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Introduction. Cardiovascular disease (CVD) is the
number one cause of death worldwide, and aging is the single
largest risk factor for CVD. Diabetes is a highly prevalent
disease as well as a known risk factor for developing CVD.
The incidence rate of people developing diabetes type 2 is
rising, and the average life expectancy in the developed world
is increasing. The vascular changes associated with aging and
diabetes are related to endothelial dysfunction and altered
smooth muscle regulation. Hydrogen sulphide was shown to
have many cardiovascular protective properties and it can
induce vasorelaxation. The aim of our study was to
investigate the vascular response to hydrogen sulphide in
vessels of aged mice with and without diabetes type 2.

Method. The mice were of female C57BLKS/J
background and Dock7m/Leprdb genetic modification. From
each mouse 6 thoracic aorta segments of 3 mm each were
isolated and mounted on the wires of the myograph. We
studied the vascular responses to phenylephrine (10-8-10-5
M), acetylcholine (10-9-10-5 M), the hydrogen sulphide do-
nor NaHS (10 -1000 microM) and the nitric oxide (NO) donor
sodium-nitroprusside (SNP; 10-10 -10-5 M).

Results. In a wide range of concentrations vasorelaxation
induced by acetylcholine and SNP was decreased in segments
from diabetic animals (Ach 3x10-8 — 10-5 M, p<0.001; SNP
10-9 — 3x10-8 M; p<0.001 vs control, n=4-6) and the
vasorelaxant response to NaHS was enhanced at 100 microM
in the diabetic group (36.5+20.4% vs 73.0+11.8% ;p<0.001
vs control, n=4-6).

Conclusion. Diabetic endothelial dysfunction is thought
to be related to decreased NO-release, however the decreased
response to SNP suggests impaired NO-derived smooth
muscle relaxant capacity in old diabetic vessels. Our
observations indicate also that diabetic vessels are more
sensitive to hydrogen sulphide mediated vasorelaxation.
According to the literature, diabetic tissues have increased
phosphodiesterase activity, which enzyme inhibited by
hydrogen sulphide. Thus, the mechanism of action behind our
results might be related to enhanced inhibitory effect of
hydroge sulphide on the phosphodiesterase activity thereby
leading to greater relaxation in vessels derived from diabetic
animals.
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While the earlier presentations were focusing on data derived from
male and female young animals the current work summarizes the
results of old animals.
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A TREK-1 (TWIK-related K+ channel), TREK-2 és a
TRAAK (TWIK-related arachidonic acid-activated K+
channel) a K2P hattér kaliumcsatornak kozé tartoznak. Jelen-
t6s szerepet téltenek be a sejtek nyugalmi potencialjanak és
ingerlékenységének szabdlyozasaban. Expresszios mintdza-
tuk tobb szdvetben is atfed, pl. a primer szomatoszenzoros
neuronokban. Hasonléan termo- és mechanoszenzitivek és az
arachidonsav egyarant aktivalja 6ket, azonban szamos farma-
kologiai és regulacios tulajdonsagukban eltérnek. Ezek az el-
térések a csatornak elkiilonitése szempontjabol is Iényegesek.
A TREK-l-et gatolja egy endogén peptid, a spadin.
A TREK-2 ésa TRAAK gatloszere egy polikationos festék, a
ruténium vordés. A TREK-1 és TREK-2 emellett a protein
kinaz A és C célpontja. A hattér kdliumcsatornak altalaban
homodimerként mitkédnek, azonban nemrég leirtuk, hogy a
TREK-1 és TREK-2 alegységek heterodimert képeznek. Az-
ota ismertté valt, hogy a lehetséges kombinaciok szamat to-
vabb noveli a TREK-1/TRAAK és TREK-2/TRAAK
heterodimerizaci6. Arra kerestilkk a valaszt, hogy vannak-e
olyan farmakoldgiai modszerek, melyekkel azonosithatok
ezek a heterodimerek is.

A csatornakat kodolo plazmidokat linearizaltuk, majd in
vitro cRNS-t szintetizaltunk. A cRNS-t Xenopus laevis pete-
sejtekbe injektaltunk, az expresszalt csatornak aramat két
elektrodos voltage clamp modszerrel mértiik. A vizsgalatok-
hoz modelleztiik a heterodimer csatornakat igy, hogy két kii-
16nb6z6 alegységet egy fehérjelanced fliztink 6ssze PCR
technika segitségével. Ehhez az elsé alegységbdl a stop, a
masodikbol pedig a start kodont hagytuk el.

Spadin érzékenységet a TREK-1-nél és a TREK-1 alegy-
séget tartalmazd csatornaknal lattunk. A spadinra érzékeny
csatornédkat a ruténium vorosre adott valaszuk alapjan tovabb
osztalyoztuk: a TREK-1/TREK-2-t és a TREK-1/TRAAK-ot
eltéré mértékben gatolta, a TREK-1-et viszont nem befolya-
solta a polikationos festék. A spadinra nem reagalo csatorna-
kat a pH érzékenységiik alapjan tudtuk elkiiloniteni: a pH
csokkentése a TREK-2-t aktivalta, a TRAAK-ot gitolta, a
TREK-2/TRAAK-ot pedig nem befolyasolta.

Eredményeink alapjan felallitottunk egy olyan farmako-
légiai protokollt, amivel a kiilonb6z6 TREK csatornak elkii-
16nitheték egymastol. Modszeriink segitségével a tovabbiak-
ban tervezziik a csatornak kimutatasat nativ sejtekben, vala-
mint a heterodimerek receptor-fiiggé szabalyozasanak
vizsgalatat.
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A fenti kozlemény a TREK-1 és TREK-2 alegységek
heterodimerizacidjat irja le. A TREK-1/TRAAK és
TREK-2/TRAAK heterodimer jellemzése, valamint az azonosita-
sukra hasznalhaté protokoll még nem kozolt eredmény.
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