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1. BEVEZETES

A 2-es tipust cukorbetegség (T2DM) egy kronikus, életet veszélyeztetd metabolikus rendellenesség,
melyet magas szisztémas cukorszintek, inzulinrezisztencia, valamint a diszregulalt gyulladas
kovetkezményeként tobb szerv karosodasa jellemez. Sajnalatos modon, az érintettek egész életét
végigkiséri a betegség, és problémdk széles skalajat okozhatja, tigymint: retinopatia, nefropétia,
miokardialis infarktus, stroke, valamint a végtagok ereinek sulyos kdrosodasa, mely akar amputaciohoz
is vezethet. Fontos megemliteniink a szivizom fokozott vulnerabilitasat, amely aritmiara hajlamosit. A
T2DM farmakoterdpiajat jelenleg a biguanidok, szulfonil-ureak, a-gliitkozidaz gétlok, tiazolidindionok,
Na+-gliik6z kapcsolt transzporter-2 (SGLT-2) gatlok, glukagon-szeri fehérje-1 (GLP-1) analogok,
dipeptidil-peptidaz-4 (DPP-4) gatlok, amylin analogok, €és egyes esetben az inzulin analogok alkotjak.
Ezek a hatdanyagok részben normalizalhatjdk a vércukorszintet, és enyhithetik a betegség sulyos
kovetkezményeit, hozzajarulva szamos beteg allapotanak javitasahoz. Mindazonaltal, ezek a szerek csak
palliativ megoldasok, és altaldban nem tudjak a paciens egészségét teljesen helyredllitani. Egyes
epidemiologiai felmérések kimutattak, hogy a betegség incidenciaja dramaian nétt az utobbi idoben,
mar-mar epidémiai méreteket Oltve. Szamos faktor hozzajarult ehhez a jelenséghez, elsddlegesen a
mozgasszegény €letmodbdl eredd tényezok, mint a tultaplaltsag, a fizikai aktivitas hianya és foként a
tulsuly, illetve elhizds. A T2DM kialakulasaval és patogenezisével szembeni ellenintézkedések
legféképp a fiziologias energiafelhasznalast szabalyozo mechanizmusokat célozzak. Ezen a csoporton
belill az altalunk is vizsgalt melanokortin rendszer meghatarozd szerepet jatszik az egész szervezet
energia homeosztazisanak beallitasaban, mivel a rendszer egyes tagjai étvagycsokkentd
tulajdonsaguknak koszonhetéen potens anorexigén hatassal birnak, mig masok fokozzak a
taplalékfelvételt, ezaltal allitjak be az egyensulyt. A melanokortinok erésen befolyasoljak az elhizas
kialakulasat, és jarulékosan csokkentik a T2DM kialakulasanak vagy rosszabbodasanak kockazatat. Az
is ismert, hogy a melanokortin analégok mind centralis, mind pedig periférias injektaldsa dramaian
megvaltoztatja a taplalékfelvételt és a testsulyt. Genetikai vizsgalatok ravilagitottak arra, hogy a
melanokortin rendszer barmely tagjanak génjében bekovetkezett mutacio Osszefiiggésbe hozhatd az
elhizas és a T2DM kialakulasaval mind allatok, mind emberek esetében. Mechanikai kutatasok
kideritették, hogy az alfa-melanocita stimulalé hormon (a-MSH), egy, a melanokortin csaladba tartozo
neuropeptid, melyet test szerte szamos kiilonbozo sejt expresszal valtozd6 mennyiségben, és mely a
melanokortin (MC) 5 receptor aktivalasa utdn a ciklikus adenozin monofoszfat/protein kindz A
(cAMP/PKA), valamint a mitogén-aktivalt protein kinaz/extracellularis szignal-regulalt kinaz
(MAPK/ERK1) utvonalon keresztiil szignifikansan csokkenti az adipocitak zsirtartalmat. Az anorexigén
hatason til, az a-MSH szamos egyéb jotékony hatasat mutattak be kiilonbozo allatkisérleti modellekben,
melyek alapjan kideriilt, hogy anti-apoptotikus, anti-inflammatorikus, antiiszkémias, valamint
antioxidans tulajdonsaggal is rendelkezik. A vegyiilet a melanokortin receptorok nem-szelektiv teljes

agonista molekuldjaként miikodik, és fejti ki hatasat. A normal homeosztazisban bet6ltott szerepei kozé



crer

energia metabolizmus szabalyozasa. Kutatasaink szempontjabol a legjelentosebb hatasa az
inzulinérzékenyité hatas, illetve az iszkémia/reperfuzio-s (I/R) sériilésekkel szembeni endogén
védekezés. Példaul miokardialis iszkémia/reperfiizionak kitett patkanyok sziv-, illetve majszoveti
valaszainak befolyasolasarol szol6 kisérletek igazoltak a tumor nekrozis faktor-o (TNF-av) altal okozott
gyulladasos szdvetkarosodas, valamint apoptotikus sejtpusztulas mérséklodését, mely bal kamrai
kardioprotektiv hatast eredményez, és mely a Janus kinaz/ extracellularis szignal-regulalt
valosul meg. Ismertek kifejezetten az a-MSH-indukalt HO-1 fehérje expresszid €s enzimaktivitas altal
medidlt védo hatasok is. Ezzel 6sszhangban szamos tanulmany a szivizmot ért I/R kdrosodasok elleni
védekezd rendszer egyik legfontosabb tagjaként emlitik a HO-1-et, hangsulyozva annak jelentOségét.
Mindazonaltal, a kardiomiocitdban a hosszatav(i a-MSH-kezelés, illetve az o-MSH/HO-1 indukcid
hatasara létrejovo molekularis valtozasok csupan részben tisztazottak. A fenti eredmények alapjan,
illetve a HO-1 altal befolyasolt, human gyogyitas vonatkozasaban relevanciaval biré folyamatok
azonositasara torténd erdfeszitéstinknek megfelelden, ez a tanulmany az a-MSH HO-1 altal kozvetitett,
diabéteszben megjelend, illetve kimondottan kardiovaszkularis hatasokban betoltott szerepét, valamint

a hattérben zajlo cellularis folyamatokat hivatott felderiteni.



CELKITUZESEK

Az /R kardialis fiziologias értékekre gyakorolt hatdsanak vizsgélata a-MSH-val el6kezelt
allatokbdl eltavolitott izolalt miikddoé sziveken.

A valtozasok HO-1 aktivitastol valo fliggbségének vizsgalata, a szelektiv HO-1 inhibitor
molekula, az 6n- protoprofirin (SnPP) segitségével.

Ozmotikus mini pumpa segitségével hosszabb ideig fenntartott a-MSH stimulacié kardio-
metabolikus paraméterekre, diasztolés szivfunkciora és miofilament kooperaciora gyakorolt

hatasanak demonstralasa *Zucker diabetic fatty’ (ZDF) patkanymodellben.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1.Kisérleti allatok

Kutatasunk els6 fazisaban him, 300-350 g sulyu Sprague-Dawley patkanyokat, masodik fazisaban pedig
him, 300-350 g sulyu (10 hetes, n=12) Zucker Diabetic Fat (ZDF-Leprfa) patkanyokat vizsgaltunk. Az
allatokat 20-24°C kozotti homérsékleten, valtakozo fényviszonyok (12-12 h vilagos, illetve sotét
peridodus) mellett tartottuk. A Sprague-Dawley patkanyokat normal ragcsalo tappal, mig a ZDF allatokat
specialis, Purina 5008, tappal etettitk. Mindkét faj tetszéleges mennyiségii (ad libitum) tapot ill. vizet
fogyaszthatott.

3.2.Etikai iranyelvek

A Kkisérleti allatok humanus banasmoddban részesiiltek, az Europai Unié 2010/63/EU rendeletének
,Laboratoriumi Allatok Ellatisanak Alapelvei” szerint, megfelelve az Orvosi Kutatasok Nemzeti
Tarsasaganak, valamint a Laboratoriumi Allatok Ellatasarol és Hasznalatarol szolé Iranymutatasnak,
amit a Nemzeti Tudomanyos Akadémia szerkesztett, és a Nemzeti Egészségiigyi Szervezet publikalt
(NIH Publikacios No. 86-23, javitott 1985-ben). Az Gsszes altalunk hasznalt protokollt a Debreceni
Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga vette nyilvantartasba (DE MAB 45/2001 és DE MAB
35/2007) és Hajda-Bihar Megyei Allategészségiigyi és Elelmiszer Ellenérzé Allomés, valamint a
HajdG-Bihar Megyei Szakigazgatasi Hivatal Elelmiszerlinc-biztonsagi ¢és Allategészségiigyi
Igazgatosag engedélyezte. A kisérletek kezdete el6tt 4 hetes adaptacios periddust biztositottunk az

allatok szamara.

3.3. Kisérleti elrendezés
3.3.1. EIsé fazis

Az els6 fazishoz 5 alapprotokollt dolgoztunk Ki.

. a-MSH eldkezelés hatasdnak vizsgalata a kardialis HO-1 expressziora iszkémia/reperfuzios
sériilés estén.

16 egészséges, 300-330 g sulyu, him Sprague Dawley patkdnyt 2 csoportra osztottunk
(n=8/csoport). Az I-a csoport tagjai 0,5 mL fiziologias sooldatot kaptak szubkutan, 24 6raval az izolalt
szivmodell kivitelezése el6tt (lasd az Izolalt ,,dolgozo sziv” c. részt), az I-b csoport allatai 250 ug/ttkg
a-MSH oldatot (fiziologias soéoldatban oldva) kaptak szubkutan, 24 oraval az izolalt szivmodell
elvégzése elott. Az izolalt ,dolgozd sziv’ modell kivitelezése soran az allatok szivét
iszkémia/reperfuzionak tettiik ki (lasd a Globalis iszkémia és reperfuzié indukalasa izolalt ,,dolgozd
sziven” c. részt). A miokardiumboél szarmazo6 mintakat folyékony nitrogén segitségével lefagyasztottuk,

¢s -80 °C-on taroltuk a tovabbi Western Blot analizisig.

. A HO-1 utvonal jelent6ségének felderitése az a-MSH kardioprotektiv hatasaiban



A 1L protokoll szerint egy masik Sprague Dawley patkdnypopuléciot alkalmaztunk (50 allat), melyet 4
csoportra osztottunk az izolalt ,,dolgozd sziv” modellt 24 oraval megel6zo eldkezelés alapjan: a I1-a
csoport tagjai (n=15) szubkutan 0,5 mL fiziologias s6oldat injekcidt kaptak; a II-b csoport allatai (n=14)
szubkutan 250 pg/ttkg a-MSH oldatot (fiziologias sooldatban oldva) kaptak; a Il-c csoportba tartozo
patkanyok (n=11) intraperitonealisan 50 pg/ttkg SnPP-t 0,5 mL fiziologias sooldatban feloldva kaptak
250 pg/ttkg szubkutan a-MSH oldattal egyiitt; mig a II-d csoport allatai (n=10) csak 50 pg/ttkg SnPP-t
0,5 mL fiziologias sooldatban feloldva kaptak intraperitonedlisan. Az izolalt ,,dolgoz6 sziv’ modell
kivitelezése soran az allatok szivét iszkémia/reperfuzidonak tettiik ki. A kisérlet végpontjaként a
miokardiumszovetbdl szarmazo mintakat vagy folyékony nitrogén segitségével lefagyasztottuk, és -80
°C-on taroltuk a tovabbi HO-1 aktivitas meghatarozasaig vagy megfestettiik 6ket az infarktalodott teriilet
nagysaganak megallapitasdhoz (TTC festés), amit folyékony nitrogénnel torténd lefagyasztas és -80 °C-

on torténo tarolas kovetett.

Il. Az a-MSH direkt kardialis hatasainak megbecsiilése izolalt ,,dolgoz6 sziv”’ modellen

Kezelésben nem részesiilé Sprague Dawley patkanyok szivét (n=8) hasznaltuk izolalt ,,dolgoz6 sziv”
modell kivitelezéséhez iszkémia/reperfuzié nélkiil. 10 perc modositott Krebs-Henseleit pufferrel térténd
retrograd perfuzio (kimosasi periodus) utan a késziiléket anterograd modra kapcsoltuk (,,dolgozé sziv”),
és mértiik a kiindulasi paramétereket (AF, CF, AoP és HR). A kezdeti szivfunkcio felmérése utan, 1 mL
a-MSH oldatot (I pmol/L a-MSH-t tartalmazott) injektaltunk direkt moédon az aorta kaniil oldalso
szaran keresztiil a rendszerhez. 5 perc eloszlas utan Gjra mértiik a szivfunkcios paramétereket, az a-MSH

direkt hatasainak megbecsiiléséhez.

V. Az a-MSH echokardiografiaval mérhet6 szivfunkciokra kifejtett direkt hatasainak analizise

A kezelésben nem részesiild patkanyoknal (n=8) ketamin-xylazin kombinacidval altalanos
érzéstelenitést alkalmaztunk, majd leborotvaltuk a mellkasukat. A jobb jugularis vénat lathatova tettiik,
majd megtisztitottuk a kdrnyezo kotdszovettol, egy aprd bemetszést ejtettiink a véna faldn, majd egy
fiziologias sooldatot tartalmazo polietilén kaniilt vezettiink bele. Ezutan az allatot haton fekvo pozicidoba
helyeztik, és elvégeztiik az echokardiografias méréseket (lasd az Echokardiografia c. részt). A
kiindulasi paraméterek regisztralasa utan, 3 kiillonb6z6 dozistt a-MSH-t (10, 100, 250 ug/ttkg, ebben a
sorrendben) injektaltunk az allatnak a katéteren keresztiil, miutan Gjra regisztraltuk a szivparamétereket,

immar az egyes, illetve kumulativ d6zisi a-MSH befolyasa alatt.

V. Izolalt aorta gytiriik a-MSH adminisztraciora adott vaszkularis valaszainak vizsgalata

Minden egyes izolalt aorta gytirti kisérlethez (n=8) egy kezelésben nem részesiilt patkadnyt dekapitaltunk
guillotine segitségével, majd sietve eltdvolitottuk az abdominalis aorta szakaszt. 90 perc Krebs oldatban
valo6 inkubalas utan 1 uM fenilefrint adtunk a 6 aorta gyiiribdl 5-hdz, beleértve az intimatol megfosztott
[ET- (endothelium deprived)] mintat is, 2 percig, melyet egy 45 perces kimosasi periodus kovetett.

Ezutan az 5 gylriin a kovetkezo kezelések valamelyikét alkalmaztuk: (1) Krebs oldat 6nmagaban az



egyik intakt gylirith6z (naiv) és (2) az intimatol megfosztott gylirith6z (naiv ET-), (3) 200 uM NOARG,
(4) 3 uM INDO és (5) 200 uM NOARG 3 uM INDO-val egyidejiileg. Ezen kezelések utan azonnal 1
UM fenilefrint adtunk az 5 preparatumhoz. 30 perc elteltével, mialatt a kontraktilis erd elért egy plato
értéket, minden aorta gylirithoz készitettiink egy a-MSH koncentracio-hatas (E/c) gorbét (1 nM-tol 1
uM-ig). A 6. aorta gylirii esetében (6), a 90 perc Krebs oldatban valo inkubalas utan készitettiik el az a-
MSH E/c gorbét (1 nM-tdl 1 uM-ig).

3.3.2. Masodik fazis

A ZDF patkanyok kezdeti értékeinek, ugymint suly, OGTT és echokardiografias vizsgalatok
regisztralasa utan (n=12), a kisérleti allatokat 2 csoportra osztottuk: kezeletlen allatok (Kontroll; n=6),
melyek csak vivéanyagot (fiziologias sooldat) kaptak, és a-MSH kezelésben részesiilo allatok (MSH,
n=6). Mindkét csoport tagjai szubkutan betiltetett 0ozmotikus mini pumpa segitségével kaptak a kisérleti
hatoanyagot, 6 héten keresztiil. A jelen tanulmany hianyossaga, hogy nem abrazolunk adatokat az
egészséges (sovany) kontroll allatokrél. Az alfa-MSH koncentracioja 4,8 mg/mL volt, a pumpa pedig
0,15 pL/6éras dozisban adagolta az allatoknak (0,72 ug a-MSH oranként). 6 hét utan regisztraltuk a
végpont értékeket (suly, OGTT, echokardiografia, szérum paraméterek és vérnyomas), majd pedig
exterminaltuk az allatokat mélyaltatas (ketamin/xylazin kombinacié) alatt elvégzett torakotomia
pedig a szivizomszoveteket gyorsan lefagyasztottuk a NADPH oxidaz aktivitds és miocita er6

meghatarozasahoz. A bazilaris artériakon kontraktilis er6 méréseket végeztiink.
3.4. Kémiai reagensek

Az a-MSH-t a Sigma-Aldrich Kft.-tol vasaroltuk meg, mig az Sn(IV) protoporfirin IX dikloridot a
Frontier Scientific Inc. (Logan, UT) biztositotta. Minden egyéb kémiai anyagot és puffer oldatot a Sigma
Aldrich Kft. bocsatott rendelkezésiinkre (Budapest, Magyarorszag). Az izolalt aortagy(riikon torténd
kisérletekhez a kovetkez6 reagensek voltak sziikségesek: fenilefrin, egy szelektiv alfa adrenerg receptor
agonista; a-MSH; N,-nitro-L-arginin (NOARG), egy nitrogén oxid (NO) szintaz inhibitor; indometacin
(INDO), egy ciklooxigenaz-gatlo; valamint sok a Krebs-Henseleit puffer oldathoz (Krebs oldat).
Ezekben a kisérletekben a kdvetkez6 osszetételti Krebs oldatot hasznaltuk: NaCl: 118mM, KCI: 4,7mM,
CaCly: 2,5 mM, NaH;PO4: 1 mM, MgCl,: 1,2 mM, NaHCOs: 24,9 mM, gliik6z: 11,5 mM, valamint
aszkorbinsav: 0,1 mM, desztillalt vizben feloldva. A fenilefrint Krebs oldatban oldottuk fel, mig az a-
MSH-t feloldottuk Krebs oldatban, majd diszpergaltuk 20 ul ecetsav:viz (1:9) keverékében (vol/vol). A
NOARG-t és INDO-t 96%-0s etanolban oldottuk, majd a NOARG oldatot tovabb higitottuk fiziologias

sooldattal.



3.5. Echokardiografia

Az echokardiografias méréseket kutatasunk mindkét fazisaban elvégeztiik, elézetesen ketamin/xylazin
(50/5 mg/ttkg) intramuszkularis kombinacioji altalanos érzéstelenitésben részesitett patkanyokon, a
kisérletek kezdetén és végén. A kisérleti allatokat haton fekvé pozicidba helyeztiik, a mellkasukat
leborotvaltuk. Az echokardiografids méréseket Vivid E9 ultrahang rendszer segitségével hajtottuk
végre, egy ragcsaldo modellekhez kifejlesztett transzducerrel, 14 MHz-es munkafrekvencidval, magas
temporalis és térbeli felbontassal. Minden egyes vizsgalatot 15-20 perces iddtartam alatt végeztiink el.
Hagyomanyos méréseket végeztiink 2 dimenzidos és M-modban, standard nézetekbol. Paraszterndlis
hossztengelyi és rovidtengelyi metszeteket is rdgzitettiink, hogy biztosak legyiink abban, hogy mind a
mitralis, mind az aorta billentyii, valamint az apex is abrazoloédik. A paraszternalis rovidtengelyi
metszeteket a kdzéppapillaris izmok sikjaban rogzitettilk. M-moéd felvételek késziiltek a kozéppapillaris
izom sikjaban mind paraszternalis hossztengelyi, mind paraszternalis rovidtengelyi nézetekbdl. Doppler
(PW) és szoveti Doppler (TVI) echokardiogramokat is rogzitettiink, majd tovabbi analizishez digitalisan
taroltunk. A méréseket az Amerikai Echokardiografiai Tarsasag (ASE) ajanlasainak megfeleléen
végeztik. Minden vizsgalat alatt folyamatosan monitoroztuk az allatok EKG-jat. Az alabbi
paramétereket elemeztiik a mérések soran: az interventrikularis szeptum vastagsidga diasztolé és
szisztolé alatt (IVSs, IVSd), a bal kamrai végdisztolés (LVIDd) és végszisztolés (LVIDs) belsé atméro,
aorta gyok atmérd (Ao), bal pitvari atmérd (LA), bal kamrai ejekcios frakcio (EF), szivfrekvencia (HR),
mitralis gylirli szisztolés csucskitérése (MAPSE), bal kamrai cstcs E- €s A-hullamok (pitvari korai €s
késai telodési sebesség), E/A arany (E/A), ejekcios id6 (ET), izovolumetrias kontrakcids és relaxacios
id6 (IVCT, IVRT), miokardium performacios indexe (MPI vagy Tei-index), lateralis e’ és a’ hullam
sebessége, lateralis e’/a’ arany, E/e’ arany, bal kamrai kiaramlas (LVOT) maximalis és atlagos sebességi
¢és nyomasparaméterei (LVOT Vmax, Vmean, LVOT maxPG ¢és meanPG). Kiszamoltuk a végszisztolés
térfogatot (ESV), végdiasztolés térfogatot (ESV), verdtérfogatot (SV), perctérfogatot (CO) és bal kamra
tomeget (LV tomeg). A frakcionalis rovidiilést (FS) és az ejekcids frakciot (EF) az echokardiograf
szoftvere kalkulalta (Teicholz-formula alapjan), mig a bal kamra tomegét (LV tdmeg) a kdvetkezd
formula alapjan szamoltuk: LV tomeg (g) = 0,8{1,04[([LVIDd + IVSd + PWd®] — LVIDd®)]} + 0,6;
ahol LVIDd a bal kamrai végdiasztolés atmérdje; az IVSd az interventrikularis szeptum diasztolés
vastagsaga; a PWd a poszterior fal diasztolés vastagsaga. Minden adatot 3-5 egymast koveto szivciklus
soran mért értékek szamtani atlagolasaval kaptunk meg. Az adatok analizisét egy képzett kardiologus —
a kisérleti protokoll ismerete nélkiil — végezte, az EchoPAC PC szoftver (GE Healthcare, New York,
NY, USA) segitségével, az objektiv interpretacié biztositasa érdekében.

3.6. Izolalt ,,dolgoz6 sziv”

Kutatasunk mindkét részében rogzitettiink patkanymodellre kialakitott izolalt ,,dolgozo sziv” apparatus

segitségével mérheté paramétereket. Az allatok altalanos anesztéziaban részesiiltek ketamin/xylazin



(50/5 mg/ttkg) kombinacid intramuszkularis beadasa altal, valamint a dorzalis pénisz vénan keresztiil
intravénas heparin injekciot (10001U/ttkg) kaptak a trombozis elkeriilése érdekében. A sziviiket
bilateralis torakotomiat kovetden eltavolitottuk, majd jéghideg perfuzids pufferbe helyeztiik, miutan az
végeztilk, 10 perc kimosasi periddust (Ggynevezett ,nem dolgoz6” lizemmodban) alkalmaztunk
konstans perfuzids nyomassal, ami 100 kPa-nak felelt meg. A 10 perc kimosasi id6 alatt eltavolitottuk
a vért, és a sziv adaptalodott a megvaltozott koriilményekhez. A perfuziés médium modositott Krebs-
Henseleit bikarbonat puffer (mKH puffer) volt (118mM NaCl, 4,7mM KCI, 1,7mM CaCl,, 25mM
NaHCOs3, 0,36 mM KHPO4, 1,2 mM MgSO, és 10 mM gliik6z). Egy kétfejli perisztaltikus pumpa
,»dolgozd” lizemmodra kapcsoltuk: megsziintettiik a retrograd aramlast és a pulmonalis véna feldl,
anterograd iranyba perfundaltattuk a sziveket. Ezt kovetden a kezdeti szivfunkcios értékeket mértiik:
szivfrekvenciat (HR), aorta nyomast (AoP), bal kamrai diasztolés nyomast (LVDP), melyeket a
késziilékhez kapcsolt kalibralt nyomasmérd €s szamitogépes rendszer segitségével hataroztuk meg
segitségével regisztraltuk, az aorta aramlast (AF) és korondaria dramlast (CF) aramlasmérdvel hataroztuk
meg, mig a verdtérfogatot (SV) és perctérfogatot (CO) ezekbdl a mérésekbol szarmaztattuk. Az ezektdl
eltérd értékeket a kiillonb6zo protokollok részletezik. Kutatasunk elsé fazisanak kisérleti terve alapjan
az I. és II. protokoll szerint ezutan 30 perc globalis iszkémia, majd 120 perc reperfuzio kovetkezett, ami
alatt folyamatosan nyomon kovettiik a szivfunkcios paramétereket, a 30., 60., 90. és 120. percben. A I11.
protokoll szerint, a kiindulasi értékek megallapitasa utan az iszkémia/reperfuzié helyett, 1 ml a-MSH
oldatot (1 umol/L koncentracidban) injektaltunk kozvetleniil a rendszerhez, az aorta kaniilon keresztiil,
az 0a-MSH adminisztracié direkt hatasanak monitorozasa céljabol. A kutatas masodik fazisaban a 6 hetes
kezelési idoszak végén végrehajtott exterminaciot kovetden végeztiikk el az izolalt ,,dolgozo sziv”
kisérletet. Mindkét fazisban a 120 perces reperfuziot kovetden azonnal miokardium biopsziat vettiink a

bal kamra szovetébdl, melyeket lefagyasztottunk tovabbi analizis céljabol.

3.7. Globalis iszkémia és reperfiizié indukalasa izolalt ,,dolgozo sziven”

Az izolalt ,,dolgozo sziveken” torténd globalis iszkémia indukalasa a kutatas els6 fazisaban az 1. és II.
protokollban szerepelt, mig a masodik fazisban az exterminaciot kdvetden végeztiik el. A kezdeti
szivfunkcios paraméterek meghatarozasa utan a pitvari bemend és aorta kimend véraramot befogtuk
kozel a pitvari és aorta kaniilok eredéséhez, ebben a sorrendben, majd a perisztaltikus pumpat
megallitottuk. A reperfuziot a pitvari €s aorta aramok felengedésével, valamint a perisztaltikus pumpa
Ujrainditasaval értik el. A normotermias globalis iszkémia alatt a miokardium kiszaradasanak
megel6zése céljabol a termosztat ivegedényt (amiben felfiiggesztettiik a sziveket) lefedtiik, és a benne
1év0 paratartalmat konstans értéken tartottuk. A kisérlet teljes id6tartama alatt monitoroztuk, és
rogzitettik a szivfunkcidot egy szamitdgéphez csatlakoztatott, az izolalt miokardiummal

Osszekottetésben 1év6, eziist elektrodakbol és nyomas transzducerekbdl alld eszkéz segitségével.



Iszkémia el6tt, illetve a reperfiizié alatt mértiik a szivfrekvenciat (HR), koronariadramlast (CF), valamint
az aortadramlast (AF). Az AF-t a szivbdl adott id0 alatt kipumpalt pufferoldat mennyiségébdl
allapitottuk meg, mig a CF-et az adott id6 alatt mért, szivbdl tdvozo koronaria perfuzatumbol hataroztuk
meg. A kisérlethez elére megallapitottunk kizaré kritériumokat, igy amennyiben az iszkémia periédus

elott kovetkezett be kamrai aritmia, Ggy azt az izolalt szivet kizartuk a vizsgalatbol.

3.8. Kardialis aritmia incidencia megallapitasa

A kutatasunk elsé fazisdban az izoldlt ,,dolgozé sziv”’ modellek értékelése alatt epikardidlis
elektrokardiogram (EKG) monitorozast végeztiink kettd darab, kdzvetleniil a szivhez csatlakoztatott
eziist elektroda segitségével. Az EKG regisztratumok kiértékelésével allapitottuk meg a kardialis
aritmiak incidenciajat. Kvantalis megkozelités alapjan analizaltuk az aritmiakat: volt-e minimum 1
aritmids esemény vagy nem. Az aritmidkat (tehat, min. 1 aritmias esemény bekovetkezett) tovabbi 2
csoportra osztottuk a kovetkezok szerint: (1) ha az aritmias esemény(ek) utan spontan moédon helyreallt
a sziv pumpafunkciodja, akkor ,,nem-komoly” aritmiaként jellemeztiik, mig (2) ha a pumpafunkcié nem
allt helyre, akkor ,.komoly” aritmiaként jellemeztiik, figyelmen kiviil hagyva az aritmia tipusat vagy

mechanizmusat, illetve az aritmias események szamat.

3.9. Izolalt aorta gyiiri kisérlet

Az els6é fazis minden kisérletéhez dekapitaltuk a patkanyokat guillotine segitségével, majd sietve
eltavolitottuk az aorta abdominalis szakaszat. Minden kisérleti allatbol szarmazo aortdbol 6 db,
egyenként kb. 2 mm széles gy{irtit hasitottunk le. Az egyik gyiiriit megfosztottuk az intima rétegétdl egy
kis pamut tampon segitségével. Minden gytiriit vizszintesen felszereltiink egy huzalos szerelvényre, 10
mN nyugalmi fesziiléssel, egy kb. 10 mL-es fliggbleges szervkamraban (Experimetria TSZ-04), ami
95% O3z ¢és 5% CO2 (36 °C; pH 7,4) keverékkel oxigenizalt Krebs oldatot tartalmazott. A korkords izom
izometrias kontrakcios erejét egy transzducer segitségével hataroztuk meg (Experimetria SG-01D), és

egy poligraf segitségével regisztraltuk (Medicor R-61 6CH Recorder).

3.10. Az izolalt ,,dolgozé szivek” infarktalodott teriileteinek meghatarozasa

Kutatasunk elsd fazisaban direkt, az allatok feldldozéasa utani modszerként trifenil-tetrazolium klorid
(TTC) festést alkalmaztunk minden egyes sziv infarktalodott teriiletének azonositasdhoz. Az izolalt
,,dolgozé sziv” modell kisérlet végén foszfatpufferben (Na;HPO, 88mM, NaH.PO4 1,8 mM) 1év6 100
mL 1%-os TTC oldatot adtunk direkt modon a rendszerhez az aorta kaniil oldalsé szaran keresztiil. Az
analizis soran megallapitottuk, hogy a TTC az é16 miokardiumot mély vorosre festette, mig az infarktus
teriilete halvany maradt. A sziveket — 80 °C-on taroltuk egy hétig, majd 2-3 mm vastag harant iranyu
metszeteket készitettiink az apiko-bazalis tengely mentén, melyek stulyat megmeértiik, szarazra itattuk,

végiil szovettani targylemezekre helyeztiik 6ket, és a Hewlett-Packard Scanjet szkenner segitségével



beszkenneltiik. Az NIH 1.61 képszerkesztd szoftver hasznalataval minden kép esetén egyenld mértékii
hattércsokkentést, fényerét és kontraszterdsitést alkalmaztunk a jobb mindség és elkiilonithetdség
érdekében. Az infarktus teriileteit (halvany teriiletek, fehér pixelek) minden képen koriiljeldltiik, és
méretiiket pixelsliriség analizissel szamoltuk ki. Az infarktalodott és a teljes teriilet nagysagat
szamitogépes planométer szoftver segitségével mértikk: Scion for Windows Densitometry image
program. Az infarktus méretét minden sziv esetén az érintett teriilet teljes teriilethez viszonyitott

szazalékos aranyaban adtuk meg (pixel szazalék).
3.11. A szivizom HO-1 aktivitasinak mérése

A kutatasunk els6 fazisaban a miokardium HO-1 aktivitasat a kovetkezd altalanosan hasznalt protokoll
alapjan allapitottuk meg: a szévetmintakat homogenizaltuk egy 7,4 pH-ja, 10 mM HEPES-t (4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinetan-szulfonsav), 32 mM szukr6zt, ImM DTT-t (ditiotreitol), 0,1 mM EDTA-t,
10 pg/mL szdjabab tripszin inhibitort, 10 pg/mL leupeptint és 2 pg/mL aprotinint tartalmazo6 oldatban
(homogenizacios puffer). A homogenizatum 30 perces, 20 000-n és 4°C-on torténd centrifugalasa utan
megkaptuk a felilluszot. A Tenhunen és munkatarsai altal alkalmazott modszerrel minden feliiltiszo
esetében kiillon meghataroztuk a HO-1 aktivitast. Roviden, a HO-1 aktivitast a hembdl keletkezett
bilirubin szamitogép alapu spektrofotometrias analizisével mértiik. Ehhez a HO-1 enzimatikus mérési
protokollhoz sziikséges egy reakcioelegy, mely tartalmaz egy rész feliiltiszot, 2 mM gliik6z-6-foszfatot,
0,14 U/mL gliikoz-6-foszfat dehidrogenazt, 15 uM hemet, 150 uM NADPH-t, 120 pg/mL patkany maj
citoszolt, a biliverdin reduktaz forrasaként, 2 mM MgCl,-t és 100 mM KH,POs-t. Minden reakcioelegyet
1 6raig inkubaltunk a s6tétben. A reakciot az elegy jégre helyezésével szakitottuk meg. A bilirubin-
képz6dést a 460 és 530 nm-en mért optikai denzitaskiilonbségek alapjan allapitottuk meg. A HO-1
aktivitast az orankénti milligramm fehérjébol képz6dott nanomolaris mennyiségi bilirubin formajaban

fejeztiik Ki.
3.12. HO-1 fehérje szivizomszoveti expressziojanak meghatarozasa Western Blottal

A kutatas els6 fazisanak végén, minden patkany lefagyasztott bal kamra szovetébol 300-300 mg-t
homogenizaltunk 800 uL. homogenizaciés pufferben (25 mM Tris-HCI, pH 8, 25 mM natrium-klorid,
4mM natrium-ortovanadat, 10 mM NaF (natrium-fluorid), 10 mM natrium-pirofoszfat, 10 nM
okadansav, 0,5 mM EDTA, 1 mM PMSF (fenil-metil-szulfonil-fluorid), valamint 1x proteaz inhibitor
koktél) egy Polytron homogenizator segitségével. A homogenizatumokat lecentrifugaltuk 2000 rpm, 4
°C-on 10 percig. A feliiluszokat tovabb centrifugaltuk. A maradék feliiluszok citoszolikus extraktumok,
amiket kisérletesen ennek a sejtfrakcionak a meghatdrozasahoz hasznaltunk. Ezutdn a mintakat (50 pg
minden esetben) natrium-dodecil-szulfat gélelektroforézissel szeparaltuk, 12%-0s tris-glicin pufferelt
akrilamid-poliakrilamid gélt alkalmazva 120 V-on 90 percig. Ezt kdvetden a fehérjéket nitrocelluloz

cre

Tween 20-al kiegészitett trisz(hidroximetil)-aminometan pufferelt s6 oldatban (TBST) blokkoltuk a



membrant a nem-specifikus kdtddések elkeriilése érdekében, majd egy éjszakan at inkubaltuk dket a
primer antitesttel 4 °C-on (1:1000 higitas; anti-GAPDH; anti-HO-1 nyul monoklonalis antitest, Sigma-
Aldrich Kft.). Az éjszakai inkubacié utan a membranokat torma peroxidaz-konjugalt kecske anti-nyul
IgG masodlagos antitesttel kezeltiik (1:3000 higitas). A kotések azonositdsara kemilumineszcens
reakcio szolgalt. Rontgensugar alkalmazasaval valtozo ideig tartd autoradiografiaval végeztiik el az
azonositast. A szkennelt blokkok kvantitativ analizisét a Scion for Windows Densitometry Image

program segitségével hajtottuk végre.
3.13. Ozmotikus Pumpa Implantacidja

A kutatasunk masodik fazisaban az Alzet® ozmotikus mini pumpak tarkobor ala torténd sebészi
végeztiik, 1 cm-es nyilason keresztiil. Az implantaci6 el6tt a pumpakat feltoltottitk alfa-MSH oldattal
(200 puL, 4,8 mg/mL stiriségli oldat), majd behelyeztiik 6ket 37 °C-os fizioldgias s6oldatba, minimum
4 orara. A mini pumpak inzercidjat kovetéen a nyilasokat sebészi varratokkal zartuk, majd a sebet
Betadine® oldattal fert6tlenitettiik. A miitét 10-15 percig tartott, miutdn a patkdnyok posztoperativ
ellatasban részesiiltek. A pumpa folyamatos, 0,15 pL/h adminisztraciot biztositott. A kontroll csoport

pumpait fizioldgias sdoldattal toltottiik meg, és ugyanezzel a modszerrel {iltettiik be.
3.14. Oralis Gliikoz Tolerancia Teszt (OGTT)

A ZDF patkdnyok OGTT-jét a standardizdlt modon végeztikk. Roviden, minden allat esetében
elvégeztiik a tesztet a 6 hetes kisérlet kezdetén, valamint a végén, 12 6rds éhezést kdvetden. 3g/kg
gliikozt kaptak az allatok, 1g/ml strliségii oldat formajaban, oralis szondazasi technikaval. A szérum
gliilkdz szintet a farki vénakbol hataroztuk meg a 0., 30., 60., 90. és 120. percben glikkométer

segitségével.
3.15. Eber allatok vérnyomasmérése

A kutatas masodik fazisanak végpontjan, a patkanyok szisztolés és diasztolés vérnyomasértékeit egy
non-invaziv, farokra erdsithet6 mandzsettaval rendelkezé eszkozzel — amely Térfogati Nyomads
Regisztralo szenzor technologiat alkalmaz — mértiik meg. A méréseket éber allatokon végeztiik,
melyeket egy flitheté milanyag kalodaba helyeztiink a mérés idejére. Minden allat esetében 5 egymast

kdvetd regisztratumot értékeltiink ki a legpontosabb meghatarozas érdekében.
3.16. Szérum paraméterek analizise

A masodik fazis végpontjan, 14 oras ¢hezést kovetden, a patkanyok farkovénajabol szarmazd vérmintat
EDTA-K2 mentes csdvekbe tettiikk. A mintagytijtést és - feldolgozast aszeptikus modon végeztiik, hogy
minimalizaljuk a hemolitikus aktivitast. A Debreceni Egyetem Labor Medicina Intézetének segitségével

meghataroztuk a szérum koleszterin,- triglicerid- és vércukor értékeket.



3.17. 1zolalt kardiomiocitak erémérése

A masodik fazisban az izolalt ,,dolgozd sziv’ modellbél (n=3-4) szarmaz6 bal kamrai (LV)
kardiomiocitak (n=12, csoportonként) teljesitményét a korabban leirt modon mértik, az
iszkémia/reperfuziés protokollt kovetéen. Roviden, a mélyfagyasztott (-80 °C) szdveteket
mechanikailag szétvalasztottuk, demembranizaltuk 0,5%-0s Triton X-100 detergens oldat segitségével,
5 perc alatt az izolalé oldatban (MgClz: 1,0 mM; KCI: 100,0 mM; EGTA: 2,0 mM; ATP: 4,0 mM,;
imidazol: 10,0 mM; pH 7,0), 4°C-on. Minden egyes kivalasztott sejtet szilikon ragasztoanyaggal
rogzitettiink egy rozsdamentes acél ’rovar’ tii egyik végéhez, amely egy nagysebességli hosszméro
berendezéshez csatlakozott, mig a masik vége egy érzékeny eréméro transzducerhez kotédott, 15°C-on.
A kardiomiocita izometrias erégeneracio6 2,3 um-es szarkomérhosszisag mellett tortént, és a LabVIEW
szoftver segitségével analizaltuk. Egy egyediilalld szivizomsejt Ca®*-fliiggd er8képzését a preparatum
nyugalmi oldatbol (BES: 10,0 mM; KCI: 37,11 mM; MgCl.: 6,41 mM; EGTA: 7,0 mM; ATP: 6,94 mM,
kreatin foszfat: 15,0 mM; pH7,2) aktivald oldatba (ugyanaz az Osszetétele, mint a nyugalmi oldatnak,
azzal a kiilonbséggel, hogy Ca?"-EGTA-t tartalmaz az EGTA helyett) torténd athelyezésével indukaltuk.
A Ca?" koncentraciot —logl0[Ca®*"] egységként jeldltiik (pCa). Minden oldathoz frissen adtunk
protedzgatlot: fenilmetilszulfonil fluorid: 0,5 mM; leupeptin: 40 uM és E-64: 10 uM. A kardiomiocitak
Ca?*-aktivalt erégeneraciojat maximalis aktivalo oldat segitségével (pCa 4,75), valamint véltakozo Ca?*-
tartalma oldatok segitségével (pCa 5,4-7,0) mértiik. A szubmaximalis er6ket a maximalis erdkre
normalizaltuk, és illesztettiik a modositott Hill egyenlethez az Origin 6.0 analizis programmal. A pCa50
altal jelzett fél-maximalis kontrakciohoz tartozé pCa érték onmagaban meghatarozza a kontrakcios
apparatus erdgeneracidjanak Ca?*-érzékenységét, mig az nHill egyiitthatoként kifejezett Ca?*-
érzékenységi gorbe meredeksége a miofilamentumok kozotti kooperaciot jellemzi. Az eredeti aktiv
eréket a miocitdk keresztmetszetére normalizaltuk, ami az aktiv fesziilést mutatja (kN/m Ca?*-ban

kifejezve). A statisztikai analizist a GraphPad Prism 5.02 szoftver (GraphPad Software Inc., La Jolla,
CA, USA) segitségével végeztiik. Az adatokat parositatlan Student t-prébaval hasonlitottuk 6ssze.

3.18. Artérias kontraktilis eromérés

A masodik fazis végén, a ketamin/xylazin kombinacioval létrehozott anesztézia alatt elvégzett
torakotomia utdn, a kisérleti allatok agyat eltavolitottuk, és egy szilikon tartalmu, 0-4 °C-0s Krebs
oldattal (NaCl: 110 mM, KCI: 5 mM, MgSQO4: 1 mM, NaHCOs: 24 mM, gliikoz: 5 mM, KH2PO.: 1,0
mM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) t6lt6tt petri csészébe helyeztiik. Az oldatot korabban egy
gazkeverékkel hoztuk egyensulyba (5% CO2, 10% O, és 85% Nz, pH 7,4). A bazilaris artériakat
mikrosebészeti eszk6zok segitségével izolaltuk. Az artéridkat egyenloen, 4 mm hosszu gytriikre vagtuk,
amelyeket egy izometrias kontrakcié mérd rendszerbe applikaltunk. A Ca?*-mentes Krebs oldatot Ca?*-
tartalmara cseréltiik (NaCl: 110 mM, CaCly: 2,5 mM, KCI: 5 mM, MgSO4: 1 mM, NaHCOs: 24 mM,
gliikkoz: 5 mM, KH,PO4: 1,0 mM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Minden kisérlet el6tt egy

normalizacios protokollt iktattunk be, 1,5 mN erével megnyajtva a preparatumokat, amit 15



masodpercenként egyenlé mértékben emeltiink, amig a szamolt intraluminélis nyomas el nem érte a
13,4 kPa-t. A kisérleteket ezutan ezen a fesziilési szinten végeztiik el. Regisztraltuk az erek KCl-ra (6-
66 mM), szerotoninra (1 nM-10 pM) és angiotenzin II-re (1 nM-100 pM) adott kontraktilis valaszat.

3.19. NADPH oxidaz aktivitas mérés

A NADPH oxidaz eredeti szuperoxid termelést, a lucigenin altal gerjesztett kemilumineszcencia
segitségével mértiik a masodik fazis végén. A bal kamrakbol (LV) szarmazé mintakat az ex Vivo
perfuzios kisérletek végeztével azonnal lefagyasztottuk, és -70 °C-on taroltuk az analizisig. A bal kamrai
mintakbol (n=4 az a-MSH-val kezelt, illetve a kezeletlen kontroll csoportbol is) megkdzelitdleg 100
mg-ot (nedves szdvet) homogenizaltunk 10 egység jéghideg 1x Ca®*-mentes Dulbecco Foszfat Pufferelt
Séoldatban, ami 40 uM leupeptint és 5 uM E64 proteazgatldt tartalmazott. A centrifugalas utan a golyot
félretettiik, és Bicinchoninias Savi Assay-t alkalmaztunk a feliiliszoban talalhato fehérjekoncentracid
meghatarozasa céljabol, borji  szé&rum albumint (BSA) hasznaltunk kontrollként. A
fehérjekoncentraciok koriilbeliili értéke 20 mg/ml volt. A NADPH oxiddz enzim aktivitasméréséhez
hasznalt reakcios elegy 50 pL szivizom homogenizatumot tartalmazott Krebs-(4-(2-hidroxi-etil)-1-
piperazinetanszulfonsav (HEPES) oldatban (NaCl: 110 mM, KCI: 5 mM, MgS0O4: 1 mM, NaHCOs: 24
mM, gliik6z: 5 mM, KH2PO4: 1,0 mM, 20 mM HEPES, 50 uM lucigenin). A szcintillacids csovek sotét
adaptacion mentek keresztiil, megmértiik a mintak bazalis lumineszcenciajat PerkinElmer Tricarb 2800
tr folyékony szcintillacio szdmlaloval. Az enzimatikus aktivitast 100 uM NADPH reakci6elegyhez valo
hozzaadésaval stimulaltuk. Ezutdn 2 percig direkten mértiik a lumineszcenciat. A bazalis és stimulalt

lumineszcencia k6zotti kiilonbséget kiszamoltuk, majd normalizaltuk a protein koncentraciora.
3.20. Statisztikai analizis

Az 0sszes leirt adat a csoportokbol szarmazo egyes eredmények atlagaiként jelenik meg + az atlagok
standard hibaja (standard error of mean, SEM). A gaussi eloszlas megallapitasahoz D’Agostino &
Pearson omnibusz normalitas tesztet alkalmaztunk. A statisztikai analizist egyutas varianciaclemzéssel
(ANOVA) és Bonferroni poszt-teszttel vagy Kruskall-Wallis tesztet koveté Dunn poszt-teszttel (ha a
normalitds nem teljesiilt) végeztik. 2 csoport kozotti kilonbség szignifikanciaszintjének
meghatarozasdhoz Student t-probat hasznaltunk. Kettonél tobb halmazt az egyutas varianciaanalizissel
hasonlitottunk 0ssze, melyet a Tukey’s posztteszt kovetett. Az atlagértékek kozotti kiilonbséget
szignifikansnak tekintettiik, ha p < 0,05 volt. A statisztikai analizist a GraphPad Prism 6.07 program
segitségével végeztiik (GraphPad Software Inc, La Jolla, CA).



4. EREDMENYEK
4.1. A kutatas elso fazisanak eredményei

4.1.1. Echokardiogrdfids eredmények: Frakciondlis Rovidiilés és Ejekcios Frakcio (IV. protokol)

Minden allat szivfrekvenciaja (HR) és 1égzésszama stabil maradt a kisérlet soran. S6t, mi tobb, a 2 ,,vak”,
fiiggetlen vizsgald altal megallapitott értékek kdzott nem volt szignifikans kiilonbség. A paraszternalis
hossztengely és rovidtengely mentén mért FS és EF értékek szorosan korrelaltak. A 100 és 250 pg/ttkg
a-MSH adminisztraciot kovetden az FS szignifikansan nétt, dsszehasonlitva az injekcid eldtt mért
(Kontroll) értékekkel (FSio0 pgitke: 53,79 £ 2,497 és FSas0 pgiike: 55,00 £ 2,688 vs. FSkontron: 45,69 £
2,241). Hasonl6 tendenciat figyeltiink meg az EF értékekben (EF 100 porkg: 88,31 £ 1,745 €s EF250 ugriike:
89,21 £ 1,527 vs. EFkontron: 81,52 £ 2,296). Az o-MSH 10 pg/ttkg dozisban lathaté emelkedést
eredményezett az FS és EF értékekben, azonban ez az emelkedés nem érte el a statisztikai szignifikancia
hatarat (FSio ugiike: 52,50 £ 2,773 vs. FSkontron: 45,69 £ 2,241) és (EF 10 ugiie: 87,04 £ 1,963 vs. EFkontroi:
81,52 +£2,296). Az interventrikularis és bal kamrai szabad falvastagsagok, valamint a bal kamra tdmegek

kozott nem mutatkozott szignifikans kiillonbség egyszeri a-MSH adminisztracio hatasara.

4.1.2. Izoldlt ,,dolgozo szivmodell” eredmények

4.1.2.1. a-MSH és SnPP hatdsai a szivfrekvenciara (HR)

Az o-MSH kezelés emelte a szivfrekvenciat, kiilondsen a reperfuzios periddus elsé szakaszaban (p <
0,05), 0sszehasonlitva a kontroll csoporttal. Az SnPP kezelés ellenstlyozta az a-MSH HR-emel6 hatasat
(p<0,05) a teljes reperfuzids periddus alatt (pl. a 30. percben: 172,0 + 21,22 iités/perc SnPP + a-MSH
vs. 271,4 £ 7,117 iités/perc a-MSH; a 60. percben pedig: 180,5 + 22,28 {ités/perc SnPP + a-MSH vs.
275,1 + 6,698 iités/perc a-MSH).

4.1.2.2. a-MSH és SnPP hatdsai a korondriadramlasra (CF)

Az izolalt ,,dolgoz6 sziv” modell elvégzése alatt a CF értékeket is nyomon kovettiik egyrészt iszkémia
el6tt, masrészt a reperfuzio 30., 60., 90. és 120. percében. Az a-MSH kezelés javitotta az iszkémia el6tti
CF értékeket a kontroll értékekhez viszonyitva (28,14 + 0,99 vs. 21,93 £ 1,39 mL/perc). Az a-MSH-val
kezelt allatok reperfuzio alatt mért CF értékei az Osszes id6pontban emelkedettek voltak, és ez a
kiilonbség szignifikansnak bizonyult az Gsszes tobbi csoporthoz viszonyitva (p<0,05). Az a-MSH-val
kezelt allatok CF értéke a reperfuzid 120. percében (25,45 + 1,60 mL/perc) 16%-kal volt magasabb,
mint a kontroll csoport iszkémia el6tt mért értéke (21,93 £+ 1,39 mL/perc), és csak 10%-kal csokkent az
a-MSH-kezelt patkanyok iszkémia el6tti értékéhez képest (28,14 + 0,99 mL/perc). A HO-1 inhibitor,
SnPP szignifikansan ellenstlyozta az a-MSH kezelés CF-emel6 hatasat, (p<0,05).



4.1.2.3. a-MSH és SnPP hatdsai az aortadaramlasra (AF)

A L. protokollt alkalmazva ezekhez a kisérletekhez, az AF értékek jelent6sen emelkedtek az a-MSH-
val kezelt csoportban (52,07 £+ 1,93 mL/min) a kontrollhoz képest (39,57 + 2,44 mL/perc p<0,001) az
iszkémias inzultus el6tt. Az o-MSH-val kezelt csoporthoz viszonyitva, az SnPP-vel, illetve a-
MSH+SnPP-vel kezelt allatok iszkémia el6tti AF értékei csokkentek, azonban a kontroll csoporthoz
képest novekedtek (48,00 + 2,16 és 43,36 + 3,42 mL/perc ebben a sorrendben). Az a-MSH-kezelt
patkdnyok AF értékei a reperfuzid minden idOpontjdban szignifikdns emelkedést mutattak a megfeleld
kontroll értékekhez viszonyitva (p<0,01). Még az iszkémia el6tti kontroll értékekhez képest is, az a-
MSH-val kezelt allatok AF értékei minden iddpontban emelkedettebbek voltak, kivéve a reperfuzio 120.
percét. Raadasul szignifikdns kiillonbség mutatkozott az a-MSH-val kezelt patkdnyok AF értékei,
valamint az 6sszes tobbi csoport AF értékei kozott a reperfuzio iddszakaban (p<0,01). Habar az SnPP-
vel kezelt allatok kiindulasi AF értékei emelkedtek a kontrolcsoporthoz képest, a reperfizid végére a
kontroll kiindulasi értékek 20%-ara csokkentek (8,00 + 2,94 mL/perc). Hasonl6 tendenciat figyeltiink
meg a a-MSH+SnPP-vel kezelt csoport esetén is, habar ezen allatok értékei barmely idépontban, illetve

a reperfuzio teljes iddszakaban magasabbak voltak, mint a csak SnPP kezelésben részesiil6 allatoké.

4.1.2.4. a-MSH és SnPP hatdsai a perctérfogatra (CO) és verédtérfogatra (SV)

Az a-MSH-val kezelt allatok CO és SV értékei a kisérlet minden id6pontjaban szignifikansan
magasabbak voltak, mint a megfeleld kontroll értékek. Mindazonaltal, az SnPP nem tudta ellenstlyozni

ezt a jelenséget.

4.1.3. Az a-MSH adminisztrdacio direkt hatdsa az izolalt szivmodelleken (I11. protokoll)

Az o-MSH kezelés hatasara szignifikansan emelkedett a koronaria ataramlas (CF), illetve a CF/CO% a
kiindulasi értékekhez viszonyitva (p<0,05). Az AF, CO, HR és SV értékekben nem tapasztaltunk

szignifikans eltérést a kezdeti értékekhez képest.

4.1.4. Kamrai aritmiak incidencidjanak és sulyossaganak meghatdrozdsa (I11. protokoll)

A kontroll patkdnyok 80%-anal nem tapasztaltunk aritmids eseményt. Azonban az allatok 6,7%, ¢€s
13,3%-aban nem sulyos, illetve stilyos aritmiakat észleltiink, ebben a sorrendben. Az a-MSH-val kezelt
allatoknal nem tapasztaltunk aritmias eseményt. Az a-MSH+SnPP csoportban, az izolalt ,,dolgozo
szivek” 36,4%-a nem mutatott aritmiat, mig 27,2%-nal nem-stilyos, tovabbi 36,4%-nal sulyos aritmias
eseményeket detektaltunk. A csak SnPP kezelésben részesiilo patkanyok izolalt sziveinek 30%-a nem

mutatott aritmiat, 60%-anal nem sulyos, 10%-anal stlyos aritmias eseményeket észleltiink.

4.1.5. ANOARG ¢és INDO hatdsai az a-MSH-medidlt vaszkularis tonus vilaszokra (V. protokoll)

4.1.5.1. Fenilefrinre adott vaszkularis valasz (prekontrakcio)



A naiv, naiv ET-, 200 uM NOARG-, 3 uM INDO-, 3 uM INDO + 200 uM NOARG-gal kezelt allatok
a-MSH kezelés el6tti aorta gyliri kontrakcios erejiik E/c gorbéje (mN-ban, atlag + SEM) 3,47 + 0,37,
4,21 +0,41, 4,46 = 0,39, 1,98 = 0,26 és 3,68 + 0,4 volt, ebben a sorrendben, szignifikans kiillonbséggel
anaiv és 3 uM INDO-val kezelt csoport értékei kdzott (p<0,01).

4.1.5.2. a-MSH-ra adott vaszkularis valasz

Az a-MSH kezelés nem hozott direkt szignifikans valtozast a nyugalmi vaszkularis tonusban. Ezzel
ellentétben, a prekontrahalt aortagyiiriik szignifikans relaxaciot mutattak o-MSH hatasara. Az 1 uM
megadva, atlag = SEM) nem mutatott szignifikans kiilonbséget a naiv, naiv ET-, 200 uM NOARG-, 3
uM INDO-, 3 uM INDO + 200 uM NOARG-gal kezelt csoportok kozott (20,01 + 4,64, 21,65 + 4,53,
16,75+ 5,41, 21,24 + 6,73 és 23,71 + 5,7 ebben a sorrendben). igy az a-MSH vaszkularis tonusfokozd
hatasa (az ol adrenoreceptorok stimulalasan keresztiil) feltehetden fiiggetlen az intima jelenlététol,

csakugy, mint az endotélium prosztaciklin, illetve NO-termel6 képességétol.

416. Az a-MSH és HO-1 gdtlas hatisa az iszkémia/reperfuzio-indukalt kardidlis infarktus
kiterjedésére (1. protokoll)

Szignifikans eltéréseket figyeltink meg az iszkémia/reperfuzios sériilés kovetkeztében kialakult
infarktus tertiletére (a teljes teriilet szazalékos aranyaban kifejezve) vonatkozoan a Il. protokoll szerint
kezelt allatok szivében. Az a-MSH-val kezelt allatok szivének TTC-festése szignifikansan kisebb
infarktus teriiletet jelzett a vivoanyaggal kezelt kontroll allatok szivéhez képest (19,74 + 1,044% vs.
41,91 + 3,922%) (p<0,05). Ezt a kardioprotektiv hatast teljes mértékben ellenstlyozta az a-MSH-val
kezelt allatok SnPP-vel térténd el6kezelése (42,15 + 3,235% vs. 19,74 + 1,044%) (p<0,05). S6t, mi tobb,

az SnPP kezelés 6nmagaban szemmel lathatoan novelte az infarktus teriiletét (53,17 + 2,347%).
4.1.7. Az a-MSH és SnPP kezelés hatdsai a szoveti HO-1 aktivitdsra (11. protokoll)

A HO-1 enzim aktivitasat a Il. protokoll szerint el6kezelt allatokbdl szarmazo miokardium mintakban
vizsgaltuk. Az enzimaktivitisban nem mutatkozott szignifikans kiilonbség. Mindazonaltal, az a-MSH-
val kezelt allatok HO-1 aktivitasa enyhén emelkedett a kontroll allatokhoz képest; az SnPP el6kezelés
csokkentette az enzimaktivitast, mig €z a csokkenés kevésbé intenzivnek tiint az a-MSH + SnPP-vel
kezelt csoportban, a csak SnPP-vel el6kezelt patkanyokhoz képest. Habar a HO-1 aktivitas mérése
korrelal a fent emlitett modszerekkel, a csoportok kozotti kiilonbségek nem érték el a statisztikai

szignifikancia szintjét.
4.1.8. Western Blot analizis (1. protokoll)

A 250 pug/kg o-MSH-val kezelt allatokbol szarmazd izolalt ,dolgozd sziv” modellek
posztiszkémia/reperfiizios mintak HO-1 fehérje expresszidja szignifikansan magasabb volt, a fizioldgias

sooldattal kezelt kontroll allatokbol szarmazé mintak HO-1 fehérjetartalmahoz képest (p<0,05).



4.2. A kutatas masodik fazisanak eredményei
4.2.1. Sulygyarapodas, szérumparaméterek, vérnyomds és bal kamra tomeg/teljes testtomeg ardany

Az allatok kezdeti testtomege 326,7 + 5,723 g volt. A kisérleti csoportok sulygyarapodasa,
szérum koleszterin,- és triglicerid szintje, valamint a non-invaziv vérnyomasmérés eredményei
tekintetében nem tapasztaltunk szignifikans eltérést. Ezzel ellentétben, szignifikans kiilonbség
mutatkozott a kontroll és o-MSH-kezelt allatok bal kamra (LV) tomegének a teljes test

tomegéhez viszonyitott ardnyaban
4.2.2. Az OGTT eredményei

A ZDF kontroll és a-MSH-val kezelt allatok értékei emelkedtek a kezdeti értékekhez képest, de a két

csoport értékei semelyik idépontban nem mutattak szignifikans kiilonbséget.

4.2.3. Echokardiogridfia

A ZDF kontroll csoportban a szisztolés paraméterek (EF, FS, MAPSE), valamint a diasztolés értékek
(E-hullam sebessége, E/e arany és IVRT) rosszabbodtak a kezdeti értékekhez képest. Az enyhe, de
szignifikans Tei-index emelkedés (0,491 + 0,014 vs. 0,305 + 0,012) globalisan romlo szivfunkciora utal.
Az a-MSH-val kezelt allatok szisztolés értékei, mint a frakcionalis rovidiilés (FS), ejekcios frakcio (EF)
és a mitralis annulus kitérése (MAPSE), enyhe javulast mutattak a Kontroll csoporthoz képest. Az a-
MSH-val kezelt patkanyok FS és EF értékei szignifikansan novekedtek a ZDF kontroll allatok
értékeihez viszonyitva (FS: 32,33 + 0,421% vs. 36,83 + 0,703%; EF: 66,50 + 0,067% vs. 72,00 +
0,774%, ebben a sorrendben). Az a-MSH-val kezelt patkanyok MAPSE értékei a normal tartomanyban
maradtak, a ZDF kontroll allatok MAPSE értékei viszont szignifikansan romlottak (2,268 + 0,010 mm
vs. 1,602 + 0,045 mm). Az izovolumetrias relaxacios idé csokkenésébdl lathatd, hogy az a-MSH-val
kezelt csoport bal kamrai diasztolés funkcioja enyhén javult a ZDF kontroll csoporthoz képest (43,00 +
1,125 ms vs. 58,00 + 1,826 ms). A bal pitvar aorta atmér6hoz viszonyitott mérete (LA/A0) szemlélteti,
hogy a ZDF kontroll allatok bal pitvaranak atmérdje nétt az a-MSH-val kezelt allatokéhoz képest (1,104
+ 0,043 vs. 0,945 + 0,029). Az E/A és E/e’, valamint a lateralis ¢’ értékeket nem befolyasolta a kezelés.
A Tei-index (Myocardial Performance Index, MPI) emelkedettebb volt a beteg Kontroll patkanyok
esetében, mint az a-MSH-val kezelt patkanyoknal, amely a Kontroll allatok globalis szivfunkcidjanak
romlasara utal (0,491 + 0,014 vs. 0,392 + 0,013). A bal kamrai kiaramlasi palya (LVOT) paraméterei is
szignifikansan emelkedettebbnek bizonyultak az a-MSH-val kezelt csoportban, mint a ZDF kontroll
csoportban. Az o-MSH kezelés mérsékelten novelte a véraramlasi sebességet (V), valamint a
nyomasgradienst (PG) (LVOTV atlag: 0,441 + 0,024 m/s vs. 0,553 + 0,019 m/s; LVOT atlag PG: 1,095
+ 0,088 Hgmm vs. 1,592 + 0,106 Hgmm). Kovetkezményesen, a ver6térfogat (SV) és a perctérfogat
(CO) értékek is emelkedtek a kezelt allatoknal (SV: 0,406 + 0,046 mL vs. 0,581 + 0,030 mL; CO: 77,55
+ 7,763 mL/perc vs. 112,30 + 6,110 mL/perc, ebben a sorrendben). Az anesztézia alatt végrehajtott



echokardiografias vizsgalat soran nem mutatottunk ki kiilonbséget a csoportok szivfrekvenciajaban
(HR).

4.2.4. Izoldlt ,,dolgozo szivmodell” eredmények

Az a-MSH iszkémias szivre kifejtett hatasat izolalt ,,dolgozd sziv”’ modell segitségével vizsgaltuk 6
héttel a sebészeti beavatkozas utan. A 6 hetes kezelésnek nem volt hatasa sem a Kontroll, sem az a-
MSH-val eldkezelt allatokbol szarmazo szivek kontraktilis funkcidjanak preiszkémias paramétereire,
beleértve az aorta kiaramlast, a koronaria ataramlast, a szivfrekvenciat, a perctérfogatot, a ver6térfogatot
¢s aortanyomdst. Noha a preiszkémids értékekben jelentds kiillonbség nem mutatkozott, a kifejlodott
nyomds id6 derivaltja szignifikdnsan alacsonyabbnak mutatkozott az MSH csoportban a Kontroll
csoporthoz képest. Erdekes modon, a reperfiizio 60. és 120. percében a dp/dt szignifikinsan magasabb
volt az MSH-csoportban, mint a Kontroll paraméterek ugyanabban az id6pillanatban. S6t, mi t6bb, 30
perccel a globalis iszkémia utan az MSH-val kezelt allatok AF és SV értékei magasabbak voltak, mint
a kezeletlen, kontroll allatok értékei. Ezenkiviil, az iszkémia utdni helyreéallas végén, a Kontroll
patkanyok AF (1,667 +0,711; 16A abra), CO (11,500 + 3,708; 16D abra), SV (0,072 = 0,024; 16E abra),
AoP (40,500 = 12,230; 16F abra) és dp/dt (341,700 + 71,830; 16G abra) értékei szignifikdnsan
csokkentek a preiszkémias allapothoz képest (AFpre: 23,170 + 4,554; COpre: 43,500 + 5,054; dp/dtpre:
1650 + 96,120; Aopre: 93,330 + 9,482 és SVpre: 0,268 + 0,021). Ezzel ellentétben, az MSH-val kezelt
allatok esetében, csak a posztiszkémias AF (2,400 + 0,778), AoP (68,800 £ 3,952) és dp/dt (558,300 +
55,630) mutatott szignifikans csokkenést a preiszkémias értékekhez képest (AFpre: 22,800 + 2,480;
dp/dtpre: 1133 + 127,200; Aopre: 98,200 + 2,760). Mas szoval, annak ellenére, hogy néhany jelentds
kiilonbséget ki tudtunk mutatni a parhuzamos mérések eredményei kozott, az MSH-val kezelt kisérleti
csoport posztiszkémias CO (19,400 + 2,849) és SV (0,128 + 0,025) értékeiben észlelt preiszkémias
allapothoz viszonyitott csokkenés (COpre: 42,000 = 4,195; SVpre: 0,249 £+ 0,021) nem érte el a
statisztikailag szignifikdns mértéket. Ugyancsak nem taldltunk szignifikans kiilonbséget a korondaria
aramlas és szivfrekvencia értékekben, sem a kiilonb6zd kisérleti csoportok kozott, sem pedig egy

csoporton beliil kiillonb6z6 idopillanatokban mért értékek kozott.

4.2.5. Az a-MSH kezelést kovetd fokozott kardiomiocita kontraktilis teljesitmény

A bal kamrai kardiomiocitak aktiv fesziilés-pCa kapcsolata szemmel lathaté o-MSH-indukalt
valtozasokat mutat a ZDF patkanyok cellularis mechanikai teljesitményében. A kezeletlen vs. a-MSH-
val kezelt kisérleti allatokbol szarmazé bal kamrai kardiomiocitdk magasabb aktiv fesziilésre valo
hajlamot mutattak (pCa 5,6-nal: 31,04 + 3,44 kN/m?, p=0,08; pCa 5,8-nal: 25,50 + 3,43 kN/m? vs. 18,13
+ 2,15 kKN/m?, p=0,08). A kezelt vs. kontroll 4llatokbo6l szarmazé LV kardiomiocitdk normalizalt erd-
pCa kapcsolata hasonld Ca-érzékenységet jelzett (pCaso: 5,87 = 0,03 vs. 5,82 + 0,02), de szignifikansan
magasabb Hill egyiitthatot (Nwin: 2,87 + 0,19 vs. 2,17 + 0,08; 3D abra), ami az a-MSH-val kezelt

csoportban jelenlévé jobb miofilamentum kooperaciora utal.



4.2.6. Az agyi erek vaszkuldris stdtusza

Nem talaltunk kiilonbséget a két csoport szerotoninra adott valaszaban (a maximum doézisu 5-HT-ra (10
uM), 7,31 + 0,85 mN a Kontroll csoportban vs. 7,95 + 1,51 mN az alfa-MSH-val kezelt csoportban, 18B
abra). Ugyancsak nem talaltunk jelent0s kiilonbséget a két csoport ATII-re produkalt kontrakcidiban
sem (a maximum do6zisi ATII-re (100 uM), 1,99 + 0,55 mN a Kontroll csoportban vs. 1,53 = 0,188 mN
az alfa-MSH-val kezelt csoportban).

4.2.7. NADPH oxidaz aktivitis

Az a-MSH-val kezelt, illetve a kezeletlen Kontroll csoport bal kamrai NADPH oxidaz aktivitasa nem

kiilonbozott szignifikansan.



5. MEGBESZELES

Az a-MSH, a proopiomelanokortin neuropeptid szarmazéka egy szekretalt melanotropin (melanocita
stimulalé hormon), ami a melanokortin receptorokhoz kotddik, és tobb fiziologias hatasa van,
elsddlegesen a tapanyagfelvétel szabalyozasa, aminek stlycsokkenés és az elhizas elkeriilése lehet a
kovetkezménye — valamint a cukorbetegség kockazatanak csokkenése. A human metabolikus rendszerre
kifejtett hatasain tal korabbi kutatdsok igazoltdk, hogy a kardiovaszkularis rendszerre is pozitiv
befolyassal bir, ugyanis szerepe van az iszkémia/reperfizio kovetkeztében kialakult karosodasok
megel6zésében, illetve csokkentésében. Kutatasunkban egyrészt a rovidtava o-MSH kezelés hatasat
kivantuk vizsgalni egészséges patkanyok iszkémia/reperfuzionak kitett szivének funkciojéra, illetve
ennek a hatasnak a HO-1 altali fiiggdségét; masrészt a hosszutavi a-MSH kezelés hatasat a diabétesz
mellituszban fellép6d iszkémia/reperfizio okozta kardialis karosodasokra, valamint a metabolikus

paraméterekre.

A tanulmanyban bemutatott EF-re és FS-re kifejtett a-MSH hatas echokardiografiai elemzése
szemlélteti, hogy a hormon adminisztracidja korreldl ezen paraméterek szignifikans emelkedésével.
Feltételezéseink szerint ezek a hatasok az emelkedett szimpatikus aktivitisnak koszonhet6k. A II.
protokoll alapjan alkalmazott a-MSH kezelés emelte az izolalt ,,dolgozé szivek” EKG-val regisztralt
iitési frekvenciajat a reperfuzié kezdeti szakaszaban. A HO-1 aktivitas hozzajarulasat az a megfigyelés
tdmasztja ala, hogy a hormon 4altal kivaltott HR-emelkedést az SnPP adminisztracid, ami egy HO-1
inhibitor szer, ellensulyozta. Mindazonaltal megjegyzendd, hogy az SnPP + o-MSH-val kezelt
csoportban észlelt szembetiinden alacsony szivfrekvencia értékek részben a tanulmanyban emlitett
szamos sulyos aritmids esemény kovetkezményei is lehettek. Az o-MSH eldkezelés szignifikansan
emelte a CF és az AF értéket is, mind a preiszkémias, mind pedig a reperfiizios idotartam alatt. Ezek a
hatasok szintén szignifikansan HO-1-fliggéek voltak, mivel a hormon altal indukalt CF és AF
emelkedést az SnPP megakadalyozta. Mindkét érték emelkedésérdl bebizonyosodott, hogy
Osszefiiggésben allnak az izolalt ,,dolgozé sziv” modell soran tapasztalt javult szivfunkcidval és az
iszkémias eseményeket elszenvedett betegek jobb prognédzisiaval. Ezek és az ehhez hasonld
megfigyelések felvetik az a-MSH, valamint olyan hatéanyagok, melyek fokozzak a HO-1 expresszidjat,
lehetséges alkalmazasat. Ezzel ellentétben, habar az o-MSH kezelés szignifikdnsan emelte a
perctérfogatot és a verdtérfogatot, ez a hatds nem vagy csak részben volt HO-1-fiiggd, mivel az SnPP

nem volt képes megakadalyozni ezen értékek emelkedését.

Az a-MSH adminisztracioja szignifikdnsan emelte a kezelt allatok CF értékeit, szemben a kontroll
értekekkel. Ez az eredmény azt sugallja, hogy az a-MSH intenziv vazodilatativ hatast kozvetit a
koronaria erekre, ramutatva egy tovabbi ¢lettani hatdsra, mely talan klinikai stratégidk kidolgozasaban
is szerepet jatszhat olyan patologias allapotok esetén, amelyekben specifikus erek célzott tagitasaval

esetleges javulas érheto el.



Ez a kutatas az olyan hatbanyagoknak, mint az a-MSH, melyek modulaljak a HO-1 aktivitasat, tovabbi
potencialis hasznalati lehetdségeit vetette fel a kamrai aritmiakra val6é hajlam csdkkentésében. Az EKG
analizis eredményei azt mutatjak, hogy az a-MSH kezelés — valdszinisithetéen a HO-1 indukcion
keresztiil — gatolja az aritmias események kialakulasat a vivbanyaggal kezelt kontrollcsoporthoz képest.
A hormonkezeléssel parhuzamosan alkalmazott SnPP a kamrai aritmidkra valo hajlamot fokozta, ami
arra utal, hogy a HO-1 ebben a vonatkozasban kardioprotektiv hatast. A csak SnPP kezelésben részesiilé
patkanyokhoz képest az SnPP + a-MSH-kezelt allatokban gyakrabban megjelené stlyos aritmiak
biologiai alapjat képezheti az a-MSH altal okozott HR-ndvekedés. A hormonnak ez a tulajdonsaga, az
SnPP proaritmias hatasaval kombinalva, hozzajarulhat a stlyos aritmids események magasabb
incidenciajahoz.

Az izolalt, fenilefrin 4ltal prekontrahalt aorta gyliri modell kisérlet eredményeit azt lattatjak, hogy az o-
MSH kezelés nem eredményezett direkt modon szignifikans valtozast a nyugalmi vaszkularis tonusban.
Mindazonaltal, ezzel ellentétben a prekontrahalt aorta gyiriik szignifikans relaxacion mentek keresztiil
valaszul az o-MSH adminisztraciora. Az 1 pM o-MSH koncentracié hatisara kialakult maximalis
relaxéacio nem kiilonbozott szignifikdnsan a naiv, naiv ET-, 200 uM NOARG-, 3 uM INDO-, 3 uM
INDO + 200 ptM NOARG-gal kezelt csoportok kozétt. igy az a-MSH vaszkuléris tonusfokozo hatasa
(az al adrenoreceptorok stimuldlasan keresztiil) feltehetden fiiggetlen az intima jelenlététdl, csakugy,
mint az endotélium prosztaciklin, illetve NO-termelé képességét6l. Ezen eredmények, valamint a
hormon fenilefrin-kezelt aorta gytiritkre gyakorolt szignifikans relaxalo hatasa azt vetitik el6, hogy az
a-MSH potencialis szereppel birhat olyan terapias rendszerek felallitisdban, ahol a betegek

prognozisanak javitasa érdekében a vazodilatacio egy fontos és elvart tényezo.

Az a-MSH eldkezelés képessége az iszkémia/reperfuzio-idukalt infarktus teriiletének csokkentésére, a
hormon altal produkalt kardioprotektiv hatasspektrum egy ujabb bizonyitékat jelentheti. Ennek a
hatasnak az egyik leglényegesebb mechanika alapja a HO-1 citoprotektiv képességében rejlik —
feltehetGen felerdsiti a kardiomiocitakon beliili, valamint a kardiovaszkularis szovetben megtalalhato
egyéb sejtekben 1év6 iongydkdk kompartmentalizaciojat —, hiszen az enzim SnPP altali gatlasa
megakadalyozta az I/R altal okozott infarktus teriiletének csokkentését nemcsak az a-MSH-kezelt

szivekben, hanem a kontroll allatokban is.

A HO-1 expressziojanak szignifikdns ndvekedése, valamint az a-MSH altal stimulalt miokardialis HO-
1 aktivitas azt bizonyitja, hogy a hormon képes fokozni ezt a fontos adaptacios valaszt, ami tovabb

hangsulyozza a terapias alkalmazasanak lehetoségét.

A jelen tanulmany masodik fazisanak eredményei ravilagitanak arra, hogy az o-MSH-val kezelt
cukorbeteg 4allatok kisebb meértékli sulygyarapodast produkaltak a csak vivéanyaggal kezelt
patkanyokhoz képest, habar ez a kiilonbség nem bizonyult szignifikdnsnak, valosziniisithetéen az

alacsony mintaclemszam miatt. Ennek ellenére, a kisérlet végén szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk



az a-MSH-val kezelt kisérleti allatok bal kamra tdmegének teljes testhez viszonyitott tdmegében a
Kontroll patkanyok értékeihez viszonyitva. Ennek f6 magyarazata lehet, hogy a kontroll allatok bal
kamrajanak fala jelentdsebb vastagodason ment keresztiil, mint az a-MSH-val kezelt csoport tagjainak
bal kamraja. Mivel ez a jelenség, ami ventrikularis hipertrofia néven ismert, emelkedett kockazatot jelent
az iszkémias szivelégtelenség kialakulasara, az ebben a kutatasban szerepld, jotékonynak bizonyul6 a-

MSH kezelés, potencidlisan human klinikai alkalmazasba kertilhet.

A bemutatott echokardiografiai eredmények a hosszi tavii a-MSH kezelés kardiovaszkularis szisztolés
¢s diasztolés funkciokra gyakorolt protektiv szerepére utalnak. Ez az eredmény relevans a kutatasunk
els6 fazisanak eredményeihez, melyben kiilonb6z6 a-MSH dézisok (10, 100 és 250 pg/kg) akut egyszeri
funkciok (EF, FS) szignifikdns javulasat detektaltuk. A kronikus a-MSH kezelés hasonld hatést idézett
eld. Kiilonosképpen, a hormonterapiaban részesiilé allatok frakcionalis rovidiilése, ejekcios frakcidja,
verdtérfogata és perctérfogata emelkedett szignifikdnsan a Kontroll patkanyok értékeihez képest (FS:
32,33+ 0,421% vs. 36,83 £ 0,703%; EF: 66,50 + 0,067% vs. 72,00 + 0,774%, SV: 0,41 £ 0,046 mL vs.
0,581 + 0,030 mL; CO: 77,55 + 7,763 mL/perc vs. 112,30 + 6,110 mL/perc ebben a sorrendben). A bal
kamrai kidramlasi palya (LVOT) értékei szintén emelkedtek a kezelt csoprotban, direkt 6sszefliggést

demonstralva az emelkedett EF, FS, SV és CO paraméterekkel, mint a szisztolés funkcio jelzoivel.

Korabbi kutatasok azt igazoltak, hogy az a-MSH nem befolyésolja vagy csak nagyon csekély mértékben
emeli a vérnyomast. S6t, a hormon mas echokardiografiai paraméterekre gyakorolt hatasa is
atgondolando. Példaul, az emelkedett bal pitvar-aortagydk arany (LA/Ao), ami bal pitvari tagulasra utal.
Ebben a tanulmanyban az a-MSH csokkentette ezeket az értékeket, habar mindketté az egészséges
tartomanyban maradt. Az MV (mitralis billenty(i) deceleracidos id6t (ms), ami a bal kamra
remodellingnek és diasztolés diszfunkcidonak egy erés prognosztikai markere, ugyancsak megvizsgaltuk.
Az o-MSH ozmotikus pumpa kezelés szignifikansan javitotta a diabétesz-indukalt diasztolés
diszfunkciot. A kezelt allatok mitralis billenty(i deceleracios id6 (66,67 & 3,201 vs. 85,50 £ 5,258 ms)
¢s IVRT (58 £ 1,826 vs. 43,00 £ 1,125 ms) értékei javulast mutattak a kontroll allatokhoz képest. Jelen
kutatas kisérletei kiterjedtek a mitralis annularis sik szisztolés kitérésének (MAPSE) mérésére is, amit
bal atrioventrikularis sik elmozduldsanak is neveziink (AVPD). Korabbi tanulmanyok igazoltak, hogy
Osszefiigges van a csokkent MAPSE érték, valamint az életkor, illetve a miokardialis infarktuson atesett,
szivelégtelenségben vagy pitvarfibrillacioban szenvedd betegek bal kamra funkcidja kozott, és hogy a
MAPSE a hagyomanyos echokardiografiai markereknél érzékenyebb paraméter a bal kamrai szisztolés
funkcio korai stddiumi romlasanak detektdlasara. A szivfunkcié egy masik mérészama ebben a
kutatasban a miokardialis performacios index (MPI), ami egy egyszertien elvégezhetd, regisztralhato és
jol reprodukalhatd, Doppler aram segitségével meghatarozott érték. Az MPI, mint egyediilallo

prognosztikus marker, hasznalhat6 a diabéteszes kardialis diszfunkcio jellemzésére. A kutatdsunkban



kimutattuk, hogy a hossza tavia a-MSH kezelés szignifikansan javitotta mindkét paramétert; MAPSE:
1,602 + 0,045 mm vs. 2,268 + 0,010 mm, MPI: 0,491 + 0,014 vs. 0,392 + 0,013.

A Langendorff-apparatusban kivitelezett izolalt ,,dolgozé sziv’’ modell soran szignifikansan emelkedett
preiszkémias nyomasvaltozast mértiink (dp/dt) az MSH csoportban a kezeletlen kontroll csoporthoz
képest. Az iszkémia/reperfuzios sériiléshez kapcsoltan az AF, dp/dt, AoP értékek szignifikansan
csokkentek mindkét csoportban a preiszkémias értékekhez viszonyitva. Annak ellenére, hogy majdnem
minden eredmény romlott a 120 perc reperfuzio végére, emelkedett AF és SV értékeket mértiink az a-
MSH-val kezelt csoportban a kontroll értékekhez képest, a reperfiziéo 30. percében. S6t, mi tobb, a
hormonterapiaban részesiild allatok posztiszkémias CO ¢és SV paraméterei nem csokkentek
szignifikansan a kiindulasi, preiszkémias értékekhez képest. Ezek az eredmények konzisztensek az elsd
fazis eredményeivel, miszerint az a-MSH kezelés szignifikansan csokkenti az iszkémia/reperfuzio
indukalta infarktus teriiletének méretét, noveli a CO és SV nagysagat, ezaltal tovabbi bizonyitékul
szolgélnak a hormon kardioprotektiv hatdsainak igazoldsdhoz. Jelen tanulmany els6 fazisa, valamint
korabbi kozlemények demonstraltak, hogy a melanokortinok védelmet nytjtanak a nytjtott idétartamu
miokardialis iszkémia/reperfazié altal okozott szovetkarosodassal szemben, a HO-1, JAK/ERK/STAT
szignalizacid aktivalasan keresztiil, valamint a pro-inflammatorikus TNF-a, pro-inflammatorikus/pro-
apoptotikus pJNK faktor expresszidjanak csokkentése révén, illetve a nervus vagus altal medialt
kolinerg és anti-inflammatorikus tutvonal aktivalasaval. A kardiomiocita kontrakcios teljesitmény
adatainak elemzése javult aktin-miozin kolcsonhatast, illetve a magasabb aktiv fesziilésre valo
hajlandosagot mutatott — ami fejlettebb kardiomiocita mechanikai teljesitményre enged kovetkeztetni,
mely hozzajarulhat az a-MSH globalis kardialis kontraktilitasra gyakorolt jotékony hatdsédhoz. Ezzel
ellentétben ugy tlinik, hogy az a-MSH-nak nincs hatasa a kontraktilis apparatus Ca-érzékenységére. Sét,
mi tobb, az is kideriilt, hogy az a-MSH semmilyen karos hatast nem gyakorol a cerebralis vaszkularis
simaizomra. Pontosan, nem valtoztatta meg a KCl, szerotonin, illetve angiotenzin-ll-re adott valaszt,

ami az a-MSH altali stimulacioéra adott vaszkularis valasz hianyara utal.

Korabbi tanulmanyokkal 6sszhangban, az egyik legfébb hipotézis, ami a hormon protektiv hatasat
magyarazhatja, az az immunmodulans, anti-inflammatorikus és antioxidans tulajdonsaga. Ezek a
jelenségek a jelen kutatds megtervezésének egyik legfébb alapjaul szolgaltak, mely terv magaban
foglalta a NADPH oxidaz enzim aktivitasanak mérését. Mindazonaltal a kutatas 1ényeges limitald
tényezOje, hogy a hormon antioxidans kapacitasat csupan a NADPH oxidaz aktivitdsmérésével
igazoltuk. A hormon jotékony hatasainak tisztdzasara szolgald tovabbi lehetséges mechanizmusok

intenziv kutatasok targyat képezik.



6. FONTOSABB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK OSSZEFOGLALASA

1. Kimutattuk, hogy az a-MSH kezelés szignifikansan javitotta az iszkémia/reperfiziot elszenvedett
szivizom EF-jat, FS-ét, CF-jat és AF-jat, ezaltal Osszefiiggésbe hozhatd az izolalt ,,dolgoz6 sziv”
modell soran tapasztalt javult szivfunkcioval illetve, hogy ezen valtozasok hatterében jelentGs
szerep jut a HO-1 antioxidans rendszer aktivitasanak, melyet az a-MSH kezelés képes volt fokozni.

2. Bebizonyitottuk, hogy az a-MSH kezelés — valdszintisithetéen a HO-1 indukcion keresztiil, gatolja
az aritmias események kialakulasat a vivOanyaggal kezelt kontrollcsoporthoz képest. A
hormonkezeléssel parhuzamosan alkalmazott SnPP a kamrai aritmidkra valé hajlamot fokozta, ami
arra utal, hogy a HO-1 ebben a vonatkozasban kardioprotektiv hatasu.

3. Kimutatasra keriilt, hogy az a-MSH eldkezelés képes csokkenteni az iszkémia/reperfuzio-idukalt
infarktus teriiletének méretét, mely hatasnak az egyik leglényegesebb mechanika alapja a HO-1
citoprotektiv képességében rejlik, hiszen az enzim SnPP altali gatlasa megakadalyozta az I/R altal
okozott infarktus teriiletének csokkentését nemcsak az o-MSH-kezelt szivekben, hanem a kontroll
allatokban is.

4. Kiemelendd eredményiink, hogy a hosszu tdva o-MSH kezelés csokkentette a diabéteszben
megfigyelhet6 bal kamra hipertrofiat, illetve szignifikansan javitotta a diabéteszes allatok szisztolés
(frakcionalis rovidiilés, ejekcios frakcid, ver6térfogat és perctérfogat), valamint diasztolés (mitralis

billentyli deceleracios id6, MAPSE, MPI) szivfunkciojat.

Kutatasunk eredményei azt sugalljak, hogy az a-MSH kezelés mind egészséges miokardiumban, mind
pedig a diabétesz altal karositott szivizomszovetben jelentds protektiv szereppel bir, mely kiterjed a
szisztolés és diasztolés funkcidkra egyarant, normal, illetve iszkémia/reperfuzids koriilmények kozott
iS. A hormon altal megemelt HO-1 expresszio, illetve miokardialis enzimaktivitas fokozodas arra utal,
hogy az a-MSH kezelés képes serkenteni a szivizom antioxidans kapacitasat, ami tovabb hangstlyozza
a terapias alkalmazasanak lehetdségét, tekintve, hogy szamos patologias folyamatban a kronikus
gyulladésos reakciok allnak a szivizomkéarosodas hatterében. Osszességében eredményeink felvetik az
a-MSH kezelés human kardiologiai gyakorlatba keriilésének lehet6ségét. Mindazonaltal a hormon

jotékony hatasainak tovabbi lehetséges mechanizmusai intenziv kutatasok targyat képezik.
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keretében az Eurdpai Unid tamogatasaval az Europai Regionalis Fejlesztési Alap tarsfinanszirozasaval

¢s a Témateriiletikivalosagi program 2019, ED_18-1-2019-0028 valosult meg.
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