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1. Bevezetés és célkitiuzeés

A diabetes mellitus egy vilagméretli probléma a fejlédo orszagokban, mely évrdl évre
egyre tobb embert érint. A diabéteszes betegek szama az 1980-as 108 milliordl 2014-re 422
milliéra emelkedett a 2018-as WHO statisztikak szerint (WHO, 2023). A diabétesz legtobb
kronikus komplikacioja a makro- és mikroangiopatiabol ered, mint a koronaria,
cerebrovaszkularis és periférds érbetegsegek, a diabéteszes nefropatia, neuropéatia és
retinopatia.

A diabetes mellitus gyakori mikrovaszkularis szovodménye, a diabéteszes retinopatia
a vaksag egyik vezetd oka vilagszerte (Cheung és mtsai., 2010). A magas vercukorszint a
retina ercinek miikodését teszi tonkre €s kovetkezeményes iszkémia-reperfuzios (I/R)
karosodasokat okoz (Lu és mtsai., 2018). Klinikailag a diabéteszes retinopatia 4 szakaszon
keresztil alakul ki, ideértve a preretinopatidt, az enyhe nonproliferativ vagy
hatterretinopéatiat, a sulyos nonproliferativ vagy preproliferativ retinopatiat és végil a
proliferativ retinopatiat (Wong és mtsai., 2016; Lechner és mtsai., 2017). A nonproliferativ
retinopatia sordn diagnosztikus jellemzok a szemfenéki elvaltozasok: az intraretinalis
mikroaneurizmak és vérzések, a lipoid exszudatumok, a gyapottépeses-foltok és az 6démak
(Wong és mtsai., 2016). A neovaszkularizaci6 kovetkeztében fellépd proliferativ retinopatia
kdvetkezménye akar latasvesztés is lehet (Wong és mtsai., 2016; Wang és Lo, 2018). A latas
romlasa funkcionalisan mérhet6 elektroretinografia (ERG) segitségével akar laboratoriumi
allatok esetén is (Varga és mtsai., 2011; Varga és mtsai., 2013).

Bar a cukorbetegségnek szamos genetikai patkanymodellje is Iétezik, mint példaul a
Zucker diabéteszes zsiros (Zucker diabetic fatty, ZDF), az Otsuka Long-Evans Tokushima
fatty (OLETF), a biobreeding (BB), a Wistar Bonn/Kobori (WBN/Kob), a Spontan
Diabéteszes Torii (SDT) és a Goto-Kakizaki (GK), nincs “legjobb modell” az embereknél
tapasztalt cukorbetegseg 100 sz&zalékos utanzasara (Olivares és mtsai., 2017; Pandey és
Dvorakova, 2020). A ZDF patkany egy eredetileg elhizott/zsiros patkanytorzsben,
nevezetesen a Zucker patkanyokban fellép6 mutacio eredménye, amelynek kovetkeztében az
elhizott ZDF patkanyok glukdz intoleranciat, hiperinzulinémiat és végul 2-es tipusu
cukorbetegséget mutatnak a mutacio okozta leptinrezisztencia miatt (Al-Awar és mtsai.,
2016). A ZDF-en tal az OLETF és a BB is monogénes allatmodellek, az elobbi elhizast és
I1-es tipust cukorbetegséget okozd G-fehérje mutaciot tartalmaz, az utobbi pedig egy I-es
tipusu diabétesz modell a limfoid immunsejtek autoimmun valaszt okozé mutacidja miatt
(Olivares és mtsai., 2017). A GK, a WBN/Kob és az SDT patkanyok a poligénes diabéteszes



retinopatias allatmodellek csoportjaba tartoznak, mindegyik mas-mas életszakaszban I1-es
tipust cukorbetegséget produkal (Olivares és mtsai., 2017). Munkam soran elészor GK
patkanyokkal vegeztunk kisérleteket; ebben a modellben azonban nem alakul ki a klinikai
kornyezetben gyakori elhizas (Akash és mtsai., 2013), ezért munkam masodik fazisaban ZDF
allatokon dolgoztunk. A ZDF patkany esetében a l1-es tipust cukorbetegség kialakulasanak
folyamata és szamos jellemzdje, mint példaul az elhizds kialakuldsara vald hajlam,
megegyezik az emberrel (Rees és Alcolado, 2005; Pandey és Dvorakova, 2020). A 2-es
tipusu cukorbetegseég emberben is hasonlé tlnetekkel alakul ki, kezdve a glikoz
intoleranciatdl a nyilvanvald cukorbetegségen at a cukorbetegség sulyos kovetkezményeiig,
mint amilyen példaul a diabéteszes retinopatia (Rees és Alcolado, 2005; Heng és mtsai.,
2013). A retinopatia patologias folyamata tisztan vizualizalhatd elektroretinografia (ERG)
alkalmazasaval, mely mddszer alkalmas egyes Kkisérleti anyagok betegség-csokkentd

hatasainak mérésére is (Varga és mtsai., 2011; Varga és mtsai., 2017).

NH, OH

1. é&bra: Az O-(3-piperidino-2-hidroxi-1-propil)-nikotinsav amidoxim, méasneéven BGP-
15 hidroxdmsav-szarmazék kismolekula kémiai keplete (az d&bra a ChemDraw Ultra
szoftverrel készilt, CambridgeSoft, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA)

Munkacsoportunk mar tobb kisérletet végzett retinoprotektiv molekulakkal
cukorbeteg allatokon a retina karosodasanak kivédésére. A BGP-15 (1. abra) egy igéretes
jovébeli gyogyszerfejlesztési célmolekula (Pet6 és mtsai., 2020), melyet — mivel kémiailag
rokon a propranolollal — el6szor sziv- és érrendszeri célokra fejlesztettek ki, jollehet azota
mar szamos kiilonboz6, diabétesszel és iszkémia-reperfizioval is 6sszefiiggd betegségben
probaltak ki, ugy mint sziv iszkémia-reperfizidban (Szabados és mtsai., 2000; Halmosi és
mtsai., 2001; Lampe és mtsai., 2020), vesetoxicitasban (Racz és mtsai., 2002), neuropatiaban
(Bérdos és mtsai., 2003; McQuade és mtsai., 2018), miopatidban (Sorensen és mtsai., 2017),
és kilondsképpen inzulin rezisztencia ellen (Literati-Nagy és mtsai., 2009; Literati-Nagy €s
mtsai., 2012). Maga a cukorbetegség is 6sszefligg az ischaemia-reperfuzios karosodassal: a

lokalis ischaemia példaul fokozza a vaszkularis endotelialis névekedési faktor (VEGF)



expresszidjat is, ami aztan neovaszkularizacioval jard proliferativ retinopatidhoz vezet
(Lechner és mtsai., 2017). igy tehat a cukorbetegség fent emlitett lataskarositd
kovetkezményeihez vezetd hattéreseményeknek bizonyitottan részét képezik a retina
ischemia-reperfuzios sérilései is (Calderon és mtsai., 2017). Ugyanakkor kutatdmunkam
kezdetén a BGP-15-6t még senki sem vizsgalta diabéteszes retinopatiaban, jollehet a
hatdasmechanizmusa miatt ilyen megbetegedések kezelésére vagy megeldzésére is potencialis
jelolt.

Ezen korabbi eredmények alapjan els6 kisérletiink celja volt felmérni a szisztémas
BGP-15 hatasait a glikoz retinakarositd hatasaval szembedllitva egy inzulin rezisztens
allatmodellen, GK patkanyon. Tovabba elektroretinogréfia segitsegével Ossze kivantuk
hasonlitani a BGP-15 lehetséges retinoprotektiv hatasat standard anti-diabetikus
gyogyszerekkel: metforminnal, glibenklamiddal illetve pioglitazonnal, a f6 anti-diabetikum
csoportok képviseldivel. Megkiséreltiik a kezelések esetén megfigyelt retinoprotekcid
hatasmechanizmuséanak felderitését is: meg kivantuk vizsgalni a BGP-15 a sirtuin 1 (SIRT1)
és matrix-metalloproteinaz 9 (MMP9) fehérjék expressziojara kifejtett lehetséges hatasat.

Potencialis jovébeni gyogyszerfejlesztési célok megalapozasaként masodik
tanulményunkat a hosszu tavu BGP-kezelés esetleges mellékhatdsainak felmérésére
veégeztlk: ennek a Kisérletnek az volt a célja, hogy megtudjuk, okoz-e a BGP-15 hosszli id6n
keresztill vizsgalva korai halalozast, és ha igen, milyen okok miatt. Itt a GK helyett ZDF
patkanyokat hasznaltunk, hogy elhizasra hajlamos, diabéteszes allatokon tudjunk kisérletezni
hosszu tavon: ennek jelentés klinikai vonatkozasa van, mivel a legtobb II-es tipusu
cukorbetegségben szenvedd beteg tulstlyos (Reinehr, 2005; 2013). Munkam a mar tébbszor
emlitett elektroretinografias mérésen alapszik, ami egy viszonylag konnyen kivitelezhet6 és
jol reprodukalhatd maodszer, amely pontos informéciét ad az allatok latasarol, a retina
funkciojarol. Ebben a méasodik kisérletben az allatok az egy éves periodus alatt teljesen
kontrollalatlan (inzulinnal illetve anti-diabetikumokkal nem kezelt) cukorbetegségben
szenvedtek és naponta tdpszondan keresztiil kaptak a kezelési anyagot, a BGP-15-6t.



2. lrodalmi attekintés
Az ideghartya vagy retina karosodasa tobb szemészeti betegségben megjelenik, mint

példaul zold halyogban (glaucoma), és a cukorbetegség szovédményeként kialakulod
mindkett6 akar teljes vaksaghoz is vezethet, tovabbi hasonldsag a két betegség kozott, hogy
mindkettd kapcsolatban all az oxidativ stresszel, vagyis az oxigén hidny miatt kialakulo
érkarosodés talajan alakulnak ki. Egyes becslések szerint a glaukomaval érintett betegek
szdma 2040-re akar 118 milliéra emelkedhet (GlaukémaSzP, 2023), mig a diabeteses
szemészeti betegek szdma 2045-re akar 160 milliora is n6het (Teo és mtsai., 2021).

A retina funkciojat allatkisérletekben elektroretinografiaval lehetséges vizsgalni,
melynek segitségevel igéretes hatdanyagmolekulak protektiv hatasat is tesztelhetjuk. Bar
betegallatmodelleken ~ végzett  vizsgalataink a  gyogyszerfejlesztés  kezdeti,
hatéanyagfejlesztési/felfedezési fazisara tehetok, eredményeink hosszh tavon akar jovébeli
gyogyszerfejlesztésekhez is alapul szolgalhatnak. Erre azért is van nagy sziikség, mivel a
klinikusok szamara ezekben a betegségekben kevés bizonyitékokon alapuld, oki terapia —
tehat a kivalté okok megsziintetését célzo kezelés — all rendelkezésre.

Kiserleteink bemutatas el6tt roviden 6sszefoglalom a kutatas szakirodalmi hatterét.

2.1. A szem felépitése

Szemink a latésra, fény érzékelésre specializalodott szerviink, mely a szemgoly6bol,
az ingertiletet a kozponti idegrendszerbe tovabbito 1atdidegbdl és a szem mozgatasat végzo
izmokbol, a védo- és konnykésziilékekbdl — kézosen jarulékos szervekbdl — all (Rohlich,
2006).

A szemgolyo felépitését az 2. abran keresztiil mutatom be. Felépitésében kiviilr6l
befelé haladva harom réteg vesz részt: a kiils6 vagy rostos burok (tunica fibrosa), a kozépsé
burok vagy érhartya (uvea, tunica vasculosa) és a bels6 burok vagy ideghartya (retina). A
rétegeket a beliilrdl kifelé iranyulé nyomas, a szem belsejében taldlhatdo csarnokviz €s
Uvegtest nyomasa fesziti ki gémb alakuvé (Kolb, 1995).

A rostos burok (tunica fibrosa) két részbol all: eldl a gomb alakbol kissé
kidomborodo, atlatszé része a szaruhartya (cornea), ett6l hatrafelé — a szemunk fehérje — az
ugynevezett inhartya (sclera). A sclera és a cornea belsé hataran talalhat6 a Schlemm-

csatorna, mely az eliils6 csarnokzug csarnokvizének elvezetésében jelentos.
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2. abra: Az emberi szem felépitése (Putz és Pabst, 1994)

A ko6zéps6 burok, az érhartya (uvea) tartalmazz a szem ereit; hatso része a sziikebb
értelemben vett érhartya (choroidea), ez el6l az Un. sugartestbe (corpus ciliare) majd a
szemliink szinét ad¢ szivarvanyhartyaba (iris) megy at. A szivarvanyhartya kozepén talalhato
nyilas a pupilla. A sugartest termeli a csarnokvizet, valamint fontos része a sugarizom
(musculus ciliaris), mely a lencsefliggeszt rostokat és ezeken keresztiil magat a lencsét
fesziti ki ezaltal szabalyozva annak domborusagat a kdzel vagy tavollatéas fliggvényében (ezt
hivjuk akkomodacionak). Nem ez szabalyozza viszont a pupilla tagassagat (és ezaltal a
beengedett fény mennyiségét): a szivarvanyhartyanak sajat korkorosen elhelyezkedd, pupilla

szlkitd és kiilldszertien futd, pupilla tagitdé simaizmai vannak. A szivarvanyhartya szinét



annak vastagsaga, vérteltsége és pigmentaltsaga hatdrozza meg, mely a genetikai hattértol
flgg (Kolb, 1995).

Az ideghartya (retina) tulajdonképpen egy fényérzékeny idegszdvet, az agyunk
kihelyezett része. A magzati fejlodés soran egy gdombolyli agyholyagbol alakul ki ugy,
mintha egy leengedett gumilabdat a két kezink kozott kehely alakdva préselnénk Ossze,
okliinkkel masik tenyeriinkbe nyomva a labda két szemkdzti oldalat. A kiilsd sejtsorbdl lett
az egy sejtrétegli pigment epithélium, a belsé sejtréteg (az un. ora serrata tapadasi vonaltdl
hatrafelé) megvastagodott és tobb sejtréteggé, sokféle sejtté differencialodott (kiviilrdl befelé
haladva): fotoreceptorokka (csapok és palcikak), bipoléaris, Miller-, horizontalis, amakrin €és
ganglion sejtekké. A ganglion sejtek nyulvanyai Osszeszedddnek és kozosen képezik a
latdideget, mely egy pontban 1ép ki a szemserlegbdl a retina vénaival és artéridival
(arteria/vena centralis retinae) egydtt. Itt nincsenek fotoreceptorok, ezért is hivjak ezt a
teruletet vakfoltnak. Egy masik nevezetes teriilet a sargafolt (macula), aminek a kézepe az
¢les latas helye (fovea centralis): itt csak csapok, azoknak is csak a fényérzékeld részei
talalhatdak viszont ezek nagyon nagy stiriségben. A retina itt vékonyabb mint méshol (fovea
= g6dor, bemélyedés), a fotoreceptorokhoz érkez6é fényt semmilyen sejt nem takarja, mely
segiti az éles latast. Mint ahogy az is, hogy itt a csapok ingertletét kildn-kilén bipoléris
sejtek vezetik el egyesével, mig a szemben mindenhol mashol tobb fotoreceptor sejt

ingeriilete szedédik dssze egy-egy bipolaris sejt altal (Kolb, 1995).

2.2. A retina finomszerkezete

A retinan beliil az egyes sejtek fénymikroszkop alatt elkiilonitheto rétegeket alkotnak.
Ez a 10 réteg Kivilrdl befelé haladva a kovetkez6: pigment epitélium, fotoreceptor réteg,
kiilsé hatarolé6 membran, kiilsé sejtmagvas réteg, kiilsé atkapcsolddasi/szinaptikus réteg,
bels6 sejtmagvas réteg, belsd szinaptikus réteg, ganglion sejtek sejtmagjainak rétege, majd a

ganglionok idegrostjainak rétege, végiil a bels6 hatarol6 membran (3. abra).
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3. abra: A retina finomszerkezete (RoOhlich, 2006). Az angol roviditések a
kovetkezék: PE = pigment epithelium; PL = photoreceptor layer, fotoreceptorok rétege;
MLE/MLI = membrana limitans externa/interna, kiils6/belsé hatarold6 membran; ONL/INL
= outer/inner nuclear layer, kiilsé/bels6 sejtmagvas réteg; OPL/IPL = outer/inner plexiform
layer, kiils6/belso szinaptikus réteg; GCL = ganglion cell layer, ganglion sejtek sejtmagjainak

rétege; NFL = nerve fiber layer.

A pigment epitéliumot pigmentélt sejtek alkotjak, melyeknek a funkcidja a fény
visszaverddésének gatlasa, sotét hatteret biztositanak az eléttiik 16v6 fényérzékeny sejtek, az
un. fotoreceptorok szamara. A fotoreceptoroknak két nagy tipusa van: a csapok és palcikak.
Mig az érzékenyebb palcikak az éjszakai (szkotdpikus) latasért felelések, a kevéshé érzékeny
csapok a hattérmegvilagitds melletti (fotopikus), vagyis nappali, szines latasért felelnek. A
szinek piros-, zold- és kék-érzékeny csapok ingerileteibol tevodnek dssze, ezek a kiilonb6zo



fényelnyelésti csapok tehat a fény kilonbozé hullamhosszait érzékelik. A fotoreceptorok
sejtmagjai a kiilsé sejtmagvas rétegben talalhatoak. A fotoreceptorok a kiilsd szinaptikus
rétegben adjak at a fény altal gerjesztett ingerlletiket a bipolaris neuronoknak (lasd
»Kapcsolasi rajz”, 4.4bra). A bipolaris sejteknek és a retina tobbi sejttipusanak — a horizontalis
sejteknek, amakrin sejteknek, Muller-sejteknek — a sejtmagjai alkotjak a belsd sejtmagvas
réteget. Az ingerllet végll a ganglion sejteket aktivalja a kovetkezO, a belsé szinaptikus
rétegben. Ezutan a ganglion sejtek setjmagjai és azok axon-nyulvanyai kdvetkeznek melyek
kilon-kiilon réteget alkotnak. Az ingeriiletek bonyolult vezetédése, atkapcsolodasa
tulajdonképpen a két hatarol6 hartya kdzotti térben zajlanak, mely a specidlis timaszto sejtek,
a Muiller-sejtek nyulvanyainak szorosan dsszekapcsolt végzodései alkotnak. Ebbol a térbol
hatrafelé kinydlnak a fotoreceptorok fényerzékeny nyulvanyai: érdekes modon tehat a
fénynek a teljes retinan at kell haladnia, miel6tt a fotoreceptorok fényérzékeld részeihez

jutna.
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4. abra: A retina sejtjei (Rohlich, 2006).



2.3. A latés fizikai- és biokémiai alapjai

A fény érzékeléséhez és az elektromos jelek létrejéttéhez a fotoreceptorok belsejében
végbemend fizikai- és biokémiai folyamatok szilkségesek. A fizikai kémiai része a
folyamatnak a retinaldehid, vagy réviden csak retinal (5. abra) miikodése. Ez a molekula az
A-vitaminnak, a retinolnak az aldehid-szarmazeka. A retinol és a retinal a szervezetiinkben
képes oda-vissza atalakulni egymasba enzimatikus segitséggel, ezért egyes forrasok — még
néhany mas hasonloan retinalla atalakithatdo vegyulettel egyltt — ezeket kdzdsen A-

vitaminnak vagy az A-vitamin vitamereinek nevezik (Liden és Eriksson, 2006).

N XX X ACHO

5. &bra: A retinaldehid, vagy réviden retinal kémiai szerkezete (all-trans forma).

A retinal egy un. kromofér molekula, amely tikorforditasban szinhordozot jelent, zold szint
nyel el, igy lila szinlinek latszik. Ezen alapszik a Lila F6ld Hipotézis, mely szerint a F6ldon
az elsé ¢élolények sokkal valdsziniibb, hogy a bonyolultabb klorofill helyett retinalt
hasznaltak a napfény kémiai energiava torténd atalakitasara, a fotoszintézisre (DasSarma és
Schwieterman, 2021). Az emberi szemben a retinal 11-cis konfiguracidban van jelen, mely
egy proton elnyelésére ,kiegyenesedik” all-trans izomerré. Ez a molekularis mozdulat
aktivalja a hozza kapcsolodo, opszin nevii fehérjét. A retinal és az opszin komplexe a
fotopigment, vagy rodopszin (tagabb értelmezésben; ugyanis sziikebb értelmezésben csak a
palcikak (rod) fotopigmentjét hivjak igy). Az emberi szemben tébb féle opszin fehérje is
talalhatd, melyek azonban néhany aminosavban kiilonboznek, ami miatt a bel6liik felépiild
fotopigmentek a fény mas-mas hullamhosszara érzékenyek: a csapok kék, zdld vagy voros,
a palcikak kékeszold fényt nyelnek el (Terakita, 2005). Az opszin egy un. 7 transzmembran
doménnel rendelkez6 fehérje, mely G-fehérjéhez kapcsolodik; az ilyen 7-transzmembran-
domén-fehérjék jellemzéen molekularis receptorok, am itt a szemben a receptor ligandja — a
retinal — folyamatosan kotve van. Az opszin fizikai-kémiai konformaciovaltozasa (az an.
»(photo)bleaching”) aktivalja a G-fehérjét, a transzducint; a folyamat innent6l biokémiai
jelatviteli kaszkad (Fonyd, 2013). A transzducin foszfodiészteraz 6 (PDE6) enzimet aktival,



amely a cGMP bontasaért felelds. Az igy lecsokkent cGMP-szint mar nem képes
nyitvatartani cGMP-fiiggé Na-csatorndkat, vagyis fény hataséara hiperpolarizacio kovetkezik
be a fotoreceptorokon. Sotétben a fotoreceptorokba folyamatosan aramlik befelé a Na* a
nyitott cGMP-fiiggd Na-csatorndkon keresztul, amit ,,s6tét aram”-nak is neveznek, igy a
tartésan depolarizalt fotoreceptorokbdl folyamatosan szabadul fel glutaméat. A glutamat
eltérd receptorainak segitségével egyes sejteket gatol, masokat aktival: a ,,s6tét aram™ altal
folyamatosan szekretalodo, nagy mennyiségii glutamat tn. OFF-bipolaris sejteket aktival és
ON-bipoléaris neuronokat gatol. A fény hatasara bekdvetkezd hiperpolarizacié miatt azonban
ez a glutaméat-felszabadulas lecsokken, a glutamat hidnya (= a glutamat-receptorok
inaktivitasa) pedig azt eredményezi, hogy az OFF-bipoléaris sejtek gatlédnak
(hiperpolarizaldédnak), és az ON-bipolaris sejtek aktivalodnak (depolarizalédnak), melyet a
szakirodalom ,fény-aram”-nak nevez. A feny felvillanasara az elektroretinogrammon
megjelend a-hulldm a fotoreceptorok ,,sotét-aram”-janak lecsokkenése miatt negativ irdnyu
fesziiltségvaltozas és ezért jellemzi a fotoreceptorokat. A szintén megvilagitasra jelentkezd
b-hullam ugyanakkor a fény hatasara ,,bekapcsol6do”, ,,fény-aram”-ot produkalé ON-
bipolaris neuronokat jellemzi, emiatt lesz a b-hullam pozitiv el6jelii, nagy fesziltségvaltozas
(Perlman, 1995).

2.4. Az elektroretinografia

Az elektroretinografia a retina elektromos tevékenységének, a fény &ltal kivaltott
ingerlletek  fesziiltségének rdgzitése an. elektroretinogrammok forméjaban. Az
elektroretinografiat mar az 1800-as évek kozepén felfedezték, mégis csak 1967-ben Ragnar
Arthur Granit finn-svéd kutatd azonositotta a kiillonb6z6 hullamokat létrehozo sejteket,
sejtcsoportokat (Perlman, 1995).

Granit munkdja alapjan (Granit, 1933) az elektroretinogrammon az ingerld fényt
kovetéen egy kezdeti negativ maximumot, az a-hullamot, majd egy kifejezettebb pozitiv

maximumot, a b-hullamot kuldnithetjik el (5. abra).
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b-wave

a-wave,

6.abra: Az elektroretinogramm (A) Reprezentativ ERG hullam (tuske), mely kiemelkedik

az egyenletes hattérzajbol (B) Kinagyitott hullam a mérendé a- és b-hullamokkal

Az a-hullam a fotoreceptorok fényérzékenységével, a fény elnyelésével van
Osszefliggesben es a fotoreceptor sejtek allapotarol, miikodésérdl ad informaciét. Ezt a
hullamot részben sajnos elfedi a sokkal nagyobb, erésen pozitiv b-hullam, amely a retina
0sszes tobbi sejtjenek — tehat a bipoléaris, Mller-, amakrin, horizontalis és ganglion sejteknek
—az elektromos tevékenysége (Miller és Dowling, 1970; Lei és Perlman, 1999; Dong és Hare,
2002). A fotoreceptorokrol az ingeriilet a szinapszisok utian ezekre a sejtekre tevodik at
(,,poszt-szinaptikus” sejtek), nemelyik feszultség-csokkenéssel, masok fesziltség
ndvekedéssel reagélnak erre, ezeknek az 0Osszege nyilvanul meg végul egy pozitiv
maximumban. Erre a kdvetkeztetésre a szinaptikus jelatvitel blokkolasaval jutottak, mely
megszunteti a b-hullamot (Gurevich és Slaughter, 1993; Sieving és mtsai., 1994). Tovabba
elttinik a b-hullam a retina vérellatasanak hianyaban is — pl a szemet ellatd erek lekotésével
(Perlman, 1995). A b-hullamok keletkezése tehat igen 6sszetett elektrofizioldgiai folyamat.

A teljesség kedvéért szeretném megemliteni, hogy az elektroretinogrammon az a- és
b-hullamokon kivil léteznek még mas, specialis korilmények kozott elkiilonithetd
részosszetevok is, amelyeknek inkadbb kisérleti jelentésége van. Az egyik ilyen a kései c-
hulldm is, mely a pigment epithelium elektromos tevékenységére vezethetd vissza, ennek
mérésére azonban igen hosszu, percekig tartd fényimpulzus kell (Samuels és mtsai., 2012).
A d-hulldm az Gun. ON- és OFF-bipolaris sejtek mitkodésének elkiilonitését teszi lehetéve,
mivel az OFF-bipolaris sejtekbdl szarmazik; szintén hosszan tarto fény szikséges a
kivaltasahoz (Perlman, 1995). A Miller-sejtek miikodését jelolik az M-hullam, és az an.
szkotopikus kiiszb vélasz (STR, scotopic treshold response). Elébbi fotopikus
hattérmegvilagitas mellett kiilonithetd el, utobbi szkotopikus fényingernél azonosithatd

(Sieving és Nino, 1988; Frishman és mtsai., 1992). Erds fénnyel valthatok ki a korai receptor
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potencial (ERP, early receptor potential) és az oszcillatoros potenciadlok (OP). Az ERP
amplitadodja a fotoreceptorok pigment-telitettségével aranyosan valtozik (Perlman, 1995), az
OP-¢é pedig mar enyhe oxigenhianyos allapotra (iszkemiara) is csokken (Asi és Perlman,
1992). Ez a klinikumban a cukorbetegség kovetkeztében karosodd retinalis vérellatas
romlasanak jelzésére hasznalhatd akar a lathato tiinetek megjelenése eldtt. A b-hulldmon
fiirészfogszertien jelentkezd OP felteheten az amakrin sejtek, bipolaris sejtek és ganglion

sejtek mikodésének kovetkezménye, de pontos eredetét maig sem tudjuk biztosan.
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2.5. A diabetes mellitus

A diabetes mellitus egy kréonikus anyagcsere-rendellenesség, amelyet a kdrosan
emelkedett vércukorszint jellemez, és amely szdmos karosodasahoz vezethet, ha nem
diagnosztizaljak koran illetve nem kezelik megfelelden. A betegségre az inzulin termelése és
felhasznalasa kozotti egyensuly felborulasa jellemzé: ez vagy az inzulintermelés hianyara
vagy a sejtek inzulin-receptorainak csokkent érzékenységére vezethetd vissza. Az inzulin a
hasnyalmirigy B-sejtjei altal termelt hormon, amely felel6s a sejtek gliikozfelvételéért, ezaltal
csokkentve a ver glikdzszintjét.

A viladgban 2021-ben nagyjabdl 537 millié ember szenvedett diabéteszben (20-79
éves korosztalyt tekintve), amely szdm 2030-ra mar akar 643 milliés szamot is elérhet. A
betegség nagyon gyakori Eurdpaban is, becslések szerint 11 feln6ttbol 1 diabéteszes (Sun és
mtsai., 2022). Sajnos Magyarorszag is erdsen érintett: 2021-es adatok szerint a 19 év folotti
korosztalyban 14% f6lotti a diabétesz el6fordulasa (KSH, 2023).

A diabetes mellitus két f6 tipusa az 1-es és a 2-es tipus. Az 1-es tipusu diabétesz
oka, hogy a hasnyalmirigy inzulintermelésért felel6és B-sejtjeinek autoimmun pusztuldsa
miatt a szervezet nem képes inzulint termelni. Korabban inzulin fliggd diabetes mellitusnak
vagy fiatalkori diabétesznek is hivtak, mivel gyakran mar fiatal korban diagnosztizaljék, de
barmely korcsoportban megjelenhet. A betegek jellemzéen sovany alkatiiak, szemben a
masik tipussal.

A 2-es tipusl diabétesz esetén a szervezet erzéketlen a termelt inzulinra. Ezt a formét
korabban nem inzulin figgé diabetes mellitus-nak is hivték, de ez az elnevezés félrevezeto,
hiszen a B-sejtek kimerilése utan a betegeknek sziikséguk lehet inzulin adagolasara. Barmely
életkorban kialakulhat, de gyakrabban fordul el6é idéseknél és a betegek szinte mindig
elhizottak.

A diabetes mindkét tipust érinté tlinetei a kovetkez6k: polyuria (nagy mennyiségii
vizelet lritése), polydipsia (nagymennyiségli folyadékbevitel az olthatatlan szomjusag
miatt), polyphagia (nagy mennyiségli taplalék bevitele a csillapithatatlan éhség miatt),
emellett faradékonyséag, jo étvagy melletti fogyas, bortiinetek és a diagnosztikus jelent6ségil,
a normal (4-6 mmol/l) vércukorszintet tartdsan meghaladd plazma gliikz koncentrécié. Ma
Magyarorszagon a 7 mmol/l koncentraciot meghaladé éhomi valamint az oralis glikoz
tolerancia teszt 120. percében mért 11,1 mmol/lI-t meghaladd vércukorszint esetén
diagnosztizalnak valakit diabéteszesnek (a glikalt hemoglobin (HbAlc) értéket nélunk

egyeldre csak utankdvetésre hasznaljak, de mar vannak olyan orszagok, ahol a > 6,5% érték
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guideline-okban diagnosztikus kritériumként szerepel, példaul &lnegativ esetek kizarésara).

A tartésan magas vércukorszint a diabetes mellitus sulyos szovédményeihez vezet.
Ezek a kis és nagyerek karosodasanak, az un. micro- és macroangiopathianak a
kovetkeztében kialakuldo szovédmények akadr mar néhany honap utan hosszatavi,
visszafordithatatlan karosodast okozhatnak. Ilyenek a sziv- és érrendszeri betegségek,

polyneuropathia, diabeteses nephropathia és retinopathia (Tulassay, 2023).

2.5.1. A diabéteszes retinopatia
A diabétesz szamos komplikacidja kozul a diabéteszes retinopatia a szerzett vaksag

vezetd oka. Minden harmadik diabéteszes beteg érintett (DR szakmai protokoll, 2023),
tovabba megfigyelték, hogy 20 év diabéteszben eltdltott idd utdn nagyjabol az Gsszes 1-€S
tipusu diabéteszes betegnél, a 2-es tipusu diabéteszes betegek pedig korulbelll 60%-anal
valamilyen foku retinopathia kialakul (Yau és mtsai., 2012).

A retinopathia diabetica legalédbb 4 stddiumra oszthatd, de vannak olyan forrasok, amelyek
a pre-retinopathia stadiumat nem targyaljak kulon, illetve megint més forrdsok a non-
proliferativ stddiumot 3 alszakaszra bontjak. A magyarorszagi szakmai protokoll (DR
szakmai protokoll, 2023) alapjan 4 stadiumot veszek sorra: prae-retinopathia, enyhe non-
proliferativ vagy hattér-retinopathia, sulyos non-proliferativ vagy pre-proliferativ
retinopathia és proliferativ retinopathia. Mig az eléstadiumban, a pre-retinopathia
stadiumban lathato jelek még nincsenek, késobb jellegzetes szemfenéki elvaltozasok
jellemzik a betegséget. Ebben a kezdeti szakaszban megvaltozik a vérellatas hemodinamikaja
és a vér-retina gat kezd megbomlani. Ez vezet a kdvetkez6 staidiumban, a non-proliferativ
stddiumban lathato szemfenéki elvaltozasokhoz: 6démak, retinalis arteriola-kioblosodések
(micro-aneurizmak), intraretinalis vérzések, lipidlerakdddsok (un. lipoid/kemény
exsudatumok) jelennek meg. A sulyos non-proliferativ stddiumban Un. gyapottépéeses gocok
is kialakulnak a fokozddd vérellatasi zavarok, iszkémia miatt, illetve megné a szama és
Kiterjedése a mar emlitett szemfenéki elvaltozdsoknak. A proliferativ retinopathia
stadiumaban a retinalis iszkémia odaig fokozodik, hogy érképzé anyagok, pl. vaszkularis
endothelialis novekedési hormon (growth factor, VEGF) szabadul fel, amely 0j erek
képzodését (angiogenesis-t) indit be. Ezek a korosan képzodott erek akar az livegtest felé is
benyulhatnak jelentdsen zavarva a latast, tovabbd az érfal kdrosoddsai miatt ilivegtesti
vérzések is jelentkezhetnek. S6t az abnormalisan képzddo erek akar magukkal huzva a retinat
retinalevalast is okozhatnak, amely azonnali vaksaggal jarhat.

A diabéteszes retinopatia laboratoriumi koriilmények kozott torténd vizsgalatat nagyban
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megneheziti, hogy nincs igazan j6 modellallat erre a célra. A patkanyoknak (és egereknek)
nincs sargafoltjuk (Huber és mtsai., 2010) (macula lutea, az éles latas helye az emberi
retindban), igy a diabéteszre jellemzd diabéteszes macularis 6démat nem lehet rajtuk
vizsgalni. Ezt még tetézi, hogy a diabéteszes retinopatia jellemzo, lathaté jelei sem jelennek
meg a szemfenéki vizsgalatukban, mint az embernél (Toh és mtsai., 2019; Kowluru, 2020):
ritkdk a vaszkularis szivargasok, aneurizmak, intraretindlis vérzések, lipoid exsudatumok
csakugy, mint az érelzarddasos, iszkémias karosodasok is — illetve nem minden allatnal
alakulnak ki kovetkezetesen. Az 6démaképzddés viszonylag jol kovethetd, illetve a
retinopatia eldrehaladtaval az allatok felében sziirkehalyog (catharacta) alakul ki. A
patkanyokban a diabéteszes retinopatia lathato jelei a pericitak elvesztése és az un. acellularis
kapillarisok megjelenése, melyek azonban csak specialis, mikrovaszkularis szdvettannal
mutathatok ki. A mikrovaszkularis elvaltozasoknal azonban hamarabb jelentkeznek
diabéteszes retinopatiaban retinalis miikodészavarok, amelyek elektroretinografias (ERG)
modszerrel mar a szovettani elvaltozasok megjelenése eldtt megfigyelhetdk (Aung és mtsai.,
2013; Kowluru, 2020).

Molekularisan a diabéteszes retinopatia pathomechanizmusaban szamos atvonal
kozrejatszhat, tobb tedria is létezik, hogy az emelkedett vercukorszint hogyan is karositja a
retindt. Ezek kozil a legfontosabbak a polyol-Gtvonal vagy mésnéven alddz-reduktaz
utvonal, valamint az Advanced Glycation Endproduct (,,glikacioval tovabbfejlesztett
vegtermékek” — nincs meghonosult magyar megfelel6je) képzddésével kapcsolatos tedrik,
de fontosak még a Protein kindz C aktivacios hipotézis, a pericitak elvesztésének kildnféle
elméletei, a microglialis aktivacio hipotézise és a funkciondlis hyperemia elvesztésének
teoridja is. Tobb elméletben is k6zds pont a hypoxia és a kovetkezményes iszkémias
karosodas, illetve mindegyik Utvonal — természetesen — dsszefligg a hiperglikémiaval.
Polyol-atvonal: A glikoz energiaforrasként szolgal a sejtek szamara, ehhez azonban elészor
a hexokinaz enzim hatasara gliko6z-6-foszfatta kell alakulnia (glikolizis kiindulasi anyaga).
Diabéteszben a magas vércukorszint teliti a hexokinaz enzimet, igy a nagy mennyiségii
glukéz az aldoz-reduktdz enzim segitsegével szorbitta alakul. (Az aldéz-reduktaz
kofaktorként NADPH-t igényel, melyet az ilyenkor Ugyis (tul-)aktiv pentoz-foszfat dtvonal
biztosit.) Ezt kovetGen a szorbitot a szorbit-dehidrogendz (SDH) enzim fruktdzza alakitja
NADH-termelése kdzben. A szorbit er6sen hidrofil, és jelentds ozmotikus aktivitassal
rendelkezik, tovabba a sejtmembran ateresztOképessége szorbitra nézve alacsony, amely
kovetkeztében intracellularis/szoveti 6déma jelentkezik, valamint a felhalmoz6dd szorbit

laktattermeléshez és kovetkezményes oxidativ stresszhez vezet. A pericitdk és a lencse
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epithel sejtjei is karosodnak, mely a kapillarisok falanak meggyengiléséhez és aneurizma-
képzddéshez, illetdleg sziirkehdlyoghoz (cataracta) vezet. A NADPH elhasznaldsa az
antioxidans glutation-termelés csokkenését okozza, a keletkez6 nagy mennyiségiit NADH-
termelés pedig reaktiv oxigéngyokok keletkezéséhez vezet, igy a két folyamat egydutt
fokozott oxidativ stresszt és sejtkarosodast jelent (Hashim és Zarina, 2012; Tarr és mtsai.,
2013). Amennyiben endotelialis sejtek karosodnak, azok FOXOL1 gén aktivacion keresztil
angiopoietin elvalasztast és VEGF-receptor upregulaciét okoznak destabilizalva a pericitakat
és a kapillarisokat (Jalgaonkar és mtsai., 2022). A hipoxia/stressz altal aktivalodo microglia
sejtek szdmos pro-inflammatorikus citokin szekrécigjat inditjak el tovabb rontva a karosodéast
(Kinuthia és mtsai., 2020).

AGE-Utvonal: a ,,fokozott glikacioban keletkez6 végtermékek” (AGE) kdzvetlenil a magas
vércukorszint miatt alakulnak ki, ugyanis tartos hiperglikémia sordn a tilzott mennyiségli
glukdz kolcsonhatasba 1ép a (plazma)fehérjékkel, amelyet fehérje-glikacidnak neveznek. Ez
a folyamat ,.elérehaladott glikacios végtermékek” (AGE) képzddéséhez vezet, amelyek
tulajdonképpen  funkcidjukban és  szerkezetikben (megvaltozott konfiguracio,
keresztkdtések miatt) karosodott fehérjék (Lima és mtsai., 2020; Khalid és mtsai., 2022). Az
AGE-k sajat receptoraikhoz (RAGE) kotédve, modositjak a sejtek jelatviteli dtvonalait, a
génexpressziot, és tovabbi gyulladasos kaszkad-aktivaciohoz vezetnek (Khalid és mtsai.,
2022). Nevuk sokatmond06, az oregedéssel (,,AGEing”) is kapcsolatba hoztak Oket
(Chaudhuri és mtsai., 2018).

2.5.2. A diabetes mellitus gyogyszeres kezelése
A diabetes mellitus gyogyszeres kezelésében el kell kiiloniteni az 1-es és 2-es tipus

gyégyszereit egymastol: mig 1-es tipusban az inzulin kiilonboz6 formait hasznaljuk, a 2-es
tipusban eldszor anti-diabetikumokkal inditunk, de ha a pancreas inzulintermelése
elégtelen(né valik), akkor itt is alkalmazunk inzulinokat.

A human inzulint manapsag rekombinans DNS-technoldgiaval, baktériumok vagy
¢élesztégombak felhasznalasaval allitjak el6 (Tibaldi, 2014). Tovabbd a huméan inzulin
aminosav-szekvenciajanak megvaltoztatasaval elérhetd, hogy eltéré hataskezdetli és
hatastartamd inzulinanaldgokat kapjunk. Az inzulint és analdgjait parenteralisan, szubkutan
injekcio formajaban adjak be, mivel az inzulin polipeptid érzékeny a gyomor-bél traktusban
torténd emésztésre. Magyarorszagon gyors hatast, kozepes hatastartamu ¢és hosszl
hatastartamd inzulinanalogok és a reguléris inzulin vannak forgalomban, illetve ezek

keverékei. A gyors hatasu inzulinanalogok, mint amilyen a Lispro, Aspart eés Glulisine
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inzuzlin, kb 15 percen belil hatnak, de hatastartamuk viszonylag révid, kb 3 6ra. A regularis
inzulin kb 1 dra mulva kezdi el kifejteni hatasat és hatastartama 5-8 déra. A kdzepes
hatastartamd ,,izofan” vagy NPH (neutralis protamin Hagedorn) inzulint korabban
bazisinzulinként, ma mar inkébb gyors inzulinokkal keverve alkalmazzak, hataskezdete 1-2
Ora, hatdstartama akar 14 orénal is tobb lehet. Az igazan hosszu hatastartamd Detemir,
Glargine és Degludec inzulinok, azonban akér 24-42 éran at is képesek hatni, jollehet
felszivodasuk lassu, 1-4 6ra. Manapsag ezeket alkalmazzak bazis inzulinként és a gyors
inzulinokkal egészitik ki a terapiat a foétkezések elétt. Automatizalt adagolasra inzulin
pumpat alkalmaznak, mely egyes tipusoknal monitorozza is a beteg vércukorszintjét (Donnor
és Sarkar, 2000).

A 2-es tipusu diabétesz gyogyszereit 6sszefoglaloan anti-diabetikumoknak nevezzilk,
melyekhez tartoznak oréalis és parenteralis uton adagolhato hatéanyagok is. Csoportositasuk
rendszerint hatastani alapon torténik, igy megkilonboztetiink un. inzulinotrép vegyuleteket
(szulfonil-urea szaramzékok és meglitinid-szarmazékok), nem-inzulinotrop vegylleteket
(biguanidok és tiazolidin-dionok), inkretinek hatdsanak névelése utjan hato szereket (DPP-4
gatlok és GLP-1 analogok) és a gliikoz felszivodasat és kiuritéset befolyasold szereket (alfa-
glikozidaz gatldk és SGLT-2 gatlok).

Az anti-diabetikumok koziil az els6ként valasztandé szer a biguanidokhoz tartozd
metformin. A csoport mas képvisel6it (buformin, fenformin) kivontak a forgalombdl toxikus
mellékhatasaik miatt. A biguanidok az orvosi kecskerutafii (Galega officinalis) guanidin
nevil hatdanyaganak szarmazékai. A metformin pontos hatdsmechanizmusa maig ismeretlen,
multifaktorialis, de az biztos, hogy ugy csokkenti a vércukorszintet, hogy nem fokozza az
inzulinelvélasztast igy nem hipoglikemizal. Cs6kkenti a glikoneogenezist a majban és néveli
a sejtek inzulin-érzékenységet és ezzel glukoz felveteliket (Bailey, 2017).

A tiazolidindionok kozil is mér csak egy szer van forgalomban Eurdpaban, a pioglitazon,
rokonvegyileteit (roziglitazon, troglitazon, rivoglitazon) toxikus mellékhatasok miatt
kivontak a forgalombdl. A metforminnal ellentétben a pioglitazon hatasmechanizmusa
azonban ismert: egy sejtmagban 1évé transzkripcios faktort, egy receptorfehérjét serkent,
névszerint a peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor gamma tipusat (PPAR-y), mely igy
serkenti a zsir- és inzulinhaztartasban jelentés enzimek atirasat. Ennek hatasara né az
izomsejtek inzulinérzékenysége és ezaltal gliukozfelvétele, valamint csokken a madj
glukoneogenezise és szabad zsirsavképzése. Serkenti tovabba a zsirsejtek szabad zsirsav-
felvételét és ezek felhasznalasat, igy 0sszessegében csokken a zsirsejtek zsirsavtartalma,

amely a glukozfelvételiiket es felhasznalasukat serkenti (Liu és Wang, 2015).
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A szulfanil-urea vegyuleteknek a mésodik generaciojat alkalmazzuk, jelenleg is tobb ,,gli-,,
névkezdetli szer van még forgalomban, mint a glipizide, gliklazid, glibenklamid, glimepirid
ugy, hogy gatoljak az ATP-érzékeny kalium-csatornat a Langerhans-szigetek béta-sejtjein.
Fizioldgidsan ez a csatorna érzékeli, hogy a béta sejtbe érkezett-e gliikoz, ami a glikolizisben
ATP-t termel: ha sok az ATP ez a csatorna bezarul és igy a béta-sejt depolarizalodik,
fesziiltségfiiggd Ca-csatornakat nyitva meg. A kalciumot a bétasejt az inzulinnal telt
granulumjainak Uritéséhez hasznélja fel, vagyis glikoz hatasara (illetve a szulfanil-ureak
blokkold hatasara) inzulin szabadul fel (Mohan és mtsai., 2019).

A meglitinid-szdrmazékok vagy csak ,-glinidek” szintén szekretogdg szerek,
inzulinfelszabadulast fokoznak és ezzel hipoglikemizal(hat)nak. Hatasmechanizmusukat
tekintve ugyanugy hatnak, mint a szulfanil-ureak, csak mas két6helyen keresztiil gatoljak az
ATP-érzékeny K-csatornat. Magyarorszagon hasznalatuk nem terjedt el (Winkler, 2015).

A terdpia legmodernebb szerei az inkretinekkel kapcsolatos szerek. Az inkretinek a
taplalékfelvetelre felszabadulo intesztinalis, metabolikus hormonok, melyek stimulaljak a
pancreas inzulin termeléseét: a glikagon-szerti peptid (glucagon-like peptid 1; GLP-1) és a
gliikozfiiggd inzulinotrop polipeptid vagy masnéven gasztrikus inhibitoros peptid (GIP).
Mindkett6 rovid féléletidejli anyag, szinte azonnal bontja 6ket a dipeptidil-peptidaz 4 enzim
(DPP-4). A GLP-1 analdgok kozul az exenatid, lixisenatid, liraglutid, semaglutid stb. mind
forgalomban van Magyarorszagon is, leggyakrabban, mint eldretdltott injekcios toll, vagy
ampulla, de a semaglutidbol létezik mar tabletta is. Ezek a rekombinans fehérjék DPP-4
rezisztensek a bennlk 1évé aminosav-cserék miatt, tovabba hosszi felezési idejlick a
hozzajuk kapcsolt zsirsav-oldallancok miatt, amelyekkel ki tudnak horgonyozodni
albuminhoz (Zheng és mtsai., 2018).

A DPP-4-gatldk, vagy csak ,,-gliptinek”, az inkretinek lebontasat akadalyozzak meg a
bontéenzim gatlasaval. Szamos hatéanyaguk van forgalomban tablettaként Magyarorszagon
is, mint a vildagliptin, szitagliptin, linagliptin stb.

Az SGLT-2 gatldk, vagy ,,-gliflozinok” (pl. dapagliflozin, empagliflozin), a vese proximalis
tubulusaiban talalhaté gliikoz transzporter gatlasa réven fejtik ki hatasukat. Ez a transzporter
felel6s a gliikoz reabszorpcio koriilbeliil 90%-&ért, igy a gatlds a vizelettel valé fokozott
glukdzkivalasztashoz és ezaltal a vércukorszint csokkenéséhez vezet. Ezenkiviil a vizeletben
maradd gliikoz ozmotikusan is aktiv, igy enyhe ozmotikus diurézist is eléidéz, amely
hozzajarulhat a vérnyomas és a testsuly kismértékti csokkenéséhez, ugyanakkor a hugyuti

fertézésvesz¢Elyt noveli (Fei és mtsai., 2019).

18



Az alfa-glikozidaz gatlé akarboz a szénhidratok egyszerti cukrokkd, igy gliik6zza torténd
bontasat gatolja meg, ezaltal csokkentve a glikoz felszivédasat és igy a vércukorszintet.
Cserébe, a bélben maradt szénhidratok ozmotikus aktivitdsa miatt ozmotikus hashajtast és
flatulenciat okoz (Akmal és Wadhwa, 2023).

A diabéteszes retinopétia terapiaja az alapbetegség, a diabétesz kezelésén alapszik, de
kiegésziil egyrészt a miitéti megoldasokkal, mint a l1ézeres fotokoagulécid retinalevalas
esetén, vagy a vitrektomia a vitreumba bet6rd, Gjonnan képzOdott erek esetén, tovabba
specifikus farmakonokkal: periférias értagitokkal, mint a Ca-dobezilat vagy a pentoxifillin,
trombocita aggregacié gatlokkal, mint az acetil-szalicilsav vagy a ticlopidin, valamint
intravitredlisan alkalmazott szteroid gyulladasgatlokkal, mint a triamcinolon vagy a
fluocinolon acetonid. Modernebb megkozelitésii (— de erre az indikaciéra még inkabb
kisérleti fazisban 1évé —) bioldgiai hatdanyagok az anti-VEGF aflibercept fizids protein,
vagy a monoklonalis antitest ranibizumab és bevacizumab. Egy kifejezetten specifikus,
jovébeli terapia lehet az aldoz-reduktdz enzim szelektiv gétldsa; a jelenleg még kisérleti

fazisban 1év6 hatéanyag neve fidarestat (Obrosova eés mtsai., 2003).

2.6. A BGP-15

A BGP-15  (O-(3-piperidino-2-hidroxi-1-propil)-nikotinsav-amidoxim)  egy
viszonylag Uj gyogyszerjel6lt, magyar fejlesztésti molekula, melyr6l az els6 nemzetkozi,
tudomanyos publikacié 2000-ben jelent meg (Szabados és mtsai., 2000). A propranolollal
szerkezeti rokonsagban 1évé molekulat el6szor szivizom-iszkémia kivédésére kezdték el
kifejleszteni (Szabados és mtsai., 2000; Halmosi és mtsai., 2001). Minthogy a cukorbetegség
is Osszefligg az iszkémia-reperfuzios karosodassal, ezért a BGP-15-6t diabetikus
kardiomiopatiaban a mi munkacsoportunk is kiprobalta és megallapitotta, hogy a szer képes
késleltetni a diasztolés diszfunkcio kialakuldsadt GK patkdnyokban (Bombicz és mitsai.,
2019). Hasonloképpen az ischaemia-reperfuzios karosodassal és a gyulladdsos
mediatorokkal Osszefiiggd mas betegségek is bekeriiltek a BGP-vel kapcsolatos kutatdsok
fokuszaba: ez a kis molekuldju hidroximinsav-szarmazék hatasosnak bizonyult nephro-
(Racz és mtsai., 2002), neuro- (Bardos és mtsai., 2003), valamint myopathiaban (Sorensen
és mtsai., 2017) is. A kiilonb6zé szervekben illetve a kiilonb6z6é megbetegedésekben
természetesen a BGP eltérden hatott, de hatasdnak néhany altalanos aspektusa megegyezett
— mint példaul, hogy hdsokkfehérjékre induktorként hat, gatolja a szuperoxid és mas reaktiv
oxigéngyokok (ROS) szintézisét, gatolja a poli-(ADP-ribdz)-polimerazt (PARP) és noveli a
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mitokondriumok szamat (Henstridge és mtsai., 2014; Sumegi és mtsai., 2017). Vazizom- és
szivizomhatasait is kiemelték: tobb vizsgalatban is javitotta az izomésszehlzodasok erejét és
a kontraktilitast (Gehrig és mtsai., 2012; Sapra és mtsai., 2014; Salah és mtsai., 2016;
Nascimento és mtsai., 2018).

Korabban tehat a BGP-15-r6l bebizonyitottak, hogy indukalja a 72 kDa-os hdsokk
fehérjét (HSP72) (Henstridge és mtsai., 2014). Ez a citoszolikus fehérje a HSP60/70 csalad
tagjaként felelds példdul a matrix metalloproteinaz 9 (MMP9) mitokondriumba toérténd
transzportjaert (Mishra és Kowluru, 2017). Diabéteszben azonban - szabalyozatlan
transzkripciés faktorok (NF-kappaB, PARP1 stb.) tulzott transzaktivacioja miatt — a
feleslegben 1év6, mitokondriumba transzportalt MMP9 mitokondriélis ké&rosodasokhoz
vezethet (Kowluru és mtsai., 2014a). Az emlitett transzkripcios faktorok szabalyozasa tobbek
kozott a sirtuin 1 (SIRT1), egy nuklearis deacetilaz enzim feladata (Kowluru és mtsai., 2014a;
Mishra és Kowluru, 2017). Ezt az enzimet kapcsolatba hoztadk mér diabétesszel is: habar a
SIRT1 fiziologiasan serkenti a sejtek tulélését, diabéteszes retinopatidban gatolva van, ezaltal
az acetilacio-deacetilacio egyensulya felborul (Rajamohan és mtsai., 2009; Mishra és
Kowluru, 2017). A deacetilacio hianya noéveli a kiilonb6z6 transzkripcios faktorok (NF-
vegeredményben mitokondrilis karosodashoz vezet (Kowluru és mtsai., 2014a) feltehetéen
a diabéteszes retinaban is. A retinalis sejtek mitkondrialis karosodasa és a kdvetkezményes
sejthalal a vizualis funkcidk karosodasahoz vezethet, amely egy jellemzd tiinete a diabéteszes
retinopatianak (Kowluru és Mishra, 2018). Hogy a BGP-15 a HSP72 mellett a SIRT1 vagy
MMP9 oldalardl is beavatkozik-e ebbe a folyamatba és ezzel a diabéteszes retinopatia

patogenezisébe az még felfedezésre vart.

3. Anyagok és modszerek

3.1. Kisérleti allatok

Els6 kisérletlinkben vizsgalatunkhoz a him Goto-Kakizaki és Wistar patkanyokat (10
hetesek; 250-300 g) a Charles River Laboratories International Inc.-t61 (Wilmington, MA,
USA) szereztilk be. A Goto-Kakizaki (GK) modell — a Charles River leirasa alapjan — egy
nem elhizott Wistar altrzs, amelyben 2-es tipust cukorbetegség alakul ki; kontrollja a Wistar
patkany (Crl: W1). Az allatokat ketrecben tartottuk és az allatkutatasra vonatkozé nemzetkozi

20



eléirasoknak megfeleléen (ARVO (Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and
Vision Research) és az NIH (National Institute of Health) iranyelvei) gondoztuk. A vizsgalat
soran hasznalt 6sszes modszert a Debreceni Egyetem Intézményi Allatetikai Bizottsaga
hagyta jova (18/2013/DE MAB). Az allatoknak szabad hozzaférése volt a vizhez, és ad

libitum szabvanyos ragcsalo tappal etettiik dket.

Mésodik kisérletlinkh6z nyolc hetes him ZDF patk&nyokat (fa/fa) és kontrolljaikat,
him 0n. sovany (lean) patkanyokat (-/-) véasaroltunk a Charles River Laboratories
International, Inc.-t61 (Wilmington, MA, Egyesiilt Allamok). Az allatok elhelyezése és
gondozésa ebben az esetben is a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatetikai Bizottsaga altal
elfogadott szabalyok alapjan tortént, sszhangban a nemzetkdzi eldéirdsokkal (ARVO és az
NIH iranyelveivel), tovabba minden mddszertani protokollt is ugyanez a bizottsag hagyott
jova. Az allatok itt is szabadon hozzaférhettek a vizhez és a ragcsalotaphoz, ami viszont

ebben az esetben a ZDF patkanyokhoz javasolt, Purina 5008 takarmany volt.

3.2. Gliko6zhaztartas monitorozasa

Elso kisérletiinkben éhomi vércukorszint-elemzést a kezelési idoszak kezdetén, majd
a 3., 8., 11. hét elején és kozvetleniil a vizsgalat befejezése eldtt (,,végpont”) végeztiink.
Tovabba Ordlis glikoztolerancia-tesztet (OGTT) is vegeztunk az 0sszes fent emlitett
idépontban, kivéve a végpontban. Ennek a kisérlet végen ugyanis minden allatot alavetettiink
egy hiperinzulinémias euglikémiés glikdéz clamp (HEGC) mérésnek, hogy felmérjik
inzulinérzékenységlket vagy inzulinrezisztencijukat.

Maésodik Kisérletiinkben szintén vegeztink OGTT-t: egy 1 hdnapos akklimatizacio
utan (alapértékek), majd a gyomorszondazasi periddus kezdetén (kezdd értékek), majd pedig
1, 6 és 12 hénapnyi gavage utan végeztik el.

Az emlitett modszerek mindegyikét egy éjszakan &t tartdé éheztetést kdvetéen

hajtottuk végre.

3.2.1 Ehomi vércukorszint

Az éhgyomri vércukorszint-analizishez a vért farokvénabol vettik, majd a
vercukorszintet Accu-Check gliikométerrel (Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag)

mértiik meg.
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3.2.2 Oralis glukoz tolerancia teszt (OGTT)

Az OGTT meérésekhez az allatoknak 2 g/kg glikozt (Sigma-Aldrich-Merck KGaA,
Darmstadt, Németorszag) adtunk gyomorszondan keresztil, majd farokbol vett vér
cukorszintjét mértiik 15, 30, 60, 90 és 120 perc mulva a fentebb emlitett glikométerrel.
Kiindulasi értékként éhgyomri vércukorszintet hasznaltunk (OGTT 0 perces idépont). Az
OGTT eredményeinek értékelése soran a kovetkezd egyenletet hasznaltuk a gorbe alatti

tertilet (area under curve, AUC) kiszamitasahoz, ahol ,,n” a mérési idépontok szama:

c1+c2

o= (o1t

)*(tz—t1)+---+ * (tn — th-1))

3.2.3. Hiperinzulinémias euglikémias glukéz clamp (HEGC)

Az els6 kisérlet végén az éEhgyomri gliikozmérést kovetden az allatokat
ketamin/xilazin keverékkel (100/10 mg/ttkg; ketamin: Calypsol, Richter Gedeon Ltd.,
Budapest, Magyarorszag; xilazin: Nerfasin, Le Vet BV, Oudewater, Hollandia)
érzéstelenitettik majd HEGC protokollt hajtottunk rajtuk végre egy korabban mar hasznalt
modszernek megfelelen (Literati-Nagy €s mtsai., 2014), az alabbiak szerint. E16sz6r mitéti
uton feltartuk a légcsovet és behelyeztiink egy kanult. Ezutan két nyaki vénat kanulaltunk be
glukozoldat (20%) es inzulin (6 mIU/perc (milli nemzetk6zi egység percenkent); Humulin
R, Eli Lily, Indianapolis, IN, USA) beadasahoz, illetve egy nyaki artériat vérvételi célbdl. A
vércukorszintet Accu-Check glikométerrel mértik 10 percenként vett vérmintdkbdl. Az
euglikémiat a glikdz infuzid (GI) sebességének beallitasaval fenntartottuk. Akkor értiik el az
egyensulyi allapotd (steady-state) Gl-t — és tekintettlik a kisérletet befejezettnek —, amikor a
vercukorszint legalabb 20 percig stabilizaloédott. A plazma inzulin méréséhez vermintakat
vettlink a nyaki artériabdl a HEGC protokoll elején és végen. Az inzulin mérését a vérmintak
plazméajabdl végeztilk, amelyeket 2 percig 4 ° C -on és 10 000 g -n centrifugaltunk (5415R
Centrifuga, Eppendorf GmbH, Hamburg, Németorszag). A HEGC protokoll utan minden
allat ¢letét kiméletesen kioltottuk a ketamin/xilazin kombinacios érzéstelenitd
tuladagolasaval. Ezt kdvetden az allatok szemét eltavolitottuk tovabbi mikrobiologiai

elemzés céljabal.
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3.2.4 Szamolt mutatok

A HEGC protokoll el6tti és alatti kdzvetlen mérések eredményeibdl - azaz testtomeg
(body weight, BW), éhomi (fasting) plazma glikéz (FPG), éhomi (fasting) plazma inzulin
(FPI), gllikdz infuzid sebessége (Gl), inzulin infazio sebessége (11) , egyensulyi (steady-state)
plazma glikoz (SSPG), egyensulyi (steady-state) plazma inzulin (SSPI) - kiilonb6z6
indexeket szamitottunk ki (Kiss és mtsai., 2019), amelyek képletei a kovetkezok:

GIR = glikoz infazids sebesség (nem tévesztendd Ossze a glikoz infuzid
sebességével) (Gl))

_ GI (ul/min) i}

GIR = 220
BW (9)

crcr

amely 20% volt (220 g glikdéz 1000 ml vizben; Glucose TEVA 20% Solution, Teva Ltd.,
Debrecen, Magyarorszag), igy a GIR végs6 mértékegysége a kovetkezd lesz: mg/perc/kg.

ISI = inzulinérzékenységi (sensitivity) index; meértékegysége: (mg L)/(min kg mIU)

Is] = GIR (mg/min/kg)
~ SSPI (mIU/D)

MCRI = Metabolikus Clearance Réta Inzulinra; mértékegység: mL/min

MCRI II (mIU /min) 1000
= £ 3
SSPI (ulU/ml) — FPI(ulU /ml)

A korrekcios tényez6t (1000) a milli nemzetkdzi egység (international unit, 1U) mikro

IU értékekké torténd atalakitasa miatt hasznaltuk.

QUICKI = Kvantitativ inzulinérzékenység-ellen6rz6 mutatd (QUantitative Insulin

sensitivity ChecK Index) (mértékegység nélkil)
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1
log FPI(ulU/ml) + (logFPG(mg/dl) = 18)

QUICKI =

A korrekcios tényez6t (x18) a mmol/l mg/dl-ré vald atvaltas miatt hasznaltuk.

Az inzulinrezisztencia (HOMA-IR) kiszamitasahoz homeosztatikus ertékelési
modellt (homeostatic model of assessment, HOMA) hasznaltunk Matthews és mtsai.

(Matthews és mtsai., 1985) alapjan.

FPI(ulU/ml) x FPG(mmol/l)

HOMA — IR = 225

Mivel a plU/ml = mIU/l, a HOMA-IR végsé egysége a kovetkezd lesz: (mIU x
mmol)/I.

A hasnyalmirigy p-sejtjek funkcidjanak ertékeléséhez HOMA-B szamitasi modszert
alkalmaztunk, amely ugyanazon cikken alapul (Matthews és mtsai., 1985).

20 * FPI(ulU /ml)
FPG(mmol/l) — 3,5

HOMA —-B =

Mivel a plU/ml = miIU/l;, a HOMA-IR végs6é mértékegysége a kovetkezd lesz:

mlU/mmol

3.3. A tulélési gorbe kiszdmolasa és kiértékelése

Masodik vizsgalatunk hosszu lefutasa alatt (52 hét, azaz 1 év) néhany allat elhullasa
volt megfigyelhetd, ezket feljegyeztiik. Az adatokat ezutan atvittiik GraphPad Prism
statisztikai elemz6 programba (7.0-s verzio, GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, Egyesilt
Allamok) hogy Kaplan—-Meier tulélési gorbéket hozzunk létre. A gorbéket ezutan Mantel—
Cox teszttel és Gehan—Breslow-Wilcoxon teszttel elemeztiik.

3.4. Elektroretinografia (ERG)

Mindkét kisérletiink végén elektroretinografias mérést hajtottunk végre: elsd kisérletiinkben

a HEGC el6tt egy nappal, mésodik kisérletiinkben pedig kozvetleniil az utolsé OGTT utan.
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Az dllatokat ketamin/xilazin kombinacidjaval (100/10 mg/kg) elaltattuk, hogy
elektroretinografias mérést végezziink a kovetkezOk szerint. Mindkét szem pupillajat egy-
egy csepp ciklopentolattal kitagitottuk (Humapent, Teva Kft., Debrecen, Magyarorszag),
majd rovid szemfenéki vizsgalatra kertlt sor kézi ophthalmoszkoppal (Heine Mini 2000
Ophthalmoscope, HEINE Optotechnik GmbH and Co. KG, Gilching, Németorszag) a
diabéteszes retinopatia megerdsitésére a szakirodalom alapjan (Kowluru és mtsai., 2016;
Mishra és mtsai.,, 2016; Szabd és mtsai.,, 2017). Az ERG méréshez 6t tielektrodat
hasznaltunk, hogy a fény altal generalt aramokat egy anal6g-digitalis atalakitoéval (Bridge
Amp ¢s PowerLab, ADInstruments, Sydney, Ausztralia) 6sszekapcsolt erdsitdbe vezessiik,
és a hullamformékat a PowerLab Chart szoftver (5.2.2-es verzio, ADInstruments, Sydney,
Ausztralia) segitségével szamitogépen is lathatova tegyiik. Két mérdelektrodat behelyeztiink
enyhén a szaruhartya felszinébe (anélkil, hogy perforaltuk volna azt), két
referenciaelektrédat az allat fllcimpajaba szurtunk, mig az altalanos foldel6 elektrodat az
allat kozépvonaldban rogzitettlik, az orrnyereg bérébe szarva. Karbomer alapu szemgélt
(Vidisic, BauschandLomb, Berlin, Németorszag) alkalmaztuk a szem kiszaradasa ellen és
kontaktgélként.

Az International Society for Clinical Electrophysiology of Vision (ISCEV) iranyelvei
alapjan az elektroretinografidss méréseket 20 perces soOtét adapticid utan vegeztik
(McCulloch és mtsai., 2015). A scotopids retinogramot sotétben rogzitettlik Ugy, hogy az
allatok szemét stroboszkdppal (20 cd/m2, 0,5 Hz) megvilagitottuk, hogy vegyes palcika és
csap valaszt valtsunk ki. A felvett elektroretinogramok hatarozott, egyértelmiien azonosithatod
elektromos vélaszcsucsokat mutatnak, amelyek kiemelkednek a hattérzajbol, kdvetkezetesen
a stroboszkdép fényingere utan és azzal egy ritmusban (azaz ugyanazzal a 0,5 Hz-es
frekvenciaval) jelentkeznek. Mint ilyenek, az egyes tiiskék erdésen pozitiv csucsai a b-
hullamok maximalis értékei, amelyeket az a-hullamok karakterisztikus negativ csucsai
eléznek meg, ahogy az mas standard ERG-rendszerekben is lathat6 (VVarga és mtsai., 2013).
A b-hullamok amplitiidéit a megeldz6 negativ maximumtol a pozitiv maximumig, mig az a-
hulldmokét a negativ maximum és az azt megel6z6 pozitiv maximum kozott mertuk (5. abra).
Az egyes allatok mindkét szemének elektromos aktivitasat 10 felvilland fénystimulust
kovetéen mértiik, hogy minden csoporthoz egy kozos felvétel-halmazt (pool-t) hozzunk létre,
amelyekbdl aztan statisztikai elemzéseket végeztlink a ,,Statisztikai elemzés” részben
részletezett modon. Az ugyanezzel a mérérendszerrel rogzitett korabbi eredményeink
biztositjak, hogy az alkalmazott kisérleti modszer reprodukalhatd és megbizhaté adatokat

szolgaltat a retina mitkodésérol, és 6sszefiiggésben all a retina integritsaval (Varga és mtsai.,
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2011; Varga és mtsai., 2013; Varga és mtsai., 2017).

3.5. Western blot

Mindkét kisérletet a szem molekularis biologiai elemzésével zartuk. Az allatok életét
kiméletesen kioltottuk az érzéstelenitd keverék tuladagolasaval, majd szemeiket kimetszettiik
és lefagyasztottuk. A teljes szemmintakat késes homogenizatorral (IKA-WERKE ULTRA-
TURRAX diszpergator, Staufen, Németorszag) homogenizalé pufferben jégen
homogenizaltuk. A homogenizald puffer a kdvetkezdket tartalmazta: 25 mM Tris, 25 mM
NaCl, 0,5 mM EDTA, proteaz inhibitor koktél és desztillalt viz (minden 6sszetevot a Sigma-
Aldrich-Merck KGaA-tol vasaroltunk, Darmstadt, Németorszag). 10 000 fordulat/perc
sebességgel, 20 percig, 4°C-on végzett centrifugalast kovetden a citoszolikus fehérjéket a
felildszoval egyitt leszivtuk, hogy a feliiliszo citoszolfrakciot elvalasszuk a pellett6l. A
pelletet 1 déran at tovdbb inkubdltuk Triton X-100 tenzidet is tartalmazé homogenizal6
pufferrel (szintén a Sigma-Aldrich-Merck KGaA-tdl, Darmstadt, Nemetorszag), majd a
feluluszd nukleéris frakcidt centrifugalassal valasztottuk el (14 000 ford./perc, 10 perc, 4°C),
és a sejtmag fehérjéket a feltluszdval egytt leszivtuk. Az egyes frakciok feltluszdinak egy
kis részébdl spektrofotométerrel (FLUOstar Optima, BMG Labtech, Ortenberg,
Németorszag) megmeértiik a teljes fehérjekoncentraciot, mely utan a feliliszok maradék
tobbi részét Laemmli mintapuffer (Sigma-Aldrich-Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag)
hozzaadasaval és 5 perc forralassal készitettiik elé6 SDS-poliakrilamid gélelektroforézisre. A
fehérjéket 100-120 percig 4 mA-en futtatva 12%-os gélen valasztottuk el (Hoefer miniVe
PAGE SE300 fiiggéleges elektroforetikus és elektrotranszfer egység, Hoefer Inc., Holliston,
MA, Egyesiilt Allamok). A fehérjéket ezutan nitrocellul6z membranra (GE Healthcare,
Darmstadt, Németorszag) transzferaltuk elektroforetikusan a fent emlitett eszk6z (Hoefer
miniVE SE300) blot moduljaval. 3%-0s BSA-oldattal (Sigma-Aldrich-Merck KGaA,
Darmstadt, Németorszag) blokkoltuk a nitrocellul6z membran szabadon maradt
kotoéfelszinét, majd ezt kovetden a fehérjéket egy €jszakan at primer antitestekkel inkubaltuk.
Els6 kisérletinkben a kovetkezd primer antitestekkel inkubaltunk: anti-SIRT1 egeér
monoklondlis antitesttel (mely a SIRT1-et (~110 kDa) ismeri fel, Cat#ab110304, Abcam,
Cambridge, Egyesult Kiralysag); anti-MMP9 nyul poliklonalis antitesttel (mely az MMP9-
et (~92 kDa) ismeri fel, Cat#ab38898, Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag); anti-
HistoneH3 rekombinans, monoklonalis nydl antitesttel (mely a hiszton H3-at (~17 kDa)
ismeri fel, Cat#701517 ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA); és anti-béta-aktin
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egér monoklondlis antitesttel (mely a béta-aktint (~42 kDa) ismeri fel, Cat#A5316, Sigma-
Aldrich-Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag). Masodik kisérletiinkben pedig a kovetkez6
primer antitesteket hasznaltuk: anti-p-aktin (Cat#A5316, Sigma-Aldrich-Merck KGaA,
Darmstadt, Németorszag); anti-Histone H3 (kat. szam: 701517, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, Egyesilt Allamok); anti-HSP70 (SAB4200714, Sigma-Aldrich-Merck
KGaA, Darmstadt, Németorszag); és anti-nuklearis faktor kB (ab 16502, Abcam, Cambridge,
Egyesilt Kiralysag). Masnap a membranok desztillalt vizzel torténé mosasa utan, a keresett
fehérjek megjelenitéséhez torma-peroxiddzzal konjugalt masodlagos antitesteket
hasznaltunk: egér elleni antitestet (Cat#A4416) és nydl elleni antitestet (Cat#A0545;
mindketté a Sigma-Aldrich-Merck KGaA-t6l, Darmstadt, Németorszag). A kimutatashoz
WesternBright™ fokozott érzékenységii kemilumineszcens szubsztratot (Advansta Inc.,
Menlo Park, CA, Egyesiilt Allamok) és LI-COR C-DiGit® blot szkennert (LI-COR Inc.,
Lincoln, NE, Egyesiilt Allamok) hasznaltunk. Csoportonként harom blot elemzését ImageJ
szoftverrel (1.51-es verzio, National Institutes of Health, Bethesda, MD, Egyesiilt Allamok)
vegeztuk. Az eredményeket ugy kaptuk, hogy a blotokat a héattérre normalizaltuk, és egy

haztartasi fehérjére (béta-aktin vagy hiszton H3) standardizaltuk.

3.7. Kisérleti protokollok és csoportok

3.7.1. Kisérlet Goto-Kakizaki patkanyokkal
Els6é kisérletiink célja volt Gsszehasonlitni a BGP-15 feltételezett retinoprotektiv

hatdsat human-gydgyaszatban hagyomanyosan alkalmazott anti-diabetikumokkal Goto-
Kakizaki patkany modellen.

Két hetes akklimatizacid utan (12 hetes korukban) az allatokat véletlenszeriien a
kovetkezd csoportokra osztottuk (minden csoportban n = 6): Goto kontrollcsoport
(kezeletlen, beteg), Wistar kontrollcsoport (kezeletlen, egészséges) és négy kezelt beteg
csoport, amelyekben GK patkanyok voltak: BGP-15, metformin, glibenklamid és
pioglitazon. A kezeléseket naponta rozsdamentes acel gyomorszondan keresztiil gavage-
olva, a kovetkez6 dozisokban adtuk: BGP-15 10 mg/kg, metformin100 mg/kg, glibenklamid
5 mg/kg és pioglitazon 10 mg/kg. Minden kezelési anyagot a Sigma-Aldrich-Merck KGaA
cégtdl (Darmstadt, Németorszag) szereztiink be. A két kontrollcsoport oldoszert kapott
gavage-olva. Az adagok korabbi kutatasok alapjan lettek kivalasztva (Mohammad és
Kowluru, 2012; Literati-Nagy es mtsai., 2014; Adil és mtsai., 2017; Elattar és mtsai., 2017;
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Holdsworth és mtsai., 2017). Az &llatok stlyat a vizsgélat 12 hete alatt heti rendszerességgel

mértik.

Ezeken az allatokon (a napi gavage-on kivil) a kévetkez6 kisérleteket végeztiik el
idérendben: éhomi vércukorszint mérés, OGTT, ERG, HEGC, WB (7. abra).
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7. dbra: Kisérleti protokoll a Goto-Kakizaki patkanyos kiserletben

3.7.2. Kisérlet ZDF-patkanyokkal
A masodik kisérletink célja a BGP-15 hosszu tavl alkalmazéasanak kiprobéalasa, az

esetleges mellékhatasok megfigyelése, valamint a kisérleti anyag kiprobalasa egy elhizott, II.
tipusu cukorbetegségben szenvedd allatmodellen, ZDF patkényokon.

A ZDF Aallatokat véletlenszeriien két csoportba osztottuk: ZDF kontrollcsoportba
(ZDF) és BGP-15-kezelt csoportba (BGP). A sovany allatokbdl egy harmadik csoportot
alakitottuk ki (lean). N=10 minden csoportban. 16 hetes koruktol kezdve minden allatot
naponta szajon at gavage-oltunk (orogasztrikus tapszondan keresztiil) a vizsgalat teljes ideje
alatt, amely 52 hétig (1 évig) tartott. A kezelt csoport 10 mg/kg BGP-15-6t kapott metil-
celluloz nyakban, mig a sovany és ZDF csoportba tartozo allatokat csak vivOanyaggal
kezeltiik. Az adagot els6ként kivitelezett kisérletiinkre alapoztuk. A BGP-15-6t a Sigma-
Aldrich-Merck KGaA-tdl szereztiik be (Darmstadt, Németorszag).

Ezeken az allatokon a kdvetkezo kisérleteket végeztiik el idérendben: talélési gorbe
analizis, éhomi vércukorszint mérés, OGTT, ERG, WB (8. abra).
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8.abra: Kisérleti protokoll a ZDF patkanyos Kisérletben

3.8. Statisztika

A statisztikai elemzéshez GraphPad Prism szoftvert (7.0-s verzio, GraphPad Software

Inc., La Jolla, CA, Egyesiilt Allamok) hasznaltunk. A Gauss-eloszlast Shapiro-Wilk

normalitasteszttel értékeltuk. A normal eloszlasu adatokat egyutas varianciaanalizissel

(ANOVA), mig a nem normal eloszl&su adatokat nem-parametrikus Kruskal-Wallis teszttel

analizaltuk. A csoportértékek kiilonbozé iddpontokban torténd elemzése esetén kétutas

varianciaanalizist alkalmaztunk. Az 6sszehasonlitast akkor tekintettiik szignifikansnak, ha a

valosziniiségi értékek 0,05-nél kisebbek voltak (p<0.05). A szignifikancia szintjét a
kovetkezOképpen jeleztiik: * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; és **** p <0,0001. Az
0sszes adatot atlag + az atlag standard hibaja (SEM) formatumban adtuk meg.
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4. Eredmények

4.1. A Goto-Kakizaki patkanykisérlet eredmenyei

4.1.1. Testtbmeg-gyarapodas
A Kisérlet 12 hete alatt az allatok sulyat hetente mértiik. Tobbé-kevesbe egyenletes testuly

gyarapodas volt megfigyelhetd mindegyik csoportban (9. abra). A csoportok kezdeti és
végponti stlyai + az atlagok standard hibaja (=SEM) a kovetkezék voltak: Glibenklamid
313.3 +4.074 -376.0 £ 5.671 g, Metformin 312.8 + 5.655 — 383.6 + 12.268 g, Goto kontrol
315.6 £4.070 - 397.4 £ 6.266 g, BGP-15 319.6 + 5.566 — 405.6 + 9.024 g, Pioglitazon 315.6
+ 3.658 — 433.2 £ 10.398 g, Wistar kontrol 356.5 + 3.989 — 568.2 + 18.552 g; minden
csoportban az elsd heti (kezdeti) és 12. heti (végponti) sulyok szignifikdnsan kiilonboztek
egymastdl (p<0.0001). A pioglitazon-csoport kezedti suly szazalékaban kifejezett testtomeg-
gyarapodasa +SEM (136.3 = 2.207%) szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a tdbbi
betegcsoporténal (120.3 + 0.788%, 121.9 + 2.228%, 125.5 + 0.940% és 126.8 + 0.769%,
Glibeklamid, Metformin, Goto kontrol és BGP-15 csoportok az emlités sorrendjében). Az
egészséges wistar patkanyok adata (156.9 + 4.667%) kimagaslott az 6sszes tobbi csoporté
kdzil (p<0.0001), ahogy a 10. abréan is latszik.
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9. dbra: Az allatok sulyanak novekedése a kisérlet 12 hete alatt. Az adatok csoportatlagok.
A jobb lathatdsag érdekében az egyes adatpontok SEM értékei nincsenek feltiintetve.
n=6 allat csoportonként. * = p<0.05 minden mas csoporthoz viszonyitva; **** =
p<0.0001 minden mas csoporthoz viszonyitva. A statisztikai kiértékelés GraphPad

Prism szoftverrel készult: egy-utas variancianalizis (ANOVA) teszttel.
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10. abra: Az allatcsoportok sulygyarapodasa szazalékosan: az allatok atlagos sulya minden
csoportban a kisérlet végén a kezdeti atlagsulyuk szazalékéban kifejezve. Az dbrazolt
adatok csoportatlagok £SEM; n=6 allat minden csoportban. ** = p<0.01 minden mas
csoporthot viszonyitva; **** = p<0.0001 minden mas csoporthoz viszonyitva. A
statisztikai kiértékelés GraphPad Prism szoftverrel készilt: az adatokat eloszlasuk
Shapiro-Wilk normalitas teszttel torténd meghatarozasa utdn vagy egy-utas
variancianalizis (ANOVA) teszttel vagy nem-parametrikus Kruskal-Wallis teszttel

vizsgaltuk.

4.1.2. Ehomi vércukorszintek eredmények

A Kisérlet alatt minden beteg, GK csoport éhomi vércukorszintje egy 8-9-mmol/L-es atlag
koril mozgott — minden szignifikans kiillonbség nélkil barmely két csoportot 6sszehasonlitva

— mig a Wistar értékek egy szignifikansan alacsonyabb szinten, atlagosan 5-6 mmol/L kordl
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voltak (9.2 £ 0.589 mmol/L, 9.4 £ 0.526 mmol/L, 8.2 + 0.171 mmol/L, 9.2 £ 1.059 mmol/L
€5 9.4 +0.692 mmol/L vs. 5.2 + 0.178 mmol/L rendre Glibenklamid, Metformin, Pioglitazon,
Goto kontrol és BGP-15 vs Wistar kontrol dsszehasonlitasban; p < 0.05). A 11. abran a
Kisérlet végpontjaban mért ehomi vércukorszintek a kezdeti értékek szazalékaban vannak
dbrazolva. A BGP-15, a Pioglitazon és Wistar csoportok éhomi vércukor értékei nem
valtoztak, a végponti értékek rendre igy alakultak: 98.87 + 4.532%; 97.35 £ 6.116% és 108.6
+ 10.550%, melyekbdl a két elsé csoport statisztikailag szignifikdnsan kiilonbozott a Goto
kontrol csoporttol (137.4 + 5.219%). A Glibenklamid és Metformin-csoport értékei a
kovetkezok voltak: 132.6 £ 10.15% és 117.8 + 8.421%.
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11. dbra: Végponti éhomi vércukorszintek a kezdeti értékek szazalékdban kifejezve. Az
abrazolt adatok csoportatlagok SEM; n=6 allat minden csoportban. * = p<0.05 a

Goto kontrol csoporthoz viszonyitva. A statisztikai kiértékelés GraphPad Prism
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szoftverrel készilt: az adatokat eloszlasuk Shapiro-Wilk normalitas teszttel torténd
meghatarozasa utan vagy egy-utas variancianalizis (ANOVA) teszttel vagy nem-

parametrikus Kruskal-Wallis teszttel vizsgaltuk.

4.1.3. Ordlis glikdztolerancia teszt eredmények

Sem az orélis glikoztolerancia teszt (OGTT) folyaman a vércukorszintek gorbe alatti
teruletei (area under curve, AUC), sem a 120 perces OGTT értékek nem mutattak
kilonbségeket a kezelt csoportok és a kezeletlen Goto kontrol csoport 6sszehasonlitasakor
(12. és 13. abra). Masfel6l viszont, ahogy az varhato is volt, még a 120 perces OGTT értékek
sem mutattak jelét a cukorbetegségnek az egészséges Wistar patkanyok esetén (13. abra),
mint ahogyan mar az éhomi vércukorszintek esetén sem: a kisérlet egésze alatt az egészséges
Wistar csoport 120 perces OGTT értékei 7.8 mmol/L alatt maradtak (5.92 + 0.073, 5.82 +
0.183, 6.40 + 0.148 and 6.63 + 0.551 mmol/L £ SEM rendre a kisérlet kezdetén majd a 3., 8.
és 11. heten)
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12. dbra: Az oralis glikoztolerancia teszt (OGTT) alatt mért vércukorszintek gorbe alatti

terulete (area under curve, AUC). Az adatok csoportatlagok. A jobb lathatdsag
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érdekében az adatpontok SEM értékei nincsenek abrazolva. n=6 allat minden
csoportban. **** = p<0.0001 minden mé&s csoporthoz viszonyitva. A statisztikai

kiértekelés GraphPad Prism szoftverrel készilt: két-utas variancianalizis (ANOVA)

teszttel.
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13. dbra: A kiilonboz6 allatcsoportok vércukor értékei az OGTT mérések végén (120 perccel
a cukorterhelés utan). Az adatok csoportatlagok. A jobb lathatdsag érdekeben az
adatpontok SEM értékei nincsenek abrazolva. n=6 allat minden csoportban. **** =
p<0.0001 minden mas csoporthoz viszonyitva. A statisztikai kiértékelés GraphPad
Prism szoftverrel készilt: két-utas variancianalizis (ANOVA) teszttel.

4.1.4. Hiperinzulinémias euglikémias clamp (HEGC) eredmények

Ahogy a 14. abran is latszik szignifikans kilonbségek voltak a plazma inzulin szintek kozott
a hiperinzulinémias euglikémias clamp (HEGC) modszer végén: mig az egészséges Wistar
patkanyok 366.6 + 141.3 mU/L atlag +SEM értéket prezentaltak, addig a BGP-15-kezelt
Goto-Kakizaki patkanyoké 178.3 + 54.71 muU/L-nak bizonyult, ami szignifikdnsan
kiilonbozott a Goto kontrol csoport 513.0 £ 135.9 mU/L értékétdl (* = p<0.05). A
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Glibenklamid nem tudta enyhiteni az inzulin-rezisztenciat, ami a relative magas inzulin
szintekbdl is latszott (626.3 + 140.7 mU/L) a HEGC protokoll végén, ezzel szemben mind a
Metformin, mind a Pioglitazon inzulin-érzékenyit6 hatast mutatott (értékeik rendre 266.6 +
72.93 és 291.5 £ 65.46 mU/L). Ha megnézzik a direkt éhomi plazma gliikdz ertékeket (14A
abra), szembetiind, hogy nemcsak a Metformin (11.28 + 0.822; p < 0.05 vs. Goto kontrol
(13.15 £ 0.650 mmol/L)) és a pioglitazon (8.27 + 0.463 mmol/L; p < 0.0001 vs. Goto
kontrol), hanem a BGP-15 is (10.97 £ 0.460 mmol/L) képes volt szignifikansan csokkenteni
a vercukrot (p<0.05 vs. Goto kontrol), jollehet ez a csokkenés nem volt olyan kifejezett, mint
a pioglitazon esetében. Ugyanakkor, még a pioglitazon sem volt képes elérni az egészseges
allatok szintjét (p<0.05 a pioglitazon vs Wistar kontrol (5.86 = 0.506 mmol/L)
0sszehasonlitasban). A glibenklamid-kezelt csoport éhomi plazma gliikéz szintje £SEM 11.5
+ 1.016 volt. Nem voltak szignifikans kilénbségek a csoportok kozétt a éhomi plazma

inzulin és a steady state vercukorszintek esetén.
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14. dbra: Plazma gliko6z és inzulin értékek a hiperinzulinémias euglikémias clamp (HEGC)
modszer kezdetén és végén. (A) Ehomi plazma gliikoz értékek a HEGC protokoll
kezdetén; (B) Ehomi plazma inzulin értékek a HEGC protokoll kezdetén; (C) steady
state plazma glikoz értékek a HEGC protokoll végen; (D) steady state plazma inzulin
értékek a HEGC protokoll végén. Az dbrazolt adatok csoportatlagok £SEM; n=6 &llat
minden csoportban. * = p<0.05; **** = p<0.0001; ns = nem-szignifikans. A
statisztikai kiértékelés GraphPad Prism szoftverrel készilt: az adatokat eloszlasuk
Shapiro-Wilk normalitas teszttel torténd meghatarozasa utan vagy egy-utas
variancianalizis (ANOVA) teszttel vagy nem-parametrikus Kruskal-Wallis teszttel

vizsgaltuk.

A direkt HEGC adatok tovabbi vizsgélata kilonb6z6 szarmaztatott mennyiségeket is
szolgaltatott szamunkra (15. abra), mint a gliikdz infazios rata (GIR), inzulin szenzitivitasi
index (IS1), metabolikus clearance rata inzulinra (MCRI), kvantitativ inzulin szenzitivitasi
ellenérzési index (quantitative insulin sensitivity check index (QUICKI)), inzulin
rezisztenciara szamolt in. HOMA index (homeostasis model assessment of insulin resistance
(HOMA-IR)), illetve B-sejt funkcidra szamolt HOMA index (homeostasis model assessment
of B-cell function (HOMA-B)). Ahogyan az ISI és MCRI grafikonokbol latszik a BGP-15
értékei +SEM (egyenkent 3.596 + 1.656 és 57.57 + 18.500) szignifikansan kilonboztek a
Goto kontrol értékektdl +SEM (rendre 0.956 + 0.432 ¢és 16.57 + 5.095), ugyanakkor az
egészséges kontroll értékekhez hasonlitva nem volt kiilonbseg (2.22 £ 0.776 és 25.67 + 5.650,
respectively), s6t enyhén (de statisztikailag nem-szignifikansan) még magasabb értékek is
latszodtak. A tobbi diagram esetén a kildnbségek nem eérték a statisztikai szignifikancia

szintjét (az ésszerti 6sszehasonlitasokat illet6leg).
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15. &bra: Tovabbi, a HEGC protokollon alapulo, szarmaztatott mutatok. A: glikoz infazios
rata (GIR); B: inzulin szenzitivitasi index (ISI); C: metabolikus clearance rata
inzulinra (MCRI); D: kvantitativ inzulin szenzitivitasi ellendrzési index (quantitative
insulin sensitivity check index (QUICKI)); E: inzulin rezisztenciara szdmolt an.
HOMA index (homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR)); F:
B-sejt funkcidra szamolt HOMA (index homeostasis model assessment of B-cell
function (HOMA-B)) Az abrazolt adatok csoportatlagok +SEM; n=6 allat minden
csoportban. * = p<0.05; ns = nem-szignifikans. A statisztikai kiértékelés GraphPad
Prism szoftverrel készilt: az adatokat eloszlasuk Shapiro-Wilk normalitas teszttel
torténé meghatarozasa utan vagy egy-utas variancianalizis (ANOVA) teszttel vagy

nem-parametrikus Kruskal-Wallis teszttel vizsgaltuk.

4.1.5. Elektroretinografia eredmények

Az ERG mérések alapjan a csoport trendek mind az a- mind a b-hullamok esetén nagyon
hasonloak (vesd Ossze 16. A és B abrat). A BGP magasabb a- és b-hullamamplitadokat
produkalt (rendre 30.25 + 0.342 pV és 97.39 £ 0.708 uV), mint amilyeneket a Goto kontrol
csoportnal megfigyelhettiink (rendre 19.7 + 0.315 puV és 61.11 + 0.672 pV). Sot, a BGP-
értékek statisztikailag még szignifikansan magasabbak is voltak az egészséges Wistar
értekekneél (az a- es b-hulldmamplitidok rendre 26.54 + 0.267 pV és 76.83 £ 0.767 pV). A
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BGP-kezelés az a- és b-hullam amplitudokra gyakorolt ezen hatasa hasonlénak vagy jobbnak
is bizonyult, mint a metformin- és a pioglitazon-kezelésé (metformin atlag a- és b-hullamai
rendre: 24.66 = 0.316 uV és 68.09 £ 0.628 pV; pioglitazon atlag a- és b-hulldmai rendre:
29.25 £ 0.426 pV és 89.68 £ 0.862 uV). Az elébb emlitett harom kezelés hasonlo vagy
magasabb amplitiddkat produkalt, mint az egészséges Wistar allatok.
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16. abra: Elektroretinografidas (ERG) eredmények. (A) a-hulldmok csoportétlagai; (B) b-
hullamok csoportatlagai. Az abrazolt adatok csoportatlagok £SEM; n=6 allat minden
csoportban. Mindkét abrarészleten a kulon nem jel6lt dsszehasonlitasok kozotti
kilénbség szignifikans ****= p<0.0001. *** = p<0.001; ns = nem-szignifikans. A
statisztikai kiértékelés GraphPad Prism szoftverrel készilt: az adatokat eloszlasuk
Shapiro-Wilk normalitas teszttel torténd meghatarozdsa utdn vagy egy-utas
variancianalizis (ANOVA) teszttel vagy nem-parametrikus Kruskal-Wallis teszttel

vizsgaltuk.

4.1.6. Western Blot Eredmények

Sirtuin 1 és matrix metalloproteinaz 9 ellenes elsédleges antitesteket alkalmaztunk az izoldlt,
sodium-dodecilszulfatos poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) szétvalasztott
fehérjeken a nitrocellul6z membranra valo6 elektroforetikus transzferalast kovetéen. Ahogy a
17. abran latszik szignifikans kiilonbségek voltak megfigyelhetok az elébb emlitett két
fehérje esetén a BGP-kezelt csoportban.
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A SIRT1 expressziot (17. A &bra) a BGP-kezelés serkentette: a BGP-15-kezelt csoport
standardizalt-normalizalt pixelstiriisége szignifikinsan nagyobbnak bizonyult mind a Goto
kontrol, mind a Wistar kontrol csoportokenal (1.539 £ 0.301 vs 0.6463 + 0.094 és 0.2346 +
0.083, p <0.01 és p <0.0001, az emlités sorrendjében). Statisztikailag nem volt szignifikans
kilonbség a Goto kontrol és Wistar kontrol csoportok kozott. A BGP-15 érték magasabbnak
bizonyult az 6sszes tobbi csoporténal is (1.020 + 0.205, 0.6371 + 0.040 és 0.8204 + 0.1015
rendre: glibenklamid-, metformin- és pioglitazon-csoport; p<0.05, p<0.01 és p<0.01 vs
BGP). A glibenklamid- és pioglitazon-csoportokban a SIRT1 szint szignifikansan
nagyobbnak mutatkozott a Wistar kontrol csoporténél (p<0.05 mindkét ésszehasonlitasban;

az &bran nincs feltlintetve).

Az MMP9 expresszié (17. B abra) szignifikansan emelkedettebb volt a diabéteszes Goto
kontrol csoportban az egészséges Wistar kontrolhoz viszonyitva (2.716 + 0.402 vs 1.167 +
0.229 p < 0.01). Ezt az emelkedést csokkentette mindegyik kezelés (BGP-15, metformin,
pioglitazon; 1.1210 £ 0.225, 1.466 + 0.257, 0.7875 + 0.093 és 0.4484 + 0.047, sorrendben).
Az MMP9 csokkenése a BGP-15 kezelés kdvetkezteben szignifikansnak bizonyult a Goto
kontrollhoz hasonlitva azt (p<0.01), olyannyira, hogy a BGP &tlag értéke hasonld volt a
Wistar kontrol csoportéhoz: ez utdbbi két csoport kdzott nem is volt szignifikans kiilonbség.
A glibenklamid képes volt kivitelezni, amit a BGP: értéke szignifikansan kilénbdzott a Goto
kontrollétol (p<0.05), de a Wistar csoportétol nem (ezen 6sszehasonlitdsok az abran
nincsenek feltiintetve). A Metformin és a pioglitazon még hatékonyabbak voltak (p < 0.001
a metformin vs Goto kontrol és p < 0.001 a pioglitazon vs Goto kontrol

0sszehasonlitasokban).
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17. &bra: Western Blot eredmények. (A) A sirtuin 1 (SIRT1) fehérje expresszidja a kisérlet

kiilonbozd csoportjaiban. (B) A matrix metalloproteindz 9 (MMP9) expresszidja a
kiilonb6z6é csoportokban. A detektalt fehérjék: Histone H3 (~17kDa), SIRTI1
(~120kDa), beta-actin (~42kDa), MMP9 (~92kDa). Az 4&brazolt adatok
csoportatlagok £SEM; n=6 allat minden csoportban. * = p<0.05; ** = p<0.01; *** =
p<0.001; **** = p<0.0001; ns = nem-szignifikdns. A statisztikai Kkiértékelés
GraphPad Prism szoftverrel késziilt: az adatokat eloszlasuk Shapiro-Wilk normalitas
teszttel torténé meghatarozasa utan vagy egy-utas variancianalizis (ANOVA) teszttel

vagy nem-parametrikus Kruskal-Wallis teszttel vizsgaltuk.

Az MMP9 antitest gyartdjanak specifikacioi szerint az antitest az MMP9 més formait is

detektalhatja, mivel “a[z MMP9] prekurzoranak processzalasa kiilonb6z6 64, 67 és 82kDa-

os aktiv formakat eredményez” (Abcam). Valdban észlelhetdk voltak mas, alacsonyabb

molekulastlyt jel6lédések is a bloton és ezeket is kiértékeltiik; azonban az egyes csoportok

jelei kozott nem voltak statisztikailag szignifikdns eltérések (ezek az adatok nincsenek

feltlintetve).
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4.2. A ZDF patkanykiserlet eredményei

4.2.1. Tulélési analizis eredmeények

A BGP-vel kezelt allatok talélésére vonatkozo elemzési eredmények a 18. dbran lathatok. A
kezelés 12 honapja alatt a BGP-vel kezelt csoport allatainak 100%-a tulélte a cukorbetegség
karositd hatasait, 6sszehasonlitva a nem kezelt ZDF-csoporttal ahol az allatok 60%-a
elpusztult, ami szignifikans kilénbsegnek bizonyult ezen csoportok Kaplan—Meier talélési
gorbéi kozott (**p < 0,01). A sovany csoportban az egészséges kontroll allatok 90%-a élve
érte el a vizsgalat végét, ami szignifikansan eltért a nem kezelt ZDF csoport 40%-os értékétol
(*p < 0,05). A Mantel-Cox és Gehan-Breslow—Wilcoxon tesztek alapjan nem volt
szignifikans kilonbség a BGP és a lean csoportok kdzott.

A stly nem valtozott eltérden a kezelt és a kezeletlen ZDF-csoportok kézott, bar mindkettd

szignifikansan eltért a sovany értékekt6l a teljes vizsgalat soran (19. &bra).
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18. dbra: Az éllatok Kaplan-Meier talélési gorbéje a masodik kiserlet folyaman
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19. dbra: Sulyvaltozasok a masodik kiseérlet folyaman

4.2.2. OGTT eredmények
Az OGTT merések alapjan (20. &bra) a gorbe alatti terlilet (area under curve, AUC) értékei

hasonléak voltak minden csoportban. A kezelési iddszak kezdetén azonban a beteg

allatmodellek mar szignifikansan kilonboztek az egeszseges kontroll (sovany) allatoktdl
(1338,873 £ 53,008 és 1511,077 + 56,820 vs. 190,211 + 5,892 a ZDF és ZDF + BGP-15 vs.

sovany csoportokra nézve, p < 0,0001 mindket dsszehasonlitasnél). Ez a kulénbség a

vizsgélat teljes ideje alatt megmaradt. Nem volt azonban szignifikans kiilénbség a két beteg

csoport kozott sem ebben az idopontban, sem az 1 hdénapos vagy a 6 honapos idépontokban.

Nem igy a 12 honapos idépontban, ahol a BGP-vel kezelt csoport AUC értéke szignifikansan
kilonbozott a kezeletlen ZDF csoporthoz viszonyitva (1976 027 + 264 024 vs. 3040 019 +
308 145, p < 0,0001).
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20. dbra: Az OGTT AUC értékei

Ha az OGTT 120 perces értékeit nézzik (21. abra), akkor a kétutas ANOVA statisztikai
analizis szignifikans kiilonbséget adott kdzvetleniil a kiindulasi idépontban (7,630 + 0,142
vs. 5,330 + 0,078, a ZDF vs. sovany 0sszehasonlitasban, p < 0,05), amely — hasonl6an az
AUC-hoz — az egész vizsgalat soran megmaradt: a sovany csoport atlagértékei 7,5 mmol/I
alatt voltak minden id6pontban (5,330 + 0,078, 5,050 = 0,110, 5,200 = 0,116, 7,244 = 0,116,
7,244 + 3,2 és 7,244 + 6,07 mmol/L rendre a kiindulasi, kezdeti, 1 hénapos, 6 hénapos és 12
honapos idépontokban). A beteg csoportok magasabb értékeket mutattak az egész vizsgalat
soran; azonban szignifikans kilénbség mutatkozott a kezelt és a nem kezelt betegcsoportok
kozott a 6 honapos és a 12 honapos idépontokban (30 275 £+ 0,689 vs. 27,8 = 1 548, ZDF vs.
ZDF + BGP15, p < 0,05 a 6 honapos idépontban, és 23,7 £ 1,522 vs. 16,84 + 1,264, ZDF vs.
ZDF + BGP15 esetén, p < 0,0001 a 12 honapos idépontban).
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Az éhgyomri vércukorértékek (OGGT kiindulasi értékek) ugyanazt a tendenciat mutattak,
mint a 120 perces értékek (22. abra).

OGTT 120-perces értékek
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21. abra: OGTT 120 perces értékek
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Az éhomi plazma glukéz valtozasa
a vizsgalat alatt
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22. &bra: Ehomi vércukorszintek a méasodik kisérlet folyaman

4.2.3. ERG eredmények

Az elektroretinogréfiai eredményeket az 23. A és B dbrdk mutatjak rendre az a-hulldmokra,
illetve a b-hullamokra. Az ERG mérések szerint mind az a-, mind a b-hulldmok atlagos
amplitiddja minden csoportban szignifikdnsan eltérének bizonyult. A tendencidk az a-
hullamok és a b-hullamok esetében megegyeztek: a kezeletlen ZDF allatok szignifikansan
alacsonyabb amplitudot produkaltak, mint az egészséges (sovany) allatok (az a-hulldmok
esetében ez 23,32 + 0,4277 vs. 62,09 + 0,4621, a ZDF és a sovany csoportokra nézve, a b-
hullamok esetében ez 68,07 £ 0,9519 vs. 198,4 + 0,7796 volt a ZDF és a sovany csoportokra
nézve; p < 0,0001 mindkét Osszehasonlitasban), mig a BGP-vel kezelt ZDF allatok
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szignifikansan magasabb amplitadét produkéltak mint a kezeletlen ZDF csoport (40,88 +
0,5149 az a-hulldmok és 131,3 + 1,408 a b-hulldmok esetén a BGP-vel kezelt ZDF allatoknal;
mindkét 6sszehasonlitasban a megfelel kezeletlen ZDF-értékekkel p < 0,0001).

A reprezentativ hullamformék és az Osszes rogzitett ERG amplitaddérték a 24. &bran

lathatdak.
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23. dbra: ERG eredmények a masodik kisérletben
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Reprezentativ elektroretinografias (ERG) hullamok
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24. &bra: Reprezentativ ERG gorbék és a kielemzett amplitadé-ertékek

4.2.4. Western Blot eredmények

Western blot mérések szerint szignifikéns kiilonbségek voltak megfigyelhetok a hdsokk-
fehérje 70 (HSP70) és a nukleéaris faktor kappa B (NFkB) expresszids szintjei kdzott a
kilénbo6z6 allatcsoportokban (rendre 25A. és B. abra).

A HSP70 értékek esetén e fehérje fokozott expresszidja figyelhetd meg az egészséges
(sovany) allatokhoz képest mind a kezeletlen, mind a BGP-vel kezelt ZDF allatokban (0,7402
+0,0087 €s 0,9059 + 0,0621 vs. 0,3250 + 0,0184 a ZDF és BGP vs sovany csoportokra nézve,
illetve p < 0,0001 mindkét 6sszehasonlitasban). A BGP-15 kezelés tovabb ndvelte a HSP70
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expresszidjat, ami szintén szignifikdnsnak bizonyult a kezeletlen ZDF csoport atlagértékéhez
képest (p < 0,05).

Hasonloképpen, az NFkB expresszidja mindkét diabéteszes allatcsoportban
emelkedett; ez a kilénbség azonban csak a ZDF vs. sovany 0sszehasonlitas esetén volt
szignifikans (0,318 + 0,0211 vs. 0,0933 + 0,0210, p < 0,001), a BGP vs. sovany
0sszehasonlitdsban nem (0,1735 * 0,0435 vs. 0,0,33 vs. 0,0,9). A BGP-kezelés
szignifikansan csOkkentette az NFxB expressziot a kezeletlen ZDF csoporthoz képest (p <

0,05).
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23. abra: Western Blot eredmények a masodik kisérletben
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5. Megbeszeélés

A cukorbetegség szemet érinté szovédményei gyakran a legsulyosabb szemészeti
kdvetkezményekkel jarnak, mint példaul a latds romlasa vagy akar elvesztése. Ahogy a
diabetes mellitus incidenciaja emelkedik, ugy n6 a diabéteszes retinopatia prevalencija is.
A diabéteszes retinopatia jelentdségét tovabb hangsulyozza, hogy ez a vaksag egyik
leggyakoribb oka a vilagon (Li és mtsai., 2020). Ezért els6dleges fontossagu olyan j
farmakoldgiai szerek felfedezése, amelyek kepesek ellensulyozni, vagy legaldbb enyhiteni
vagy kesleltetni a cukorbetegség karositd hatdsait. Bar a szigoru glikémias kontroll
csokkentheti és elodazhatja a szovoédményeket (Fullerton és mtsai., 2014), sajnos még a
jelenlegi antidiabetikus gyogyszerek sem képesek hatékonyan megakadalyozni a
retinakarosodas kialakulasat: megfeleld kezelés ellenére is a diabéteszes retinopatia hosszu,
cukorbetegségben t6ltott id6 utan kialakul (Hautala és mtsai., 2014), amit tovabb sulyosbit
az életkor (Li és mtsai., 2020) és a tarsbetegségek, mint példaul a hiperlipidémia (Kowluru
és mtsai., 2016).

Munkacsoportunk kutatasa a kiilonb6zdé hatdéanyagok komplex farmakodindmids
szlirésére iranyul beteg allatmodellekben, melynek célja, hogy 1j, feltdrekvo
gyogyszerjelolteket taldljunk a késdbbi human gyogyszerfejlesztéshez. Kutatomunkank
egyik aspektusa a cukorbetegség szemmel Osszefliggd szovodményeinek vizsgalata
elektroretinografids meérésekkel, szem ¢l6tt tartva a lehetséges human transzlacios
lehetéségeket. Eppen ezért elsé kisérletiinkben fel kivantuk mérni a BGP-15, egy
hidroxdmsav-szarmazék lehetséges retinoprotektiv hatasait diabéteszes kortilmeények kdzott
és 0ssze akartuk hasonlitani jol ismert antidiabetikumokkal, mint a glibenklamid, a
metformin és a pioglitazon. Ugyanakkor kulcsfontossagu volt egy hosszd tava diabéteszes
Kisérlet megtervezése is, hogy a legjobban modellezziik a cukorbetegségben eltéltott hossza
id6t. Masodik kisérletiinkben hosszu tavon kivantuk megfigyelni a BGP hatasait.

A Goto-Kakizaki (GK) patkany egy spontan diabéteszes, nem elhizott allatmodell a
l1-es tipusu diabétesz és kovetkezményeinek, mint példaul a retinopatia kutatasara. igy, els6
kisérletiinkben, a GK patkanyok sokkal kevéshé kifejezett testsuly-gyarapodast produkéaltak
egészséges kontrol Wistar tarsaikhoz képest, utébbiak sulya szignifikansan megnétt a kisérlet
ideje alatt (9. és 10. abra). Szignifikans kilonbségek voltak azonban az egyes GK-csoportok
kozott: a pioglitazon, habar széleskorben hasznalt antidiabetikum, Ggy tlint hajlamossa teszi
az allatokat az elhizasra. A szakirodalom ismeretében ez eléggé ellentmondasos, hiszen a

pioglitazon egyre inkabb elfogadott nem-alkoholos zsirméaj kezelésében mind diabéteszes,
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mind nem-diabéteszes betegeknél (Dhir és Cusi, 2018), jollehet més forrasok is megemlitik
a hizast, mint gyogyszermellékhatast (Squire és mtsai., 1975; DeFronzo és mtsai., 2019).
Kisérletiinkben a BGP-csoport nem kilonbozott szignifikdnsan testsuly-gyarapodas
tekintetében a toébbi GK csoporttdl.

Az elsé kisérletiinkben a vércukor szintek (11. &bra) mérése — amely barmely
diabéteszes vizsgalat szokasos része — Uj informaciokkal nem szolgalt az alkalmazott
hatoanyagokrol. Némi fluktuacié megfigyelhetd volt ugyan, de a szakirodalomnak illetve az
allatmodell forgalmazdéjanak (Charles River) adatai szerint ez normalis volt (Akash és mtsai.,
2013; Kuwabara és mtsai., 2017). Habér a kisérlet egész ideje alatt a BGP-kezelt &llatok
vércukorszintjének valtozasa szignifikansan alacsony volt, a BGP nem tudott olyan alacsony
végponti ¢homi vércukorszintet elérni, mint példaul a pioglitazon, ugyanakkor 6sszevethetd
volt a metforminéval, ami ll-es tipustu cukorbetegség esetén els6ként valasztandd kezelés
(Qaseem és mtsai., 2017).

Hasonlokeppen elso kisérletiink OGTT eredményei (12. és 13. &bra) is megerdsitették
a hasznélt allatmodellinket — mivelhogy a World Health Organization (WHO) szerint
barmely 120-perces OGTT eredmény, ami 11,1 mmol/liter vercukor feletti, az diabétesz
mellitust jelent (WHO, 2023). Ugyanakkor elészor mutattuk be, hogy a BGP-15 OGTT-re
kifejtett hatdsa Osszevethetd jol ismert antidiabetikumokkal. Utdbbiak eredményei
egybevagnak masok munkajaval: hasonlé mérések talalhatok a szakirodalomban metformin,
pioglitazon és gliklazid, egy masik szulfanilurea, vonatkozasaban csak Il-es tipusu
diabéteszes emberi betegeken (Ceriello és mtsai., 2005).

A HEGC protokoll alatt (14. és 15. &bra), a plazma inzulin szintek esetén a BGP-15
szignifikansan alacsony értéket tudott elérni a Goto kontrollhoz viszonyitva: minél kevesebb
inzulin kell egy 5.5mmol/L koérali allando plazma gliikoz szint fenntartasahoz, annal kevésbe
inzulin-rezisztens egy allat (Muniyappa és mtsai.,, 2008). Ez teljesen egybevdg a
szarmaztatott idexekkel is, mint amilyen példdul az inzulin szenzitivitasi index.
Eredményeink el6szor demonstraljak, hogy egy 12 hetes BGP-15 kezelés képes javitani az
inzulin érzékenyseget spontan diabéteszes patkanyokban olyan ismert antidiabetikumokkal
Osszevethetd mértékben, mint a glibenklamid, metformin és a pioglitazon. Utobbi
hatéanyagok eredményei hasonlitanak a tudomanyos irodalomban fellelhetékhoz (Jiang és
Zhang, 2005; Colca és mtsai., 2014).

Egy fontos Gjdonsag elsé kisérletiinkben annak bemutatasa, hogy a BGP-15 képes
ellensulyozni a ll-es tipusu diabétesz retinalis funkciot karosito hatasait spontan diabéteszes

GK patkanyokban (16. dbra), mely hatas Gsszevethet6 a pioglitazon és metformin kezeléssel.
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Osszehasonlitasként a tudomanyos szakirodalommal: elektroretinografias kisérleteket
végeztek mar kordbban zsirdus tappal eldidézett diabéteszes egér modellen, jollehet azok a
kutatok nem tudtak a metformin-kezelés altal kivaltott retinoprotektiv hatast igazolni (Kim
és mtsai., 2017). Mas volt a helyzet viszont a pioglitazonnal, amir6l beigazolddott, hogy
megel6zi a gliasejt-apoptozist glaukémas patkdny modellen, melyben az iszkémia-
reperfuziés (I/R) karosodast magas intraokularis nyomassal valtottak ki: itt a pioglitazon
enyhitette az I/R okozta ERG és VEP (vizualis kivaltott (evoked) potencial) hullamok
csokkenését (Zhang és mtsai., 2013). A glibenklamidot iszkémias prekondicionalassal egyutt
probaltak ki, mely modszerr6l ismert, hogy csokkenti az iszkémias karosodasokat a
retindban: abban a kisérletben a glibenklamid jelentés mértékben hatékonyabb volt a
prekondicionalast megelézéen alkalmazva intraokularisan (Li és mtsai.,, 2000).
Hasonloképpen, elsé Kisérletiinkben minden kezelést még azel6tt alkalmaztunk, miel6tt
kialakult volna a diabéteszes iszkémia — a diabétesz mikrocirkulaciot karosito hatasa, mely a
diabéteszes retinopatia szinte minden diagnosztikus tiinetéért felelés (Marques és mtsai.,
2019; Wang és mtsai., 2019). Az ilyen megel6z6 intézkedések egy jovOobeni BGP-15
kezeléssel — ¢ retinoprotektiv gyogyszer cukorbetegségre hajlamos betegeknek torténd
beadasaval — ellensulyozhatjak a diabéteszes retinopatia miatti diabéteszes lataszavarok
kialakulasat.

Els6 kisérletinkben a BGP-15 es a pioglitazon képes volt magasabb
elektroretinografias hullamokat generalni, mint az egészseges Wistar patkanyok, ami egy
meglepd eredmény, de nem lehetetlen. A kisebb ERG hullamok egy lehetséges oka a
mélyebb altalanos anesztézia (lliescu és mtsai., 2018), ami az egészséges Wistarok esetén
eléfordulhatott: a nagyobb testtomegiik miatt a Wistarok nagyobb mennyiségii altalanos
érzéstelenitdt kaptak (ketamin/xylazin 100/10mg/ttkg), és azt figyeltik meg, hogy -
feltehetben a nagyobb zsirmennyiségiik miatt — ezek az allatok lassabban ébredtek fel az
altatasbol, mint a GK patkanyok. Ezen tilmenden van egy kevés esély arra is, hogy a BGP-
15 és a pioglitazon esetleg érzékenyiti a retinat a fényre egy ismeretlen mechanizmussal. Ez
tovabbi, jovobeli kisérleti lehetéségeket vet fol.

A BGP-15 retinoprotektiv hatasanak mechanizmusa els6 kisérletiink western blot
eredmeényei alapjan korvonalazédni kezdett (17. abra): a BGP képes megvaltoztatni a sirtuin
1 és a matrix metalloproteindz 9 enzimek expressziojat ezzel enyhitve a diabéteszes
retinopatia tlneteit. Ez a két fehérje egy kozos Utvonalhoz kapcsolddik korabbi tudomanyos
kutatasok alapjan: a SIRT1 deacetilal és ezaltal gatol olyan fehérje komplexeket — melyek pl.

a poli-ADP-rib6z-polimerdz 1-et (PARP1), a kappa B nukleéris faktort (nfkB) és az aktivator
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protein 1-et (AP1) foglaljdk magukba — melyek tobbek kozott az MMP9 transzkripciojat
inicialndk a retindban (Kowluru, 2010). Viszont diabéteszben a SIRT1 expresszidja és
aktivitasa is gatlodik, igy a gatlas gatlasa miatt az elobb emlitett transzkripcios faktorok
serkentik az MMP9 szintézisét (Kowluru és mtsai., 2014a; Mishra és Kowluru, 2017). Ez
tulzott transzaktivaciohoz és az MMP9 kdvetkezményes felhalmozddasahoz vezet még a
mitokondriumban is karositva a mitokondrialis membrant, mely kdvetkeztében citokrom c
szabadul ki a citoszolba és apoptdzis aktivalddik (Kowluru és mtsai., 2011).

Els6 kisérletinkben a Wistar allatok SIRT1 szintje szokatlanul alacsony, latszolag
még a Goto kontrol csoporténal is alacsonyabb, jéllehet a kiildnbség nem érte el a statisztikai
szignifikancia szintjét. Mas tudomanyos cikkek szerint, a kaloriakorlatozas néveli a SIRT1
koncentraciot (Roggerio és mtsai., 2018), mig ezzel ellentétben a tulsuly és az obezitas SIRT1
down-regulécioval jar (Kurylowicz és mtsai., 2016; Alshahrani és mtsai., 2019), ez lehetett
az oka a mi Kkisérletlinkben a szokasosnal alacsonyabb SIRT1 expresszionak a Wistar
patkdnyok esetén, melyek jelentds testsulygyarapodast produkaltak a kisérlet ideje alatt.

Els6 kisérletiink eredményei szerint a BGP-15 ellensulyozhatja a fentebb emlitett
mitokondrialis karosodashoz vezetd eseményeket, mivel képes jelentdsen novelni a SIRT1
expresszidt, meg olyan anti-diabetikumoknal is jobban, mint a glibenklamid, a pioglitazon
vagy a metformin. A tudoméanyos szakirodalommal val6 kénnyebb 6sszehasonlithatosag
érdekében: kordbbi eredmények szerint a metformin képes emelni a SIRT1 szintjét a
retinaban (Zheng és mtsai., 2012). A glibenklamid esetén viszont legjobb tudomasunk szerint
ez az elsd alkalom, hogy SIRT1-emeld hatast demonstralnak a szemben, jollehet erre mas,
nem-retindlis szdveteken végzett tanulmanyokbol kdvetkeztetni lehetett (Knight és mtsai.,
2011). Els6 kisérletiinkben a pioglitazon — vese- (Chen és mtsai., 2015; Zhang és mtsai.,
2016) és maj-eredményekkel (Peng és mtsai., 2017) egybevagodan — diabéteszes szemen is a
SIRT1 expresszio emelkedését produkalta, amely szintén 0j eredmeény.

Ezzel egyiitt, elséként bizonyitottuk, hogy a BGP-15 képes lecsokkenteni az MMP9
expresszidjat az egészséges kontrol szintjére. Korabban a glibenklamidrél mar kimutattak,
hogy csokkenti az MMP9 szintet, de csak metasztatikus eml6 daganatban (Rong és mtsai.,
2013) és agyban (King és mtsai., 2018). A glibenklamid diabéteszes szemben kifejtett,
MMP9-csokkent6 hatasaval kapcsolatos eredményink ujdonsdg. A metformin bizonyitottan
csokkenti az MMPY szintézist szamos kiilonb6zd betegségben, példaul inzulinrezisztens
cukorbetegségben (Sharma és mtsai., 2013), mellrdkban (Jang és mtsai., 2014),
gerincveldsériilésben (Zhang és mtsai., 2017) stb., de eddig egyetlen tudomanyos cikk sem

bizonyitotta ezt a hatast diabéteszes allatok szemében, mint mi els6 kisérletiinkben. Ugyanez
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vonatkozik a pioglitazonra is: kimutattak, hogy a pioglitazon csdkkenti az MMP9 szintjét
egér peritonedlis makrofagokban (Chang és mtsai., 2010), tiid6 (Hetzel és mtsai., 2003) és
emloérak (Papi és mtsai., 2014) sejtekben, valamint az ateroszklerotikus nyulmodell
szérumaban (Xu és mtsai., 2018). A tudomanyos szakirodalomban azonban még nincs
emlités arrol, hogy a szer csokkenti az MMP9 expresszidjat a szemben. Igy a BGP-15
hatékonysaganak bizonyitdsa mellett (j tényeket allapitottunk meg harom jol ismert
cukorbetegség elleni szerrdl, amelyekre a korabbi eredményekbdl ugyan kovetkeztetni
lehetett, de amelyeket még senki nem irt le diabéteszes szemben.

Egy masik kutatécsoport legutébbi, a BGP-15-r61 sz6l6 cikke (Sarnyai és mtsai.,
2020) arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a BGP védi a mitokondriumokat, ami teljes
mértekben dsszhangban van az itt bemutatott eredményeinkkel. Bar a fent emlitett cikkben a
BGP-t az acetaminofen altal kivaltott hepatotoxicitasban alkalmazték és a hatasmechanizmus
utvonala (a JNK aktivacido megeldzése és az autofagia markerek csokkentése) is eltér a
miénktdl, de lehetséges, hogy Osszefliggés van az eredményeink kozott a kovetkezok szerint.

Cukorbetegség esetén a szubklinikai ischaemia feltételezhetéen fontos szerepet
jatszik a retina neurodegeneraciojaban, raadasul ez a neurodegeneracio jelen van teljesen
kialakult diabéteszes retinopatia nélkiil is, st még a jo anyagcserekontrollal rendelkezd, jol
karbantartott betegeknél is (Garcia-Martin és mtsai., 2019). Az oxidativ stressz énmagaban
képes aktivalni a c-Jun amino-terminalis kinaz (JNK) mitogen-aktivalt fehérje (MAP) kinaz
utvonalat, amely — a mitokondrialis kiils6 (outer) membran permabilizacio6 (MOMP)
fokozasaval (Chipuk és mtsai., 2006) és mitokondrialis permeabilitasi &tmeneti pérusainak
(MPTP) kialakul&séval (Green és mtsai., 2014) — a mitokondrilis membrén karosodasahoz
vezet, amely proapoptotikus mediatorokat és talan MMP9-et enged Kki. Ez utobbi enzimnek
nagy jelentdsége van a diabéteszes retinopatia kialakulasaban, a retinalis mitokondriumok
karosodasa (Kowluru és Abbas, 2003) és az oxidativ stressz pedig egyarant bizonyitottan
jelen vannak a diabéteszes retindban (Kanwar és mtsai., 2007), igy a két dtnak kereszteznie
kell egymast.

Valo6jaban az MMP9 lehet a kapcsolat: mig a cukorbetegségben az MMP9 tulzottan
expresszalodik a SIRT1-hiany miatt (Kowluru és mtsai., 2014a; Mishra és Kowluru, 2017),
vannak olyan eredmények is, amelyek megerdsitik az MMP9 aktivalasat a diabéteszes
retindban egy 0.n. extracellularis szignal-szabalyozott kindz (ERK) MAP kinéz Gtvonal altal
(Kowluru és mtsai., 2011; Mohammad és Kowluru, 2012). igy a felhalmozott és aktivalt
MMP9 karositja a mitokondrialis membrant (Kowluru, 2010), ami ugyanaz az eredmény,

mint a JNK MAP kinaz utvonal esetében, amelyet a BGP-15 képes gatolni. Azonban
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kisérleteinkben az MMP9 aktivitasat nem mértik, ami a vizsgalatok egyik hianyossaga.
Tovabbi kisérletekre van sziikség a BGP és az ERK MAP kinaz Gtvonal kdzotti lehetseges
kodlcsonhatasok felméréséhez is, hogy a szer képes-e gatolni az MMP9-aktivaciot.

Mindent egybevetve, ha értékelni akarjuk az els6 kisérletiink 0sszes eredményet, arra
a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a BGP-15, a pioglitazon és a metformin nem ugyanazt a
hatasmechanizmust hasznélja. Bér a pioglitazon hatdsa a SIRT1 novelésében csak egy nem
szignifikans tendencia, a metformin pedig egyaltalan nem néveli azt, ezzel szemben mindkét
anyag sokkal er6sebb MMP9-cs6kkentd hatast mutatott, mint a BGP-15. Mindazonaltal, bar
a metformin csokkenti az MMP9 szintjét, funkcionalisan még igy is rosszabbul teljesitett,
mint a pioglitazon és a BGP-15. Az, hogy els6 vizsgalatunkban a metformin nem volt képes
a GK allatok vércukorszintjének erdteljes csokkentésére kapcsolatban allhat a funkcioban
mutatott Kisebb hatékonysagaval, bar az ERG mérések alapjan még igy is novelte a retina
funkcidjat, és jonak bizonyult az MMP9 csokkentésében is. A BGP-15 esetében a
vércukorszint-csokkentés valosziniileg nem jarul hozza funkcionalis hatasdhoz, bar a
gliikozcsokkentd hatdsa 0sszevethetd volt a metforminéval. Nyilvanvalo, hogy ezek a szerek
kiilonb6zé6 modon vesznek részt a kiilonb6z6 hatasmechanizmusokban, igy kiilonb6zo
utakon keresztil hathatnak: a glibenklamid a fent emlitett 6sszehasonlitasok egyikében sem
volt kiemelkedd; a metformin volt a legjobb az MMP9 csokkentésében, ¢s kissé jo volt a
funkcio noveléseben és a vercukorszint csokkentésében, de nem valtoztatta meg a SIRT1
szintet; a pioglitazonrél kimutattuk, hogy legjobb az MMP9- és a vércukorszint-
csOkkentésben, valamint a retina miitkodésének javitasaban, de a SIRT1 novelésében nem;
elsé kisérletiinkben a BGP-15 bizonyult a legjobbnak a SIRT1 ndvelésében és a retinalis

funkcio javitasaban, tovabba jo volt a vércukorszint és az MMP9 csdkkentéseben.

Maésodik kisérletlink egyik legfontosabb eredmenye a BGP-vel kezelt allatok tulélése
a 12 honap alatt (18. abra). Kevés olyan vizsgéalat sziletett, amely hosszu ideig, példaul 9
honapig operdlt ZDF patkanyokkal a diabéteszes retinopatidval kapcsolatos egyéb
cikkekben, de ezekben periférias vérparamétereket mertek vagy szOvettani elemzéseket
vegeztek (Mishra és mtsai., 2016; Szabo és mtsai., 2017). A kardiovaszkularis funkciot
(Ferenczyova és mtsai., 2020) és a kdzponti idegrendszer fehérje valtozasait (Nam és mtsai.,
2018), valamint az endothel diszfunkciot (Vessieres és mtsai., 2013) elemezték mar 12
honapos ZDF allatokon, ill. vesemukodést vizsgaltak mar 12 honapos ZDFxSHHF hibrid
patkanyokon (Tofovic és mtsai., 2000), de tudomasunk szerint olyan cikk nincs, amely olyan

cukorbeteg ZDF patk&nyok retinafunkcidjarol tartalmazna informaciokat amelyek egy egész
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éven, tehat 52 héten at voltak diabetesesek. Hasonloképpen, az eddig publikalt leghosszabb
BGP-kezelés 12 hét (3 hdnap) volt izomdisztrofia modell esetén (Gehrig és mtsai., 2012),
illetve els6 kiserletiinkben GK patkanyokon. Legjobb tudomasunk szerint ilyen hosszd BGP-
kezelésrél masodik kisérletiinket megel6z6en nem publikaltak. Nem példa nélkili, hogy egy
gyogyszeres kezelés meghosszabbithatja a talélést egy beteg allatmodellben (Li és mtsai.,
2019); jollehet masodik kisérletiinkb6l sziletett az els6 olyan publikacio, amely egy ilyen
hatékony, hosszu tavu BGP-kezelés eredményeit tartalmazza egy 52 hétig fenntartott 11-es
tipusu diabéteszes allatmodellben, ZDF patkanyokban.

OGTT eredményeink alapjan a BGP nem valoszinii, hogy a fent emlitett prevenciot
a gluk6z homeosztazis rendezésével fejti ki; bar masodik kisérletlinkben mutattunk ki néhany
szignifikans kulonbséget (20., 21. abra), ehelyett a hatds az oxidativ stresszel lehet
valamilyen 6sszefliggésben. A cukorbetegség, még a ll-es tipusu cukorbetegség is, magasabb
mortalitasi kock&zattal jar (Coles és mtsai., 2021), valoszintileg a kiséré oxidativ stressz miatt
(Rosales-Corral és mtsai., 2015), amely bizonyitottan az egyik oka a cukorbetegség makro-
¢és mikrocirkulacios szovédményeinek (Madonna és mtsai., 2017; Frisbee és mtsai., 2018).
Bar jelenleg kevés informacionk van a BGP-15 pontos hatdsmechanizmusardl, nagyon
beszédes az az eredmény, hogy a cukorbetegségben eltdltott 12 honap alatt egyetlen BGP-
vel kezelt &llat sem pusztult el.

A retina mukodése elektromos jeleket produkal, amelyek cukorbetegségben a
mikrokeringési problemak miatt gyengulnek (Danis és Yang, 1993; Varga és mtsai., 2017).
gy a BGP-15 masodik kisérletiink elektroretinografiai eredményeiben (23. &bra) lathatd
hatasa Osszefiiggésbe hozhaté az ilyen mikrokeringési szovédmények csokkenésével.
Kiseérletlink figyelemremélté Ujdonsaga, hogy a BGP-15 képes ellensulyozni a hosszu tavu
cukorbetegség ZDF patkanyok retinajanak miikodésére gyakorolt karos hatasat. Ilyen
retinaprotekcio cukorbetegségben altaldban neuropeptidek, trofikus faktorok, antioxidansok,
vagy gyulladasgéatlé hatasu szerek esetében tapasztalhatd (Varga és mtsai., 2011; Varga és
mtsai., 2013; Varga és mtsai., 2017; Tomita és mtsai., 2020). Bar a BGP nem neuropeptid,
¢s nem 1is trofikus faktor, bizonyos antioxidans vagy gyulladascsokkentd tulajdonsagokat
fejthet ki a retinan, amint azt korabban nem retindlis sejtvonalakon le is irtak mar (Sumegi és
mtsai., 2017). A BGP hatasainak hatterében kiilonb6z6 effektormolekulakrol szamoltak mar
be, ideértve példaul a HSP70-et rekeszizom-sejtekben (Smuder és mtsai., 2019), a hiszton-
deacetilazokat egér endotelialis fibroblaszt sejtjekben (Budzynski és mtsai., 2017), a RAC-
alfa szerin/treonin-protein kinazt (ATK) szivizomsejtekben (Sarszegi és mtsai., 2012), vagy

a Sirtuin 1-et (SIRT1) teljes szem homogenizatum szemsejtjeiben (elsé kisérletiink).
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Masrészt a BGP-15 géatolja a poli-ADP-ribdz-polimerdz 1-et (PARP1) a szivizomban
(Szabados és mtsai., 2000) es a c-Jun N-terminalis kindz (JNK) Gtvonalat (Chung és mtsai.,
2008), illetve csokkenti az MMP9 expresszidjat (elsé kisérletiink). Ezek a molekularis
célpontok gyulladasos és ischaemids kaszkadok reszei, és diabéteszes szemekben is
el6fordulnak, amelyek alapjan masodik kisérletiinkben a HSP70 és az NFkB szerepét
vizsgaltuk a BGP funkcionalis retinoprotektiv hatasaban.

Kiseérleti eredményeink eldszor mutatjak be, hogy a BGP-15 képes névelni a HSP70
expresszidjat ZDF patkanyok szemében. A hetven kDa-0s hésokk fehérjék (HSP70)
mindentiitt jelenlévd chaperon molekuldk, amely tdmogatjdk szdmos fehérje megfeleld
“folding”-jat (feltekeredését; harmadlagos és negyedleges térszerkezetének kialakulasat),
gatoljak aggregaciojat, és sziikség esetén segitik eltavolitasat (Rosenzweig és mtsai., 2019).
A HSP70 fehérjék bizonyitottan védd szerepet jatszanak szamos kozponti idegrendszeri
betegségben, amelyekben az aberrans vagy hibas feltekeredett fehérjék aggregacidja
neuronhalallal végz6dé gyulladasos folyamatokat indit el (Turturici és mtsai., 2011,
Calsolaro és Edison, 2016). Ennek a neuroprotektiv hatasnak koszonhetéen felmeriilt
benniink a HSP70 esetleges védo szerepe szembetegségekben is. A BGP-15-tel mar korabban
is kimutatott kapcsolat alapjan mésodik kiserletinkben elemezetik a HSP70-et, hogy
talalunk-e szignifikans névekedést az expresszidjaban (25A. abra), amely, gy gondoljuk,
hozzajarulhat a kezelés funkcionalis retinoprotektiv hatasahoz.

Az el6rehaladott glikacios végtermékek (AGE; advanced glycation endproducts) és a
kovetkezmenyes fokozott oxidativ stressz és alacsony szintii gyulladas szintén a
cukorbetegség vaszkularis szovédményeinek hatterében all. A HSP70 pedig képes gétolni
ezeket a gyulladasos folyamatokat az NFkB megkotésével, ezaltal csokkentve az NFKB-
indukalt INOS expressziot és igy csokkentve a reaktiv oxigéngyokok (ROS) es peroxinitritek
képzodését (Bellini és mtsai., 2017). Ezen tal a HSP70 géatolja az NFKB és a tumor nekrdzis
faktor alfa (TNFa) aktivaciojat és transzlokaciojat is (Chung és mtsai., 2008). Ez volt az oka
annak, hogy ez a nukleéris faktor is vizsgalatunk célpontjava valt. Masodik kisérletiinkben
kapott Western blot eredményeink szerint a BGP-15 képes csokkenteni az NFkB
expresszidjat ZDF patkanyok diabéteszes szemében, ami egy Uj eredmény. Ez 6sszhangban
van kordbbi, SIRT1-gyel kapcsolatos megallapitasainkkal (elsé kisérletiink): a SIRT1
fizioldgiasan inaktivalja az NFkB-t és a PARP1-et; azonban cukorbetegségben a SIRT1
expresszidja lecsokken, ami a diabéteszes szemben karos genek tulzott transzaktivalasahoz
vezet, mint amilyen az MMP9, amely enzimrdl ismert, hogy részt vesz diabéteszes

retinopatiadban a mitokondrialis karosodasok kialakulasdban (Kowluru és mtsai., 2014a).
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Korabban kimutattak, hogy az NFkB-fiigg6é gyulladas az endotelidlis inzulinrezisztencia
fontos kivaltd oka, és ennek a fehérjének a gatlasa javitja az inzulin transzdukcios kaszkadjat,
és meghosszabbitja az egerek élettartamat (Paneni és mtsai., 2013). A mi kisérleteinkhez
hasonloan karotinoidokrél bizonyitottdk mar, hogy jotékony hatast gyakorolnak a
diabéteszes retinopatia kialakulaséra azéltal, hogy hatékonyan csokkentik az NFkB szintet
streptozocin-kivaltotta diabéteszes patkanymodell szemében (Kowluru és mtsai., 2014b).
Meglehetésen altalanos megkozelités, hogy a HSP70 expresszidja cellularis
stresszben indukalodik, mely helyett a legfrissebb cikkek kilon tanulmanyozzak az extra- és
intracellularis HSP70-et (eHSP72 és iHSP72). Az ¢lébbi a 70kDa-os hdsokkfehérje-csalad
gyulladast elésegitd, utobbi pedig gyulladasgatld indukalhaté formaja (Hirsch és Heck,
2022). Igy az 6sszkép dsszetettebb, és mivel a HSP70 és az NFKB hatnak egymasra, amint
azt az el6zd bekezdésekben emlitettiik, ezek egybevont targyaldsara van sziikség.
Cukorbetegségben, bar az iHSP72 szintje csokken, az eHSP72 szintje né (Calderwood és
mtsai., 2016; Hirsch és Heck, 2022). Hipotézislink az, hogy ezeknek a valtozasoknak az
0sszegzodése masodik Kiserletiinkben a diabéteszes ZDF allatok 6ssz-HSP70 szintjének
emelkedéseként jelenik meg. Méasok bebizonyitottak, hogy a cukorbetegségben eltoltott
hosszabb id6 jobban megemeli az eHSP72-t, mint a rovidebb idé (Nakhjavani és mtsai.,
2010), és hogy az iHSP72 szint cukorbetegségben — kezelés nélkil — csdkken (Kurucz és
mtsai., 2002; Di Naso és mtsai., 2015), tovabba az is ismert, hogy az iHSP72
gyulladascsokkentd hatasat foként az NFkB-gatlas kozvetiti (Jones és mitsai., 2011). igy
feltehet6en ezek az okai annak, hogy masodik, hosszu kisérletlinkben az 6ssz-HSP70 szint is
magas (az egeszséges csoporthoz képest), valamint az NFKB szint is szintén magas a
kezeletlen ZDF csoportban. Hipotézisunk az, hogy kézvetve bebizonyitottuk, hogy a HSP70
ezen magas szintje a megnovekedett eHSP72-nek koszonhetd, amit megerdsit a magas NFkB
eredményiink, az 0ssz-HSP szint feltételezhetéen magas e/i aranyat mutatva. Emiatt néhany
tanulmany egy un. H-index (e/i ardny) bevezetését is javasolta (Hirsch és Heck, 2022). A
BGP-vel kezelt allatok szintén cukorbeteg, ZDF patkanyok, igy feltehetéen ugyanolyan
magas eHSP70-szinttel rendelkeznek, egy kuldnbséggel. Itt még magasabb 0ssz-HSP70
szintet latunk, sét, ezzel parhuzamosan csokkent NFkB szint is megfigyelhetd, és amint mar
emlitettiik, az iHSP72 gyulladascsokkentd hatasat igazoltan elsésorban az NFkB-gatlas
kozvetiti (Jones és mtsai., 2011). Mivel az NFkB szintek szignifikdnsan csokkentek,
ugyanakkor a teljes HSP70 szint emelkedett a BGP-vel kezelt csoportunkban a kezeletlen
ZDF allatokhoz képest, ugy gondoljuk, hogy ez az 6ssz-HSP70 novekedés feltehetden az
NFkB-csokkentd, protektiv iHSP72 szint ndvekedésének kdszonhetd. Masodik hipotézisiink
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tehat az, hogy kozvetve bebizonyitottuk, hogy a BGP-15 megemeli a jotékony hatast iHSP72
szintjét, ami aztan az e/i aranyt az iHSP72 felé tolja el, mivel képes volt csokkenteni az NFkB
szintjét, ami az iHSP72-re jellemzé. Masodik Kisérletiinkben ezen két, egymast erdsitd
hipotézisiink felallitasat az tette lehetdveé, hogy a fehérjéket nem elkiilonitett retinabdl, hanem
teljes szemgolyomintakbdl izolaltuk, amint azt mas tanulmanyokban is latni (Jiang és mtsai.,
2010; Wang és mtsai., 2010; Varga és mtsai., 2017). Egyrészt a teljes szemgolyo ereket is
tartalmaz — ami az eHSP72 ésszerti és f6 leléhelye (Mahmoud és mtsai., 2018), mivel a vér
is extracellularis —, méasrészt a diabéteszes retinopatiara jellemz6 fokozott érpermeabilitas
tovabb ndveli az eHSP intersticidlis megjelenését teljes szem homogenizatumban,
hozzajarulva a magas 6ssz-HSP70 szinthez a kisérletiink kezeletlen ZDF csoportjaban.
Ezenkivil a vaszkularis permeabilitas a hiperglikémia és gyulladas miatti NFKB aktivacio
kdvetkezménye is (Romeo és mtsai., 2002). Masodik kisérletiinkben pedig, ahol a BGP
kezelés csokkentette az NFkB szintjét, feltehetden az érpermeabilitast is csokkentette, igy az
eHSP72 hozzajarulasa a mért 0ssz-HSP70 szinthez vélhet6en szintén csokkent, tovabb
ersitve azt a hipotézisiinket, hogy a teljes HSP70 novekedése a kezelt allatokban a jotékony
IHSP72 szint novekedesének a kovetkezménye. Vizsgalatunk korlatja, hogy nem mértuk
kilon az eHSP72-t és az iHSP72-t, ami azt jelenti, hogy pontos ardnyuk nem hatarozhato
meg. Igy nem zarhaté ki, hogy a BGP-15 az iHSP novelése mellett az eHSP-t is
csokkenthette, mely esetben az e/i arany még eldnydsebbé valhatott a BGP altal. Ezért a
jovOben az atfogdbb megértés eldsegitése érdekében sziikségesnek tartjuk a retina izolalasat
az iHSP72 méréshez és az eHSP72 vérbdl torténd kiilon mérését, hogy tovabb erdsitsiik
hipotézisiinket, miszerint a BGP-15 képes eltolni az eHSP72/iHSP72 aranyat elényos

maodon, az iIHSP72 javara.
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6. Osszefoglalas - Summary

A kutatdbmunkaban célul thaztik ki a retinafunkcid mérésére szolgald
elektroretinografia alkalmazasat. Ezzel a madszerrel els6 kisérletiinkben sikerrel igazoltuk,
hogy a mitokondrium-védé SIRT1 expresszio emelésével és egyidejiileg a mitokondrium-
karosito MMP9 expresszidjanak csokkentésével a diabéteszes szemben a BGP-15 képes
ellensulyozni a cukorbetegség retinafunkcié-karositd hatasat.

Masodik kisérletiink végs6é kovetkeztetéseként pedig levonhato, hogy a BGP-15
nemcsak hogy nem karos hosszu tavon, hanem képes csokkenteni a cukorbetegseg sulyos
kovetkezményeit és egyben a mortalitast is. Ujabb és Gjabb molekularis célpontjainak
azonositasaval kdzelebb kertliink e speciélis szer hatasmechanizmusanak megértéséhez: az
NFkB expresszidjanak gatlasa és a HSP70 megndvekedett szintje a szemben egyarant
hozzéajarul funkcionalis retinoprotektiv hatasahoz. Osszefoglalva, a BGP-15, ez a feltdrekvé
hidroximsav-szarmazeék kivald jelolt a jov6beni antidiabetikus gyogyszerfejlesztéshez, mint
potencidlis gyogyszer a cukorbetegség karos kdvetkezményei, peéldaul a diabéteszes
retinopétia ellen, mivel képes ellensulyozni a retina cukorbetegségben eltoltott hossza id6

miatti funkciondlis karosodasat.

A purpose of the experimental work was to utilize electroretinography, a retinal
function measurement. With the help of this method we successfully demonstrated that by
increasing the expression of mitochondria-protecting SIRT1 and simultaneously reducing the
expression of mitochondria-damaging MMP9, BGP-15 is able to counteract the damaging
effect of diabetes on retinal function.

And as the final conclusion of our second experiment, we can conclude that BGP-15
is not only not harmful in the long term, but can also reduce the serious consequences of
diabetes and the mortality related with it. By identifying more and more of its molecular
targets, we are getting closer to understanding the mechanism of action of this special agent:
the inhibition of NFKB expression and the increased level of HSP70 in the eye both contribute
to its functional retinoprotective effect. In conclusion, BGP-15, this emerging hydroxy acid
derivative, is an excellent candidate for future antidiabetic drug development as a potential
drug against the adverse consequences of diabetes, such as diabetic retinopathy, due to its
ability to counteract the functional damage of the retina due to prolonged exposure to
diabetes.
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