,
3B abrak). Mig a VT kontroll majakban nem volt jel, addig a
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DEN kezelés hatasara erés ERK1/2-aktivacio mutatkozott.
Az immunhisztokémiai analizis megerdsitette a western blot
eredményeit, a maj praeneoplasticus gocaiban és a tumorok
teriiletén a DEN kezelt egerekben a foszforilalt p44/42-t ki-
mutaté ellenanyag erds magi lokalizacidju reakciot eredmé-
nyezett (44/1, 4B, 5. abrak).

A p21/CIP1 mRNS expresszidja megemelkedett, mig a
retinoblastoméé csokkent a DEN kezelés hatasara (2B, 2C,
2D abrak). Habar a mRNS-expresszié hasonld volt, a
p21/CIP1 fehérje szintje kiilonbozott a VT és Matn2”~ DEN
kezelt allatokban. A fehérje koncentracidja VT-kontrollhoz
képest a VT DEN kezelt majakban megnétt. Csak csekély
emelkedést tudtunk mérni a DEN kezelt Mam2™~ méjak ese-
tében a Mam2”~ kontrollmintakhoz képest, azonban a p21
szintje mindkettdben alacsonyabb volt a VT kontrollmajak
értékeinél (44/1, 44/2, 4B abrak). Ezzel 6sszhangban az
immunhisztokémiai analizis a VT DEN kezelt méjakban a
p21/CIP1 fehérje mennyiségének novekedését és sejtmagi re-
akciojat, mig a Matn2™~ DEN kezelt majakban a fehérje csok-
kenését mutatta (5. abra). A B-katenin fehérje expresszidja
megndtt a DEN kezelt majakban, a legintenzivebb fest6dés a
Matn2”" DEN kezelt mintakban lithato. A DEN kezelt méajak
alacsony B-katenin mRNS egyensulyi allapota arra utal, hogy
a megndvekedett fehérjemennyiség a P-katenin csokkent
inaktivacidjanak eredménye.

matrilin-2

2012; 1:1-40.
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VT kontrollmajak membran reakcidjaval szemben a
Matn2”" és DEN kezelt majakban a B-katenin a citoplazmé-
ban felhalmozddott fel, emellett egyik esetben sem taldltunk
jelet a magban (5 dbra).

Diszkusszio

Annak ellenére, hogy viszonylag sokat tudunk a Matn2
szerkezetérdl és szoveti elhelyezkedésérdl, szerepe maig tisz-
tazatlan (3, 5, 14, 15). A Matn2 egy ECM fehérje, amelyrdl
megallapitottak, hogy a maj progenitor oval sejtjei is termelik
(9). Minddssze egy kozlemény foglalkozik azzal, hogyan val-
tozik a Matn2 a HCC-ben, de ez a vizsgalat nem érinti a jelat-
vitel valtozasait (11). Mivel kérositas nélkiil a Mam2™" alla-
tok majan nem latszodott fenotipusos eltérés, jelen tanul-
manyban funkcionalis vizsgalat céljabol egy mar bevalt DEN
indukalta HCC-modellt alkalmaztunk (12). A makroszkopos
tumorgocok kialakulasahoz 10 honapra volt sziikség a VT és
Matn2”" egerekben, azonban az utobbiak majaban szignifi-
kansan tobb daganat képz6dott. Feltiing kiilonbség volt, hogy
a Mam2™~ egerekben a sporadikus mikroszkopikus tumor
kezdemények alakultak ki a DEN kezelés nélkiil is. Ez arra
utal, hogy a Matn2 hidnya fokozza a majsejtek proliferacios
aktivitasat és elésegiti a daganatképzodést. Ezek a megfigye-
lések a Matn2 ma4j carcinogenesissel szembeni védd szerepé-

laminin 1. dbra

A Mant2 immunreak-
cio fiatal egerek mdjd-
ban (A, B). A Matn2 im-
munfestédés a portdlis
erek kéril a legintenzi-
vebb (nyil), de az epe
utak kordl (nyilak) is
megtaldlhaté a 40 na-
pos VT egerek fagyasz-
tott mdjmetszetein (C,
D). A Matn2 parcidlisan
kolokalizdl a laminin-
nal, azonban vannak
olyan strukturdk, ahol
a Matn2 jel sokkal in-
tenzivebb (nyilak) (E,
F). A Matn2”~ egerek
mdjdban nincs jel. Az A,
B, E, F dbrdkon feltiin-
tetett Iépték hossza 0,1
mm, a C és D dbrdk
esetében 0,05 mm.
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3. dbra
Jeldtviteli utak vizsgdlata foszfo-RTK antitest array (A) és foszfo-MAPK antitest array (B) segitségével. Az RTK-recep-
i torok kézlil, csak az EGFR aktivdcidja mutatott eltérést a csoportok kbzott.
re hivjak fel a figyelmet. A hattérben zajlé mechanizmusok Ahhoz, hogy a jelatvitel kiindulopontjara ratalaljunk,
felderitéséhez kulcsfontossagu volt a jelatviteli fehérjék val-  tirozin-kinaz-receptorokat vizsgaltunk foszfo-RTK-array se-
tozasainak vizsgalata. gitségével, mely csak az EGFR foszforilaciojat mutatta ki.
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- A szabdlyozé fehérjék western blot adatai VT kontroll, VT DEN, Matn2”~ kontroll és Matn2”~ DEN kezelt egércsopor-
: tokban (A). A csikok p-aktinra normalizdlt intenzitds értékei Idthatdk a grafikonon (B).

Mivel a Matn2 szamos EGF-szer(i domént tartalmaz, azt fel-
tételezziik, hogy a Matn2 vetélkedni képes az EGF-liganddal
a receptorhoz kotddésért. Ez azt jelenti, hogy a Matn2 hidnya
noveli az EGFR ligandkoto képességét, ami az aktivalodasat
eredményezi. Azonban feltételezésiink bizonyitasahoz tovab-
bi vizsgélatok sziikségesek. Emellett probaltuk, eddig sikerte-
leniil azokat az integrinreceptorokat is feltérképezni, melyek
befolyasolhatjak az aktivaciot. Korabbi adatok azonban két-
ségbe vonjak a Matn2-integrin kapcsolat jelentdségét (7).
Tovébbiakban alkalmazott foszfo-MAPK-array ravilagi-
tott az aktivalodott ERK2 kiemelkedd szerepére, de a p389,
pan Akt és Akt3 foszforilacidja is megndtt. Az eredmények
bizonyitasara készitett western blotok ismét a p44/42
(ERK1/2) foszforilaciojat erdsitették meg a Mam2”~ majak

ORVOSKEPZES

esetében. Ugy tiinik tehat, hogy a Matn2 hianyaban aktivalo-
do koros folyamatok egyik kritikus pontja a MAPK utvonal
aktivalodasa, mely vezethet a majsejtek daganatos iranyu at-
alakulasahoz. Jollehet a foszfo-MAPK array-vel ezt kevésbé
tudtuk bizonyitani, a GSK-30/p foszforilacidja, melyet a wes-
tern blot igazolt tekinthet6 az aktivalodas masik kritikus ele-
mének. A GSK-3a/p fehérjéket a Ser9 és Ser21 helyen torténd
foszforilacioval inaktivalédnak, melyek ezzel miikodési pozi-
cioba juttatjak a c-Myc és B-katenin fehérjéket. Ez azt jelenti,
hogy az ERK1/2 Gt mellett a Wnt utvonal is szerepet kap az
eseményekben. Habar irodalmi adatok szerint tobbnyire az
Akt fehérje az, ami kikapcsolja a GSK-3B-t (16) és a foszfo-
MAPK-array enyhe pan Akt foszforilaciot jelzett, a western
blot eredmények eddig nem tudtak megerdsiteni az Akt szere-
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¢ Az dltalunk vizsgdlt fehérjék immunhisztokémiai analizise VT kontroll, VT DEN, Matn2”~ kontroll és Matn2”~ DEN ke-
: zelt egércsoportokban. Az dbrdkon feltiintetett épték hossza a paraffinos metszetek esetében 0,1mm és 0,001 mm és
0,05 mm a fagyasztott metszeteknél. A GSK festéseket MRC-1024 konfokdlis lézer scanning mikroszkdppal, a f-katenin
i immunbhisztokémidkat Nikon Eclipse E600 fluoreszcens mikroszkdppal, a tébbi festédést Olympus BX50 fénymikro-
i szképpal vizsgdltuk.
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Feltételezett jeldtviteli mechanizmus sematikus dbrdzoldsa Matn2”~ egerekben. Az ditalunk vizsgdlt molekuldkat csil-
i laggal jeldltiik. A megndévekedett expresszidju és/vagy aktivdlodott fehérjéket fehér hdttér, a lecsokkent és/vagy

inaktivdlddott fehérjéket sziirke hdttér jelzi.

pét. Ding és munkatarsai leirtak, hogy az ERK1/2 is képes a
GSK-3p inaktivalasara a Thr43 foszforilaciojaval (17), tovab-
ba a GSK-3f gatlasa el6idézheté az ERK1/2 foszforilacidjan
keresztiil a PKCS aktivacidjaval is (18).

A GSK-3p inaktivacidjaval sszhangban annak lehettiink
tanui, hogy a fB-katenin fehérje mennyisége megnétt és a
c-Myec inaktivacidjat okozd Thr58 foszforilacio csokkent. A
GSK-3p altal kozvetitett gatld hatas kiesése tehat a majsejte-
ket proliferativ allapotba kényszeriti (19). Ezt erésitette meg a
Ki-67 immunreakcio is, ami a kezeletlen Matn2” egerek ak-
tivalt majsejtjeiben jelentkezett.

Eddig nem talaltunk magyarazatot a 3-katenin sejtmagi
lokalizacidjanak hianyara. A B-katenin miikddését szabalyo-
z6 hatasan til Jin és munkatarsai arrél szamolt be, hogy a
GSK-3B-nak fontos szerepe van a Cdk4/ciklin-D3 komplex
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foszforilacio tjan torténd inaktivalasaban. Ez egy alternativ
magyarazat lehet arra, hogy a GSK-3f inaktivacioja miként
serkenti a proliferaciot (20).

Az eddig vazolt tényekhez jol illeszkednek a p21/CIP1
eredmények. A p21/CIP1 szintje megnétt a DEN kezelés ha-
tasara a VT allatok majaban, ami 6sszhangban van az irodal-
mi adatokkal (21). Ezzel szemben a Matn2 hianyaban a
p21/CIP1 fehérje koncentracidja csokkent, és ez a DEN keze-
Iés hatasara sem valtozott meg. Ez azt jelenti, hogy a Matn2
altal befolyasolt jelatvitel elengedhetetlen a p21/CIP1 szint
novekedéséhez a DEN altal kivaltott majcarcinogenesisben.
A p21/CIP1 mennyiségének csokkenése jol magyarazhato a
GSK-3p inaktivalodasaval, melynek hatasara a c-Myc aktiva-
lodik. A tovabbiakban a c-Myc indukalja az AP4-et, ami a
p21/CIP1 gatld transzkripcios faktora (22).
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Az irodalom mar beszamolt a DEN kezelés ERK1/2 akti-
valo, p21/CIP1 noveld és stabilizalé hatasardl (23). Ez a
p21/CIP1 lehet részben funkciondlisan aktiv, ami kevesebb
tumorgodcot eredményezett a VT DEN kezelt egérmajakban.
Valoéban tanti lehettiink a p21/CIP1 mRNS- és fehérjeszintii
fokozodasanak a VT DEN kezelt allatok esetében. Ugy tiinik
azonban, hogy ez a mechanizmus nem miikddik a Mam2™
egerekben, ahol a p21/CIP1 mRNS ¢és fehérje mennyisége
csokkent, jelezve a GSK-3B-c-Myc-p21/CIP1 tengely aktiva-
lodasat. Ez a p21/CIP1 szintézis transzkripcio szintii gatlasat
eredményezte. A fentick mellett az az adat, hogy a Mam2™"
DEN egerekben a p21/CIP1 megemelkedett mRNS szintjével
szemben a fehérje mennyisége csokkent, felveti a transzlacio
gatlas vagy fokozott lebontas lehetdségét. Ennek alapjan a
Matn2 p21/CIP1 proteolizis gatld hatasa is felvethetd. Ez azt
jelenti, hogy a mar emlitett p21/CIP stabilizaci6 valdsziniileg
Matn2-fiiggd (23).

to proteoszoéma-rendszert aktivalja (25).

Az Rb fehérje fokozott Ser780 foszforilacidja arra utal,
hogy a p21/CIP1 gatlasa miatt a Rb-t egy Cdk4/CyclinD3
komplex foszforilalja és gatolja (20). Az is ismert, hogy az
ERK1/2 6sszekapesolodhat a Cdk4/ciklin-D1 komplexszel,
elésegitve annak miikddését (26). Ez a mechanizmus szintén
szerepet jatszhat a Mam2™”~ egerek majaban megndvekedett
Rb foszforilacioban.

A vazolt valtozasok egyiittesen fogékonnya teszik a keze-
letlen Mam2™" 4llatokat a majrak kialakulasa irant (6 dbra).
Munkank a Matn2 hidnya miatt kialakult hepatocarcino-
genesis 3 fontos tényezdére vilagit ra:

» MAPK utvonal aktivacioja,

HEPATOCARCINOGENESIS MATRILIN-2-HIANYOS EGEREKBEN

» a GSK-3f inaktivacidja, ami a f-katenin mennyiségét fo-
kozza és a c-Myc protoonkogén aktivalodasat idézi eld,

» a p21/CIP inaktivacidja az Rb fehérje kovetkezményes
foszforilacidjaval, melyet a Cdk4/ciklin-D3 vagy a
Cdk4/ciklin-D1 idéz eld.

A VT kontrollméjak kivételével, ahol a B-katenin reakcio
a membranban lathato, a fehérje a citoplazmaban halmozo-
dott fel sejtmagi lokalizacid nélkiil. Jelenleg nincs elképzelé-
stink arra, hogy a p-katenin mért nem transzlokalédik a mag-
ba. Az irodalom szerint lokalizacidjat a k6tddo fehérjék hoz-
zaférhet6sége és foszforilacidja hatarozza meg. E feltevés
tisztdzasa a jovo feladata (27).

A p53 gén mutécidja gyakori a kiillonb6z6 tipust human
rakokban és gyakran pontmutacioval jar (28). A Matn2™" ege-
rek majaban a p53 mRNS expresszidja alacsonyabb volt, mint
a VT méjban (az adatokat nem mutatjuk). A p53 fehérje egyik
altalunk vizsgalt majmintaban sem volt kimutathat6. Ebbdl
arra kovetkeztethetlink, hogy valoszintileg rovid felezési ide-
jti vad tipust p53 van jelen VT és Matn2”~ egerek méjaban.

Osszefoglalva, adataink egyértelmiien jelzik, hogy az itt
leirt DEN kezelt ,.knock out” allatmodell teljes mértékben al-
kalmas a hepatocarcinogenesis vizsgalatara, a korabbi kozle-
ményekben foglaltakat megerésiti és fontos 01j eredmények-
kel egésziti ki. A Matn2 hidnya sokkal érzékenyebbé teszi a
majat a hepatocarcinogenesis folyamataval szemben. Jollehet
a Matn2”" egerek majaban szabad szemmel nem talaltunk tu-
morokat, a tumorképzddésre vald fogékonysag egyértelmiien
bizonyithatd volt a szovettani vizsgalattal. A DEN kezelt alla-
tokon végzett majrak indukci6é soran a kiilonbség szabad
szemmel is egyértelmiivé valt.

Ez a tanulmany bizonyitja, hogy a Matn2 tumorszup-
presszor szereppel bir a hepatocarcinogenesis soran. Mun-
kankkal harom lehetséges forropontot sikeriilt felderiteniink,
ahol a molekula beavatkozhat a daganatképzddés folyamata-
ba.
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A komplementparaméterek eldre jelzik a C1-inhibitor
hianyaban kialakul6 hereditaer angiooedema
sulyossagat

Complement pathway parameters predict disease severity
in hereditary angioedema

OSSZEFOGLALAS Bevezetés. A funkcidképes Cl-inhibitor (CT-INH) hianyaban kialakuld :
hereditaer angiooedema (HANO-C1-INH) autoszomalis dominans médon 6roklédé be-
tegség, amelynek etiolégidjaban a CT-INH génjében bekovetkezé mutacio jatszik sze- :
repet. A kérképre jellemzé angiooedemds epizddok sulyossaga és gyakorisaga elére :

nem josolhaté meg a rendelkezéstinkre all6 médszerekkel.

Célkittizés. Célunk volt, hogy megvizsgaljuk, van-e sszefliggés a HANO-CT-INH sulyos-
saga és a komplementaktivacios termékek szintje kozott, mutat-e Osszefliggést a ke- :
zeléssel, valamint el6re jelezhet6-e ezen paraméterek alapjan a HANO-C1-INH sulyos- :

saga.

Médszer. A komplementaktivacios termékek (CIrC1sC1-INH, C3bBbP, SC5b-9), valamint :
a funkciondlis C1-INH szint és a HANO-CT-INH sullyossaga (éves rohamszam, illetve a su- :
lyos rohamok kezelésére alkalmazott C1-INH koncentratum (CT-INHcc) mennyisége) :

kozotti 6sszefuiggéseket 105 beteg bevonasaval vizsgaltuk.

Eredmények. HANO betegekben a median CirCisCT-INH-szint emelkedett volt az :
egészséges egyénekhez képest (32,8 U/ml vs. 3,4 U/ml; p<0,0001). Mind a teljes beteg :
populacidban, mind a danazollal kezelt csoportban szignifikans korrelaciét talaltunk a :
ClrC1sC1-INH, illetve funkcionalis C1-INH-szintek, valamint a sulyossagi markerek (éves :
rohamszam, illetve elfogyasztott C1-INHcc szama) koézott. Eredményeink alapjan mind :
a CIrC1sCT-INH-, mind a funkciondlis C1-INH-szint prediktiv érték( a betegség sulyossa- :
gat illetéen, akdr az éves rohamszamot (OR=4,38 [1,43-13,43], p=0,010), akér az elfo- :

gyasztott C1-INHcc szdmét (OR=11,78 [2,54-54,67], p=0,002) vesszik figyelembe.

Kovetkeztetések: Az altalunk leirt prediktiv paraméterek segitséget nyujthatnak a :
HANO-C1-INH betegek komplex elldtasaban és az egyéni kezelési stratégia kialakitasa- :

ban.

KULCSSZAVAK hereditaer angiooedema, Cl-inhibitor, komplementaktivalodas, :

CirC1sC1-INH, C3bBbP, SC5b-9

SUMMARY Introduction: Hereditary angioedema (HAE-C1-INH), caused by deficiency of
functional Cl-inhibitor (C1-INH), is a rare autosomal dominant disorder. However, the :
frequency and severity of the angioedema episodes cannot be predicted by the

recently used methods.

Aim: Our aim was to analyze the relationship between the severity of HAE-C1-INH and '
the generated complement activation products, as well as to assess the predictive :

value of these parameters on disease severity.

Methods: We studied the association between disease severity and complement :
activation products in 105 HAE-C1-INH patients. Disease severity was characterized by :
the frequency of angioedema attacks or alternatively, by the number of C1-INH :

concentrate ampoules (CT-INHcc) used for the treatment of attacks.

Results: Median ClrC1sC1-INH level was higher (32,8 U/ml vs. 3,4 U/ml; p<0,0001) in :
patients, compared to controls. CIrC1sCT-INH and functional CT-INH concentrations :
strongly correlated with attack number and amount of CI-INHcc, both in the whole :
patient population and in the subgroup of patients on danazol prophylaxis. Both :
CrC1sC1-INH and CT-INH are suitable for predicting disease severity based on attack :
frequency and number of CI-INHcc (OR=4,38 [143-13,43], p=0,010 and 11,78 :

[2,54-54,67], p=0,002, respectively).

Conclusions: We presume that both CIrC1sC1-INH and C1-INH might prove sensitive
predictors of the severity of HAE-C1-INH, a disease characterized by unpredictable :

edematous attacks.

KEYWORDS hereditary angioedema, Cl-inhibitor, complement activation, CrC1sC1-INH, :

C3bBbP, SC5b-9

2012; 1:1-40.

ORVOSKEPZES

Csuka Dorottya
Varga Lilian

Fiist Gyorgy
Prohaszka Zoltan
Farkas Henriette

Semmelweis Egyetem,
lll. Sz. Belgyégyaszati Klinika

LEVELEZESI CiM:

Csuka Dorottya

Semmelweis Egyetem,

lll. Sz. Belgydgyaszati Klinika
1125 Budapest, Kutvolgyi ut 4.

E-mail:
csukadorka@gmail.com

ORVOSKEPZES



Csuka Dorottya és munkatarsai

Roviditések
CI-INH Cl-inhibitor
CI-INHcce Cl-inhibitor koncentrdtum

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

HAE-CI-INH hereditary angioedema due to Cl-inhibitor deficiency

HANO-CI-INH  Cl-inhibitor-hiany kévetkeztében kialakulo
hereditaer angiooedema

Bevezetés

A funkciondlis Cl-inhibitor (C1-INH) hianyaban kiala-
kul6 hereditaer angiooedema (HANO-C1-INH) autoszomalis
ban a C1-INH génjében bekdvetkezd mutacid jatszik szerepet
(1). Az I-es tipust HANO-ban (a betegek 85%-a) a C1-INH
fehérje szintje csokkent, mig a II-es tipusi HANO-ban (a be-
tegek 15%-a) funkcioképtelen fehérje termelddik a mutans
génrol, ezért a C1-INH szérum koncentracioja normalis, vagy
kérosan magasnak mutatkozik az albuminhoz val6 kotddése
miatt. Mindkét tipusban a C1-INH aktivitds 5-30% koriili,
alatta marad a varhat6 50%-nak, aminek egyetlen teljesen
expresszalodo allél esetében kellene lennie. Becslések szerint
a ritka korképek kozé tartozo6 HANO-CI-INH vilagszerte
1:10 000—50 000 embert érint (1). A betegség jellegzetes tii-
netei a subcutan lokalizacioju és/vagy a fels6 légutak vala-
mint a gastrointestinalis traktus nyalkahartyajan jelentkezo
oedemak, melyek kialakulasaban a bradikinin jatszik elsddle-
ges szerepet (2). A fels6 1égutak nyalkahartyajan kialakulo
roham néhéany 6ran beliil fulladashoz vezethet (3). A gyomor-
béltraktus falan jelentkezé submucosus oedema soran preg-
nans tiinet a hanyinger, hanyas, gorcsos hasi fajdalom és a ro-
hamokat kovetd vizes hasmenés. Mivel a HANO-C1-INH
abdominalis rohamai akut has klinikai képét utanozhatjak, a
betegek gyakran esnek at folosleges sebészi beavatkozasokon
(laparotomia, laparoscopia) a tiinetek kapcsan, am a miitétek
soran oedemas bélfalon kiviil egyéb koros eltérést nem talal-
tak a hasban. A differencidldiagnosztikaban elsddleges szere-
pe van a hasi ultrahangvizsgalatnak. Subcutan roham leg-
gyakrabban végtagokon, arcon, szemhéjakon, nyakon, tor-
zs0n, glutealis tajon, nemi szerveken jelentkezik. Az oedemas
1ézidk tobbnyire nem fajdalmasak, borpirral nem jarnak, és
nem viszketnek, mivel az oedema a bér mélyebb rétegeiben
helyezkedik el, ahol kevesebb a hizosejt €s a szenzoros ideg-
végzodés. A béron megjelend angiooedema akadalyozhatja a
beteget napi tevékenységében, de ritkan okoz lokalis vagy
szisztémas karosodast. A rohamok megjelenési gyakorisaga
¢és sulyossadga nemcsak egy egyénen beliil, hanem egy csalad
érintett tagjait tekintve is kiszamithatatlan, nagy variabilitast
mutat (4, 5). Az oedemas epizdédok nagytokt valtozékonysa-
ga genetikai (6-10) és kornyezeti tényezokkel (11, 12) ma-
gyarazhat6.

HANO-CI1-INH-ban a funkcioképes C1-INH hianya a
plazma-enzimrendszerek kontrollalatlan aktivalodasat okoz-
za, igy bradikinin képzddik, amely néveli a kapillarisok fala-
nak ateresztoképességét. Ennek kovetkeztében az érpalyabol
a plazma a szovetek kozotti térbe aramlik, angiooedema ki-
alakulasdhoz vezetve (1). A tiinetek legtobbszor mar gyer-
mekkorban jelentkeznek (populacio 50%-a); a korai diagné-
zis ¢és a kezelés bevezetése alapvetd fontossagu a beteg élet-
mindsége szempontjabol.

A HANO-C1-INH terapiaja az ismert rohamot provokald
tényezok elkeriilését, a kialakult angiooedema kezelését, il-
letve a tiinetek megeldzésére alkalmazott terapiat foglalja ma-
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gaba. Jelenleg a rohamok akut kezelése a hianyzo fehérje p6t-
lasaval, tisztitott C1-inhibitor koncentratum (C1-INHcc) ada-
saval torténik hazankban. Megel6z6 kezelésre attenualt
androgént (danazol), tranexamsavat, illetve specialis esetek-
ben C1-INHce-t alkalmazunk, a nemzetkézi ajanlasoknak
megfeleléen (13).

A terapia bevezetése el6tt, illetve hatékonysaganak moni-
torozasa soran a kezeld orvos csupan retrospektiv modon, a
beteg beszamoldira (évenként atélt rohamok szama, stilyossa-
ga) hagyatkozhat a betegség sulyossaganak megitélésében
(14, 15). Fontosnak tartottuk, hogy talaljunk egy olyan objek-
tiv laboratoriumi markert, amely a betegek beszamoloit ki-
egészitve, ettdl fiiggetlen képet ad a HANO-C1-INH sulyos-
sagarol. Korabban leirtuk, hogy a kezelésben még nem része-
stilt betegek diagnoziskor mért funkcionalis C1-INH szintje
Osszefliggést mutat a betegség stlyossagaval (16). Feltételez-
tilk, hogy a C1-INH mellett a C1-INH altal szabalyozott akti-
vacios termékek is tovabbi kiegészité markerek lehetnek (17).
CI1-INH hianyaban, az oedemas roham soran a komplement,
kinin, koagulacios és fibrinolitikus rendszerek kontrollalatla-
nul aktivalodnak (18). A C1-INH és az altala szabalyozott ak-
tiv enzimek komplexet képeznek. Az is ismert, hogy a komp-
lementrendszer aktivalodasa soran fokozott mértékben kép-
z6dik a C1-INH és a Cl1 fehérje altal alkotott komplex
(C1rC1sC1-INH), ¢és tartdosan magas szintet mutat
HANO-CI-INH betegekben, tiinetmentes iddszakban is
(19-21). A koagulacios kaszkad folyamatos aktivalodasa ko-
vetkeztében a protrombin fragmens 1+2 szint és a fibrino-
litikus rendszer aktivalodasara utalé D-dimer-szint is némileg
magasabb HANO-C1-INH betegekben, még remisszidban is
(22, 23). Ugyanakkor a C1-INH és kallikrein, illetve XII-es
faktor altal alkotott komplexek szintje nem kiilonbdzdtt ro-
hammentes id6szakban a kontrolloktol (16, 21, 24). Minthogy
a C1-INH egyediili regulatora a C1 komplement fehérjének,
ezért varakozasunk szerint igéretes marker lehet a komple-
mentrendszer aktivalodéasa soran fokozott mértékben képzo-
dé, a CI-INH és a C1 fehérje altal alkotott komplex
(C1rC1sC1-INH), amely el6zetes vizsgalataink alapjan jelen-
tds individualis kiilonbséget mutat HANO-C1-INH betegek-
ben, tiinetmentes idészakban is, de felvet6dott a komplement-
rendszer tovabbi (alternativ és terminalis) szakaszan keletke-
z0 aktivacios markerek lehetséges szerepe is.

Célkitiizés

Ebben a munkaban azt vizsgaltuk, hogy van-e dsszefiig-
gés a HANO-C1-INH sulyossaga és az in vivo képzodott
komplementaktivacios paraméterek kozott, kiilonds tekintet-
tel CIrC1sCI-INH komplexre. Ezen kiviil elemeztiik fenti
markerek lehetséges prediktiv értékét a korkép sulyossagat il-
letéen. Mivel a betegek jelentds része a gondozasuk soran ré-
szesiil hosszl tavon alkalmazott attenualt androgén hatasu ke-
zelésben, amely a komplementszintekre is hatasssal van (25),
az elemzésbe bevontuk a mar terapiaban részesiilo betegeket
is.

Betegek és modszerek
Vizsgalt egyének

Vizsgalatunkba az Orszagos HANO Kozpontban nyo-
mon kovetett HANO-C1-INH betegek koziil 105 f6t (95 6
I-es tipus, 10 6 II-es tipus) (48 férfi és 57 nd, min.-max. kor
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5-75 év [median: 31 év]) vontunk be. A HANO-CI1-INH di-
agnozisat a nemzetkozi ajanlasok alapjan, a klinikai kritériu-
mok (csaladtorténet, visszatéré angiooedemas epizddok
subcutan és/vagy submucosus lokalizacioban) és a komple-
mentparaméterek vizsgalata (csokkent antigenikus és funkci-
onalis C1-INH-szint, valamint csokkent C4-szint) alapjan al-
litottuk fel (1). A vérvételt kdvetd évben tapasztalt rohamok
lokalizacidjara és frekvenciajara vonatkozo klinikai adatokat,
a kezelés tipusat és dozisat, valamint a laboratoériumi értéke-
ket az éves kontrollvizsgalat soran az Orszagos HANO Re-
giszterben rogzitettiik.

Hosszll tavii megel6z6 kezelésként danazolt (attenualt
androgén) és tranexamsavat (antifibrinolitikum) alkalmaz-
tunk, mig az oedemas rohamokat emberi plazmabdl eldallitott
C1-INH koncentratummal (Berinert P®) kezeltiik.

Az egészséges kontrollcsoportot 94 £6 alkotta (35 férfi, 59
né; median életkor: 57 év), akik menedzsersziirésen vettek
részt. Minden beteg ¢és kontrollszemély irasos beleegyezését
adta a vizsgalathoz, illetve a vizsgalat Etikai Bizottsagi enge-
délyeztetés alapjan tortént.

Az egészséges kontrollok és a betegek tiinetmentes id6-
szakban levett szérum és EDTA-plazma mintait felhasznala-
sig —70 °C-on téroltuk.

Akut kezelés C1-INH koncentratummal

C1-INHcc-t alkalmaztunk, amennyiben oedema jelentke-
zett a fels6 1égutak nyalkahartyajan, mivel ez fulladashoz ve-
zethet. Akut kezelést vezettiink be tovabba, ha a roham az ar-
con, ajakon, vagy nyakon jelentkezett, mivel az emlitett loka-
lizaciokbol konnyen atterjedhet a felsd 1égutakra, életveszé-
lyes allapothoz vezetve. A kozepes, illetve stlyos gastro-
intestinalis oedemat is C1-INHcc-vel kezeltiik, az akut klini-
kai tiinetek (gorcsos hasi fajdalom, hanyinger, hanyas, has-
menés) enyhitése érdekében. Sulyos, a torzset, illetve a nemi
szerveket érintd, valamint fajdalmas végtagi oedema esetén is
ezt a tipust kezelést alkalmaztuk. Minden, az Orszagos
HANO Kozpontban gondozott beteg maganal tart két ampul-
la C1-INHce-t, igy az akut kezelés mindig a betegek rendel-
kezésre all.

A HANO-C1-INH sulyossaganak megitélése

A vérvételt kovetd évben atélt oedemas rohamok stilyos-
sagat, lokalizaciojat, lefolyasat, valamint az alkalmazott ke-
zelés tipusat betegeink folyamatosan rogzitették a kiadott be-
tegnaplokban. A vizsgalatba bevont 105 beteg a vérvételt ko-
vetd évben Osszesen 782 rohamrdl szamolt be (5 [0-8];
median [25-75. percentilis]), koziilik 528 volt subcutan loka-
lizacidju, 213 hasi és 41 fels6 1éguti. A rohamok szama egyé-
nenként legfeljebb 64 volt. A betegeket két csoportra osztot-
tuk a rohamok szama alapjan, az évi 0-8 rohamot atéld bete-
gek tartoztak az ,,enyhe” csoportba. Minden sulyos oedemas
rohamot C1-INHcc-vel kezeltiink, igy a vizsgalati év alatt fel-
hasznalt C1-INHcc szamat a korkép sulyossagi markerének
tekintettiik. A vérvételt kovetd évben 23/105 beteg dsszesen
54 ampulla C1-INHce-t kapott (0 [0-1]; median [25-75.
percentilis]), 51 oedemas roham kezelésére (1-2 ampulla epi-
zodonként). A legtobb, egy beteg altal felhasznalt mennyiség
10 ampulla volt.

A betegeket két csoportra osztottuk a felhasznalt C1-INH
ampullak szama alapjén, igy ,.kezelt”: >1, illetve ,,nem ke-
zelt”: = 0 csoportra.

2012; 1:1-40.

Komplementparaméterek és aktivacios termékek
meghatarozasa

A klasszikus (C1rC1sC1-INH), az alternativ (C3bBbP) és
a terminalis ut (SC5b-9) aktivacios termékeit a korabban be-
allitott és kozolt hazi ELISA modszerekkel hataroztuk meg,
EDTA-plazmaban (26).

A funkcionalis C1-INH-szintet kereskedelmi ELISA kit-
tel (Quidel, USA), mig a C4-koncentraciot radialis immundif-
fuzioval, poliklonalis anti-human C4c ellenanyag (Dako,
Denmark) felhasznalasaval, szérum mintakban hataroztuk
meg.

Statisztikai elemzések

Statisztikai elemzéseinket a Prism v4.00 programmal
(GraphPad Software, San Diego California, USA) végeztiik
el. Mann—Whitney teszttel két fiiggetlen csoportot hasonlitot-
tunk 6ssze, mig Spearman-féle Rho tesztet alkalmaztuk kor-
relaciok kiszamitasara. A Fisher teszttel hasonlitottunk dssze
kategorikus valtozokat. Minden statisztikai elemzésnél a
p<0,05 értéket tartottuk statisztikailag szignifikansnak.

Eredmények

Komplementparaméterek HANO-C1-INH betegekben
és egészséges kontrollokban

Tiinetmentes HANO-C1-INH betegek és egészséges
kontrollok vérében megvizsgaltuk a komplementaktivacios
termékek (C1rC1sC1-INH, C3bBbP, SC5b-9) szintjét. A be-
tegek mintdit megvizsgadlva kb. 10-szer magasabb
C1rC1sC1-INH-koncentraciot tapasztaltunk, az egészséges
személyekhez viszonyitva (32,8 AU/ml [18,2 AU/ml-50,7
AU/ml] vs. 3,4 AU/ml[2,8 AU/ml-3,9 AU/ml]; p<0,0001). A
C1rC1sC1-INH-szint hasonl6 volt az I-es ¢s 11-es tipusu bete-
geket Osszehasonlitva (35,0 AU/ml [20,3 AU/ml-56,0
AU/ml]) vs. 26,6 AU/ml [17,5 AU/mI-33,9 AU/ml]). A
C3bBbP és SC5b-9 szintek tekintetében nem talaltunk kii-
lonbséget a betegek és a kontrollok kozott.

Megvizsgalva, hogy van-e kiilonbség a danazollal kezelt,
illetve nem kezelt betegek kdzott a komplementaktivacios pa-
raméterek tekintetében, csak az SC5b-9-szintek mutattak kii-
lonbséget. A termindlis komplex szintje alacsonyabb volt a
danazollal nem kezelt betegekben, mint a kezeltekben (1,6
AU/ml [0,8 AU/ml-2,1 AU/ml] vs 2,1 AU/ml [1,9 AU/ml-
2,7 AU/ml]; p=0,0016), illetve az egészséges kontrollokban
(1,8 AU/ml [1,3 AU/ml- 2,5 AU/ml]; p=0,0283) (1. dabra).

A komplementparaméterek kozotti 6sszefliggések
vizsgalata 105 HANO-C1-INH betegben

Elemeztiik, hogy van-e dsszefiiggés a komplementaktiva-
cios termékek szintje és a HANO-C1-INH diagnozisaban fel-
hasznalt paraméterek (funkcionalis C1-INH és C4) koncent-
racidja  kozott. Szignifikans korrelaciét talaltunk a
Cl1rC1sC1-INH és a funkcionalis C1-INH (r= -0,4853,
p<0,0001), valamint a C4 (r= —0,3573, p=0,0002) kozott. A
C3bBbP koncentracié negativ korrelaciot mutatott a funkcio-
nalis C1-INH szintjével (r=-0,3067, p=0,0015), de nem talal-
tunk sszefiiggést a C1rC1sC1-INH, illetve C4 szintekkel. Az
alternativ (C3bBbP), illetve terminalis (SC5b-9) komple-
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mentaktivalodas paraméterei szignifikdns korrelaciot mutat-
tak egymassal (r=0,4197, p<0,0001).

Osszefiiggés a komplementaktivaciés szintek és
a betegség stilyossaga kozott

Szignifikdns  pozitiv  korrelaciot  talaltunk  a
C1rC1sC1-INH-szintek és a vérvételt kdvetd évben tapasztalt
rohamszam kozott. A funkcionalis C1-INH- és C4-szintek is
szignifikans, negativ korrelaciot mutattak a rohamszammal.
Amennyiben a legsulyosabb rohamokat vettiik figyelembe
(melyek szamat az évente felhasznalt C1-INHcc mennyisége
pontosan jelezte), még erdsebb Osszefliggéseket talaltunk a

C1rC1sCI1-INH, funkcionalis C1-INH- és C4-szintekkel. A
C3bBbP- és SC5b-9-szintek sem az éves rohamszammal, sem
a felhasznalt C1-INHec mennyiségével nem mutattak dssze-
fuggést (1. tablazat).

A fenti 0sszefliggések elemzését lesziikitettiik arra a be-
tegcsoportra (44 £6), akik folyamatos danazol terapiaban ré-
szeslltek a vérvétel évében, és az azt koveto évben is. Az éves
rohamszam szignifikansan korrelalt a C1rC1sC1-INH- kon-
centracioval és markans negativ korrelaciot mutatott a C4- és
funkcionalis C1-INH-szintekkel A vérvételt kovetd évben
felhasznalt C1-INHce szdma a funkcionalis C1-INH-szinttel
mutatta a legerésebb 0sszefiiggést, de szignifikans korrelaciot
tapasztaltunk a C1rC1sC1-INH- és C4-szintek tekintetében is
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€ A . komplementaktivdciés  termékeket  tlinetmentes
5 67 . HANO-CT-INH betegek és egészséges kontroll személyek
Z’ 90 i EDTA-plazmdjdban hatdroztuk meg, ELISA mddszerrel.
& 4 i A funkciondlis C1-INH aktivitdst kereskedelmi ELISA kit-
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2 TR e .tk meg, a betegek és kontrollok szérumdban. A beteg
:gs és kontrollcsoportok komplementparamétereit Mann-
0 - 0® . Whitney-teszttel hasonlitottuk Gssze.
Danazol- Danazol + kontroll
24
ORVOSKEPZES XXXV EvFOLYAM / 2012



A KOMPLEMENTPARAMETEREK ELORE JELZIK A C1-INHIBITOR HIANYABAN KIALAKULO HEREDITAER ANGIOOEDEMA...

1. tdbldzat
Korreldciok a komplement paraméterek és
i éves rohamszdm, illetve a sulyos rohamok
. kezelésére felhaszndlt C1-INHcc mennyisége
: kozétt, 105 HANO-CT-INH betegben. A C1-INHcc
: szdma a vérvételt koveté évben tapasztalt
i fogyasztdst mutatja.
KOMPLEMENT- EVES C1-INHcc
PARAMETEREK ROHAMSZAM SZAMA
CIrC1sC1-INH, AU/ml 0,363* (<0,001) 0,421 (<0,001)
C3bBbP, AU/ml 0,110 (0,268) 0,134 (0,178)

SC5b9, AU/ml 0,070 (0,479) 0,018 (0,858)
C1-INH aktivitas, % -0,347 (<0,007) -0,269 (0,006)
4, g/l -0,209 (0,037) -0,204 (0,043)

2. tdbldzat
i Korreldcick a komplement paraméterek és
i a betegség sulyossdgi markerek kézott,
. 44 danazollal kezelt HANO-CI-INH betegben.
© A betegség stilyossdgdt aldbbi két markerrel
¢ jellemeztiik:
i 1) a vérvételt kévetd évben tapasztalt
i Osszrohamszdm és
i 2) a sulyos angiooedemds rohamok kezelésére
i alkalmaztott C1-INHcc szdma, a vérvételt
: kovetd évben.

KOMPLEMENT— EVES ) C1—JNHCC
PARAMETEREK ROHAMSZAM SZAMA
CirC1sCT-INH, AU/ml 0,367* (0,014) 0,332 (0,027)
C1-INH aktivitas, % -0,402 (0,006) -0,404 (0,006)
4, g/l -0,549 (<0,001) -0,335 (0,034)

* Spearman korrelacios koefficiens (p-érték)

(2. tablazat). Tovabbi vizsgalt komplementaktivacios mar-
kerek (C3bBbP ¢és SC5b-9) sem az éves rohamszammal, sem
a felhasznalt C1-INHcc szamaval nem mutattak dsszefiiggést
a danazollal kezelt betegekben.

A HANO-C1-INH sulyossaganak prediktiv markerei

A tapasztalt Osszefliggések alapjan megvizsgaltuk, hogy
a fenti komplementparaméterek mérését fel lehet-¢ hasznalni
a betegség sulyossaganak (éves rohamszam, illetve felhasz-
nalt C1-INHcc szdma a vérvételt kdvetd évben) elorejelzésé-
re. A betegeket a median C1rC1sC1-INH szint (32,8 AU/ml)
alapjan két csoportra osztva azt tapasztaltuk, hogy szignifi-
kansan tobb sulyos beteg (magas rohamszam) tartozik a ma-
gas C1rC1sCI1-INH szinttel jellemzett csoportba, mint az ala-
csony koncentracioval rendelkezék kozé (17/50 vs. 7/53).
Amennyiben a felhasznalt C1-INHce szamaval jellemeztiik a
betegség sulyossagat, hasonlo eloszlast talaltunk: a magasabb
CIrC1sCI1-INH szinttel jellemzett csoportba szignifikansan
tobb akut kezelést igényld beteg tartozott (19/50 vs. 4/53).

Ha a betegeket a median funkcionalis C1-INH-szint
(66%) alapjan osztottuk két csoportra, hasonld, szignifikdns

2012; 1:1-40.

kiilonbséget tapasztaltunk a sulyos, illetve enyhe betegek
megoszlasaban a C1-INHcc-val kezelt, illetve nem kezelt
csoportok kozott. Az alacsony CI1-INH-szinttel jellemzett
csoportba csupan 7/51 sulyos beteg tartozott. A C1-INHce-
vel kezelt betegek megoszlasa 18/52 vs. 5/51 volt az alacsony,
illetve magas C1-INH-szinttel rendelkez6 csoportok kozott.

Ha a betegeket a median C4-szint (0,07 g/1) alapjan osz-
tottuk két csoportra, nem tapasztaltunk kiilonbséget a sulyos
betegek megoszlasaban a két csoport kdzott, sem a rohamsza-
mot, sem az alkalmazott C1-INHcc szamat figyelembe véve
(2. dbray).

A fenti 6sszefliggéseket tobbszords logisztikus regresszi-
oval, korra, nemre és a HANO-C1-INH tipusara adjusztalva
azt tapasztaltuk, hogy a magas C1rC1sCI1-INH szinttel ren-
delkezd betegek >4-szer nagyobb eséllyel tapasztalnak >8 ro-
hamot évente. Amennyiben a felhasznalt C1-INHce mennyi-
ségét vettliik figyelembe, még érdekesebb Osszefiiggést ta-
pasztaltunk: a magas C1rC1sC1-INH-szinttel rendelkez6 be-
tegek 12-szer nagyobb eséllyel szorulnak C1-INHcc-val tor-
ténd kezelésre, mint a median alatti C1rC1sC1-INH szinttel
rendelkez6 tarsaik. Fenti elemzéseket elvégeztik a median
funkcionalis C1-INH, illetve C4 szintek alapjan is: a csokkent
funkcionalis C1-INH szint magasabb rohamszamot, valamint
magasabb C1-INHcc fogyasztast jelzett elére, mig az adjusz-
talast kovetden a C4-szintet nem talaltuk prediktiv értékiinek
(3. tablazat). A C1rC1sC1-INH- és a funkcionalis C1-INH-
szintek igen erdsen prediktiv értékiinek bizonyultak a leggya-
koribb rohamtipus, a subcutan rohamok szamat illeten
(C1rC1sC1-INH: adjusztalt Odds ratio =2,87 [1,05-7,86];
p=0,04 tovabba funkcionalis C1-INH: adjusztalt odds ratio
=3,55[1,26-10,00]; p=0,017).

Megbeszélés

A hereditaer angiooedema tiineteinek sulyossaga kisza-
mithatatlanul, id6r6l-idére valtozhat, ezért egy olyan objektiv
laboratoriumi markert kerestlink, amely segiti a kezeld orvost
a korkép stlyossaganak megitélésében. A median
C1rC1sC1-INH-szint 10-szer magasabb volt HANO-C1-INH
betegekben, az egészséges kontrollokhoz képest. Ez az ered-
ményiink dsszhangban van Cugno és munkatarsai korabbi
munkéjaval, amelyben 2-szer magasabb CIlrC1sCI-INH-
szintr6l szamoltak be HANO-CI1-INH betegekben (eredmé-
nyeik kevésbé szenzitiv modszeren alapultak, ami magyaraz-
hatja a kiilonbséget) (19). A C3bBbP és SC5b-9 szintek tekin-
tetében nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a betegek ¢s a
kontrollok kozott. Bar az alternativ komplement titvonal akti-
vacios markere korrelaciot mutatott a funkcionalis C1-INH-
szinttel, a komplementaktivalodas C3 fehérjén tuli Iépései va-
16szintileg nem birnak fontos szereppel a HANO-CI1-INH
patomechanizmusaban, tiinetmentes betegekben. Szignifi-
kans korrelaciot talaltunk a C1rC1sC1-INH komplex, funkci-
onalis C1-INH- és C4-szintek, valamint a HANO-C1-INH st-
lyossagat jelz6 paraméterek (éves rohamszam, illetve a stilyos
rohamok akut kezelésére felhasznalt C1-INHcc szdma) ko-
z0tt, a danazollal kezelt csoportban is. Elséként irtuk le, hogy
mind a C1rC1sCI1-INH-, mind a funkcionalis C1-INH-szint
prediktiv értéki lehet a betegség stlyossaganak megitélésé-
ben, figyelembe véve a vérvételt kdvetd évben tapasztalt
oedemas rohamok szamat és a felhasznalt C1-INHcc mennyi-
ségét. Eredményeinket, a C1rC1sC1-INH diagnosztikus érté-
két illetéen Nielsen és munkatarsai kozleménye is alata-
masztja, melyben leirtdk, hogy bizonyos komplementaktiva-

ORVOSKEPZES



Csuka Dorottya és munkatarsai

A .
w ’ [ | suly:s‘ p=0,0189 T kezelt p =0,0003
eny eg I nem kezelt

60 —
60 —
£
8 40 — 240_
n ©
X 7]
() X
g 5
820_ §20_
|
0- o+———" "

< median > median

< median > median

B sulyos
[T (= 7] orosn €
4 o [ kezelt — 0,003
80 I nem kezelt | P=5

60 -

s 60

© ©

N £ 40

% 40 @

(o)) X~

g o

[0}

el L ]
0_-_1 S e

> median < median > median < median
c [ sulyos F
m YOS | b =0,6405 B kezelt p = 0,1490
enyhe | I nem kezelt |
60 — 60 —_—
©
£ 40 £ 40
@ @
» N
X
S g
2L @
© 20 - g 20—
0 —-—- 0 _
> median < median > median < median
2. dbra

: Sulyos, illetve enyhe (rohamszdm, illetve az elfogyasztott C1-INHce alapjdn) HANO-CI-INH betegek megoszldsa az
“egyes komplement paraméterek medidn szintjei alapjdn képzett csoportokban. A betegeket két csoportra osztottuk
: az éves rohamszdm alapjdn (>8 roham, azaz ,sulyos” vs. <8 roham, azaz ,enyhe”). Ezt kévetSen, az igy kapott al-
csoportokat tovdbb bontottuk az egyes komplement paraméterek medidn szintje alapjdn, és megvizsgdltuk a sulyos
i és enyhe esetek ardnydt (medidn értékek: C1rC1sCI-INH: 32,8 AU/ml, funkciondlis C1-INH: 66%, C4: 0,07 g/I). Fenti
‘elemzést Ugy is elvégeztiik, hogy a betegeket az egy év alatt felhaszndlt C1-INHcc szdma alapjdn osztottuk két cso-
:portra (>0 azaz ,kezelt” vs. =0 azaz ,nem kezelt”). Elemzéseink sordn Fisher-tesztet haszndltunk.

ORVOSKEPZES LXXXVII. EvFoLYAM / 2012.



A KOMPLEMENTPARAMETEREK ELORE JELZIK A C1-INHIBITOR HIANYABAN KIALAKULO HEREDITAER ANGIOOEDEMA...

Osszefiiggés a komplementparaméterek és a rohamok gyakorisdga kézétt 105 HANO-CI-INH betegben.
Tobbszoros logisztikus regresszioval adjusztdltunk a nemre, a betegek kordra és a HANO-CI-INH tipusdra.

MAGAS (>*8) VS. ALACSONY

C1-INHCC-VAL KEZELT VS.

OR (95% ClI)

CirC1sC1-INH, AU/ml; magas (>median**) vs. alacsony (<median)

4,38 (1,43-13,43)

C1-INH aktivitas, %, alacsony (<median**) vs. magas >median)

3,09 (1,08-8,77)

4, g/l alacsony (<medidn**) vs. magas (>median)

(<8) ROHAM GYAKORISAG ~ |NEM KEZELT
P-ERTEK OR (95% CI) |P-ERTEK
0,010 11,78 (2,54-54,67) |0,002
0,035 4,83 (145-1563) |0,008
0416 152 (0,44-5,18) |0,509

162 (0,51-5,21)

* felsé kvartilisben

** median értékek az egyes paraméterekre: ClrC1sC1-INH: 32,8 AU/ml, funkcionalis C1-INH aktivitas: 66%, C4: 0,07 g/I.

cios markerek (C1rC1sC1-INH, C4bc, C4d, C3bc és C3a)
szintje magasabb tiinetmentes HANO-C1-INH betegekben az
egeszséges kontrollokhoz képest (21). Elemzésiink alapjan a
herediter angiooedema tiineteinek stlyossaga legalabb egy
évre elére megjosolhatd, ami nagy jelentdséggel birhat a
megfeleld, egyénre szabott terdpia kialakitasaban. Munkank-
ban nem vizsgaltuk a nemek, illetve a HANO-C1-INH I-es és
II-es tipusa kozotti lehetséges kiillonbségeket, utobbihoz na-
gyobb betegcsoportra és nemzetkozi egylittmikodésre lenne
sziikség. Eredményeink jelentdsége abban rejlik, hogy a ko-
rabbi tanulmanyokhoz képest jelentésen nagyobb szamu be-
teget vontunk be vizsgéalatunkba, elemeztiik a danazol hata-
sat, és a folyamatos, tobb éves nyomon kdvetés alapjan lehe-
tdséget kinalunk a betegek sulyossaganak objektivebb meg-
itélésére a klinikai és laboratoriumi parameétereik egyiittes ki-

Konkluzié

Bér a bradikinin felelds az oedema képzddéséért, a
C1-INH csokkent szabalyozo funkcidja nagy jelent6séggel
bir a HANO-C1-INH patomechanizmusaban. A szabalyozas
csokkent mértéke kdzvetleniil kimutathaté a C1rC1sC1-INH
mennyiségi meghatarozasaval, hiszen a komplex 1étrejottét
kozvetleniil gatolja a CI-INH. Elemzésiink szerint a
C1rCIsCI-INH- és a funkcionalis C1-INH-szintek eredmé-
nyesek lehetnek a varhatd éves rohamszam eldrejelzésében
egyénenként, még az attenualt androgén terapiaban részesiild
betegek esetében is. Az altalunk leirt prediktiv paraméterek
segitséget nytjthatnak a betegek ellatasaban, egy olyan kor-
képben, amelyet valtozo stlyossagu, nehezen prediktalhatd
szakok jellemeznek.

értékelésével.
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Nagyér-transzpozicioban az arteria carotis csokkent
rugalmassaga nem rontja a cardiovascularis autoném
funkciot

Reduced carotid artery distensibility does not impair cardiac
autonomic function in patients with transposition of the great
arteries

OSSZEFOGLALAS Bevezetés. Irodalmi adatok alapjan feltételeztiik, hogy teljes nagyér- :
transzpozicidban (TGA) a koros szeptaciéhoz a centralis nagyerek rugalmassaganak :
csokkenése tarsul. TGA-ban fellépd gyakori késéi szovédmények az arrhythmidk és ko- :
vetkezményes hirtelen szivhalal (SCD), azonban mechanizmusuk nem ismert. A csok- :
kent baroreflex-érzékenység (BRS) a SCD fuggetlen prediktora, amelyet befolyésol a :

baroreceptor érteriletek rugalmassaga.

Célkitiizés. Megvizsgaltuk tehdt, hogy (i) az a. carotis rugalmassaga csokkent-e, (ii) a

baroreflex funkcidja sérilt-e, és (iii) van-e 6sszefliggés kézottik TGA-ban.

Mddszerek. 32 Senning-m(itott TGA beteget (13+3 év) és 32 korban és nemben egyez- :
tetett kontrollalanyt vizsgéltunk. Meghatdroztuk az a. carotis disztenzibilitasi koeffici- :
ensét (DQ) falmozgast kévetd ultrahanggal és tonometridval. A BRS-t EKG és vérnyo- :
mas regisztratumokbdl spontan (BRSseq) és farmakoldgiai (BRSyne) médszerrel hatéroz- :

tuk meg.

Eredmények. A DC jelent6sen alacsonyabb volt a betegcsoportban a kontrollcsoport-
hoz képest (5,6+1,9 vs. 8,7+2,7 10>/Hgmm, pératlan t-teszt p<0,05), azonban a BRS :
nem kiilonbdzott a két csoportban (BRSseq: 20,3+14,7 vs. 21,7+12,7 és BRSyhe: 19,148,6

vs. 24,8+7,2 ms/Hgmm). A DC és a BRS paraméterek kozdtt nem volt 6sszefliggés.

Kovetkeztetések. Az a. carotis elasztikus funkcidja kdrosodott TGA betegekben, ami a :
fejlédési rendellenesség részét képezheti. A merevebb baroreceptor értertilet azon- :
ban nem eredményezte a baroreflex funkcid sériilését. A sziiletés 6ta fennalld csok- :
kent baroreceptor-stimulust feltehetleg kompenzélja a baroreflex kialakitasaban :

résztvevd kdzponti idegrendszeri strukturak plaszticitasa.

KULCSSZAVAK  teljes nagyér-transzpozicio, a. carotis, érfalrugalmasség, baroreflex-

érzékenység

SUMMARY Introduction. Based on previous results, we hypothesized that abnormal :
septation in transposition of the great arteries (TGA) is associated with impaired :
elastogenesis of the great arteries. Stiffening of the elastic, barosensory carotid artery :
may result in decreased baroreflex-sensitivity (BRS). Reduced BRS is the predictor of :

sudden cardiac death, the main cause of postoperative mortality in TGA.

Aims. We investigated if (i) carotid artery distensibility is reduced (DQ), (ii) BRS is

decreased, and (jii) these two parameters are related in TGA.

Methods. 32 TGA patients (13+3 yrs) and 32 age-matched controls were examined. DC
was determined by echo wall-tracking and tonometry. BRS indices were calculated :
from ECG and beat-to-beat blood pressure recordings with spontaneous (BRS.,) and

phenylephrine (BRSy.) methods.

Results. DC was reduced in patients compared with controls (56+19 vs. 8,7+27
10-3/mmHg, unpaired t-test p<0,05), but BRS was not different between TGA and :
healthy subjects (BRS.q: 20,3%14,7 vs. 21,7+12,7 and BRSpne:19,148,6 vs. 24,8+7,2 :

ms/mmHg). DC and BRS parameters were not related.

Conclusions. Carotid artery elasticity was markedly reduced in TGA, which may be part
of the congenital abnormality. But stiffening of the barosensory vessel wall was not :
associated with reduced BRS. Neuronal plasticity of central baroreflex structures may :

compensate the congenitally existing reduced baroreceptor-input.

KEY WORDS transposition of the great arteries, carotid artery distensibility, baroreflex-

sensitivity
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Roviditések

TGA teljes nagyér-transzpozicio

BRS baroreflex-érzékenység

BRSpe farmakologiai modszerrel meghatdarozott
baroreflex-érzékenység

HRV szivfrekvencia-variabilitds

IMT carotis intima—media vastagsag

D carotis végdiastolés datmérdé

AD carotis pulzatilis disztenzio

AP carotis pulzusnyomds

DC carotis disztenzibilitasi koefficiens

Einc carotis inkrementalis elasztikus modulus

LCSA carotis lumen keresztmetszeti teriilete

IMCSA az intima—media keresztmetszeti teriilete

RRI RR-intervallum

BMI testtomegindex

SBP brachialis systolés nyomas

DBP brachialis diastolés nyomdas

MBP brachialis atlagnyomas

HR szivfrekvencia

SDNN a normal RR-intervallumok standard devidacioja

RMSSD a szomszédos RR-intervallumok kiilonbségének a négyzet-

asszegének dtlaga majd ennek a négyzetgyoke

PpNN50 azon RR-intervallumoknak a szdzalékos ardanya, amelyek
az el6z6t6l legalabb 50 ms-mal kiilonboznek

LF a HRV alacsony frekvencidju (0,05-0,15Hz) teljesitmény-
suriisége

HF a HRV magas frekvencidaju (0,15-0,4 Hz) teljesitménysii-
riisége

BRS,., szekvencialis spontan médszerrel meghatdrozott
baroreflex-érzékenység

BRSpeciral spektralis spontan modszerrel meghatarozott
baroreflex-érzékenység

Bevezetés

A teljes nagyér-transzpozicio (TGA) stlyos szivfejlodési
rendellenesség, amelynek lényege, hogy az aorta a jobb, az
arteria pulmonalis a bal kamrabol ered. A rendellenesség fej-
16déstani alapja az abnormalis aorticopulmonalis szeptacio.
Csirkeembriokban kimutattak, hogy ugyanazon ducléc erede-
t sejtek indukaljak a kamrai és aorticopulmonalis szeptaciot,
amelyek felel6sek a centralis nagyartériak elasztikus lamella-
inak szintéziséért (1, 2). Feltehetdleg human embridban is ha-
sonl6 folyamatok jatszodnak le, erre kozvetett bizonyitékul
szolgalhatnak azok a szOvettani vizsgalatok, amelyek frag-
mentalodott elasztikus rostokat, csokkent elasztin—kollagén
aranyt mutattak ki a centralis artériak falaban egyes, karoso-
dott szeptacioval jaro sziviejlodési rendellenességek esetében
(3). Feltételeztiik tehat, hogy a centralis elasztikus artériak
merevebbek szeptacios rendellenességgel jaré congenitalis
vitiumokban. Ezen elézmények alapjan kérdésiink az volt,
hogy (i) csokkent-e az arteria carotis mint elasztikus ér rugal-
massaga TGA-betegekben.

A korai életszakaszban elvégzett pitvari switch miitétet
kovetden a TGA-val sziiletett betegek életkilatasai jok, de az
operaciot  kovetden szdmottevd  (5,3-9,6%), foként
arrhythmia eredetli mortalitassal kell szamolniuk 20 éven be-
lil (4). A myocardium elektromos instabilitasanak okai nem
pontosan ismertek. Egy esetleges autonom idegrendszeri
egyensuly-eltolodas a szimpatikus idegrendszer irdnyaba sze-
repet jatszhat az arrhythmiak kialakulasaban. Ismert, hogy a
cardialis autonom funkcidét meghataroz6 baroreflex-funkciod
karosodasa fliggetlen rizikofaktora a késdi arrhythmia erede-
ti halalozasnak egy masik komplex szivfejlédési rendellenes-
ségben, Fallot-tetraldgiaban (5).

Kutatocsoportunk korabban kimutatta, hogy a baroreflex
funkcidjat egészségesekben 50%-ban az arteria carotis rugal-
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massaga hatarozza meg (6). A baroreceptor érteriiletek, igy az
arteria carotis elasztikus funkciojanak karosodasa feltehetd-
leg ronthatja a baroreflex mikodését.

Ezen el6zmények alapjan tovabbi kérdéseink: (ii) csok-
kent-e a baroreflex-érzékenységgel (BRS) és szivfrekven-
cia-variabilitassal (HRV) jellemezhetd cardialis autonom
idegrendszeri aktivitas TGA-ban és (iii) a BRS-t meghataroz-
za-e az arteria carotis rugalmassaga ezen betegcsoportban.

Alanyok és médszerek

32 beteget vizsgaltunk (23 fi, 9 lany, 9-19 év kozottiek).
A betegek fél- és haroméves koruk kozt pitvari switch opera-
cion (Senning-miitét) estek at, a miitét ota eltelt atlagos idd
1243 év. A betegeket a Gottsegen Gyorgy Orszagos Kardio-
logiai Intézetben gondozzak. A betegek klinikailag a NYHA
I. funkcionalis csoportba tartoztak, nem szorultak gyogysze-
res kezelésre. A kizarasi kritériumok kozé tartoztak: arrhyth-
miak, az elmalt két honapban klinikai allapotromlas, magas
vérnyomas. A betegek eredményeit korban és nemben egyez-
tetett kontrollok eredményeivel hasonlitottuk dssze.

A vizsgalat alanyai (kiskort esetén a sziilé/gondviseld is)
a részletes tajékoztatas utan irasos beleegyezést adtak a vizs-
galathoz. A vizsgalatot a Semmelweis Egyetem Etikai Bizott-
saga ¢és az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos
Kutatasetikai Bizottsaga engedélyezte (207/2003).

Az arteria carotis ultrahangos vizsgdlata: az arteria
carotis communis tadgulékonysaganak meghatarozasdhoz az
ér atmérojét, pulzatilis disztenzidjat és hatso falanak intima—
media vastagsagat (IMT) nagy pontossagl (~10-20 um), au-
tomatikus, falmozgast kovetd ultrahangos modszerrel hata-
roztuk meg. A rendszer hagyomanyos ultrahangkésziilekbol
¢és ehhez kapcsolt specialis szoftverbdl all (7).

Az arteria carotis vérnyomads: az arteria carotis nyomas-
hullamat applanacios tonométerrel regisztraltuk. A tonomet-
rias jel kalibracigjahoz az atlag- és diastolés vérnyomasérteé-
keket a jobb arteria brachialison sphygmomanométerrel mér-
tiik (8).

Az arteria carotis rugalmassagi paraméterei.: az érfal-
rugalmassag jellemzésére a regisztralt végdiastolés atmérd
(D), ératméré-valtozas (AD), IMT és carotis pulzusnyomas
(AP) alapjan az alabbi érfalrugalmassagi paramétereket sza-
moltuk’.

A disztenzibilitasi koefficiens (DC) az érlumen térfogata-
nak relativ valtozasa egységnyi vérnyomasvaltozas hatasara.
Képlete: DC=2 - (AD / D) / AP [10~°/Hgmm].

Az érfal rugalmas ellenallasat a vérnyomas disztendalo
hatasaval szemben az inkrementalis elasztikus modulus
(Einc) jellemzi. Képlete: Einc= [3-(1+LCSA/IMCSA)]/DC
[1/Hgmm)], ahol LCSA=n(D?)/4 a carotislumen keresztmet-
szeti teriilete, IMCSA= n(D/2+IMT)*~n(D/2)* az intima—
media keresztmetszeti teriilete.

Baroreflex-érzékenység: a vérnyomas spontan fluktuaci-
ojat kovetd szivirekvencia-valaszok elemzése céljabol 10
perces EKG-felvételt készitettiink végtagi elvezetésben, és
szimultdn vérnyomast regisztraltunk iitésrol iitésre tono-
metrias modszerrel az arteria radialison. Ezalatt a betegek
légzésfrekvencijat metronommal harmonizaltuk (0,25 Hz).
A BRS szekvencialis indexének szamitasahoz specialis szoft-
ver a systolés nyomas (SBP) és RR-tavolsagok (RRI) tacho-
gramjanak elkészitése utan kivalasztotta azokat a szekvencia-
kat, ahol az SBP és az RRI legalabb harom egymast kovetd
itésen keresztiil emelkedik. Az vérnyomas-emelkedésekhez
tartozd RR-tavolsagokat fliggvényben abrazoltuk, a pontokra
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illesztett linedris regresszios egyenes meredeksége adta meg a
baroreflex-érzékenységet (BRS,.q). A BRS spektralis indexé-
nek meghatdrozasahoz az SBP ¢és RRI teljesitményspektru-
mait hasznaltuk. A BRS,ra-t @ keresztspektrum transzfer-
funkcidjaként definidltuk az alacsony frekvencias (0,05-0,15
Hz) tartomanyban (10).

A BRS-t farmakologiai modszerrel is meghataroztuk. 18
beteg és 18 kontrollalany esetében intravénas phenylephrin
bolus injekciodt (3-4 pg-kg™') adtunk, amely alfa-1-agonista-
ként 15-25 Hgmm-rel megemeli a systolés vérnyomast. Az
alatlllyra jellemz6 BRSp-t a BRSq-hoz hasonldan szdmitot-
tuk .

Szivfrekvencia-variabilitas: a HRV-indexeket a 10 perces
EKG-regisztratumbol készitett RR-tavolsagok tachogramja-
bol specidlis szoftver szamitotta. Az idétartomanyban megha-
tarozott paraméterek a kdvetkezok voltak: SDNN — a normal

kiilonbségének a négyzetdsszegének atlaga, majd ennek a
négyzetgyoke; pNN50 —azon RRI-k szazalé¢kos aranya, ame-
lyek az el6zo6tdl legalabb 50 ms-mal kiilonboznek. Frekven-
ciatartomanyban az LF és HF — az RRI teljesitményspektru-
manak alacsony (0,05-0,15 Hz), illetve magas (0,15-0,4 Hz)
frekvenciaju komponense — keriilt meghatarozasra (12).

Statisztikai elemzés: az adatokat atlag + SD formaban ad-
tuk meg. A beteg- és kontrollcsoport mutatdiban mutatkozd
kiilonbséget paratlan t-probaval vagy —amennyiben az adatok
nem normal eloszlast mutattak — Mann—Whitney-teszttel ha-
sonlitottuk 0ssze. Az érfalrugalmassagi mutatok életkorral és
vérnyomassal valo osszefliggését linearis regresszioval vizs-
galtuk. Szignifikansnak a p <0,05 kiilonbségeket tekintettiik.

Vizsgalati protokoll: a vizsgalatok kora délutan, étkezés
utan 3-4 oraval torténtek. A vizsgalat csak akkor kezd6dhe-
tett, ha az alany vérnyomas- és szivfrekvencia-paraméterei
stabilizalodtak. Elsdként a jobb oldali carotison tonometrias
modszerrel nyomasgorbét, a bal oldali carotison szinkron at-
mérdgorbét vettiink fel ultrahanggal. Ezutan vezérelt 1égzés
mellett EKG és radialis artérias vérnyomas felvételt készitet-
tiink, amit a HRV- és spontan BRS-indexek szamitasahoz
hasznaltunk. Végiil az alanyok egy részénél farmakologiai
modszerrel is meghataroztuk a BRS-t.

Eredmények

A beteg- és kontrollcsoport klinikai paramétereit az 7.
tablazatban tintettiik fel. A TGA-betegek testtomegindexe
alacsonyabb volt a kontrollcsoporthoz képest. A brachialis
systolés nyomas szignifikdnsan magasabb volt, a diastolés
nyomas pedig alacsonyabb, ami magasabb pulzusnyomast
eredményezett (5448 vs. 3910 Hgmm), de az atlagvérnyo-
mas értékekben nem volt kiilonbség.

Az arteria carotis dimenzidt, elasztikus paramétereit a 2.
tablazatban foglaltuk 6ssze. Az arteria carotis végdiastolés
atmérdje szignifikansan kisebb volt, a pulzatilis disztenzio a
magasabb carotis pulzusnyomas ellenére szintén kisebb volt.
Az IMT szignifikansan nagyobbnak bizonyult a betegekben a
kontrollcsoporthoz viszonyitva. A érfal-rugalmassagi para-
méterek az arteria carotis jelentds mértékii rugalmassagcsok-
kenését jelezték. Eletkor el6rehaladtival a DC mindkét cso-
portban csokkent, mig az Einc ndvekedett (r= —0,36 r=0,32
a betegcsoportban, r = —0,67 r = 0,79 a kontrollcsoportban, p
<0,05). A DC és az Einc a systolés vérnyomassal szignifikans
inverz, illetve pozitiv 6sszefliggést mutatott (r=—0,60 r =0,55
a betegcsoportban, r=—0,60 r =0,60 a kontrollcsoportban, p
<0,05). Az IMT és az érfal-rugalmassagi mutatok kozott nem
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A TGA-betegek és kontrollalanyok klinikai

i adatai
TGA o KONTROLL
(SENNING-MUTOTT)
n (lany) 32(9) 32(9)
életkor (év) 13,2+£3,0 13,1£2,8
BMI (kg/m?) 18,3+3,0* 20,4+1,6
SBP (Hgmm) 115+10% 105+12
DBP (Hgmm) 62+7* 6619
MBP (Hgmm) 79+7 79+9
HR (Utés/min) 7512 78+11

BMI - testtémegindex; SBP - brachialis systolés nyomds;

DBP - brachialis diastolés nyomds; MBP - brachialis dtlagnyomds;
HR - szivfrekvencia.

Az adatok dtlag + SD formdtumban vannak feltiintetve. Pdratlan
t-préba vagy nem normdl eloszlds esetén Mann-Whitney teszt * szig-
nifikdns kiilonbség a kontrollhoz képest, ahol p <0,05

volt &sszefliggés a betegesoportban, azonban a kontrollcso-
portban az Einc szignifikans, inverz kapcsolatot mutatott az
IMT-vel (r=-0,38 p <0,05).

A spontan BRS- és HRV-indexek nem mutattak szignifi-
kans kiilonbséget a beteg- és a kontrollcsoport kozott (3. tab-
lazat). A spontan BRS-indexek nem mutattak dsszefliggést a
carotis rugalmassagi paramétereivel, sem a kontroll-, sem a
betegcsoportban. A 18 beteg és 18 kontroll esetében a farma-
kolégiai moddszerrel meghatdrozott BRSy,. betegekben
(19,1+8,6 ms/Hgmm) kisebbnek bizonyult, mint a kontroll-
csoportban (24,8+7,2 ms/Hgmm), de a kiilonbség nem érte el
a statisztikai szignifikanciaszintet. A kontrollcsoportban a
BRS; és a carotis disztenzibilitdsa szignifikéns dsszefliggést
mutatott (r=0,73, p <0,05) (1. dbra). A betegcsoport esetében
a BRS;,;,. és a disztenzibilitds kozott nem volt dsszefliggés. A
betegek adatait a kontrollok BRS,.—carotis disztenzibilitas
fliggvényébe beillesztve, lathatova valik, hogy 10 TGA-beteg

2. tabldzat
Az a. carotis pulzusnyomdsa, dimenzidi és
i elasztikus paraméterei TGA-betegekben és
¢ kontrollokban
TGA KONTROLL
(SENNING-MUTOTT)
AP (Hgmm) 47+11* 3610
D (um) 5647+425% 5993+510
AD (um) 698+142* 876+163
IMT (um) 546+68* 478+51
DC (107%/Hgmm)  |5,6+19* 8,7+2,7
Einc (1/Hgmm) 2,1+0,8* 1,5+0,6

AP - carotis pulzusnyomds; D — végdiastolés dtméré; AD — pulza-
tilis disztenzié; IMT - intima-media falvastagsdg; DC - diszten-
zibilitdsi koefficiens; Einc — inkrementdlis elasztikus modulus.

Az adatok dtlag + SD formdtumban vannak feltiintetve. pdratlan
t-préba, vagy nem normdl eloszlds esetén Mann-Whitney-teszt*
szignifikdns kiilénbség a kontrollhoz képest, ahol p< 0,05
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. TGA betegek és kontroll alanyok HRV és
i spontdn BRS indexei

TGA o KONTROLL
(SENNING-MUTOTT)
SDNN (ms) 77,3+39,6 66,6+25,0
RMSSD (ms) 76,2+55,7 61,5+£37,7
pNNS50 (%) 28,7+213 27,3+214
LF [ms?] 1733£1560 1029+679
HF (ms?) 2027+2620 1625+2139
BRSseq (Ms/Hgmm) 20,3+14,7 21,7+12,7
BRSspectral (Ms/Hgmm) | 13,1+9,2 10,6+4,5

SDNN - a normdl RR-intervallumok standard devidcidja; RMSSD - a
szomszédos RR-intervallumok kiilénbségének a négyzetosszegének
dtlaga majd ennek a négyzetgyoke; pNN50 — azon RR-intervallu-
moknak a szdzalékos ardnya, amelyek az el6zé6tél legaldbb 50
ms-mal kiilénbdznek; LF — a HRV alacsony frekvencidju (0,05-0,15
Hz) teljesitménystiriisége; HF — a HRV magas frekvencidju (0,15-0,4
Hz) teljesitménystirtisége; BRSsq — szekvencidlis spontdn mddszerrel
meghatdrozott baroreflex-érzékenység; BRSspecral — Spektrdlis spon-
tdn médszerrel meghatdrozott baroreflex-érzékenység.

Az adatok dtlag + SD formdtumban vannak feltiintetve. Nem taldl-
tunk szignifikdns kilonbséget p< 0,05 a két csoport kézétt pdratlan
t-prébdval, vagy nem normdl eloszlds esetén Mann—Whitney-teszttel.

BRS,-értéke a kontrollcsoport adatainak 95%-os konfiden-
ciaintervalluman kiviil esik, azt meghaladja. A betegcsoport-
ban a BRS- és HRV-indexek nem mutattak 6sszefiiggést sem
a korral, sem az operaciotol eltelt id6vel, sem a systolés vér-
nyomassal. Nem talaltunk nemi kiilonbségeket az arteria
carotis rugalmassagi paraméterei és a BRS mutatoi tekinteté-
ben, sem a beteg-, sem a kontrollcsoportban.
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Diszkusszio

Megvizsgaltuk Senning-miitott TGA-betegekben a caro-
tis elasztikus paramétereit, valamint a HRV- és BRS-in-
dexeket, és ezen adatokat életkor és nem szerint egyeztetett
kontrollok eredményeivel hasonlitottuk dssze. Megnéztiik to-
vabba ezen mutatok kozott fennalld osszefliggést.

Feltételezésiink szerint a TGA-betegekben a karosodott
aorticopulmonalis szeptacié mellett a nagyerek elasztikus
funkcidja is karosodott. Hipotézisiink alapjaul fejlddésbiolo-
giai eredmények szolgaltak. Avian-modell szerint a sziv fej-
16désében ducléc eredetil, neuralis sejtek kulcsszerepet jat-
szanak (1, 2). Amikor ezen sejteket sebészileg roncsoltak, az
aorticopulmonalis szeptacié nem jott 1étre. A ducléc eredetii
sejtek hozzajarulnak a késobbi elasztikus érszakaszok, igy az
aorta és arteria pulmonalis érfali szerkezetének kialakitasa-
hoz, ezért a sebészi ablacio a nagyartériak elasztikus matrixa-
nak rendellenességéhez vezetett (13). Eredményeink szerint
TGA-betegekben az abnormis aorticopulmonalis szeptaci6 az
arteria carotis karosodott elaszticitasaval parosul, ami alata-
masztja feltételezésiinket, mely szerint a szeptacio és az
elasztogenezis human embridban is 6sszefiiggd folyamatok.

Eredményeink szerint az arteria carotis végdiastolés at-
mérdje kisebb volt a betegcsoportban a kontrollokhoz képest,
illetve az IMT szignifikansan nagyobb volt TGA-ban. Ez arra
enged kovetkeztetni, hogy nemcsak az elasztin, de az érfal
egyéb Osszetevoinek kialakulasa is zavart szenvedett. Ezt ta-
masztjak ala azok az embrionalis eredmények, melyek szerint
az intersticialis 3-as tipusu és az intima 1-es tipusu kollagén-
jének képzodése is zavart szenvedett (1). Erdekes médon az
érfal vastagsaga nem fliggott 6ssze az érfal rugalmassagaval,
ezért feltételezziik, hogy a strukturalis és funkcionalis elvalto-
zasok kiilonbozo szovettani eltérésekbdl adodnak. Munkank
részeként azonban szdvettani vizsgalat nem tortént.

Az emelkedett systolés és a csokkent diastolés nyomas je-
lezheti az artérias rendszer rugalmassaganak korai csokkené-
sét. A megemelkedett pulzusamplitid6 azonban oka és kovet-
kezménye is lehet az elasztikus nagyerek rugalmassagcesok-
kenésének. Jelen keresztmetszeti tanulmanyunkban az ok-
okozati Osszefliggés feltarasa nem lehetséges.

A BRSphe €s az arteria carotis
. disztenzibilitdsa kézti 6sszefiig-
i gés TGA és kontrollalanyokban.
: A farmakoldgiai médszerrel
i meghatdrozott baroreflex-ér-
: zékenység (BRSpre) és az a. ca-
i rotis disztenzibilitds kbzétt szo-
ros dsszefliggés van a kontroll-
csoportban  (kér, ’=0,53, p
<0,05), ez az 6sszefliggés TGA-
betegek esetében nem dll fenn
(hdromszég).
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NAGYER-TRANSZPOZICIOBAN AZ ARTERIA CAROTIS CSOKKENT RUGALMASSAGA ...

Tobbszordsen bizonyitott, hogy az elasztikus erek mere-
vebbé valasa (arterial stiffness) fiiggetlen cardiovascularis ri-
zikotényez6 (14). Ugyan TGA-betegekben ezen koriilmény
kovetkezményei nem tisztazottak eléggé, és tovabbi tanul-
manyt igényelnek, valdsziniileg kiilonos figyelemre van
sziikség klinikai utankdvetésiikben. A cardiovascularis pri-
mer ¢s szekunder prevencionak —mint a rendszeres fizikai ak-
tivitas vagy soszegény diéta — 1ényeges szerephez kell jutnia a
kai igénybevétele nem ajanlott, a rendszeres, mérsékelt spor-
tolas azonban kivanatos lenne szamukra. Emellett egyéb dié-
tas megfontolasok, mint a természetes, hal eredetli omega-
zsirsav fogyasztasa (17), illetve az aktiv és passziv dohany-
zastol valo tartozkodas (18) szintén fontosak lehetnek.

Munkank masik részében a HRV- és BRS-indexeket, il-
letve ezek kapcsolatat a carotis rugalmassaggal vizsgaltuk
meg. Azt talaltuk, hogy a csokkent carotisrugalmassag nem
jart egyiitt karosodott baroreflex-érzékenységgel, valamint a
szivfrekvencia-variabilitasi indexek sem voltak szignifikan-
san kiilonbozéek a beteg és kontrollcsoportban.

A csokkent BRS és HRV a cardiovascularis morbidités
¢és mortalitas fliggetlen rizikotényezdje (19, 20). Néhany ta-
nulmany vizsgalta ezeket az indexeket congenitalis szivfejlo-
dési rendellenességekben (21-24). A kiilonféle szivfejlodési
rendellenességekben az eredmények sok esetben azt mutat-
tak, hogy mind a mitét eldtt, mind a mitét utan csékkentek a
HRV- és BRS-mutatok. A pitvari- (ASD) vagy kamrai (VSD)
septumdefektussal rendelkez6 betegeknél, valamint jobb
kamra kidramlasi rekonstrukciot kovetéen csokkent HRV- és
BRS-indexeket talaltak. A csokkenés az ASD, VSD esetében
kisebb volt, mint a jobb kamra kidramlasi rekonstrukciot ko-
vetdéen (24). Fontan-miitéten atesett betegekben, illetve
Fallot-tetralogia rekonstrukcioja utan a sziv autondm szaba-
lyozasa szamottevéen romlott, amit a csékkent HRV- és
BRS-paraméterek mutattak (21, 22). A csokkenés Osszeflig-
gott a megel6z6 sebészeti beavatkozas jellegével, idejével, il-
letve a bal és jobb szivfél hemodinamikéjaval. A Fallot-
tetralogias betegeket érintd masik tanulmanyban azonban
csak a betegek 43%-a rendelkezett alacsonyabb HRV-
értékekkel (23). A BRS- és HRV-indexekben bekovetkezett
csokkenés nagyobb volt a miitét utan kozvetleniil, és részben
helyreallt a késobbieckben. A HRV- és BRS-csdkkenés annal
nagyobb volt, minél tobb miitéti beavatkozas tortént, és a mii-
tétet kovetden fokozatosan allt helyre.

Vizsgalatunk eredményei alapjan a TGA-beteg- és kont-
rollcsoportban nem volt szignifikans kiilonbség az autonom
indexekben. Ez azért varatlan eredmény, mert az autonom
idegek kozvetlen karosodasa a sebészi beavatkozas soran el-
keriilhetetlen. A centralis szimpatikus és paraszimpatikus ide-
gek a vena cava superior, jobb pitvar, aorta ascendens és az
arteria pulmonalis posteromedialis felszinén plexust képez-
nek — cardiopulmonalis afferensekkel egyiitt — (25), igy a
pericardium eltavolitasa a jobb pitvar és a vena cava superior
felszinér6l a TGA-betegek korrekcidos miitéte alatt az auto-
nom idegek mechanikai karosodasat idézi el6. Ezenkivil a
karosodas bekovetkezhetett az idegek, illetve a sinuscsomod
ischaemigjakor. Két tanulmanyban Gsszehasonlitottak sziv-
fejlodési rendellenességekben a korrekcidos miitét elotti és
utani autonom indexeket, és azt talaltak, hogy a posztoperativ
értékek jelentés mértékben csdkkentek a preoperativhoz ké-
pest (24, 26). Jelen eredményeink arra engednek kovetkeztet-
ni, hogy a cardialis autonom idegrendszeri funkci6 teljes mér-
tékben helyreallt, illetve reinnervacio kovetkezhetett be. Ezt a
hipotézist alatamasztja, hogy a nagyér-tanszpozicié rekon-
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talt betegekben is megfigyeltek paraszimpatikus és szimpati-
kus reinnervaciot, és felvetik a sebészi technikatol valo fiig-
gést (28). Ugy tinik, az autoném idegrendszeri miikodés
helyreallasanak mértékében két faktor jatszik szerepet. Egy-
részt 1ényeges a mitét Ota eltelt id6. Ouchi és munkatdrsai
ugy talaltak, hogy az autoném indexek a korrekcios miitét ota
eltelt idével parhuzamosan javultak. A BRS szignifikansan
korrelalt a mtitét utani kovetési idével a jobb kamra kiaramla-
si rekonstrukcio esetében (24). Azonban a mi esetiinkben nem
ez alegvaldszinlibb magyarazat, hiszen a HRV- és BRS-inde-
xekben Fallot-tetralogiat helyreallito mitét utan 26 évvel is
kéarosodast mutattak ki (21). Jelen munkankban pedig a mtitét
ota eltelt id6 1243 év volt, és nem talaltunk Osszefliggést a
BRS- és HRV-indexek, illetve az operaciotol eltelt id6 kozt.

Masrészt fontos a sebészi beavatkozas Osszetettsége. A
HRV- ¢és BRS-indexek forditott aranyossagot mutattak a se-
bészi beavatkozasok szamaval a kongenitélis szivfejlodési
rendellenességek komplex formaiban (24). A pitvari switch-
miitét a jobb pitvarra korlatozodik, ezaltal nem érinti sem a
kamrat, sem a jobb kamra kidramlasi traktust vagy a pul-
monalis artériat. Valoszinii, hogy minél nagyobb a sziv sz6-
veteinek sebészi karosodasa és a cardiopulmonalis baro-
receptorok régioinak sériilése, annal hosszabb tavon all fenn a
baroreflex-funkcio karosodasa.

Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy egészsége-
sekben a carotis disztenzibilitdsa Osszefiigg a baroreflex-
érzékenységgel (6). Ezt a pozitiv dsszefliggést az elasztikus
tulajdonsagok és a BRS kozott terhesekben és magasvérnyo-
mas-betegségben is kimutattak (29, 30). Az életkorral 6ssze-
fliggésben 1évo valtozasok a BRS-ben korrelaciot mutattak a
centralis artéridk rugalmassagaval. Ul életmodot folytatd
alanyok esetében a rendszeres fizikai aktivitads utin a BRS ésa
carotis compliance javult, ami szoros és pozitiv korrelaciot
mutatott (31). A BRS variabilitasat 50%-ban a carotis disz-
tenzibilitasban 1évo kiilonbségekkel magyaraztak.

Vitathato, hogy az aranylag alacsony betegszam miatt
nem mutatkozott szignifikans kiilonbség a két csoport kdzott
a BRS;;. esetében. Azonban a BRS és a carotis diszten-
zibilitds kozotti dsszefiiggés teljes hianya arra enged kovet-
keztetni, hogy a beteg- és kontrollcsoportban mas mechaniz-
musok hatarozzak meg a baroreflex-érzékenységet. A baro-
szenzoros erek alakitjak at az artérias vérnyomas ingadozasat
érfalfesziiléssé, ami a baroreceptorok adekvat ingere, igy az
erek kulcsfontossaguak a baroreflex mitkddésében. Eredmé-
nyeink azonban a BRS neuralis komponensének fontossagat
hangstlyozzak. Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy
a carotis disztenzibilitasa kora gyerekkort6l csokken, azon-
ban a BRS a pubertaskorig n6 (32). Tehat ebben a periddus-
ban a neuralis mechanizmusok hatédrozzak meg a BRS alaku-
lasat és nem a carotis elaszticitasa. Egy masik tanulmany sze-
rint mind vascularis, mind neuralis mechanizmusok szerepet
jatszanak az életkorral 6sszefliggé BRS csokkenésben, mig a
rovid tavu fizikai aktivitas valoszintileg a neuralis vagus kont-
roll er6sitésével mérsékli a csokkenést (33). Ezek a megfigye-
Iések arra engednek kovetkeztetni, hogy a kozponti idegrend-
szer plaszticitasa fontos szerepet jatszik a cardiovagalis auto-
ném szabalyozasban. A neuralis plaszticitds eredményeinkre
is magyarazatot adhat. Feltételezziik, hogy a merevebb érfal-
bol szdrmazd csokkent baroreceptor-inputot kompenzalja a
kozponti strukturak alkalmazkodasa, ami a baroreflex ép
funkcidjat eredményezi. A neuralis komponensek alkalmaz-
kodoképességét tamasztja ala a resetting jelensége is (34).
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A reninszekrécié vizsgalata multifoton-mikroszképpal
a vese akut és kroénikus korfolyamataiban

Experimental studies on renin secretion in acute and chronic
renal diseases using multiphoton microscopy

OSSZEFOGLALAS Bevezetés: A tacrolimus (Tac) és a cyclosporin A (CyA) két nagy poten- :
ciadli immunszuppresszans, amelyek ma még elengedhetetlen terapias megoldasai az :
allograft rejekcidjanak kivédésének és a hosszd tavi immunszuppresszionak, am is- :
mert és hangsulyosan figyelmet érdemlé tulajdonsaguk nefrotoxikus voltuk is. Célok :
és médszerek: Haromhetes, him C57 black 6 egerek (n=15) hdrom csoportjan végeztik :
a vizsgélatokat: kontroll (K), 2-szer 0,075 mg/kg/nap Tac-kezelt (Tac) és 2 mg/kg/nap :
CyA-kezelt (CyA) allatokon. Haromhetes kezelést kdvetden vizsgéltuk a laboratdriumi :
paramétereiket (szérumkreatinin), majd FACS analizissel, illetve multifoton-mikroszké- :
piaval a gy(jtécsatorna, illetve JGA renintartalmat. Nyilatkoztunk az erek konstrikcioja- :
rol és a kovetkezményes fibrézist Masson-festéssel itéltik meg. Eredmények: A szé- :
rumkreatinin szignifikdnsan megemelkedett a Tac és a CyA csoportokban. Mind a JGA, :
mind a gy(jtécsatorna renintartalma négyszeresére nétt a calcineurin inhibitor kezelés :
hatasara, amelyet sikertlt multifoton-mikroszkoépiaval is aldtémasztani, a reningranu- :
laltsag mindkét lokalizacidban jelentésen megnétt. E lokalis aktivacié kovetkezménye- :
ként vazokonstrikciot tapasztaltunk mindkét kezelt csoportban, és mar az immun- :
szuppresszio korai szakaszaban, a harmadik héten fibrotikus szigeteket mutattunk ki a :
vesében. Kovetkeztetések: Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy a calcineurin-inhibi- :
torok kdrosité hatéssal birnak a veseparenchymara, ami tanulmanyunk alapjan Gssze- :
fliggésbe hozhaté egy megndvekedett reninaktivacioval nemcsak a JGA-ban, de a :
gy(jtécsatornaban is — utdbbi Uj leirds az irodalomban. Mindezek alapjan a renin- :
angiotenzin rendszer gatlasa tobb ponton is hatékony lehet a calcineurin-inhibitorok :
nefrotoxikus hatasanak megel6ézésére. Tovabbi vizsgélatok szikségesek, hogy milyen :

gatloszerek és milyen kombinacidban lehetnek a leghatékonyabbak a kezelésben.

KULCSSZAVAK immunszuppresszio, lokdlis RAS, multifoton-fluoreszcens mikroszkopia,

gyuUjtécsatorna

SUMMARY Introduction: Tacrolimus (Tac) and Cyclosporin A (CyA) are two great :
potential immunosuppressants which are essential therapeutic solutions for the :
prevention of allograft rejection and long-term immunosuppression, however, it is :
well known and deserves special attention that both of them possess nephrotoxic :
potential. Aim and methods: Two week old, male C57 black 6 mice (n=15) were divided :
into three groups: control mice (Q), treated with 0.075 mg/kg/day of Tac twice a day :
(Tac) or treated with 2 mg/kg/day of CyA (CyA). Three weeks after the administration :
serum creatinine was measured, then the renin content in the collecting duct (CD) and :
juxtaglomerular apparatus (JGA) was evaluated using FACS and multi-photon :
microscopy. The contraction of the vessels was assessed and the consequent fibrosis :
was determined by Masson staining. Results: Serum creatinine was significantly :
elevated in both the Tac and the CyA groups. In the two investigated localizations (JGA :
and CD), renin content increased to a four time higher level following the :
administration of calcineurin inhibitors, which was further supported by multi-photon :
microscopy showing that the renin granulation increased remarkably in both :
localizations. As a result of the local activation, vasoconstriction was present in both :
treated groups. Furthermore, as early as the third week after treatment with :
immunosuppressants, fiborotic islands were found in the kidney. Conclusions: Our :
studies revealed that calcineurin inhibitors exert nephrotoxic effect on the kidney :
parenchyma, which could be the consequence of the enhanced renin activity not only :
in JGA but in the collecting duct segment as well. Therefore, the inhibition of renin- :
angiotensin system could be beneficial in prevention the nephrotoxic effect of the :
calcineurin inhibitrors. However, further studies are needed to reveal what kind of :

inhibitors and in which combination could provide the most efficient treatment.
KEY WORDS immunosuppression, local RAS, multi-photon microscopy, collecting duct
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Bevezetés

A renin, mint a renin—angiotenzin—aldoszteron rendszer
(RAAS) sebesség meghatarozoja, fontos szerepet jatszik
szervezetiink so- és vizhaztartasanak, valamint vérnyomasa-
nak szabalyozasaban. Ezen tal a renin a lokalis RAAS része-
ként relevans lehet a gyulladasban, trofikus és profibrotikus
hatasokban is. A sejtek, melyek termelik, taroljak és felszaba-
ditjak a renint, jelenleg még nem teljesen kortiljartak.

A vesetranszplantacio jelenleg a végallapotll veseelégte-
lenség egyetlen definitiv terapids megoldasa. Az allograft-
vesztés okai sokat valtoztak a modern immunszuppressziv
szerek bevezetése ota; az egyéves veseallograft-talélés jelen-
tdsen javult a jobb regimek kovetkeztében, ellenben, a kroni-
kus allograft-nephropathia (CAN) még mindig a vesegraft-
vesztés legfobb okaként szerepel (1). A CAN karakterizalhato
a vese interstitiuma, a glomerulusok és az erek progressziv
sclerosisaval, ami végsé soron fibriogenezishez és graft-
vesztéshez vezet (2). Habar a CAN kovetkeztében kialakulo
rejekcidt tradicionalisan a kismértéki allogenikus szovetre
adott valaszok ismétlddése jellemzi, szamos bizonyiték azt
jelzi, hogy alloantigén fiiggetlen faktorok szintén hozzajarul-
hatnak a patogenezis¢hez (3). Ezek magukba foglalnak sza-
mos determinanst, melyek kozott a calcineurin-inhibitorok
(CNI) nefrotoxikus hatasa jelent6s és egyben modosithatod
faktor.

A CAN kifejlédésében a CNI-nefrotoxicitas jelentds sze-
repet jatszik, ennek ellenére a hatterében meghtizodo pato-
mechanizmus még mindig nem teljes mértékben feltart. Az
akutan kialakulé nephropathia — gy tinik — a vesearamlas
csokkenésének kovetkezményeként alakul ki, ami az afferens

nyezi. Tovabba a transzformalo novekedési faktor béta-1 no-
vekedése, a nagyobb szamban el6forduld apoptozis, a gyulla-
dasos mediatorok stimulacidja, a megndvekedett innate im-
munitas és az endoplazmatikus retikulum stresszallapotanak
szerepét feltételezik a kronikus CNI-nephropathia patogene-
zisében (4). Kovetkezményesen fejlodik ki a tubularis karoso-
das, interstitialis fibrozis ¢s arteriopathia jellemz6 hisztologi-
ai képe, amit a vese funkcidjanak csokkenése kisér.

A renin szerepe a CNI-nephropathia inicializalasaban,
késdbbi fenntartasaban ezidaig nem allt a vizsgalatok kozép-
pontjaban. Bar ismert, hogy CNI-vel kezelt patkanyok juxta-
glomerularis apparatus (JGA)-aban hypertrophia jon létre (5).
Kimutattdk tovabba, hogy a JGA sejtek kifejezik a calci-
neurin-izofomakat, amelyek cyclosporin A (CyA)-val torténd
gatlasa szignifikansan stimulalja tenyésztett granularis sej-
tekbdl a renin felszabadulasat (6). In vivo ez tovabbi megerd-
sitést nyert, az afferens arteriolakban levé renin recruitment-
jét tapasztaltak CyA-kezelt patkanyok veséjében, ami jelen-
tds hemodinamikai valtozast okozott a vese mikrovaszkulata-
rajaban (7). Hasonldo megfigyeléseket irtak le tacrolimus
(Tac)-hoz kapcsolodva is, adminisztracidja nagyban meg-
emelte a plazmarenin-aktivitast (8). Fontos azonban megje-
gyezni, hogy minden tanulmany csupan a JGA reninre foku-
szalt, és a helyi RAAS mas lokalizacidit nem vette figyelem-
be. Fiiggetleniil a renin eredetétdl, a triggerelt termelés és
szekrécio végsoé kovetkezménye a transzformald novekedési
faktor-béta (TGFb1) és a bazalis fibroblastndvekedési faktor
(9) altal inicializalt matrix fehérjék akkumulacidja.

Végiil, de nem utolso sorban, bizonyitékok egész sora de-
monstralta, hogy jelentds nemi kiilonbség jellemz6 a RAAS
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szert; rovid tavon a direkt vazokonstrikcios hatasuknal fogva,
valamint az extracellularis folyadéktérfogat vesekontrollja-
nak megvaltoztatasa altal, mig hosszll tavon az apoptozis,
gyulladas és fibrozis azok a faktorok, amelyek az androgének
altal sulyosbitjak a postischaemias periodust (10). Nosté-
nyekben az &sztrogén kompenzalja ezen hatasokat, habar nem
a RAAS gatlasa, hanem a potens vazodilatans NO altal (10).
A CNI nefrotoxicitas esetén, a reninszabalyozas nemek ko-
z0otti kiillonbségét ezidaig nem vizsgaltak.

Célkitlizésiink volt megvalaszolni annak a kérdésnek a
vizsgalata, hogy vajon a CNI, legalabb részben, a lokalis
RAAS inicializalasan keresztiil fejti-e ki nefrotoxikus hatasat,
kiilonos tekintettel az 6sszek6td szegmensben vagy a gy(ijto-
csatornaban.

Modszerek

A CNI nephropathia in vivo modellje

Minden erbfeszitést megtettiink, hogy az allatok disz-
komfortjat és fajdalmat minimalizaljuk. Az egereket standard
koriilmények kozott tartottuk hdmérséklet-kontrollalt (22 + 1
°C) szobakban, ahol a vilagos és s6tét periodusok alternaltak.
Az akut kisérletek altalanos anesztéziaban torténtek. Minden
protokollt a Semmelweis Egyetem Etikai Bizottsaga engedé-
lyezett.

A Kkisérletek elsd széridjaban kéthetes, him C57 black 6
egereket (n=15) harom csoportba osztottuk: kontroll egerek,
kétszer egy nap 0,075 mg/kg/nap Tac-kezelt egerek és 2
mg/kg/nap CyA-kezelt egerek. Az kezelés harom hetét kove-
tden az allatokat képalkotokkal vizsgaltuk vagy harvesteltiik
tovabbi feldolgozas céljabol.

Vesefunkcios paraméterek

A szérum ¢és vizelet vesefunkcidés paramétereket (vér-
ureanitrogén, kreatinin, natrium, kalium, albumin) a kereske-
delmi forgalomban kaphato kitek segitségével hatdrozunk
meg.

Hisztoldgiai vizsgalat

A paraffinos vesemetszeteket hematoxilin/eozin, perjod-
sav-Schiff- és Masson-reagenssel festettilk meg. A mintakat
kodoltuk és fénymikroszkoppal 0-t0l 4-ig terjedd skalan a
tubularis karosodast, tubulointerstitialis fibrozis mértékét és
az interstitialis beszlir6dést szemikvantitativ modon itéltiik
meg.

Multifoton-excitacios mikroszkopia

A multifoton-excitdciés mikroszkopia state-of-the-art
konfokalis képalkotd modszer, amely idealis a szévet mély
optikai szeleteléséhez (11). Képes ultraérzékeny, mennyiségi
képalkotés kivitelezésére, valamint a szervek funkcidjanak
feltérképezésére egészségesben ¢és betegben olyan idobeli és
térbeli felbontassal, amelyre mas képalkotd eszk6zok nem
nyujtanak lehetdséget. A sejtbéli valtozok, mint példaul a
citoszolikus kalcium, pH, sejt-sejt kommunikacio és szignal
propagacid, a JGA-ban torténd interstitialis folyadékaramlas,
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a tubuloglomerularis feedback valdsidejii képalkotasa, tovab-
ba a glomerularis filtracid, permeabilitas, koncentralas, higi-
tas jol vizualizalhatd. Mi tobb, ennek a minimalisan invaziv
eszkoznek a felhasznalasaval lehetdség van a vesefunkciok
mennyiségi meghatarozéasara is in vivo, magéaba foglalva az
intrarenalis RAAS aktivitasat, a renin felszabadulasanak me-
chanizmusat és a vazoregulacio kontrolljat.

Az allatok ketamine és xylazine oldatat kaptak intra-
peritonealisan (800 pl/kg és 200 pl/kg), majd homotermikus
miitéti asztalra helyezésiiket kovetden homérsékletiiket ~37
°C kortil tartottuk egy elektromos melegité padon. Megfeleld
anesztéziat kovetden az allatok borét Betadinnal fertdtlenitet-
tiik, majd leborotvaltuk a nyak teriiletét és a bal dorsalis ol-
dalt. Ezt kovetéen mm-es bemetszés tortént a nyaki régioban,
hogy elérhetévé valjék a trachea és a carotis. Miutan a stabil
1égzés biztositasara dvatosan feltartuk a tracheat, a carotist
kantilaltuk a festék bejutdsa céljabol. Ezt kovetden a bal oldali
metszésen a bal vesét finoman kiemeltiik, ¢s a mikroszkop
munkafeliiletére helyeztiik. A vesét folyamatosan 0,9%-os
sooldatban aztattuk a képalkotas soran (1. dbra).

Fluoreszcens képeket készitettiink a Femto 2D magas
szenzitivitasi galvanoscanner-alapii multifoton-mikroszkop
rendszerrel (FemtonicsIne, Budapest) kiegészitett Olympus
Invert mikroszkoppal. A képek Olympus 60x glicerin immer-
zi0s objektiven keresztiil késziiltek (numerikus aperture: 1,3).
Fluoreszcens excitaciot a mode locked titanium-sapphire 1é-
zer (Spectra-Physicslnc. , Irvine, CA) biztositott. A fotonokat
kiilon  fotonsokszorositok — gyUjtotték be  maximalis
pinhole-lal, 12 bit-es intenzitas skalaval és 100 pm-es maxi-
malis mélységgel. A képek ¢s adatok véglegesitése Matlab és
Image J software-rel tortént.

A fluoreszcens festéket a carotison keresztiil bolus salsol
kiséretében fecskendeztiik be. 70 kDa rodamin dextran szol-
galt a vaszkulatira és quinacrin a savas granulumok, igy a
renint tartalmaz6 granulumok megfestésére. A Hoechst a ma-
gokat emelte ki.

FACS analizis

A héarom hét elteltét kovetden az allatok harvestelése tor-
tént, veséiket kivettiik ¢és permeabilizaltuk FACSTM
Permeabilizing Solution 2 (10x) (Perm2)-vel 10 percig,
szobahén (RT). A permeabilizalast kovetden a sejteket
PBS-sel mostuk és renin és AQP2 antitestekkel inkubaltuk.
Ezt kovetden a sejteket Perm2-vel mostuk és a megfelelé ma-
sodlagos antitestekkel inkubaltuk fél 6raig, RT-n sététben. A

connections to circulating
water heater

heating pad

negativ kontrollokat csupan masodlagos antitesttel inkubal-
tuk. Mindezt kdvetden a sejteket Perm2-vel mostuk at, centri-
fugaltuk (800 g/RT/perc), majd ismét PBS-be helyeztiik. A
citometrias analizis FACSria citometerrel tortént. A forward
¢és a side mintanak megfelelden azonositottuk az ép sejtpopu-
laciot. Tizezer sejtet gytjtottiink dssze, és a beldliik szarmazo
adatokat elemeztiik.

Statiszikai analizis

Az adatokat STATISTICA. 6 software-rel analizaltuk. Az
adatokat atlag +SEM szerint abrazoltuk. A normalis eloszlast
Kolmogorov—Smirnov-teszttel ellenérizziik. Az §sszehason-
litasokat ANOVA ¢és Fisher-féle post-hoc teszttel végeztiik. A
hisztologiai kiértékeléseket Kruskal-Wallis-teszttel végez-
tilk, amit tobbszords par-illesztett dsszehasonlitas kovetett a
Dunn-tesztnek megfelelden. A p értéket akkor fogadtuk el
szignifikansnak, ha értéke <0,05.

Eredmények

A savas granulumokat megfesté quinacrin kirajzolta a
renin jelenlétét egyrészt a JGA-ban (24 abra), masrészt a
gyijtécsatorna basolateralis oldalan és némely sejt (feltéte-
lezhetSen principalis sejt) citoszoljaban granularis szerkeze-
tet mutatva és ezen sejtek apikalis felszinén is (2B dbra).
Osszességében a renin klasszikus szekrécios helyén, a JGA-n
tul, jelentés mennyiségben termelddott és szekretalodott ez a
hormon az §sszekotd és gytijtdcsatornaban is.

A multifoton-technika beallitasat és a renin vizualizalas
lehetdségének bizonyitasat kovetden kisérleti felallasunknak
megfeleléen harom csoportban vizsgaltuk a renin mennyisé-
JGA-jaban csupan néhany granularis sejt volt talalhatd, me-
lyek renint szekretaltak és gytijtocsatornajukban alig, ha egy-
altalan lathato volt a granulaci6. Ezzel szemben a Tac- kezelt
csoport megndvekedett szamu granularis sejtet mutatott, me-
lyek visszadifferencialodtak renintermeld sejtekké, és a gytij-
tdcsatornaban is fokozott granulacié volt megfigyelhetd. A
CyA-kezelt csoport hasonld képet mutatott, mindkét altalunk
vizsgalt lokalizacioban szignifikdnsan megndtt a renin jelen-
léte a kontroll egerekhez képest.

Aramlasi citometriaval elkiilonitettiik a fentebb vizsgalt
képleteket, AQP2-t hasznaltunk a principalis sejtek kivaloga-
tasahoz, ezzel tudtuk elvalasztani ezt a sejtpopulaciot a vesé-

. Az dllat pozicija multifoton-
i mikroszkdpia sordn (k&szonet-
i tel Peti-Peterdi Jdnosnak)

e

\

Exteriorized kidney

1

' 50 mm coverslip bottom dish
(filled with nomal saline)
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kontroll Tac kezelt

glomerulus + JGA

gy(jt6écsatorna

ben talalhaté minden mas sejttdl. Ezt kovetden a két sejtpopu-
lacion beliil elkiilonitettiik a renintermeld sejteket. A 44 dbra
mutatja, hogy mig kontroll allatok principalis sejtjeinek csu-

pan 2%-a termelt és szekretalt renint, addig ez haromhetes

A renintermel6 sejtek aranya
principalis sejtekben
(AQP2 + renin+)
15
10 T
5 -
..

15

10 ~

..

I kontroll

TAC
CyA

© Multifoton-mikroszképidval  valé
i vizualizdldsa a renin termelédésé-
. nek és szekréciojdnak két ismert lo-
¢ kalizdcidja. A Panel: juxtaglomeru-
¢ laris apparatus (JGA) granularis
. sejtjei (nyil), B Panel: gydjt6csator-
. na pricipdlis sejtjei.

© Multifoton-mikroszkdpidval a hd-
i rom vizsgdlt csoportban megjelend
. renin. Kontroll dllatok JGA és gyUij-
i técsatorndjdban granuldcié alig fi-
. gyelhet6 meg, ellenben a két
© calcineurin-inhibitor- (CNI) kezelt
. csoportban mind a JGA, mind a
gyljtécsatorna szignifikdnsan na-
i gyobb mennyiségben termelédétt
: 6s kertilt szerkréciora.

immunszuppresszans kezelést kovetéen mar szignifikansan,
haromszorosara nétt mindkét kezelt csoportban. A renin-
tartalom hasonléan alakult a JGA esetében is (4B dbra).

renintermel6 sejtek aranya
principalis sejteken kiviil
(AQP2- renin+)

*
—

*p < 0,05 vs. kontroll

. Aramldsi citometridval kiilénvdlasztottuk az AQP2-pozitiv (principdlis sejtek) és -negativ sejteket, valamint azon beliil
. is a renintermeld sejteket, illetve az azt nem tévéket. A kontrollcsoport élesen elktiléniilt a két CNI kezelttsl, mig az
: el6bbi esetén a sejtek csupdn 2%-a termelt renint mindkét lokalizdciéban, addig a két immunszupprimdilt csoport en-
© nek az étsz6rés mennyiségében fejezte ki a renint.
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A renin kozvetlen hatasanak egyikeként multifoton-tech-
nikankkal képesek voltunk vizsgalni az ératmérdk valtozasat.
Az 5. dbra jol demonstralja, hogy kontroll allatokban a meg-
kozelitéleg 7 um-es atlagos ératmérd kozel 2 um-t csokkent,
vagyis a megndvekedett reninszekrécio ilyen foku kontrakei-
ot hozott 1étre mindkét vizsgalt csoportban.

Ezen érkontrakcio jelent6s mértéki hypoxiat eredménye-
zett, aminek a kovetkezménye lehet a makroszkopikusan ko-
teges megjelenésti elkotdszovetesedés inicializacidja. A 6.
dbra ezen valtozasokat mutatja, miszerint kontroll allatok ve-
séjének Masson-festése nem mutatott fibrotikus elvaltozast
(64 abra), mig a két kezelt csoportban fellelhetok voltak a ko-
teges, erek mellett futd kollagén rostok kék szinti festodése
(6B és 6C dbra).

I kontroll

[ TAC *p < 0,05 vs. kontroll

Multifoton-mikroszkdpidval a hdrom vizsgdlt cso-
: port érdtmérdit elemeztiik. Kontroll dllatok 7
i um-es dtlagos dtmérdje kozel 2 um-t csGkkent, va-
: gyis a megnévekedett reninszekrécié ilyen foku
. kontrakciét hozzott létre mindkét vizsgdlt csoport-
¢ ban.

Kisérleteink utolsé 1épéseként a vese funkcionalis valto-
zasat vizsgaltuk. A kontroll allatok szérumkreatinin-szintjé-
hez képest mind a CyA-, mind a Tac-kezelt csoportban szig-
nifikansan megnétt ezen vesefunkcids paraméter szintje (7.
abra).

Megbeszélés

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a calcineurin-
inhibitorok karosit6 hatassal birnak a veseparenchymara, ami
— tanulmanyunk alapjan — Osszefliggésbe hozhaté a meg-
ndvekedett reninaktivacioval nemesak a JGA-ban, de a gy(ij-
tdcsatornaban is. Utdbbi 4j leiras az irodalomban. A fokozott

I kontroll
[0 CyA
TAC

szérum-
kreatinin

*p < 0,05 vs. kontroll
(umol/l)

I

. Vese funkciondlis vdltozdsdt vizsgdltuk. A kontroll
. dllatok szérumkreatinin-szintjéhez képest mind a
i két CNI-kezelt csoportban szignifikdnsan megnétt
i ezen vesefunkcios paraméter szintje.

Masson-festést elvégezve kontroll dllatok veséje nem mutatott fibrotikus elvdltozdst (A), mig a két kezelt csoportban
i fellelhetSk voltak a kéteges, erek mellett futé kollagénrostok kék szinben valé festédése (B, C).
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renintermeldédés a nagyobb sejtpopuldcidt magaba foglald
gyljtécsatorna lokalizacioban vazokonstrikciot, kovetkez-
ményes hypoxiat és ezaltal fibrogenezist indukalt, mely hata-
sok ereddje a vese romlo funkcidja.

A CAN komplex folyamat szdmos kaszkadot, regulacios
faktort foglal magaba, am pontos patomechnizmusa még min-
dig nem ismert. Vannak alloantigén-fiigg6 és -fiiggetlen fak-
torok, amelyek koziil munkank a CNI-nefrotoxicitast vette
goreso ala. A legelemibb faktor, ami jelen volt modelliinkben
a hypoxia. Az oxigén részleges hianya minden vesesejtben a
citratciklus zavarat eredményezi, kovetkezményesen a szuk-
cinat akkumulalodik, és kilép a mitokondriumboél a citoplaz-
maba és az extracellularis térbe (12). A szukcinat a GPR91 re-
ceptoran keresztiil autokrin és parakrin modon fokozza sza-
mos mestergén transzkripcidjat, koztik a RAAS sebesség-
meghatarozo 1épését is, a renintermelést. Az dsszekotd szeg-
mensben és a gylijtdcsatornaban is igen nagy mennyiségben
talalhato GPR91-receptor (13), az altala triggerelt és itt ter-
melddd renin, amelyet diabeteses modellben mar leirtak
(14-16), egyike lehet a legfontosabb jelatvivoknek, melyek a
hypoxiat hivatottak jelezni. A renin az angiotenzin-1I-n ke-
resztiil tovabb stlyosbitja a vazokonstrikciot, majd egy ké-
sObbi Iépésben profibrotikus utvonalakat indit be, amelyek to-
vabbi fokozott mikddésre vannak serkentve a renin (P)RR-an

A renin CNI-nefrotoxicitasban betdltott kdzponti szere-
pére utal az is, hogy RAAS-gatladst alkalmazva a CNI

nefrotoxicitas kivédésérdl, de legaldbbis javulasarol sza-
moltak be. Példaul a RAAS gatlasat kovetden az interstitialis
fibrozis sokkal kevésbé volt kifejezett azokban a patkanyok-
ban, amelyek a fibrogenikus citokin-overexpresszio, mint
példaul TGF-béta, PDGF és IL6 miatt Tac nefrotoxicitast mu-
tattak (18). Ez tovabbi bizonyitast nyert egy tanulmanyban,
amelyben 5/6 szubtotalis nephrectomia modellben a RAAS
gatlasa az IL2-gatlassal egyiitt sokkal hatékonyabb volt a
progressziv glomerulosclerosis kifejlddésének kivédésében,
mint a monoterapias kezelés (19). Munkacsoportunk altal is
leirasra keriilt, hogy ACE-gatlast kvetden a profibrotikus ut-
vonalak szamos tagjanak mRNS szintje szignifikansan csok-
ken, mig az angiotenzinogén mRNS szintje kompenzato-
rikuan megn6 (20). Latni kell viszont, hogy a direkt renin gat-
last, mint a CNI nefrotoxicitas kivédésének terapids eszkozét
illetden, az irodalom teljes mértékben hianyos.

Eredményeinket dsszefoglalva elmondhatjuk, hogy beve-
zettik ¢és elinditottuk a multifoton-metodikat a magyar
nefrologiai alapkutatasban. A juxtaglomerularis apparatus
mellett a gylijtdcsatornaban is sikeriilt megjeleniteni a renin

kivéltva rontjék a vese miikddését. Igy a renin gatlasa terapias
lehetdség lehet az immunszuppressziv szerek okozta nefroto-
xicitas akut és kronikus kovetkezményeinek csokkentésében.
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